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OZET

DENEYSEL RAT MODELINDE VASKULER ENDOTELYAL GROWTH
FAKTOR IiNHIiBiTOR VE m-TOR iNHIiBIiTOR KOMBINASYONUNUN
PERITONEAL SKLEROZ UZERINE ETKIiSi

Giris: Enkapsiile peritoneal skleroz uzun siireli periton diyalizi yapan hastalarda
goriilen nadir ancak dliimciil bir komplikasyondur. Inflamasyon, yeni damar olusumu
ve fibrozis ile karakterize bu komplikasyon i¢in giiniimiizde kisith tedavi protokolleri
uygulanmaktadir. Son zamanlarda yeni damar olusumunu engelleyici etkisi nedeniyle
vaskiiler endotelyal growth fakt6r inhibitorii (VEGF-i) bevacizumab kanser tedavisinde
ve antifibrotik 6zelligi olan mammalian target of rapamycin (m-TOR) inhibitori
everolimus da organ nakillerinde rejeksiyonu dnlemede yaygin olarak kullanilmaktadir.
Daha o6nceki deneysel sigan modellerinde everolimus tedavisinin peritoneal fibrozis ve
inflamasyonu oOnledigi, bevacizumab tedavisinin peritoneal kalinlik ve fibrozisde
gerileme sagladigi gosterilmistir. Bu c¢aligmada bevacizumab + everolimus
kombinasyon tedavisinin tek basmna bevacizumab tedavisine istiinliigiiniin olup
olmadigini arastirmak amaglanmistir.

Gereg ve Yontemler: 40 adet Winstar albino sican 5 esit gruba ayrildi. Kontrol
grubuna 0-3 hafta arasi donemde intraperitoneal izotonik salin (2 ml/giin) verildi.
Klorheksidin glukonat (KG) grubuna 0-3 hafta aras1 donemde KG (2 ml/giin-0,1% KG
+ 15% etanol sollisyonu) intraperitoneal verildi. Bu 2 grubun {iyelerinden bu 3 hafta
sonunda peritoneal doku &rnekleri alindi. Dinlenme grubuna ilk 3 hafta intraperitoneal
KG ve takip eden 3 hafta IP izotonik salin ile orogastrik sondadan cesme suyu (2 ml)
verildi. VEGF-i grubuna ilk 3 hafta intraperitoneal KG ve takip eden 3 hafta IP
bevacizumab (2,5 mg/kg/giin) ile orogastrik sondadan ¢esme suyu verildi. Son olarak
kombinasyon grubuna ilk 3 hafta intraperitoneal KG ve takip eden 3 hafta i¢inde
intraperitoneal bevacizumab ile orogastrik sonda ile everolimus (0,3 mg/kg/giin) verildi.
Bu 3 grubun iiyelerinden 6 haftanin sonunda peritoneal doku 6rnekleri alindi. Patolojik
ornekler hematoksilen-eozin ve masson trikrom ile boyanarak incelendi. Isik
mikroskopisi ile inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis ve peritoneal kalinlik
degerlendirildi. Ayrica 6rnekler, doku diizeyinde TGF-beta ve MMP-2 tutulumlarinin
gosterilmesi amaciyla anti-TGF-beta ve anti-MMP-2 boyalari ile de boyandi.

Bulgular: KG grubunda kontrol grubuna gore inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis
ve TGF-beta skorlar ile peritoneal kalinlik degeri belirgin yiiksek saptandi (p<0,05).
KG grubu ile dinlenme grubu karsilagtirildiginda peritoneal dinlenmenin herhangi bir
degisken acisindan faydasi olmadigi gozlendi. VEGF-1 grubunda KG grubuna gore
inflamasyon ve vaskiilopati skoru anlamli diizeyde diisme saptandi (p<0,05).
Kombinasyon grubunda KG grubuna goére inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis skoru ile
peritoneal kalinlik degerinde belirgin diisme izlendi (p<0,05). VEGF-i grubu ile
kombinasyon grubu arasinda herhangi bir degisken acisindan anlaml fark saptanmadi
(p>0,05). TGF-beta agisindan kontrol grubu ile KG grubu ve kontrol grubu ile dinlenme
grubu arasinda anlamli farklilik saptanirken (p<0,05), MMP-2 igin kontrol grubu ile
dinlenme grubu, dinlenme grubu ile VEGF-i grubu ve dinlenme grubu ile kombinasyon
gruplar1 arasinda anlaml farklilik goriildi (p<0,05) .
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Sonu¢: Calismamizda, VEGF-i tedavisinin deneysel EPS modelinde
inflamasyon ve vaskiilopati iizerinde yararli etkisi saptanmig olup m-TOR inhibitorii
eklenmesiyle fibrozis ve peritoneal kalinlik {izerinde de olumlu etkiye ulasildigi
gosterilmistir.  Dolayisiyla, EPS tedavisinde VEGF-i ve m-TOR inhibitor
kombinasyonunun etkili oldugu sonucuna varilmis olmakla birlikte bu konuda daha
genis kapsamli deneysel ve klinik aragtirmalara ihtiyag vardir.
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SUMMARY

THE EFFECT OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR
INHIBITOR AND m-TOR INHIBITOR COMBINATION ON PERITONEAL
SCLEROSIS IN EXPERIMENTAL RAT MODEL

Introduction and Purpose: Encapsulated peritoneal sclerosis is a rare but fatal
complication of long-term peritoneal dialysis. Today, limited treatment protocols are
applied for this complication which is characterized by inflammation,
neovascularization and fibrosis. Recently, bevacizumab with vascular endothelial
growth factor inhibitor (VEGF-i) in cancer treatments due to its inhibitory effect on
neovascularization and everolimus which is an inhibitor of mammalian target of
rapamycin (m-TOR) in the prevention of rejection in organ transplants, is widely used.
In previous experimental rat models, everolimus therapy has been shown to prevent
peritoneal fibrosis and inflammation, bevacizumab treatment has been shown to
decrease in peritoneal thickness and fibrosis. In this study, we aimed to investigate
whether bevacizumab + everolimus combination therapy is superior to bevacizumab
treatment alone.

Materials and Methods: 40 Winstar albino rats were divided into 5 equal
groups. The control group received intraperitoneal isotonic saline (2 ml / day) between
0-3 weeks. Chlorhexidine gluconate (CG) (2 ml / day-0,1% KG + 15% ethanol solution)
was given intraperitoneally to the CG group in the period 0-3 weeks. Peritoneal tissue
samples were taken from these 2 groups at the end of these 3 weeks. Resting group was
given intraperitoneal CG for the first 3 weeks and the following 3 weeks intraperitoneal
isotonic saline and tap water (2 ml) was given from the orogastric tube. Chlorhexidine
gluconate was given intraperitoneal for the first 3 weeks in VEGF-i group and the
following 3 weeks intraperitoneal bevacizumab (2,5 mg / kg / day) administered and tap
water was given from the orogastric tube. Finally, intraperitoneal chlorhexidine
gluconate was given to the combination group for the first 3 weeks and n the following
3 weeks, everolimus (0,3 mg / kg / day) was given by orogastric catheter with
intraperitoneal bevacizumab. Peritoneal tissue samples were taken from rats of 3 groups
at the end of 6 weeks. Pathological specimens were examined after stained with
hematoxylin-eosin and masson trichrome. Inflammation, vasculopathy, fibrosis and
peritoneal thickness were evaluated by light microscopy. In addition, the samples were
stained with anti-TGF-beta and anti-MMP-2 for the demonstration of TGF-beta and
MMP-2 uptake at tissue level.

Results: According to the control group, inflammation, vasculopathy, fibrosis
and TGF-beta scores and peritoneal thickness values were significantly higher in the
CG group (p<0,05). When the CG group was compared with the resting group, it was
observed that peritoneal relaxation did not benefit from any variable. Significant
decrease in inflammation and vasculopathy scores were found in VEGF-i group
compared to the CG group (p<0,05). Inflammation, vasculopathy, fibrosis score and
peritoneal thickness were significantly decreased in the combination group compared to
the CG group (p<0,05). No significant difference was found between VEGF-i group and
combination group in terms of any variable (p>0,05). There was a significant difference
in terms of TGF-beta between the control group and CG group and control group and
resting group (p<0,05). Significant differences were observed between control group
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and rest group, rest group and VEGF-i group and rest group and combination group for
MMP-2 (p<0,05).

Conclusion: In our study, the beneficial effect of VEGF-i treatment on
inflammation and vasculopathy was determined in experimental EPS model, also
positive effect on fibrosis and peritoneal thickness has been demonstrated by the
addition of m-TOR inhibitor. Therefore, it is concluded that VEGF-i and m-TOR
inhibitor combination is effective in the treatment of EPS, but more extensive
experimental and clinical studies are needed.
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1.GIRIS ve AMAC

Kronik bobrek hastaligi (KBH), National Kidney Foundation Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative(NKF K/DOQI) klavuzuna gore >3 ay siiren bobrek hasari
veya glomertiler filtrasyon hizi’nin (GFH) 60 ml/dk/1.73 m? degerinin altinda olmasi
olarak tanimlanmaktadir (1). Siklig1 her gecen giin artmakla birlikte tilkemizde yapilan
CREDIT (Chronic Renal Disease In Turkey) tarama calismasinda KBH prevalansi
%15,7 olarak saptanmistir (2). Tiirk Nefroloji Dernegi’nin (TND) 2017 kayit verilerine
gore renal replasman tedavilerinin insidansi milyon niifus basmma (MNB) 146 olmakla

birlikte %4’ linii periton diyalizi (PD) hastalar1 olusturmaktadir (3).

PD hastalarinda peritonit gibi enfeksiyoz komplikasyonlar daha sik goriilmesine
karsin enkapsiile peritoneal skleroz (EPS) ise PD’nin nadir ancak Oliimcil bir
komplikasyonudur. EPS %0,7-%3,1 arasinda degisen siklikta oldugu bildirilmektedir
(4, 5). Beslenme destegi ve cerrahi girisimler disinda medikal tedavi protokolleri heniiz
kisith diizeyde olmakla birlikte EPS tedavisi icin halen ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Bu sebeple EPS tedavisi arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir konu olmus olup, everolimus,
sirolimus, mikofenolat mofetil, bevacizumab, abacept gibi bir takim ajanlar
aragtirmalarda tedavi yontemi olarak c¢alisilmis olup, bu ajanlarin EPS tedavisinde

faydali olabilecegi gosterilmistir (6, 7, 8, 9, 10).

Bu ¢alismamizda, Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) destegi ile vaskiiler
endotelyal growth faktor inhibitérii (VEGF-i) bevacizumab ve mammalian target of
rapamycin (m-TOR) inhibitorii everolimus kombinasyonunun siganlarda olusturulan
deneysel peritoneal skleroz {izerine etkisinin arastirilmast planlanmistir. Bahsedilen

kombinasyon tedavisi ile ilgili su ana kadar yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Kronik Bobrek Hastaligi: Tanimlama ve Epidemiyoloji

Kronik bobrek hastaligi, devamli, ilerleyici ve geri doniisiimsiiz nefron kaybi ile
karakterize klinik bir tablodur (11). KBH, National Kidney Foundation Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative (NKF K/DOQI) klavuzuna gore >3 ay siiren bobrek hasari
veya GFH’nin 60 ml/dk/1.73 m? degerinin altinda olmasi olarak tanimlanmaktadir (1).
KBH evrelemesinde, en son 2012 yilinda yapilan KDIGO( Kidney Disease Improveing
Global Outcome) klavuzunda olmak iizere, yillar i¢inde ¢esitli diizenlemeler yapilmistir.
2012 KDIGO klavuzuna gore; evre 3 olgular G3a ve G3b olmak iizere iki alt gruba
ayrilmis ve albiiminiiriye dayanan KBH smiflamasi eklenmistir (12). 2016 KDIGO

klavuzunda evreleme kriterlerinde degisiklige gidilmemistir (Tablo 1).

Tablo 1. 2012 yili KDIGO kilavuzuna gore kronik bobrek hastaliginda GFH ve

albiimintiri kategorileri

GFH Evreleri GFH (ml/dk/1.73 m2) Tammlar

Gl >90 Normal veya yliksek

G2 60-89 Hafif azalmis

G3a 45-59 Hafif-orta derecede azalmis
G3b 30-44 Orta-siddetli derecede azalmis
G4 15-29 Siddetli azalmig

G5 <15 Bobrek yetmezligi
Albiiminiiri Evreleri AER (mg/giin) Tanimlar

Al <30 Normal/yiiksek normal

A2 30-300 Yiiksek

A3 >300 Cok yiiksek

KBH tiim diinyada siklig1 giderek artan bir saglik sorunudur. ABD’de 1973-1983 yillari
hasta sayis1 10.000’den 86,354’e yiikselerek 8,6 kat artis gostermistir (1). 2008 yilinda
Avrupa’da 1 milyon kisiden 891’inin KBH oldugu saptanmistir (2, 13). Ulkemizde 18
yasin iizerindeki 10.748 bireyde yapilan CREDIT (Chronic Renal Disease In Turkey)
tarama ¢alismasinda ise KBH prevalanst 9%15,7 gibi olduk¢a yiiksek bir oranda
saptanmis olup %0,27’si1 evre 4, %0,15°1 evre 5 hastalar1 kapsamaktadir (2). Glomeriiler
filtrasyon degeri 15 ml/dakikaya inince son donem bobrek yetmezliginden (SDBY)

bahsedilir ve hastalar renal replasman tedavileri (RRT) agisidan degerlendirilmelidir (1).



2.2. Son Donem Bobrek Yetmezliginde Renal Replasman Tedavileri

RRT’leri, SDBY nin tedavisinde kullanilan yontemlerdir. RRT se¢imi kisiden
kisiye degisiklik gostermekle birlikte yontem se¢iminde maddi durum, kiiltiirel
aligkanliklar, doktor tercihi, ulasim imkani gibi pek ¢ok etken etkilidir (14). RRT
secenekleri hemodiyaliz, periton diyalizi ve bobrek transplantasyonudur. Tiirk Nefroloji
Dernegi’nin (TND) 2017 kayit verilerine gore renal replasman tedavilerinin insidansi
milyon niifus bagina (MNB) 146, prevalanst 957°dir. Bunlarin %76’sin1 hemodiyaliz
(HD), %20’sini bobrek nakli, ancak %4’tinii PD hastalar1 olusturmaktadir (3).

Hemodiyaliz: Hastadan santral vendz katater ya da arteiyovenoz fistiille alinan
kanin bir membran aracilifi ve bir makineye verilerek sivi ve elektrolit igeriginin
yeniden diizenlenip, sonrasinda hastaya yeniden verilmesi islemidir. Hemodiyaliz
isleminin saglikli gerceklesmesi i¢in yeterli kan akimi saglanmalidir. Hemodiyaliz igin
mutlak bir kontrendikasyon bulunmamakla birlikte rolatif kontrendikasyonlar arasinda
alzheimer hastaligi, multi-infarkt demans, hepatorenal sendrom, ensefalopatinin eslik

ettigi ilerlemis siroz ve ilerlemis kanser sayilabilir (15).

Bobrek Transplantasyonu: Renal replasman tedavisi olarak bobrek nakli,
deneyimli bir nefroloji uzmani ve bir nakil merkezi tarafindan hastanin
degerlendirilmesi sonrasi, uygun vakalara canli ya da kadavra dondrden bdbrek nakli
yapilmasidir (3). Alict ve verici arasinda ABO kan grubu uyumu olmasi gerekmektedir.
Canli verici olarak doku uygunlugu olan yakini tercih edilmekle birlikte doku uyumu
olmayanlardan da nakil islemi yapilabilir. Nakil i¢cin mutlak kontrendikasyonlar
arasinda aktif enfeksiyon, malignite, alkol veya uyusturucu madde kullanimi, tedaviye
uyumsuzluk, yasam beklentisinin kisa olmasi ve saldirgan bir rekiirren hastalik varlig

sayilabilir.
2.3. Son Donem Bobrek Yetmezliginde Periton Diyalizi

Renal replasman tedavi yontemlerinden birisi olan PD, HD yOntemine alternatif
bir tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir. HD’e goére damar yoluna gereksinim
duyulmamasi, stabil kan biyokimyasi, evde uygulanabilmesi, seyahat Ozgiirliigi,
azalmig hastane bagvurulari gibi bir takim avantajlari bulunmaktadir (16). Kesin

kontrendikasyonlar1 arasinda ise ciddi periton yapisikliklari, cerrahi yontemle



diizeltilemeyen karin fitiklari, akut iskemik-enfeksiyoz barsak hastaliklari, biiyiik

diyafragma kusurlar1 bulunmaktadir.
2.3.1. Tarihce

Tarihte ilk kez 1744 yilinda parasentez ve peritoneal lavaj uygulamasi yapilmis,
ancak ilk PD 1923 yilinda Georg Hanter tarafindan hayvanlar iizerinde denenmistir.
Belirli saat araliklarinda uygulanan sivi degisimleri ile kandaki nitrojenin diyaliz
sivisina gecisi ve buna hayvanlardaki klinik iyilesmelerin de eslik etmesi gézlenmistir.
1946 yilinda insanda ilk basarili PD uygulamast yapilmigtir. 1978 yilinda Robert
Popovich ve Jack Moncrief tarafindan yapilan ¢aligmanin yayimlanan sonu¢ raporunda

ilk kez ’Siirekli Ayaktan Periton Diyalizi’ tanim1 kullanilmistir (17).

Ulkemizde ilk klinik uygulamalar 1950-1960 yillari arasinda baglamistir. 1998°de
TULIP (Turkish Multicenter Peritoneal Dialysis Study Group) kurulmasi ile PD
uygulamalari artarak devam etmistir (18). Giiniimiizde de PD uygulamalar1 RRT iginde

hatirt sayilir yere sahip olup halen kullanilmaktadir.
2.3.2. Periton Membrani Anatomi ve Fizyolojisi

Periton boslugu insan viicudundaki en biiylik bosluktur. Yiizey alani ortalama 1-
2 m2’dir (19-20). Periton zar1 ise karin duvarini ve batin igi organlarin yiizeyini
kaplayan iki katli bir membran olup visseral ve parietal periton olarak 2’ye
ayrilmaktadir. Visseral tabaka mezenterik arterden beslenir, vendz drenaji portal vene
olmaktadir. Parietal tabaka ise karin duvar1 ve diyafragma arterlerinden beslenirken
vendz drenaji ise direkt sistemik dolasima olmaktadir (20). I¢ organlarin dis yiizeyini ve

periton kavitesinin i¢ yiizeyini saran bu membran 3 kisimdan olugsmaktadir.

Mezotelyum: Tek sirali, kesintisiz mezotel hiicrelerinden olusur. Serbest
yiizeyleri mikrovilluslarla kaplidir ve bu sayede ylizey alanlar1 artmaktadir. Mezotel
hiicreleri periton mikrosirkiilasyonunu kontrol eden vasodilator prostaglandinler
(prostoglandin-E2, Nitrik Oksit) ve vazokonstriiktor peptidler (endotelin) salgilar (21).
Doku plazminojen aktivatorii ve lirokinaz tip plazminojen aktivator yolu ile fibrinolitik
ve tip-1 ve tip-2 plazminojen aktivator inhibitorii yoluyla fibrin olusturucu etkileri
vardir (22). Fibrinolitik etki daha baskin olmakla birlikte bu hassas denge bir takim
etkenlerle bozulabilir. Ornegin, peritonit durumlarinda veya cerrahi sirasinda tiimor

nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinler
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fibrinolitik  aktiviteyi  azaltarak  sklerotik  kalinlagmalara, adezyonlara ve

obstriiksiyonlara sebep olabilmektedir (23).

Mezotel ayn1 zamanda 16kosit infiltrasyonunu saglayan kemokinler ve adezyon
molekiilleri salgilayarak immun yanit1 regiile etmektir (24, 25). Yine IL-1, TNF-alfa ve
bakteri tirtinleri gibi maddelerin mezoteli uyarmasi ile IL-6, interlokin-8 (IL-8), monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1) salgilanmasi ile l6kosit kemotaksisi ve adezyonu

olusabilmektedir. Ayrica direkt fagositoz 6zelligine de sahiptirler (23).

Mezotel hiicreleri ayn1 zamanda peritoneal hasar tamirinde de rol oynamaktadir.
Bunu hem direkt hem de indirekt etki ile gostermektedir. Dolayli olarak TGF-beta
salgistyla fibroblastlar1 uyararak matriks sentezini arttirirken, direkt olarak matriks
bilesenlerini {iretebilmektedir. Ayrica, hareket sirasinda karin i¢i organlarin rahat
hareket etmesi i¢in hiyaliironik asit, biglikan, fosfotidilkolin gibi kayganlastirict
maddeler salgilar (26).

Bazal membran: Mezotel hiicrelerinin altinda uzanmaktadir. Segici hiicresel
bariyer gorevi gorlir. Tip 4 kollajen, proteoglikanlar, laminin gibi glikoproteinleri

icermektedir.

Interstisyum: Tip 1 ve 3 kollajen lifleri, elastin, fibronektin, fibroblastlar, doku
makrofajlar1 ve mast hiicreleri igermektedir. Bu bolgede meydana gelen degisiklikler
periton gegirgenligini negatif yonde etkilemektedir (21, 27). Fibroblastlar IL-1, IL-6
gibi sitokinler salgilayarak savunmada goérev almakla birlikte TGF-beta, fibroblast
biiyiime faktorii (FGF), IL-1 tarafindan uyarilarak ekstraseliiler matriks proteinlerinin
sentezlemesini de saglamaktadir. Ayrica, fibrinoliz inhibitorleri salgilayarak fibrozise

neden olabilmektedir (28).

Doku makrofajlar1 TGF-beta, 1L-1, TNF-alfa, Platelet-derived growth factor (PDGF)
gibi  sitokinleri  sentezleyerek  fibroblast  fonksiyonunu  diizenlemektedir.
Mikroorganizmalara karsi savunmada da goérev almaktadir. Ayrica interstisyumda
bulunan mast hiicreleri inflamasyon diizenlenmesinde gorev almakta olup o6zellikle

peritonitte ndtrofil kemotaksisinde rol oynamaktadirlar.



2.3.3. Periton Diyalizi Prensipleri

PD cerrahi yontemle, kalici olarak karin duvarina yerlestirilen o6zel bir
kataterden genellikle glukoz iceren diyaliz sivisi periton bosluguna verilerek yapilir.
Verilen siv1 bir siire bekletildikten sonra geri bosaltilacak sekilde giinde 4-5 kere
degisim uygulanir. Beklenen siirede kanda bulunan atik {iriinler periton membranindan
difiizyonla diyalizata gecerek atilir. Soliitlerin diflizyonu baslangi¢ doneminde en
hizlidir, diyalizat ve kan arasindaki konsantrasyon farki azaldik¢a difiizyon hizi azalir
ve kan ile diyalizat konsantrasyonu esitlendiginde difiizyon durmaktadir. Bu sirada
viicutta bulunan fazla s1vi1 yiikii de diyaliz sivisindaki ozmotik ajanlarin etkisiyle ozmoz

yoluyla atilir. Her iki taraftaki ozmotik basing esitlenene kadar bu durum devam eder.
2.3.4. Peritoneal Giris

Periton diyalizi i¢in kullanilacak kateterlerin, bakteriyolojik olarak giivenli,
dayanikli ve cerrahi yontemle kolay takilip ¢ikarilabilir olmasi gereklidir. Genellikle
Tenckhoff kateterleri kullanilmaktadir. Silikon malzemeden yapilmis kataterin periton
i¢indeki ucu kivrik olup iizerinde ¢ok sayida delik vardir. I¢ kaf (kege) ve dis kaf olmak
tizere 2 adet kafi bulunmaktadir. Kaflar, fibroblast proliferasyonunu ve invazyonunu
uyararak enfeksiyon etkenlerine kars1 fizyolojik bir bariyer olugsmasini saglayan fibrotik
reaksiyonu uyarmaktadir. Ayrica, enfeksiyon riskini azaltmak i¢in katater yerlestirme

islemi esnasinda proflaktik antibiyotik verilmesi dnerilmektedir.
2.3.5. PD Swvilan

Periton diyaliz soliisyonlar1 seffaf torbalarda 500-3000 ml arast degisen
hacimlerde bulunmaktadir. Ozmotik ajan olarak genellikle glukoz kullanilmakta iken
baz olarak bikarbonat ve laktat kullanilmaktadir. PD soliisyonlar1 potasyum icermezler,
eski tip sivilarda Cat++ ile ¢okelti olusturma riski nedeniyle bikarbonat
bulunmamaktadir. Periton diyaliz soliisyonlarmin igerigi tablo 2’de ayrmtili olarak
verilmistir. Ayrica gerekli durumlarda fibrin olusumunu 6nlemek i¢in heparin, peritonit
tedavisi i¢in antibiyotikler ve diyabetes mellituslu hastalarda kristalize insiilin diyalizata

katilarak intraperitoneal yolla da kullanilabilmektedir.



Tablo 2. Periton Diyaliz Sivilarmin Igerigi

Volim 500-3000 ml
Sodyum 131-141 mEg/L
Potasyum Icermez
Kalsiyum 3,5-4,0 mEqg/L
Magnezyum 0,5-1,5 mEqg/L
Laktat 35-45 mmol/L
Dekstroz % 1,5-2,5-4,25
Glukoz % 1,36-2,27-3,86

Yeni gelistirilen PD soliisyonlari, icodextrin (giinde 1 kez, ultrafiltrasyon sorunu
olan hastalarda) ve amino asit igeren PD soliisyonlar1 (malnutrisyon sorunu olan
hastalarda) ile peritoneal skleroz riskini azaltan nétral pH’l1 ¢ift torbali soliisyonlar

olarak 3 baslik altinda toplanabilir (22).
2.3.6. PD Yontemleri

Siirekli Ayaktan Periton Diyalizi (SAPD): Periton boslugunda devamli sivi
bulunmasini saglamak suretiyle giinde 3-5 kez degisim prensibine dayanmaktadir.
Gilinlimiizde Y set ve iki torba sistemi kullanilmaktadir. Y set, ara sete baglanir yeni sivi
iceren torbadan Once biraz sivi verilip yikama yapilir, daha sonra ikinci torba olan bos
torbaya peritondaki sivi bosaltilir. Bosaltimin ardindan ilk torbadaki yeni sivi periton
bosluguna verilir ve setler ¢ikartilir. Cift torba sistemi ile peritonit sikliginda belirgin

azalma saglanmistir.

Devamh Devirli Periton Diyalizi (CCPD): Gece hasta yatarken bir makine
aracilifiyla 3-5 kere siv1 degisimi yapilir. Giindiiz periton boslugunda sivi bekler. Gece

yeniden degisimler yapilir. SAPD’ ye gore peritonit riski daha diistiktiir.

Gece Periton Diyalizi (NPD): Makine ile gece 8-10 degisim yapilir. Peritonda

diyalizat tastyamayacak hastalar i¢in uygun bir yontemdir.

Tidal Periton Diyalizi(TPD): Ozellikle bosaltim agris1 ve drenaj problemi olan
hastalarda tercih edilen bir yontem olup belirli reziduel bir sivi siirekli periton

boslugunda kalmaktadir. Makine yardimu ile uygulanan bir yontemdir (22).



2.4. Periton Diyalizi Komplikasyonlar:

Periton diyalizi komplikasyonlar1 enfektif ve non-enfektif komplikasyonlar

olarak ikiye ayrilmaktadir.
2.4.1. Enfeksiyoz komplikasyonlar

Enfektif komplikasyonlar arasinda peritonit, tiinel enfeksiyonu ve c¢ikis yeri

enfeksiyonu yer almaktadir.

Peritonit:  Kronik  periton  diyalizi  uygulamasmin stk goriilen
komplikasyonlarindan biridir. Karin agris1 ve bulanik periton sivisi varliginda peritonit
mutlaka akla gelmelidir. Alinan diyalizat 6rneginde mm3’de 100’den fazla 16kosit
(notrofil hakimiyetinde) goriilmesi, peritonitin klinik bulgularinin bulunmasi (karin
agrist ve/ veya bulanik diyalizat sivisi, rebound varligi, ates yiiksekligi gibi) ve kiiltiirde
etken tretilmesi kriterlerinden en az 2 tanesinin varligi tan1 koydurucudur (29). Baslica
potansiyel bulas yollar1 intraluminal, periluminal, transmural, transvajinal, hematojen
yayilimdir. Klinik tabloya ates, bulanti, diyare de eslik edebilir. Genelde etken gram
pozitif (%50-70), gram negatif (%15-25) ve mantarlardir (%2) . Tedavi kiiltiir sonucu
cikana kadar ampirik olarak baglanmakla birlikte mutlaka gram-negatif ve gram-pozitif
etkenleri kapsamalidir. Gram-pozitif etkenler i¢in 1. Kusak sefalosporinler vankomisin,
gram-negatif etkenler i¢in 3. Kusak sefalosporin ya da aminoglikozitler tercih
edilmelidir (29, 30). Kiiltiir sonuglarina gore gerekirse tedavi degisimi mutlaka
yapilmalidir. Relaps peritonit, refrakter peritonit, refrakter katater-iligkili enfeksiyon,
fungal peritonit ve intra-abdominal patolojinin eslik etmesi gibi durumlarda da katater

cekilmesi gerekmektedir (29).

Cikis Yeri Enfeksiyonu: Klinik olarak c¢ikis yerinde eritem ve/veya akinti
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cikis yerinden piiriilan akint1 varligr dogrudan enfeksiyon
durumunu gosterirken sadece eritem varligi enfeksiyonun erken bulgusu olmasi yaninda
sadece bir cilt reaksiyonu olarak da goriilebilir. Cikis yeri enfeksiyonlarinda etken
cogunlukla s. aureus ve pseudomonas aeruginosa (31). Piiriilan akinti yoksa lokal
pansuman (Klorheksidin veya povidon iyot ile temizlik) ve lokal antibiyotik tedavisi
(muporisin veya gentamisin krem) yeterli olabilir. Akint1 varliginda gram-pozitifler i¢in

sefalosporin veya rifampisin, gram-negatifler igin ise siprofloksasin baglanmasi



onerilmektedir. 2 haftadan uzun siiren klinik diizelme goriilmeyen durumlarda tiinel

enfeksiyonu akla gelmelidir.

Tiinel enfeksiyonu: 2 haftadan uzun siiren ¢ikis yeri enfeksiyonlarinda ya da
katater trasesi boyunca eritem, hassasiyet varliginda akla gelmelidir. Ultrasonografi ile
katater etrafinda sivinin goriilmesi tiinel enfeksiyonu varligina isaret eder. Tedavi
etkene yonelik ve cikis yeri enfeksiyonu ile benzer olmakla birlikte genellikle i.v.
antibiyoterapi i¢in hospitalizasyon gerekmektedir. 4 haftalik tedaviye ragmen iyilesme
olmazsa kege traslanmasi diisiiniilebilir, sebat etmesi halinde ise katater ¢ikartilmasi

gerekir (30).
2.4.2. Non-Enfeksiyoz komplikasyonlar

Non-enfeksiyoz komplikasyonlar arasinda katater ile ilgili komplikasyonlar
(kanama, perforasyon, tikanma), artmis karin i¢i basinca bagli komplikasyonlar (herni, ,
hidrotoraks), agri, voliim dengesizligi, kasinti ve enkapsiile peritoneal skleroz

sayilabilmektedir.

Eozinofilik Peritonit: Kullanilan katatere veya diyaliz sivisina karsi gelisen
alerjik reaksiyon olarak ortaya ¢iktig1 diisiilmektedir. Diyalizat sivisinin bulaniklagmasi
ancak buna enfeksiyonun sistemik veya lokal bulgularinin eslik etmemesi ve
diyalizattaki hiicrelerin cogunlugunu eozinofillerin olusturdugu bir tablodur. Genellikle

kendiliginden diizelir.

Katater ile iliskili kanama: Genellikle katater takimi sirasinda kiigiik damar
yaralanmasina bagli olarak ortaya ¢ikar. Islem &ncesi ilag kullanimi iyi sorgulanmasi ve

kanama parametrelerinin ¢aligilmasi gerekmektedir.

Bagirsak Perforasyonu: Islem sirasinda akut olarak olusabilecegi gibi, islem
sirasinda zedelenmis mukozanin giinler, haftalar sonrasinda perforasyonu ile de
karsimiza ¢ikabilir. Acil cerrahi miidahale gerektiren Onemli ve Oliimciil bir
komplikasyondur. Bulanik-kanli diyalizat varliginda ve periton sivisinin degisiminde

olan ishal sikayeti varliginda akla gelmelidir (32).

Sizinti: Diyaliz sivisinin periton boslugu disinda bir alana ¢ikmasidir. Katater
cevresinden disariya sizabilecegi gibi, batin ici bir defektten de sizint1 s6z konusu

olabilir. Bir diger sizint1 sebebi ise artan karin i¢i basinca bagl sivinin cilt altina veya



baska bosluklara kacgigidir. En sik genital bolgeye olmakla birlikte cilt ve plevral araliga
stvi kacist da goriilebilmektedir. Cilt altina olan sizinti portakal kabugu goriiniimii
nedeniyle kolaylikla farkedilebilirken tigiincii bosluklara olan sizint1 asimetrik goriiniim
ve nefes darligi durumunda akla gelmelidir. Onlemek igin cerrahi teknigin dogru
uygulanmasi, katater takildiktan 2-3 hafta sonra diisiik voliimle diyalize baslanmasi,

karin i¢i basinci arttiracak durumlarin dnlenmesi ve tedavisi gerekmektedir (33).

Herni: Ozellikle karin ici basing artis1 nedeniyle olusmaktadir. En sik goriilen
herni bolgeleri katater bolgesi, inguinal, umblikal, insizyonel ve diyafragmatik bolgeler
olarak sayilabilir. Tedavisi cerrahi onarim ve karin i¢i basincin azaltilmasina yonelik

tedavilerdir.

Abdominal Agri: Diislik diyalizat sivi 1s1s1, hizli sivi akisi, diisik pH’l1 s1vi
kullanimi, katater yerlesim kusuru agriya sebep olabilir. Tedavisi altta yatan nedene

yonelik se¢ilmelidir.

Voliim Dengesizlikleri: Periton diyalizi hastalarinda zaman iginde periton
zarinin ultrafiltrasyon (UF) kapasitesinin azalmasi nedeniyle voliim problemi karsimiza
cikmaktadir. Genelde komorbid hastaliklarin eslik etmesi voliim sorununun ortaya
¢ikmasini kolaylastirmaktadir. Hipervolemi varhiginda peritoneal drenajda problem
varsa katater malpozisyonundan siiphelenilmelidir. Eger drenaj problemi yoksa hasta
uyumsuzlugu, yetersiz tuz ve sivi kisitlamasi, rezidiiel renal fonksiyon azalmasi ve
uygunsuz PD yontemi akla gelmelidir. Hipovolemi durumlarinda ise hipertonik sivi
kullanimi, gastro-intestinal sistem kayiplar1 ve oral aliminda azalma gibi durumlar

gozden gegcirilmelidir.
2.5. Enkapsiile Peritoneal Skleroz

Tamim-insidans: EPS, uzun siireli periton diyalizi uygulayan hastalarda
peritoneal fibrozis, anjioneogenez ve artmis peritoneal inflamasyon ile karakterize
onemli bir komplikasyondur ve hastalarda &liimciil sonuglara neden olabilir (34). ilk
kez 1980 yilinda Gandhi tarafindan tanimlanmistir (35). Japonya’da yapilan bir
caligmada tiim Japon PD hastalarinda EPS prevalans1 %2.5 olarak bildirilmistir. Bes
yildan az siiredir PD tedavisi alanlarda EPS %0.9 on yildan uzun siirede ise %11.5
oraninda tespit edilmistir (36). Ingiltere’ de yapilan Pan-Thames EPS ¢alismasinda EPS

tanist konan hastalarin %71’inin en az bes yildir PD yaptig1 goriilmiistiir (37).
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Avustralya’da yapilan calismada sikligir %0,7 saptanmis iken Belgika’da yapilan bir
baska calismada ise %3,1 olarak bildirilmistir (4, 5). Ulkemizde ise siklig1 agisindan

bliyiik kapsaml1 veri olmamakla birlikte genelde vaka bildirimleri olarak sunulmustur.

Etyoloji: EPS etyolojisinde ventrikiiloperitoneal sant, sarkoidoz, sistemik lupus
eritamatozus, luteinize tekoma, uzun siireli periton diyalizi ve intraperitoneal
klorheksidin uygulamasi sayilabilir. Risk faktorleri olarak genetik yatkinlik, geng yas,

tiremi, bobrek nakli, peritonit, biyouyumsuz PD soliisyonu kullanimi siralanabilir (38).

Fizyopatoloji: EPS patogenezinde inflamasyonun, pro-fibrotik stokinlerin,
neovaskiilarizasyonun sorumlu oldugu disiiniilmekle birlikte patogenezi halen net
degildir (39, 40). Uzun siiredir PD yapan hastalarda sivi pH, glukoz, laktat maruziyeti
ve biyouyumsuz sivi kullanimi ile beraber peritonit, antiseptik maruziyeti gibi
inflamatuar uyariya sebep olan durumlar EPS patogenezini tetiklemektedir. Bu durum
direkt fibroblast, makrofaj, monosit, mast hiicrelerini etkileyerek inflamatuar sitokin ve
kemokinlerin salinimina neden olmaktadir. TGF-beta, VEGF, FGF etkisiyle fibrozis,
neoanjiogenez ve vaskiilopati meydana gelmektedir. Ayni1 zamanda mezotel hiicre kaybi
periton zarmin rejeneasyon kapasitesini azaltir. Tiim bunlar permeabilite artisina neden
olarak ve MMP’lerin rol aldig1 yeniden diizenlemenin de yetersiz kalmasiyla periton
zarindaki kalinlasma ve yapisikliklar ilerleyerek geri doniisiimsiiz bir durum ortaya
cikmaktadir. MMP’lerden oOzellikle ¢esitli hiicrelerde salinan MMP-2’nin EPS’de
periton sivist ve membraninda artmis oldugu saptanmistir (41). Bu olaylar esnasinda
fibrozis olusumu tetiklendigi gibi fibrinoliz azalir, prokoagiilasyon yolaklar1 da
hizlanmaktadir (42). Peritoneal fibrozis patogenezi sematik olarak sekil 1°de

gosterilmistir.

Klinik Prezantasyon: EPS genellikle bulanti, kusma, karin agrist ve intestinal
obstriiksiyon bulgulariyla karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica kanli-bulanik diyaliz sivisi
durumunda mutlaka EPS’ den siiphelenilmelidir. Fizik muayene non-spesifik olmakla
birlikte asit varligi, ele gelen kitle, oskiiltasyonda metalik ses duyulmasi gibi bulgular
goriilebilmektedir. Hastalarda UF yetersizligi de siklikla karsilasilan bir durumdur.
Gorilintiileme yontemlerinde intestinal obstriiksiyon bulgular1 olan genislemis ileal
anslar, hava sivi seviyeleri, yapisikliklar goriilemekle birlikte ozellikle bilgisayarli
tomografide kalinlagsmis fibrotik membranin kistik sivi birikimleri olusturmasi olan

‘koza’ goriintimil saptanirsa EPS i¢in patognomoniktir (43).
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Sekil 1. Peritoneal fibrozis patogenezinin sematik gosterimi

Fibrin, WBC, Bakteri

/

—

J

Katater

biofilm

Antiseptik, Dlisuk pH,

J

RAS

|

laktat, ylksek glikoz,

Glikoz yikim Urinleri

Fibroblastlar, mast hiicreleri, monositler, mezotel hiicreleri

L L FGF2 1 TGF-beta 1
VEGF 1 IL-6 1 <
—>
PDGF 1 MCP1 <
MMP 1
\ l T HSP47
\%
Anjiogenez Epitelyal- inflamasyon
mezenkimal
\L degisim \L
Vaskiiler alanda artis Progresif skleroz Myofibroblastlar,
kollajen
;‘“ Adezyonlar .

. .
/ ..'. ““
R TP Ll

Peritoneal bariyer disfonksiyonu,
ultrafiltrasyon yetersizligi, EPS

WBC: White blood cell, RAS: renin-angiotensin system, HSP47: heat shock protein,

MCP: monocyte

chemoattractant protein, FGF-2: fibroblast growth factor-2, VEGF: vaskiiler endotelyal growth faktor TGF-beta:
transforming growth faktor-beta, MMP: matrix metalloproteinaz, IL-6: Interlokin-6, PDGF: Platelet-derived growth

factor
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Tani: EPS tanisinda International Society for Peritoneal Dialysis’in 2000 yilinda
belirledigi kriterler kullanilmaktadir (44). Buna gore tikayici ileus varliginda, sistemik
iflamatuar yanit klinigi eslik etmesi ve beraberinde radyolojik olarak periton zar kalinlik
artisinin gosterilmesi tan1 koydurucudur. Hemorajik diyalizat, C-reaktif protein artisi,

IL-6, fibrin ve fibrin yikim triinlerindeki artis ise taniy1 destekleyicidir (45).

Tedavi: Tedavi protokolleri de heniiz kisitli diizeyde olan bu komplikasyon i¢in
deneysel diizeyde tedavi denemeleri diinya genelinde siirmektedir. EPS tedavi
yontemleri beslenme, cerrahi ve immunsupresif ila¢ deneyimleri olarak sayilabilir. PD’
ye sekonder gelisen EPS durumlarinda PD uygulamasina son verilmeli, takiben bagirsak
yiikiinii azaltmak i¢in hastanin oral beslenmesi kesilerek parenteral beslenmeye
gecilmesi onerilmektedir. Cerrahi olarak ise parsiyel ya da total enterolizis uygulanabilir
(38). Bu alanda yapilan bazi c¢alismalarda uygun EPS vakalarinin cerrahi
operasyonlardan fayda gordigli gosterilmistir (46, 47) Yeni gelistirilen ve bagka
alanlarda tedavi amach kullanima giren biyolojik ajanlarin bu alandaki etkileri
arastirmacilar arasinda ilgi uyandiran bir konudur (41). Sunitinib, ocreotid, renin-
anjiotensin-aldosteron sistem blokaji, everolimus, mikofenolat mofetil, sirolimus ve
pioglitazon yapilan deneysel ¢alismalarda etkin oldugu savunulan ajanlardir (6, 7, 8, 48,
49, 50, 51).

2.6. Everolimus

M-TOR, fosfotidilinositid 3-kinaz (PI3K) iliskili protein kinaz ailesine ait bir
serin/treonin kinazdir. m-TOR hiicre biiylimesi, proliferasyonu, anjiogenez ve fibrozisde
onemli rol oynamaktadir (Sekil 1). Everolimus, sirolimustan tiireyen yeni proliferasyon
sinyal inhibitériidiir. Immunsupresif etkisini hiicre siklusunu G1 evresinde durdurarak T
hiicre ¢ogalmasini inhibe etmektedir (52). Ayrica diiz kas hiicrelerinin biiylime
faktorleriyle uyarilan genel proliferasyonuna engel olur. Oral biyoyararlanim orani
siganlarda %14-26 olan everolimus oral alindiginda hizla absorbe edilir (53). Biiyiik
oranda digki ile ¢ok az miktar1 ise idrar yoluyla atilir. Konrendikasyonlar1 gebelik,
laktasyon ve asir1 duyarlilik durumlarndir. Baz1 calismalarda m-TOR inhibit6rlerinin
karaciger, akciger ve bobrek dokusundaki fibrozis olusumunu Onledigi gosterilmistir
(54, 55). Anti fibrotik 6zelligi nedeniyle yapilan bazi ¢alismalarda hem sirolimusun hem

de everolimusun EPS iizerindeki olumlu etkileri gosterilmistir (6, 7).
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Sekil 2. Everolimus etki mekanizmasi

Biiyilime Faktorleri

Everolimus

Glukoz Temsirolimus

Protein Sentezi

Hiicre Damar Glukoz
Cogalmasi  gjysumu Uptake

PI3K: fosfotidilinositid 3 kinaz AKT: aktin protein kinaz m-TOR: mammalian target of

rapamycin

2.7. Bevacizumab

VEGF endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, gociinii ve hayatta kalmasini
uyaran giiclii bir proanjiyogenik biiyiime faktoriidiir. Tiimor hiicreleri tarafindan da
eksprese edilen proteinlerden biri olan VEGF, anti-kanser tedavisinin onemli bir
hedefidir (56). Bevacizumab VEGF’i inhibe eden bir rekombinant hiimanize
monoklonal 1gGl antikorudur (Sekil 2). Intravendz yolla uygulanmaktadir. Yan etkileri
hipertansiyon, proteiniiri, tromboembolik olaylar, gastrointestinal perforasyon ve yara
iyilesmesinde gecikme olarak sayilabilir. Asir1 duyarlilik, hipertansif kriz, bagirsak
perforasyonlari, yakin zamanda gecirilmis cerrahi operasyon kontrendikasyonlarini
olusturmaktadir. Gliniimiizde metastatik kolorektal kanserler, kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri, metastatik meme kanseri, renal hiicreli kanser, glioma multiforme tedavisinde

kullanilmaktadir. EPS’nin fizyopatogenezinde yeni damar olusumunun da olmasi
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nedeniyle tedavisinde fayda saglayabilecegi diisiiniilerek yapilan sadece bir ¢alismada
olumlu etkisi oldugu belirlenmistir (9).

Sekil 3. Bevacizumab etki mekanizmasi

bhevacizumah

a Bevacizumabh+VEGF
*8 kompleksi
WVEGF salimimi
o8 L 1 ] \\3 a8 -
el d 3
ae ..
‘“--____'_}VEGF reseptorine

baglanma clmaz

Damar oclusumu
gerceklesmez

VEGF: vaskiiler endotelyal growth faktor
2.8. Matriks Metalloproteinazlar

ESM, hiicrelerin bir arada kalmasin1 saglayan, biiylime ve farklilasmada gorev
alan bir yapidir. Yapisinda proteoglikanlar, kollajen lifleri ve multiadhezif matriks
glikoproteinleri olmak {izere {i¢ temel protein bulunur. Hiicrelerin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde, sinyal iletiminde hiicre apoptozunda rol oynarlar. Ekstraseliiler
proteazlar ESM bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan enzimlerdir. Bu enzim
sistemlerinden MMP’ler oldukca bliyiik bir 6neme sahiptir. MMP'ler ekstraseliiler
matriks (ESM) bilesenlerini yikima ugratan Zn++ ve Cat+'a bagimli nétral
endopeptidaz ailesi olarak bilinmektedir. Tiirlerine gore endotel hiicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, T lenfositler, trombositler, kondrositler,
keratinositler, epitel hiicreleri, mezansimal hiicreler, noétrofiller, trofoblastlar,

osteoblastlar gibi oldukga gesitli hiicre tipleri tarafindan eksprese edilmektedirler (10,
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57). MMP ailesinin su ana kadar tanimlanmig 66 tipi bulunmaktadir (58). Bunlardan
MMP-2 ekstraselliiler matriks yeniden yapilanmasinda gorev alarak anjiogenez ve
fibrozis olusumunda rol oynamaktadir (59). EPS gelisiminde onemli bir mekanizma
olan epitelyal mezenkimal degisim siirecinin bazal membran yikimi asamasinda gorev
alirlar (47). Bu kapsamda yapilan bazi1 ¢aligmalarda Matrix metalloproteinaz-2 (MMP-
2)'nin EPS gelisiminde etkili oldugu, peritoneal hasar marker: olarak kullanilabilecegi

gosterilmistir (47, 60, 61).
2.9. Transforme Edici Biiyiime Faktorii

TGF-beta’nin memelilerde TGF-betal, TGF-beta2, TGF-beta3 olmak uzere 3
izoformu bulunmaktadir. TGF-beta 2 tip reseptor olan serin/treonin protein kinazlari bir
araya getirerek gen ekspresyonunu diizenler. Bu kinazlardan biri digerini fosforlar,
fosforlanan kinaz SMAD proteinlerine doniisiir. SMAD'lar, hiicre ¢ekirdegi igine sinyal
tasiyan ve Ozel olarak DNA'ya baglanma kabiliyeti ile transkripsiyonel kompleks
olusturan orijinal bir protein ailesidir. Reseptor kompleksin ligand aktivasyonundan
sonra tip I reseptor kinazlar spesifik SMAD'lar1 fosforile ederler, bu fosforile olan
SMAD'lar daha sonra SMAD 4 ile birleserek hiicre ¢ekirdegine tasinirlar. Bu
kompleksler ¢ekirdek icinde yalniz veya DNA-baglanma altbirimi ile birlesik halde
bulunabilir ve spesifik promotor elemanlarina baglanarak hedef genleri aktive ederler
(62). TGF- beta isoformlar1 multifonksiyonel sitokinlerdir ve doku iyilesmesinde major
rol oynarlar. Bulunduklar1 ana yerler kemik, akciger, karaciger, plasental dokulardir.
Bircok parankimal hiicreden inflamasyonu takiben iiretilir veya salinirlar. Salgilanmasi
ve aktivasyonu birgok ESM proteininin iretimini Stimule eder ve fibrozisi
uyarmaktadir. EPS patogenezinde Onemli yeri olan peritoneal fibrozis gelisiminde,
potansiyel fibrotik ajan olan TGF-beta’nin rolii oldugu daha 6nce yapilan galismalarda
gosterilmistir (40, 63).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 03.04.2017 tarih ve 2017/05 say1li karar ile etik kurulu onay1 alindiktan sonra
baslandi. Agirliklar1 220-250 gr arast degisen, erkek, iremik olmayan 40 adet Winstar
albino sican ¢alismamizda kullanildi. Siganlar 21+1°C’ de, 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda tutularak su kisitlamasi yapilmaksizin standart laboratuvar diyeti ile

beslendi.

Calismamizda kullanilan sigcanlar her biri 8’er sican bulunduracak sekilde 5 esit
gruba ayrildi. Grup-1 kontrol grubu, Grup-2 klorheksidin glukonat (KG) grubu, Grup-3
dinlenme grubu, Grup-4 VEGF-i grubu, Grup-5 kombinasyon (VEGF-i + m-TOR
inhibitorii) grubu olarak adlandirildi. Grup-2 ve grup-5’ ten birer sigan arastirmamizin

3. ve 4. glinlerinde 61dii.

Deneysel EPS modeli olusturulacak siganlaraKG (2 ml/giin-0,1% klorheksidin
glukonat + 15% etanol soliisyonu) intraperitoneal (IP) verildi(64). VEGF-i olarak
bevacizumab [Altuzan: Roche], m-TOR inhibitérii olarak everolimus [Certican:
Novartis, Basel, Switzerland] kullamldi. IP uygulamalar sicanlara sag alt kadrandan

yapildi.

Grup-1’e 0-3 hafta aras1 dénemde IP izotonik salin (2 ml/giin)verildi. Grup-2’ye
0-3 hafta aras1 donemde deneysel peritoneal skleroz olusturmak i¢in KG (2 ml/giin-
0,1% KG + 15% etanol soliisyonu) IP verildi. Bu 2 grubun iiyelerinden 3 hafta sonunda

peritoneal doku 6rnekleri alindi.

Grup-3'e ilk 3 hafta KG (2 ml/giin-0,1% KG + 15% etanol soliisyonu) IP verildi
ve takip eden 3 hafta icinde sicanlarda ayni stresi olusturmak icin IP izotonik salin (2
ml) ve orogastrik sondadan ¢esme suyu (2 ml) verildi. Grup-4'e ilk 3 hafta KG (2
ml/giin-0,1% KG + 15% etanol soliisyonu) IP verildi ve takip eden 3 hafta iginde IP
bevacizumab (2,5 mg/kg/glin) ve orogastrik sondadan ¢esme suyu (2 ml) verildi. Son
olarak grup-5' e ilk 3 hafta KG (2 ml/giin-0,1% KG + 15% etanol soliisyonu) iP verildi
ve takip eden 3 hafta iginde IP bevacizumab (2,5 mg/kg/giin) ve orogastrik sonda ile
everolimus (0,3 mg/kg/giin) verildi (6). Everolimus dozu 0,3 mg/kg olarak bobrek nakil
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regetelerine uygun olarak diizenlendi. 6 hafta sonunda da grup-3, 4 ve 5’den peritoneal

doku 6rnekleri alind1 (Sekil 3).

Sekil 4. Deney tasarimi

Deney Grubu
n:40
Grup-1 [n:8) Grup-2 [n:8) Grup-3 [n:8) Grup-4 [n:8) Grup-5[ n:8)
Kontral grubu KG grubu Dinlenme grubu WEGF-i grubu Kambinasyon grubu
0-3 hafta 0-3 hafta IP KG 0-3 hafta IP KG 0-3 hafta IP KG 0-3 hafta IP KG
ipsF [2 mi/zin0,1% KG+ (2 mijgin-0,1% KG+ [2 mlj=in0, 13 KG+ [2 mi/zin0, 13 KG+
(2 ml/gtn) 15% etanol) 15% etanol] 15% etanol) 15% etanol)
| Periton Grnekleri alindi 3-6 hafta 3-5 hafta 3-6 hafta
iP heva(2,5meg/ke/g0n) iP heva(2,5 mafks/sin)

IPEF (2 ml)ve ve ve

arogzstrik sondadan grogzstrik sondadan groszstrik sondadan

gegma suyu (2 ml) gEgme suyu (2 ml) gyere (0,3 mg/kg/glin)

Periton drnekleri alindi |

KG: klorheksidin glukonat
SF:serum fizyolojik IP: intraperitoneal

VEGF-i: vaskiiler endotelyal growth faktor inhibitori
beva: bevacizumab evero: everolimus
Orneklerin alinmasi: Doku 6rneklerinin almmasindan énce siganlar anestezik
ajan olarak ketamin (90 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) uygulanarak uyutuldu.
Sonrasinda servikal dislokasyon yontemiyle yasamlarina son verildi. Periton Ornekleri
onceki enjeksiyon bolgesinden uzakta olan sol kadranlarindan, deri harig, en kii¢tigii 1
cm uzunlugunda olacak sekilde, karin 6n duvar ile birlikte ¢ikartildi (Resim 1).

Sonrasinda 1 giin boyunca %#4’liikk formaldehit soliisyonu i¢inde bekletildi.

Resim 1. Siganlardan periton 6rneklerinin alinmasi

-
E o]
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Patolojik inceleme: 1 giin boyunca %4’lik formaldehit soliisyonu iginde
bekletilen 6rnekler parafin bloklara goémiildii. 3 mikron kalinliginda kesitler alinip
ardindan hematoksilen-eosin ve mason-trikrom ile boyandi. Ayrica tiim gruplar igin
anti-TGF-beta ve anti-MMP-2 immiin boyalamalar1 yapildi. Anti-TGF-beta antikoru
olarak ABCAM marka (katalog no: 92486), anti-MMP-2 antikoru olarak ABCAM
marka (katalog no: 37150) antikorlar1 kullanildi. TGF-beta 1/100, MMP-2 1/200
oraninda diliie edildi. Orneklere deparafinizasyon islemi sonrasi, 8 dakikalik hiicre
iyilestirme #1 yontemi uygulandi. Ardindan TGF-beta 44 dk, MMP-2 40 dk’lik
inkiibasyon siireleri ile titre edildi. Her 2 immiin boyamada arka plan boyama olarak
hematoxylin ve bluing reagent kullanildi. Ornekler ‘ultraView Universal DAB
Detection Kit’ ile ‘Ventana Benchmark XT’ cihazi kullanilarak hazirlandi. Inceleme
esnasinda alinan fotograflar ‘Kameram’ marka yerli dijital kamera ile alindi. Tim
ornekler ayni patolog tarafindan, hangi gruba ait olduklari bilinmeden incelendi.
Omneklerde inflamasyon, yeni damar olusumlari, fibrozis dereceleri, periton kalmlig,
anti-TGF-beta ve anti-MMP-2 tutulumlar1 degerlendirildi. Inflamasyon, yeni damar
olusumu ve fibrozis 40X biiyilitme ile 0 ile 3 aras1 puanlama yapilarak degerlendirildi. O:
inflamasyon, yeni damar olusumu ve fibrozis yok; 1: diisiik derecede inflamasyon, yeni
damar olusumu ve fibrozis; 2: orta derecede inflamasyon, yeni damar olusumu ve
fibrozis; 3: yiiksek derecede inflamasyon, yeni damar olusumu ve fibrozis olarak
siniflandirildi.  Anti-TGF-beta ve anti-MMP-2 boyamalar1 ise 20’ lik bilyiitmede
tutulum olan hiicre sayimlar1 yapilarak degerlendirildi. Yine O ile 3 arasi puanlama
yapildi. Puanlama baska calismalarda da kullanilan %100: sayilan en ¢ok hiicre sayis1
olmak {tizere; 0: hi¢ hiicre yok; 1:1 ile en yiliksek hiicre sayisinin %5’i kadar hiicre
sayilanlar; 2: %S5 ile en yiiksek hiicre sayisinin %50’ si kadar hiicre sayilanlar; 3: %50
ile en yiiksek hiicre sayismin %100’ i kadar hiicre sayilanlar skorlama sistemi ile
yapildi. Periton kalinligi okiiler mikrometre ile 6l¢iildii. Hematoksilen-eozin ve mason
trikrom boyalariyla ¢esitli derecelerde inflamasyon, fibrozis, vaskiilopati ve peritoneal
kalinlik 6l¢iim Ornekleri resim 2 ve 3’te, anti-TGF-beta ve anti-MMP-2 tutulumlar: ise

resim 4 ve 5’te gosterilmistir.
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Resim 2. Hematoksilen-eozin ile boyama 6rnekleri

,N'W.Ig'xlm | (
S e n

| b
P ﬁ Af D g A A‘\‘t.’fat

A: 0 derece inflamasyon, B: 0 derece vaskiilopati, C: 3.derece fibroblastik aktivite, D:
kalinlik 6l¢iimii

Resim 3. Mason Trikrom ile boyama 6rnekleri

A: kalinlik 6l¢iimii, B: 3.derece inflamasyon, C: 3. Derece vaskiilopati, D:3. Derece
fibrozis

20



Resim 4. Anti-TGF-beta tutulumunun X 20 biiyiitme ile gosterilmesi

\

Ly

b e i

A: 0 derece tutulum 6rnegi, B: 3. derece tutulum 6rnegi (ok ile gosterilmistir)

Resim 5. Anti-MMP-2 tutulumunun X 20 biiyiitme ile gosterilmesi

A: 0 derece tutulum 6rnegi, B: 3. derece tutulum 6rnegi (ok ile gosterilmistir)

Istatistiksel Analizler: Veriler SPSS 17.0 paket programu ile analiz edilmistir.

Stirekli degiskenler ortalama + Standart Sapma(SS) olarak, kategorik degiskenler ise

say1 ve yiizde olarak ifade edilmistir. Gruplar ile skorlamalarin ve kalinliklarinin

karsilastirilmasinda Mann Whitney U ve Kruskal Wallis testleri, skorlar ile kalinliklarin

kargilastirilmasinda ise Spearman korelasyon analizi kullanilmustir. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza toplam 40 sigan ile baslandi ancak Grup-2 ve Grup-5’ten birer
siganin ¢alismanin 3. ve 4. giinlerinde 6lmesiyle 38 sican ile devam edildi. Oliimlerden
sonra gruplar iginde sigan sayilar1 ve yiizdeleri Grup-1 8 (%21,1), Grup-2 7 (%18,4),
Grup-3 8 (%21,1), Grup-4 8 (%21,1), Grup-5 7 (%18,4) seklinde dagildi (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplardaki si¢an sayisinin dagilimi

n %
Grup-1 8 21,1
Grup-2 7 18,4
Grup-3 8 21,1
Grup-4 8 21,1
Grup-5 7 18,4

Degiskenlerin her bir grup i¢in ayr1 ayr1 ortalama + SS degerleri hesaplandi ve 5
grup genelinde p degerleri hesaplandi. Tim gruplar her bir degisken igin
karsilastirildiginda inflamasyon skoru p= 0,001, vaskiilopati skoru p<0,001, fibrozis
skoru p<0,001, TGF-beta skoru p=0,001, MMP-2 skoru p=0,017 ve periton kalinligi
icin p<0,001 olarak hesaplandi (Tablo 4).

Tablo 4. Tim gruplardaki degiskenlerin ortalama degerleri ve karsilagtirilmast

Grup-1(n:8) | Grup-2 (n:7) Grup-3 (n:8) Grup-4 (n:8) Grup-5 (n:7) p degeri

Inflamasyon 0,5+0,53 2,29+0,76 1,75+0,89 0,75+0,89 0,57+0,53 0,001
(0-3 skor)

Vaskiilopati 0,00+0,00 2,71+£0,76 2,50+0,53 1,63+0,52 1,43+0,53 <0,001
(0-3 skor)

Fibrozis 0,50+0,53 2,57+0,79 2,87+0,35 2,13+0,83 1,57+0,79 <0,001
(0-3 skor)

TGF-beta 0,00+0,00 2,00£1,00 1,88+1,13 1,88+0,83 2,29+0,95 0,001
(0-3 skor)

MMP-2 1,25+0,71 2,14+0,90 2,63+0,74 1,88+0,64 1,86+0,38 0,017
(0-3 skor)

Kalinlik(um) | 33,66+19,47 | 247,54+136,14 212,85+87,24 146,30+64,19 | 84,50+48,06 <0,001
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Ayrica gruplar kendi aralarinda karsilastirildi. Grup 2°de grup-1’e gore
inflamasyon (2,29 + 0,76 karsin 0,5 = 0,53; p=0,002), vaskiilopati (2,71 + 0,76 karsin
0,00 + 0,00; p<0,001), fibrozis skoru (2,57 + 0,79 karsmn 0,50 + 0,53; p=0,002) ve
periton kalinlig1 (247,54 + 136,14 karsin 33,66 + 19,47; p= 0,003) belirgin olarak daha
yiiksek saptandi. TGF-beta (2,00 + 1,00 karsin 0,00 = 0,00; p=0,002) ve MMP-2 skoru
grup 2°de grup-1’e gore daha yiiksek saptandi, ancak MMP-2 skorunda (2,14 + 0,90
karsin 1,25 + 0,71; p=0,066) istatistiksel anlamlilik tespit edilmedi (Tablo 5).

Tablo 5. Grup-1 ve Grup-2 karsilastirilmasi

Grup-1(n:8) Grup-2 (n:7) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 0,5+0,53 2,29+0,76 0,002
Vaskiilopati(0-3 skor) | 0,00+0,00 2,71+0,76 <0,001
Fibrozis(0-3 skor) 0,50+0,53 2,57+0,79 0,002
TGF-beta(0-3 skor) 0,00+0,00 2,00+1,00 0,002
MMP-2(0-3 skor) 1,25+0,71 2,14+0,90 0,066
Kalinlik(pm) 33,66+£19,47 247,54+136,14 0,003

Grup-3’te grup-1’e gore inflamasyon (1,75 + 0,89 karsin 0,50 + 0,53; p=0,007),
vaskiilopati (2,50 + 0,53 karsin 0,00 + 0,00; p<0,001), fibrozis (2,87 + 0,35 karsin 0,50
+ 0,53; p<0,001) skorlar1 ve periton kalinhig: (212,85 + 87,24 karsin 33,66 + 19,47;
p=0,001) belirgin olarak daha yiiksek saptandi. Ayrica TGF-beta (1,88 + 1,13 karsin
0,00 + 0,00; p=0,001) ve MMP-2 (2,63 + 0,74 karsin 1,25 + 0,71; p=0,005) grup-3’te
grup-1’e gore anlamli derecede yiiksek saptandi (Tablo 6).

Tablo 6. Grup-1 ve Grup-3 karsilagtirilmasi

Grup-1(n:8) Grup-3 (n:8) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 0,50+0,53 1,75+0,89 0,007
Vaskiilopati(0-3 skor) | 0,00+0,00 2,50+0,53 <0,001
Fibrozis(0-3 skor) 0,50+0,53 2,87+0,35 <0,001
TGF-beta(0-3 skor) 0,00+0,00 1,88+1,13 0,001
MMP-2(0-3 skor) 1,25+0,71 2,63+0,74 0,005
Kalmlik(pum) 33,66+19,47 212,85+87,24 0,001
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Grup-4’te grup-1’e gore vaskiilopati (1,63 £+ 0,52 karsin 0,00 = 0,00; p<0,001),
fibrozis skoru (2,13 £+ 0,83 karsin 0,50 + 0,53; p=0,002) ve peritoneal kalinlik (146,30 +
64,19 karsin 33,66 = 19,47; p=0,002) daha yiliksek saptanmakla birlikte bu 2 grup
arasinda inflamasyon agisindan anlamli farklilik saptanmadi. Ayn1 zamanda TGF-beta
skoru (1,88 + 0,83 karsin 0,00 + 0,00; p<0,001) grup-4’te grup-1’e gore belirgin yiiksek
iken MMP-2 skoru i¢in 2 grup arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 7).

Tablo 7. Grup-1 ve Grup-4 karsilastirilmasi

Grup-1(n:8) Grup-4 (n:8) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 0,5+0,53 0,75+0,89 0,643
Vaskiilopati(0-3 skor) 0,00+0,00 1,63+0,52 <0,001
Fibrozis(0-3 skor) 0,50+0,53 2,13+0,83 0,002
TGF-beta(0-3 skor) 0,00+0,00 1,88+0,83 <0,001
MMP-2(0-3 skor) 1,2540,71 1,88+0,64 0,094
Kalinlik(pm) 33,66+19,47 146,30+64,19 0,002

Grup-5’te grup-1’e gore vaskiilopati (1,43 + 0,53 karsin 0,00 = 0,00; p<0,001),
fibrozis skoru (1,57 £+ 0,79 karsin 0,50 + 0,53; p=0,011) ve peritoneal kalinlik (84,50 +
48,06 karsin 33,66 + 19,47; p=0,008) daha yiiksek saptanmakla birlikte yine bu 2 grup
arasinda inflamasyon agisindan anlamli farklilik saptanmadi. Ayn1 zamanda TGF-beta
skoru (2,29 £ 0,95 karsin 0,00 + 0,00; p<0,001) grup-5’te grup-1’e gore belirgin yiiksek
iken, MMP-2 skoru i¢in 2 grup arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 8).

Tablo 8. Grup-1 ve Grup-5 karsilastirilmasi

Grup-1(n:8) Grup-5 (n:7) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 0,5+0,53 0,57+0,53 0,789
Vaskiilopati(0-3 skor) | 0,00+0,00 1,43+0,53 <0,001
Fibrozis(0-3 skor) 0,50+0,53 1,57+0,79 0,011
TGF-beta(0-3 skor) 0,00+0,00 2,29+0,95 <0,001
MMP-2(0-3 skor) 1,25+0,71 1,86+0,38 0,061
Kalinlik(pum) 33,66+19,47 84,50+48,06 0,008

Grup-2 ve grup-3 arasinda yapilan karsilastirmada tiim parametreler agisindan

anlaml farklilik saptanmadi (Tablo 9).
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Tablo 9. Grup-2 ve Grup-3 karsilastirilmasi

Grup-2 (n:7) Grup-3 (n:8) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 2,29+0,76 1,75+0,89 0,221
Vaskiilopati(0-3 skor) 2,71+0,76 2,50+0,53 0,264
Fibrozis(0-3 skor) 2,57+0,79 2,87+0,35 0,407
TGF-beta(0-3 skor) 2,00+1,00 1,88+1,13 0,855
MMP-2(0-3 skor) 2,14+0,90 2,63+0,74 0,236
Kalinlik(pm) 247,54+136,14 212,85+87,24 0,487

Grup-4°te grup-2’ye gore inflamasyon (2,29 + 0,76 karsin 0,75 + 0,89; p=0,008)
ve vaskiilopati skoru (2,71 £ 0,76 karsin 1,63 + 0,52; p=0,008) anlamli diizeyde diisiik
saptandi. Diger parametreler i¢in 2 grup arasinda anlamli farklilik testip edilmedi(Tablo
10).

Tablo 10. Grup-2 ve Grup-4 karsilastirilmasi

Grup-2 (n:7) Grup-4 (n:8) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 2,29+0,76 0,75+0,89 0,008
Vaskiilopati(0-3 skor) 2,71£0,76 1,63+0,52 0,008
Fibrozis(0-3 skor) 2,57+0,79 2,1340,83 0,252
TGF-beta(0-3 skor) 2,00+1,00 1,88+0,83 0,621
MMP-2(0-3 skor) 2,1440,90 1,88+0,64 0,494
Kalinlik(pm) 247,54+136,14 146,30+64,19 0,105

Grup-5’te, grup-2’ye gore inflamasyon (2,29 + 0,76 karsin 0,57 + 0,53;
p=0,003), vaskiilopati (2,71 + 0,76 karsin 1,43 + 0,53; p=0,008), fibrozis skoru (2,57 +
0,79 karsin 1,57 + 0,79; p=0,04) ve peritoneal kalinlik (247,54 + 136,14 karsin 84,50 +
48,06; p=0,048) belirgin olarak diisiik oldugu saptandi. Bu 2 grup arasinda TGF-beta ve
MMP-2 i¢in anlamli farklilik gériilmedi (Tablo 11).
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Tablo 11. Grup-2 ve Grup-5 karsilastirilmasi

Grup-2 (n:7) Grup-5 (n:7) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 2,29+0,76 0,57+0,53 0,003
Vaskiilopati(0-3 skor) | 2,71+0,76 1,43+0,53 0,008
Fibrozis(0-3 skor) 2,57+0,79 1,57+0,79 0,040
TGF-beta(0-3 skor) 2,00+1,00 2,29+0,95 0,539
MMP-2(0-3 skor) 2,1440,90 1,86+0,38 0,431
Kalinlik(pm) 247,54+136,14 84,50+48,06 0,048

Grup-4’te grup-3’e gore inflamasyon (0,75 + 0,89 karsin 1,75 + 0,89; p=0,048),
vaskiilopati (1,63 + 0,52 karsin 2,50 = 0,53; p=0,010), fibrozis skoru (2,13 + 0,83 karsin
2,87 £ 0,35; p=0,038) anlamli diizeyde diisiik saptandi, ancak peritoneal kalinlik
azalmasina karsin 2 grup arasinda istatistiksel farklilik tespit edilmedi. Ayrica grup-4’te
MMP-2 (1,88 + 0,64 karsin 2,63 + 0,74; p=0,036) skoru grup-3’e gore daha diisiik

saptanirken TGF-beta skoru agisindan 2 grup arasinda anlamli farklilik saptanmadi

(Tablo 12).

Tablo 12. Grup-3 ve Grup-4 karsilastirilmasi

Grup-3 (n:8) Grup-4 (n:8) p degeri
1nﬂamasy0n(0-3 skor) 1,75+0,89 0,75+0,89 0,048
Vaskiilopati(0-3 skor) | 2,50+0,53 1,63+0,52 0,010
Fibrozis(0-3 skor) 2,87+0,35 2,13+0,83 0,038
TGF-beta(0-3 skor) 1,88+1,13 1,88+0,83 0,912
MMP-2(0-3 skor) 2,63+0,74 1,88+0,64 0,036
Kalmlik(pm) 212,85+87,24 146,30:64,19 0,172

Grup-5‘te grup-3’e gore inflamasyon (0,57 + 0,53 karsin 1,75 £ 0,89; p=0,012),
vaskiilopati (1,43 + 0,53 karsin 2,50 = 0,53; p=0,006), fibrozis skoru (1,57 + 0,79 karsin
2,87 £ 0,35; p=0,004) ve peritoneal kalinlik (84,50 + 48,06 karsin 212,85 + 87,24;
p=0,004) belirgin diisiik saptandi. MMP-2 skoru da (1,86 +0,38 karsin 2,63 + 0,74;
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p=0,019) grup-5’te grup-3’e gore anlamli diizeyde diisiik saptanmisken TGF-beta skoru
icin 2 grup arasinda anlamli farklilik goriillmedi (Tablo 13).

Tablo 13. Grup-3 ve Grup-5 karsilastirilmasi

Grup-3 (n:8) Grup-5 (n:7) p degeri
inflamasyon(0-3 skor) | 1,75+0,89 0,57+0,53 0,012
Vaskiilopati(0-3 skor) | 2,50+0,53 1,43+0,53 0,006
Fibrozis(0-3 skor) 2,87+0,35 1,57+0,79 0,004
TGF-beta(0-3 skor) 1,88+1,13 2,29+0,95 0,458
MMP-2(0-3 skor) 2,63+0,74 1,86+0,38 0,019
Kalinlik(pm) 212,85+87,24 84,50+48,06 0,004

Grup-4 ve grup-5 arasinda tiim degiskenler acisindan anlamli farklilik
saptanmadi (Tablo 14).

Tablo 14. Grup-4 ve Grup-5 karsilastirilmasi

Grup-4 (n:8) Grup-5 (n:7) p degeri
Inflamasyon(0-3 skor) | 0,75+0,89 0,57+0,53 0,80
Vaskiilopati(0-3 skor) 1,63+0,52 1,43+0,53 0,462
Fibrozis(0-3 skor) 2,13+0,83 1,57+0,79 0,196
TGF-beta(0-3 skor) 1,88+0,83 2,29+0,95 0,356
MMP-2(0-3 skor) 1,88+0,64 1,86+0,38 1,00
Kalmlik(pm) 146,30:64,19 84,50+48,06 0,064

Degiskenler de kendi aralarinda ikiserli parametreler halinde karsilastirildi; p ve
Spearman’s rho degerleri hesaplandi. inflamasyon ile vaskiilopati (p<0,001; rho=0,684),
inflamasyon ile fibrozis (p<0,001; rho=0,695), inflamasyon ile kalinlik (p=<0,001,;
rho=0,607), vaskiilopati ile fibrozis (p<0,001; rho=0,834), vaskiilopati ile TGF-beta (
p=0,003; rho=0,476), vaskiilopati ile MMP-2 (p=0,018; rho=0,383), vaskiilopati ile
kalinlik (p<0,001; rho=0,834), fibrozis ile TGF-beta (p=0,002; rho=0,478), fibrozis ile
MMP-2 (p=0,005; rho=0,451), fibrozis ile kalinlik (p<0,001; rho=0,871) ve TGF-beta
ile MMP-2 (p<0,001; rho=0,570) degiskenleri arasinda anlamli farklilik ve pozitif

korelasyon saptandi.
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Inflamasyon ile TGF-beta ve MMP-2, TGF-beta ile peritoneal kalinlik ve MMP-
2 ile peritoneal kalinlik arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 15).

Tablo 15. Degiskenlerin kendi aralarinda karsilastirilmas: ve korelasyonu

Inflamasyon | Vaskiilopati Fibrozis TGF-beta MMP-2 Kalinhik

(0-3 skor) (0-3 skor) (0-3 skor) (0-3 skor) (0-3 skor) (um)
Inflamasyon | - p<0,001 p<0,001 p:0,161 p:0,382 p<0,001
(0-3 skor) rho:0,684 rho:0,695 rho:0,232 rho:0,146 rho:0,607
Vaskiilopati | p<0,001 - p<0,001 p:0,003 p:0,018 p<0,001
(0-3 skor) rho:0,684 rho:0,834 rho:0,476 rho:0,383 rho:0,834
Fibrozis p<0,001 p<0,001 - p:0,002 p:0,005 p<0,001
(0-3 skor) rho:0,695 rho:0,834 rho:0,478 rho:0,451 rho:0,871
TGF-beta p:0,161 p:0,003 p:0,002 - p<0,001 p:0,15
(0-3 skor) rho:0,232 rho:0,476 rho:0,478 rho:0,570 rho:0,392
MMP-2 p:0,382 p:0,018 p:0,005 p<0,001 - p:0,019
(0-3 skor) rho:0,146 rho:0,383 rho:0,451 rho:0,570 rho:0,379
Kalinlik p<0,001 p<0,001 p<0,001 p:0,15 p:0,019 -
(um) rho:0,607 rho:0,834 rho:0,871 rho:0,392 rho:0,379
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5. TARTISMA

Enkapsiile peritoneal skleroz uzun siireli PD uygulamasinin mortalite orani
yiiksek olmasi nedeniyle en ciddi komplikasyonlarindan biridir. Patofizyolojisi hala net
olmamakla birlikte bu komplikasyonun gelisiminde 6zellikle yeni damar ve fibrozis
olusumunun rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Olusmasinda gegirilmis peritonit ataklari,
biyouyumsuz sivi kullanimi, klorheksidin, yliksek glukoz-laktat igerigi ve iireminin

kendisinin etkili oldugu gosterilmistir (65, 66).

Junor ve arkadaslar1 tarafindan periton diyaliz kataterinin alkol ile sterilize
edilmesini takiben EPS gelismesi iizerine, klorheksidin glukonat ve alkoliin peritoneal
fibrozis lizerine etkisi olabilecegi vurgulanmistir (67). Buna istinaden Ishii ve ark (66)
ile Hoff ve ark (64) yaptiklari ¢alismalarda %0,1 klorheksidin glukonat ve %15 etil
alkol soliisyonu ile si¢anlarda deneysel peritoneal skleroz modelini olusturmuslardir. Bu
deneysel modelde, 2-3 hafta i¢inde submezotelyal alanda mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, 6dem, fibrozis olusumunu takiben makrofaj, fibroblast gibi inflamatuvar
hiicre ve extraseliiler matriks artis1 sonucu pariyetal mezotelyumda kalinlagsma oldugu
gosterilmistir (66). Biz de ayni sekilde galismamizda si¢anlarda deneysel peritoneal
skleroz modelini olusturmak igin %0,1 klorheksidin glukonat ve %15 etil alkol
sollisyonunu kullandik. Calismamiz kapsaminda yaptigimiz histopatolojik incelemede,
klorheksidin glukonat verdigimiz grupta kontrol grubuna gére inflamasyon, vaskiilopati,
fibrozis skoru ve periton kalinliginda belirgin fark saptanmasi klorheksidin glukonat ve

etil alkol ile deneysel peritoneal fibrozis olusumunun basariya ulastigini gostermektedir.

Onemli ve 6liimciil bir komplikasyon olan EPS’nin giiniimiizde heniiz rutin
kullanima giren net bir dnleyici protokol ve/ veya tedavi secenegi bulunmamaktadir.
Onleyici yontemlere bakildiginda biyo-uyumlu periton soliisyonlarmin kullanilmast,
peritonit sikliginin azaltilmasi ve uygun periton diyaliz recetesi diizenlenmesi ile sinirl
kaldig1 goriilmektedir. EPS tedavisinde ise medikal ve cerrahi tedavi yontemleri
kullanilmaktadir. Medikal tedavilerin yetersiz kaldigi durumlarda cerrahi olarak parsiyel
ya da total enterolizisi islemleri yapilabilmektedir. Medikal ve onleyici tedavi
kapsaminda ise giiniimiize kadar steroid ile birlikte bir¢ok ajan denenmistir. Bu
kapsamda yapilan ¢aligmalarda sunitinib, ocreotid, renin-anjiotensin-aldosteron sistem
blokaji, everolimus, sirolimus, pioglitazon, abatacept ve mikofenolat mofetil gibi ajanlar
kullanilmistir (6, 7, 8, 10, 48, 49, 50, 51). Yapilan bu deneysel ¢alismalarda ve vaka
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sunumlarinda Klinik ve histokimyasal iyilesmeler gozlemlenmis olmakla birlikte EPS
tedavisinde tatmin edici bir medikal tedavi protokolii olusturulamamistir. Bu yiizden
siganlarda deneysel modeller olusturularak EPS gelisiminin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in
arastirmalar giinlimiizde halen devam etmektedir. EPS patogenezinde yeni damar
olusumu ve fibrozisin 6nemli yer tutmasindan yola c¢ikilarak daha once yapilan
calismalarda antifibrotik 6zelligi olan everolimus ve VEGF inhibitorii bevacizumabin
EPS iizerinde olumlu etkisi oldugu ayr1 ayr1 gosterilmistir (6, 7, 9). Ancak giiniimiize
kadar bu iki ajanin kombinasyon tedavisinin etkinligi incelenmemis olup ¢alismamizda
kombinasyon tedavisinin tek basina bevacizumab tedavisine istiin olup olmadiginin

arastirilmast amaglanmistir.

Daha once yapilan ¢alismalarda deneysel peritoneal skleroz olusturulduktan
sonra peritonun istirahate birakilmasmin tedavide olumlu bir katki saglamadigi
gosterilmistir (6, 7, 9). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde KG ve dinlenme grubu
arasinda inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis skoru ve peritoneal kalinlik ile MMP-2 ve
TGF-beta skoru agisindan anlamli bir farklilik saptanmamistir. Dolayisiyla daha 6nceki
caligmalarla paralel olarak bizim c¢alismamizda da deneysel peritoneal skleroz
olusturulmasini takiben peritonun dinlenmeye birakilmasinin olumlu etkisi olmadigi
goriilmistiir. Ancak bu sonucun ortaya ¢ikmasinda dinlenme siiresinin kisa olmasinin

da etkili olabilecegi diisiincesini gbzardi etmemek gerekir.

Bevacizumab, proanjiyogenik biiyiime faktorii olan VEGF’i inhibe eden bir
rekombinant hiimanize monoklonal IgG1 antikorudur. Ozellikle son zamanlarda kanser
dokusu ve diyabetik retinopatide yeni damar olusumunun Onlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir (68, 69). EPS’nin fizyopatogenezinde de yeni damar olusumunun
onemli yer tutmasi sebebiyle tedavisinde fayda saglayabilecegi diistiniilerek yapilan
sadece bir ¢alisma mevcuttur ve bu ¢alismada olumlu etkisi oldugu belirlenmistir. Ada
ve arkadaglariin ¢aligmasinda bevacizumab tedavisi verilen grupta dinlenme grubuna
gore pariyetal peritoneal kalinlik daha diisiik saptanmasina ek olarak fibrozis skoru
bevacizumab grubunda CH grubuna gore daha diisiik saptanmistir. Ayrica KG, resting
ve tek doz bevacizumab gruplar ile kontrol grubu arasinda vaskiilarizasyon skoru
acisindan anlamh farklilik saptanmistir. Cift doz bevacizumab alan gruplarla kontrol
grubu arasinda ise vaskiilarizasyon skoru agisindan anlamli farklilik saptanmamustir.
Ayrica bu ¢alismada cift doz bevacizumab uygulamasinin, tek doz uygulamaya ekstra

bir tistiinliigliniin olmadig1 da gosterilmistir (9). Bu nedenle bizim ¢alismamizda 6nceki
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calismada ¢ift dozun tek doza istiinliigii gosterilmediginden tek doz bevacizumab
uygulamasi yapilmistir. Bahsedilen c¢alismadan farkli olarak bizim galismamizda ek
olarak inflamasyon skoru da kullanilmistir. Calismamizda, Ada ve arkadaslarinin
caligmasi ile benzer olarak bevacizumab grubunda KG grubuna gore vaskiilopati
skorunda anlamli diisme olmakla birlikte ayn1 zamanda inflamasyon skorunda belirgin
gerileme saptanmistir. Ancak bu ¢alismadan farkli olarak bizim calismamizda fibrozis
skoru agisindan KG ile bevacizumab grubu arasinda istatistiksel farklilik
saptanmamistir. Bu duruma KG grubu iiyesi olan 1 sicanin arastirmanin 3. giinlinde
6lmesi neden olmus olabilir. Dinlenme grubu ile karsilastirildiginda ise bevacizumab
grubunda fibrozis skorunun belirgin diigmesi bu ajanin Ada ve arkadaglarinin

caligmasinda oldugu gibi fibrozis iizerine olumlu etkisi oldugunu da diistindiirmektedir.

M-TOR inhibitorleri ile ilgili daha once yapilan ¢alismalarda renal fibrozisi,
glomeriilosklerozu, periglomeriiler myofibroblastlart ve renal kortikal TGF-betal
ekspresyonunu azaltict etkisi saptanmistir (70, 71). m-TOR inhibitorlerinin bu
antifibrotik ve antianjiogenik ozelliginden yola ¢ikarak bazi deneysel modellerde ve
vaka serilerinde de EPS iizerinde olumlu etkisi oldugu gosterilmistir. Literatiire
bakildiginda bu ajan ile sicanlarda yapilan deneysel 2 calisma mevcuttur. Duman ve
arkadaglarmin deneysel EPS ¢alismasinda everolimusun fibrozis, vaskiilarizasyon ve
peritoneal kalinlik {izerine yararli oldugu saptanirken inflamasyon {iizerine ise etkisi
gosterilememistir (6). M-TOR inhibitorleri ile yapilan baska bir caligmada ise
sirolimusun vaskiilarizasyon ve inflamasyon iizerine olumlu etkisi gosterilememekle
birlikte fibrozis ve peritoneal kalinlik iizerinde yararli oldugu tespit edilmistir (7). Bu
deneysel 2 calismada m-TOR inhibitorlerinin 6zellikle peritoneal fibrozis ve kalinlig
tizerinde tedavi edici bir etkisi oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Ancak neovaskiilarizasyon
acisindan bakildiginda Duman ve arkadaglar1 olumlu etkisi oldugunu gosterirken, Ceri
ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise bu etki saptanamamugtir. Bu yiizden peritoneal
fibrozis ve kalinlik lizerine etkisi gosterilmis m-TOR inhibitorlerinin EPS tedavisinde
tek basina yeterli olamayacag diisiiniilerek, VEGF-i olan bevacizumab ile kombinasyon
tedavisinin etkinligi degerlendirilmistir. Onceki deneysel 2 calismada m-TOR
inhibitorlerinin EPS tedavisi lizerine olumlu etkileri gosterildigi i¢in g¢aligmamizin
amac1 dogrultusunda tek basina everolimus tedavisinin etkinligini degerlendirmek icin

de ayr1 bir grup olusturulmamustir.
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Calismamizda, VEGF-i grubu ile kombinasyon grubu arasinda istatistiksel
anlaml fark saptanmamistir. Ancak KG grubu ile VEGF-i grubu arasinda inflamasyon
ve vaskiilopati skorlar1 i¢in anlamh farklilik saptanirken, bevacizumab ve everolimus
ajanlar1 kombine edildiginde ise bunlara ek olarak peritoneal fibrozis ve kalinlik
tizerinde de anlamli farklilik tespit edilmistir. Dinlenme grubu ile kombinasyon grubu
karsilastirildiginda da KG grubu ile olan karsilastirmaya benzer sonuglar elde edilmistir.
Tim bu bulgular 1s181nda everolimusun diger ¢alismalarla benzer sekilde fibrozis ve
peritoneal kalinlig1 6nledigi saptanmustir. Ayrica ¢alismamizin sonuglart gostermektedir
ki antianjiogenik ajan olan bevacizumab tedavisine everolimus eklenmesi EPS
tedavisinin etkinligini belirgin 6l¢iide arttirmaktadir. Dolayisiyla VEGF-i ile m-TOR
inhibitér kombinasyonunun EPS tedavisinde tek basmma VEGF-i gore daha etkin

olabilecegi diislincesindeyiz.

Periton diyalizi hastalarinda ve deneysel peritoneal fibrozis c¢alismalarinda
mezotel hiicrelerinin myofibroblastlara dontiserek asir1 TGF-beta tiretimi gosterdigi ve
yiksek MMP-2 diizeylerinin de mezotel hiicrelerindeki donisiimii  arttirdigi
saptanmistir (40, 47). Dolayisiyla EPS olusturulan modellerde dokuda TGF-beta ve
MMP-2 diizeylerinin yiiksek olmasi beklenmektedir. Bu konuda daha 6nce valsartan ile
yapilan bir caligmada, valsartan tedavisinin ELISA ydntemiyle bakildiginda doku
MMP-2 diizeyini azalttigi gosterilmistir (50). Yine baska bir ¢alismada Orneklerin
immunohistokimyasal incelenmesinde doku MMP-2 ve TGF-beta diizeylerini abatacept
tedavisinin azalttigi saptanmigtir (10). Buna istinaden ¢alismamizda da tiim gruplarda
immunohistokimyasal olarak MMP-2 ve TGF- betal degerlendirmesi yapilmistir. KG
ve dinlenme grubunda kontrol grubuna gére daha Once yapilan ¢alismalarla benzer
olarak beklendigi gibi doku TGF-betal ve MMP-2 diizeyleri yiiksek tespit edilmistir.
Ayrica ¢aligmamizda VEGF-1 ve kombinasyon gruplarinda dinlenme grubuna goére doku
MMP-2 diizeyleri anlamli disiik saptanmistir. Ancak ayni etki doku TGF-betal
diizeylerinde goriilmemistir. Bu bulgular 1s18inda c¢alismamizda EPS patogenezinde
TGF-beta ve MMP-2’nin rol oynayabilecegi tekrar gosterilmekle birlikte ozellikle
bevacizumab tedavisi ile doku MMP-2 diizeyinde anlamli diisme saglanmistir, ancak

tedaviye m-TOR inhibitorii eklenmesinin ek bir faydasi gosterilememistir.
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Sonu¢ olarak, ¢alismamizda %0,1 Klorheksidin glukonat ve %215 etil alkol
soliisyonu ile si¢anlarda deneysel peritoneal skleroz olusumu basari ile saglanmistir.
VEGF-i tedavisinin deneysel EPS modelinde inflamasyon ve vaskiilopati iizerinde
yararli etkisi saptanmis olup m-TOR inhibitorii eklenmesiyle fibrozis ve peritoneal
kalinlik iizerinde de olumlu etkiye ulasildig1 gosterilmistir. Dolayisiyla, EPS tedavisinde
VEGF-i ve m-TOR inhibitér kombinasyonunun etkili oldugu sonucuna varilmis
olmakla birlikte bu konuda daha genis kapsamli deneysel ve klinik arastirmalara ihtiyag

vardir.

33



6.SONUCLAR

1. Oliimlerden sonra gruplar iginde sican sayilar1 ve yiizdeleri Grup-1 8 (%21,1), Grup-
2 7 (%18,4), Grup-3 8 (%21,1), Grup-4 8 (%21,1), Grup-5 7 (%18,4) seklinde dagilim

gosterdi.
2. 5 grup i¢inde tlim parametreler agisindan anlamli farklilik saptandi.

3. Grup-1 ve Grup-2 arasinda inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis, TGF-beta skoru ve

peritoneal kalinlik i¢in anlamli farklilik saptandi.
4. Grup-1 ve Grup-2 arasinda MMP-2 degiskeni i¢in anlaml1 farklilik saptanmadi.

5. Grup-1 ve Grup-3 arasinda tiim parametreler agisindan anlamli farklilik saptandi.

6. Grup-1 ve Grup-4 arasinda inflamasyon ve MMP-2 skorunda anlamli farklilik

saptanmadi.

7. Grup-1 ve Grup-4 arasinda vaskiilopati, fibrozis, TGF-beta skoru ve peritoneal

kalinlikta anlamli farklilik saptandi.

8. Grup-1 ve Grup-5 arasinda inflamasyon ve MMP-2 skorunda anlamli farlilik

saptanmadi.

9. Grup-1 ve Grup-5 arasinda vaskiilopati, fibrozis, TGF-beta skoru ve peritoneal

kalinlikta anlaml farlilik saptandi.
10. Grup-2 ve Grup-3 arasinda degiskenler agisindan anlamli farklilik saptanmadi.

11. Grup-2 ve Grup-4 arasinda inflamasyon, vaskiilopati skorunda anlamli farklilik

saptandi.

12. Grup-2 ve Grup-4 arasinda fibrozis, TGF-beta, MMP-2 skorunda ve peritoneal

kalinlikta anlaml farklilik saptanmadi.

13. Grup-2 ve Grup-5 arasinda inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis skoru ve peritoneal

kalinlik degiskeni i¢in anlamli farklilik saptandi.
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14. Grup-2 ve Grup-5 arasinda TGF-beta ve MMP-2 degiskeni i¢in anlamli farklilik

saptanmadi.

15.Grup-3 ve Grup-4 arasinda inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis ve MMP-2 skorlari

icin anlaml farklilik saptanda.

16. Grup-3 ve Grup-4 arasinda TGF-beta ve paritoneal kalinlik degiskeni i¢cin anlamli
farklilik saptanmada.

17. Grup-3 ve Grup-5 arasinda inflamasyon, vaskiilopati, fibrozis skorlari, peritoneal

kalinlik ve MMP-2 degiskeni i¢in anlaml1 farklilik saptandi.

18. Grup-3 ve Grup-5 arasinda TGF-beta degiskeni i¢cin anlaml1 farklilik saptanmadi.
19. Grup-4 ve Grup-5 arasinda degiskenler agisindan anlamli farklilik saptanmadi.
Degiskenler kendi aralarinda karsilastirildiginda,

20. Inflamasyon ile vaskiilopati, inflamasyon ile fibrozis, inflamasyon ile kalmlik,
vaskiilopati ile fibrozis, vaskiilopati ile TGF-beta, vaskiilopati ile MMP-2, vaskiilopati
ile kalinlik, fibrozis ile TGF-beta, fibrozis ile MMP-2, fibrozis ile kalinlik, TGF-beta ile

MMP-2 arasinda anlamli farklilik ve pozitif korelasyon saptandi.

21. Inflamasyon ile TGF-beta, inflamasyon ile MMP-2, TGF-beta ile kalinlik, MMP-2

ile kalinlik arasinda anlamli farklilik saptanmadi.
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