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OZET

SKLEROZAN ENKAPSULE PERITONIT OLUSTURULAN SICANLARDA
STEROID-SIROLIMUS BIRLIKTE KULLANIMININ ETKIiSININ INCELENMESI

Sibel ERSAN

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

ic Hastaliklari A.D / Nefroloji B.D

Yazigsma Adresi: DEUTF ¢ Hastaliklari A.D/ Nefroloji B.D Balgova/iZMIR
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Son donem bdbrek hastaliginda bobrek yerine koyma tedavisi olarak
uygulanmakta olan periton diyalizinin (PD) avantajlarinin yani sira uzun doénem
uygulanmasini sinirlayan ciddi komplikasyonlari da bulunmaktadir. Bunlarin
baslicalari bakteriyel peritonit ve sklerozan enkapstile peritonit (SEP) tir. SEP; periton
zarinda skleroz gelismesine neden olan patolojik surecleri ve buna bagl olarak
bagirsak anslarinin ince bir zarla koza seklinde sarilmasi ile ortaya c¢ikan klinik
durumlari tanimlamaktadir. Periton diyalizinin nadir fakat mortalitesi yiksek bir
komplikasyonudur. SEP gelismesinde rol oynayan basglica faktorler; uzun PD stresi,
peritonit ataklari, periton zarinin biyouyumsuz sivilara maruz kalmasi ve epitelyum-
mezenkimal donudsime (EMT) ugramasi ve PD sonlandiriimasidir. Bobrek nakli
yapilan PD hastalarinda gelisen SEP icin immunsupresif protokollerde kullanilan
kalsin6rin  inhibitorlerinin  profibrotik etkilerinin  risk faktorii  olabilecegi ileri

strtlmektedir.

Giiniimiizde SEP tedavisi tam olarak miimkiin degildir. Immunstiipresif ajanlarin
etkinligi insanlarda ve deneysel SEP modellerinde kanitlanmistir. Siganlarda
olusturulan SEP 0Orneklerinde mTOR [mammalian target of rapamycin] inhibitorleri
everolimus ve sirolimusun etkinligi gosterilmistir. Sirolimus ile steroid birlikte

kullaniminin (kombinasyonunun) etkinligi konusunda literatiirde deneysel veri yoktur.

Amac : Bu calismada deneysel olarak SEP olusturulmus sicanlarda sirolimus
ve steroid birlikte kullanimin SEP histopatolojisi lzerine etkinligini arastirmayi
amacladik.
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Gerec ve yontem : Calismaya 42 adet erkek ve 200-250 gram agirliginda
Wistar sicanlari alindi. SEP modeli, 3 hafta sureyle her gin karin sag alt kadrandan
periton icine (i.p) olarak isotonik sivida ¢6zinmis % 0.1 klorheksidin glukonat (KG)
ve % 15 etanol solisyonundan 10 ml/kg uygulanmasi ile olusturuldu. Sicanlar 6
gruba ayrildi; kontrol grubuna (K) i.p 2 ml isotonik/gtin/3 hafta; klorheksidin glukonat
(KG) grubuna 2 ml KG/200gr/gin/3 hafta uygulanarak 3. hafta sonunda bu
gruplardaki sicanlara eter anestezi uygulanarak yasamlari sonlandirildi.. Dinlenme
(D) grubuna 2 ml KG/glin/3 hafta ve sonrasinda 3 hafta sireyle periton dinlenmesi
uygulandi. Kortikosteroid (P) grubuna 3 hafta stireyle KG /giin ve izleyen 3 hafta
prednizolon (10 mg/L, igme suyunda) ; sirolimus (Sir) grubuna 3 hafta KG ve izleyen
3 hafta sirolimus (1 mg/kg/gun, gastrik gavaj ile) ; kortikosteroid-sirolimus (P-Sir)
grubuna 3 hafta KG ve sonrasinda 3 hafta prednizolon 10 mg/L ve sirolimus
uygulandi. Alti hafta sonunda sicanlarin eter anestezi ile yasamlari sonlandirildi ve
injeksiyon yerinin kargi tarafindan pariyetal, es zamanh olarak da karaciger viseral
periton 6rnekleri alindi. Patolojik inceleme i¢cin Hematoxylen & Eosin (HE) ve Mason
Trichrome (MT) boyalar kullanildi. Isik mikroskopisi ile periton kalinhgu, fibrozis, ve
damar yogunlugu degerlendirildi.

Bulgular : Pariyetal periton kalinhgr KG ve D gruplarinda K, P, Sir ve P-Sir
gruplarina gore anlamli olarak artmis saptandi (p<0.05). K, P, Sir ve P-Sir gruplar
arasinda pariyetal periton kalinliklar agisindan anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05).
istatistiksel bulgular fibrozis ve damar yogunluk verileri agisindan da ayni sekilde
goOzlendi. Viseral periton kalinligi, fibrozis skoru ve damar yodunlugu agisindan da
gruplar arasinda yapilan kargilastirmada; KG ve D gruplarinda periton kalinhgi,
fibrozis skoru ve damarlanma yogunlugu K grubuna goére anlamli olarak artmig
bulundu (p<0.05). P, Sir, P-Sir gruplarinda K grubu ile kiyaslandiginda fark anlamii
saptanmadi. Calisma sonunda D grubu ile KG grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken; P, Sir ve P-Sir gruplarinda KG ve D gruplarina gore tim
parametrelerde anlamli gerileme saptandi ( p<0.05).

Sonug : Bu calismada deneysel olarak SEP olusturulmus sicanlarda sirolimus-
prednizolon birlikte kullaniminin tek basina sirolimus ve prednizolon tedavilerine bir
ustinlugu olmadigi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler : sklerozan enkapsile peritonit, sirolimus, immunsupresif tedavi



SUMMARY

THE EFFECT OF STEROID-SIROLIMUS COMBINATION ON THE
EXPERIMENTAL MODEL OF SCLEROSING ENCAPSULATED PERITONITIS IN
RATS

Sibel ERSAN
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Correspondence address : Dokuz Eylul Univeristy, Medical School, Internal
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Peritoneal dialysis (PD) , an alternative renal replacement treatment modality for
end stage renal failure patients, has some serious complications that limits it for long-
term use besides its certain advantages. Major complications are bacterial peritonitis
and sclerosing encapsulated peritonitis (SEP). SEP is a clinical syndrome resulting
from the pathologic processes that terminate with peritoneal sclerosis and
coccooning of intestinal loops. It is a nadir but seriously fatal complication of PD.
Major risk factors playing role in development of SEP are prolonged PD duration,
infectious peritonitis episodes, exposure of peritoneal membrane to bioincompatible
solutions, EMT, and cessation of PD. SEP occurring in PD patients who underwent
renal transplantation has been attributed to the use of profibrotic effects of

calcineurine inhibitors of immunosuppressive regimens.

At present there is not any established treatment modality for SEP. The effects
of some immunosuppressive agents have been documented in both human and
experimental studies. The inhibitors of mammalian target of rapamycin (mTOR),
everolimus and sirolimus, have attenuated SEP findings in experimental rat models.

The effect of combination of sirolimus with steroid has not been documented so far.

Objective : The aim of the study was to determine the effect of combination of
sirolimus and steroid on experimental SEP model developed in rats.
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Materials and method : 42 wistar albino male rats were divided into 6 groups :
1) control group (C), 2 ml isotonic saline injected intraperitoneally (i.p) daily for 3
weeks, 2) chlorhexidine gluconate group (KG), 2 ml 0.1%CG and 15% ethanol
dissolved in saline injected i.p daily for 3 weeks ,3) resting group (R) , CG for three
weeks plus 3 weeks peritoneal rest, 4) prednisolone group (P), CG for 3 weeks and
then prednisolone 0.1mg/kg (10 mg in 1 L tap water) for 3 weeks by feeding tube, 5)
sirolimus group (Sir), CG for 3 weeks and then oral sirolimus ( 1mg /kg/day) for 3
weeks , 6) prednisolone-sirolimus group (P-Sir), CG for 3 weeks and then orally
prednisolone and sirolimus for 3 weeks. At the end of 6 weeks rats were sacrified by
ether anestezia. The specimens were collected from opposite siye of injection for
parieatal peritoneum and from liver surface for visceral. The specimens were stained
by Hematoxylen & Eosin (HE) and Mason Trichrome (MT) dyes for pathologic
examinations. Peritoneal thickness, fibrosis, and vascular intensity were determined

under light microscopy.

Results : In the CG and R groups there was a significant increase in peritoneal
thickness, fibrosis score and vascular intensity compared to C, P, Sir, and P-Sir
groups in both parietal and visceral peritoneum (p<0.05). The parameters at the end
of the study were not different in C, P, Sir , and P-Sir groups. The difference between
P, Sir, and P-Sir groups were not significant. Resting was shown to be ineffective in
attenuating SEP parameters.

Conclusion : In this study we observed that sirolimus-prednisolone
combination was equally effective in experimental SEP model compared to

prednisolone and sirolimus only regimens.

Key words : Sclerosing encapsulated peritonitis, sirolimus, immunosuppressive

therapy



GIRIS VE AMAC

Periton diyalizi (PD), son donem bdbrek yetmezligi hastalarinda kalan bébrek
islevlerinin daha iyi korundugu ve hastalara daha bagimsiz bir yasam sunan bdbrek
yerine koyma tedavi seceneklerinden birisidir. Hemodiyalize kiyasla tanimlanan bazi
olumlu o6zelliklerine ragmen tedaviye 0zgu birtakim yan sorunlar nedeniyle uzun
donemde kalici bir tedavi se¢eneg@i olmasi mumkin olmamaktadir (1). PD'nin kalici
bir tedavi sekli olmasini sinirlayan yan sorunlarin basinda enfeksiy0z peritonit
ataklari, ikinci olarak da sklerozan enkapsule peritonit (SEP) gelmektedir (1-3). SEP,
nadir fakat 6lumcul olabilen, ultrafiltrasyon yetersizligi (UFY), hemorajik periton sivisi,
tikayici ileus, emilim bozukluklari (malabsorpsiyon) ve belirgin kilo kaybi ile ortaya
¢tkan klinik bir durumdur. Patolojik bulgular peritonda kalinlasma, kalsifikasyon,
barsak anslarinin koza seklinde sarmalanmasi ve yeniden damarlanma seklindedir
(1, 4, 5). Patogenezi belirleyen temel mekanizma; Uremi, uzun sure fizyolojik
olmayan glukoz icerikli periton sivilarina temas, glukoz yikim Uranleri (AGES), asidik
pH, tekrarlayan peritonit ataklari gibi faktorlerin uyarisi ile periton mezotel
hicrelerinden salinan sitokinlere verilen yanittir. Degistirici bayime faktori-g (TGF-
B), vaskuler endotel buyime faktéri (VEGF), trombosit kaynakh buyime faktori
(PDGF), plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1) ve hipoksi ile uyarilan faktorler (HIF)
gibi sitokinler, periton zarindaki mezotel hicrelerin normal epitel 6zelliklerini
kaybederek daha istilaci ve fibrotik 6zellikli mezotel fenotip kazanmasina neden
olmaktadir. Mezotel hicrelerinde meydana gelen bu degisime epitel-mezenkim
donisumi (EMT) denmektedir (4, 6-10).

EMT patogenezinde rol oynayan sitokinleri hedef alan tedavi yontemleri
deneysel SEP orneklerinde denenmektedir. Bir immuinsupresif ajan olan rapamisinin
[memelilerin rapamisin hedefi (MTOR) inhibitorii] TGF-B’e bagh bazi EMT etkilerini
engelleyebildigi (antifibrotik etki) ve ayni zamanda HIF1a sentezini baskilama yoluyla
HIF1a tarafindan uyarilan VEGF ekspresyonunu baskilayabildigi (antianjiyojenik etki)
gosterilmigtir (11-13).

Son zamanlarda SEP risk faktorleri arasinda “b6brek nakli” nin de sayildigi bazi
bildiriler sunulmaktadir (14, 15).

Bu calismada deneysel olarak SEP olusturulmus sicanlarda sirolimus ve steroid

birlikte kullanimin SEP histopatolojisi Uizerine etkinligini aragtirmak amaclanmigtir.



GENEL BILGILER
Periton diyalizi

Periton zari

Periton diyalizi 1970’lerin sonlarindan itibaren bir tedavi secenegi olarak 6nem
kazanmaya baglamigtir. GUinumuizde toplam diyaliz nifusunun yaklasik %10-15'ini
PD hastalari olusturmaktadir (5, 16, 17). PD’de periton zari endojen bir diyaliz zari
gibi iglev gorur. Su ve solitlerin taginmasi, periton zarindaki kapiller kan ve periton
bosluguna doldurulan diyaliz soliisyonu arasindaki hidrostatik ve ozmotik basing
farkhliklar ile olugsmaktadir. Periton zari, viseral periton ve karin duvarini orten
pariyetal peritondan olusan serdz bir zardir ve iglevsel ylzey alanini periton kapiler
damarlarinin etkin yuzey alani belirler. Erigskinlerde ortalama periton yiizey alani 1-
1.3 m? arasindadir (18, 19). Pariyetal periton su ve soliit tasinmasinda asil gérev
alan kisimdir ve bag dokusu tzerine yerlegmis tek sira mezotel hiicrelerinden olugur.

Mezotel katin altinda jel kivaminda bir ara doku (interstisyum) vardir (20) .

Su ve sollt taginmasi

Surekli ayaktan periton diyalizinde (SAPD) hasta tarafindan periton icine giinde
dort ya da bes kez 2-2.5 litre diyaliz sivisi verilir, 4-5 saat bekleme siresi sonunda
degisim yapilir. DOrt saatten kisa degisimlerin yapilmasinda bir makine (cycler)
kullanilmasi yontemine aletli periton diyalizi (APD) adi verilir. Bu yontemde 8-10
saatlik gece suresince 10-20 litre dizeyinde diyaliz sivisi ile degisim yapiimasi
mumkandar (21). APD de; a) hastanin gindiz karninda sivi olup gece cihaza
baglanmadan 6nce bu sivinin bogaltiimasi seklinde surekli dongusel periton diyalizi
(SDPD) ve b) periton gunduz sivisiz birakilip gece cihaza baglanmasi seklinde gece
aralikli periton diyalizi (GAPD) olmak uzere ikiye ayrilir. Ayrica SAPD ve APD’nin
ortak kullanildigr melez tedavi secenekleri de vardir (22, 23).

Periton ve kapiler kan arasinda; kapiler damar duvari, interstisyum ve mezotel
hicre tabakasi olmak tzere t¢ engel bulunur. Mezotel hiicre tabakasi su ve solit
tasinmasina dnemli bir engel olusturmazken sivi ve buyik molekdllerin tagsinmasinda
en onemli engel damar endotelidir. Interstisyum kiiciik molekiil taginmasina uigte bir
oraninda direng gosterir (24).

Kapiler endotel gecirgenligini endotel hicreler arasindaki g6zenek

bayukliklerine gbre tanimlayan tg-g6zenek 6rnegine gore:



1. kiicik-gbzenekler ( caplari 40-50 A, < 0.5 nm) : yogunlukla bulunurlar,
albumin (36 A) ve daha biiyiik molekiillerin gegisini engeller,

2. biyuk-gozenekler (> 150 A):toplam gozenek miktarinin %0.1'inden az
bulunurlar, bu go6zeneklerden tasinma plazmadan periton kavitesine
hidrostatik basin¢ sayesinde tek yonli olmaktadir,

3. cok-kuciik gozenekler [ aquaporin-1 (AQP) kanallari, 3-5 A ] : sadece
osmotik su gegigine olanak tanirlar (21, 25, 26).

AQP sistemi periton igine konulan hipertonik diyalizatin olugturdugu osmotik
farka bagli su gecisinden ve toplam kapiler ultrafiltrasyonun (UF) ortalama % 40-
50’sinden sorumludur. AQP-1 ayni zamanda yangi sirasinda gerceklesen lokosit
gocl ve damar ¢cogalmasi ile de ilintilidir (27). Bu nedenle AQP1 sunumunun veya
islevinin arttirlmasi (6rnegin kortikosteroid tedavisi ile) PD hastalarinda UF
yetersizliginin (UFY) tedavisine olanak saglar (26).

UF yetersizligi (UFY) , yangi ve SEP

HD’e yakin oranda bir sagkalim saglayan ve ona gére kalan bdbrek islevlerinin
daha iyi korunmasi, viral hepatit gibi risklerin belirgin az olmasi, bir merkeze
bagimhligin olmamasi, nakil sonrasi daha iyi sagkalim oranlarinin olmasi ve daha
ucuz bir yéntem olmasi gibi avantajlari olan PD’nin uzun dénem tedavi secenegi
olamamasinin en 6nemli nedeni teknik yetersizlik gelismesidir (16, 28-31).

Teknik yetersizligin en 6nemli iki nedeni; enfeksiyonlar (peritonitler) ve periton
zarinin uzun sire diyaliz solisyonlarina maruz kalmasi sonucunda gelisen UFY ve
artmig solut gecisine neden olan periton zari yapisal degisiklikleridir (EMT).

UFY; modifiye edilmis %4.25’lik veya %3.86’lik solisyonlardan iki litre karin
icine verilip dort saat sonunda 2400ml'den daha az ultrafiltrasyon volimi olmasi ile
birlikte klinik olarak sivi yiklenmesi bulgularinin olmasi ve bu bulgularin tedavisi igin
hipertonik degisimlere gereksinim duyulmasi olarak tanimlanir (32) . Periton diyaliz
hastalarinda baslica 4 tip UFY goraltr:

Tip 1. Artmis periton gecirgenligi nedeniyle ozmotik farkin erken kaybolmasi. Bu
durum peritonit sirasinda gegici olarak ortaya ¢ikabilir.

Tip 2. Membran sklerozu sonrasinda meydana gelen yetersiz yiizey alani.

Tip 3. Asiri lenfatik geriemilim.

Tip 4. AQP iglevsel bozuklugu veya kaybi sonucu ortaya c¢ikan UFY.



PD hastalarinin yaklasik olarak %50’sinde gdrulebilen periton zari dedgisiklikleri;
yangi ile birlikte ilerleyici fibrozis, damar ¢ogalmasi ve damar yapisinda bozulma
seklindedir (26, 28). Hastalarin az bir kisminda ise yangi, katastrofik fibrojenik yanitla
sonlanmakta ve barsak anslarini koza seklinde sarip yapigikliklara neden olan
yuksek mortalite ile seyreden SEP’e ilerleyebilmektedir (33, 34)

Epitelyal parenkimal organlarda fibrozis sureci sematik olarak ¢ asamada
Ozetlenebilir: 1) hasara maruz kalan epitel hicreleri sitokinler salgilayarak yangi
hicrelerini ilk tehdit bolgesine cekerler; 2) yangi hicrelerinden salgilanan diger
sitokinler epitelyal parenkimi daha da hasarlar, fibroblast/miyofibroblastlarin
cogalmasini ve matriks proteinleri olusturmalarini uyarirlar; 3) fibrogenez kendisini
tetikleyen bir stre¢ haline gelir ve ilk tehdit ortadan kalkmasina ragmen devam
edebilir (6). Bu sure¢ PD hastalarinda periton zarinda gelismektedir. Periton zarinin
tek katli mezotel hicreleri epitel hiicre 6zellidi tasimakta ve peritonun homeostazisini
saglamak icin pek cok madde salgilamaktadir (35). Periton diyaliz tedavisine
baslanmasindan kisa bir sire sonra periton mezotel hicreleri epitel fenotiplerini
kaybetmekte ve mezenkimal Ozellik kazanmaktadirlar (7). Bu degisim, periton
biyopsilerinin imminhistokimyasal calismalarinda mezotel hiicre belirteci olan a- diz
kas aktinin (a-SMA) myofibroblastlarda sunumunun goésteriimesi ile kanitlanmistir
(10, 36-38). EMT sonucunda epitel hiicre belirtecleri olan E-cadherin ve sitokeratinin
kaybi da gorulmekte, epitel hicreler daha hareketli ve istilaci 6zellik kazanmaktadir
(7). Uzun sure CAPD hastalarinda gdzlenen mezotel hiicre dokulmesi, submezotel
interstisyel fibrozis ve vaskuler skleroz gibi morfolojik degisikliklere “periton sklerozu’
denilmektedir (39-41). SEP, periton sklerozunun siddetli bir bi¢cimidir. Ancak basit
periton sklerozlu hastalarin hepsinde SEP izlenmemektedir. Siklikla enfeksiy6z
peritonit, genetik yatkinlik veya PD sonlandirilmasi gibi faktorler SEP’i baslatmaktadir

(Sekil 1).

PD’de yanginin nedenleri KBY’ne bagl tremi gibi geleneksel faktorler ve periton
diyaliz tedavisinin kendisine bagh faktorler olmak tizere iki grupta incelenebilir.
Uremi, karbonilli Griinlerin ve ilerlemis glukozilasyon son driinlerinin (AGEs)

olusumuna neden olarak periton zarinda yangiya katkida bulunmaktadir (28, 34, 37).



Uremi, periton kateteri, glukoz, karbonilli
urdnler, glukoz yikim drinleri (GDP), AGEs,
asidik pH, laktat

|

™ TGF, I VEGF, 1 PAI-1, TMEGF mezotel
biyolojik yanitinin kaybr, artmis oksidatif

stres

Yeni damar olusumunda artma,

™ MMP, P Plazmin

= Periton sklerozu

fibrin yikiminda azalma ve
fibrozisin artmasi, l<:|Du Peritonit, PD
sonlandirilmasi,

EMT .
A TNF-a, 1 IL-18, Genetik yatkinhk ?
™ IL-6, 1 IL-18

Zar ylzeylerinin yapismasi,

mezotel dokilmesi, yeni /

damarlanma, viseral peritonda

| mp  SEP
yapisikliklar, ECM birikimi

sekil 1. SEP olusum mekanizmasi

Periton diyaliz kateteri hastanin temasta bulundugu ilk yangi tetikleyici faktérdar.
Kateter ayni zamanda bakteriyel biyofilm tabakanin olusmasina da neden olmaktadir
(42). Bundan sonra yangly! tetikleyen ikinci faktor de periton diyaliz sivisidir. Batin
diyaliz sivilari biyouyumluluk 6zelliklerine gére degisen oranlarda peritonda yangiya
neden olurlar (43).

Diyaliz solisyonlarinin asit pH, hiperosmolarite, AGEs ve laktat gibi 6zellikleri
yanglya katkida bulunan faktorlerin bazilaridir (28, 34, 36). Asidik pH, notrofil ve
mezotel hicrelerin canhligini azaltmakta ve boylece hem sitokin Uretimini hem de
fagositoz kapasitesini baskilamaktadir. Sivilarin ¢ogunda tampon olarak kullanilan
laktat periton zarina uyumsuz bir ajan olup periton fibrozisine katkida bulunan
fibroblast biyime faktorlerinin (FGF) yapimini uyarmaktadir (44). Yuksek glukoz
yogunluklu sivilara uzun sireli temas periton zarinda ciddi bir yangiya neden
olmaktadir. Bu sivilar bircok proinflamatuvar faktorleri ( VEGF, TGF-B1, AGES)
uyarmakta ve AGE reseptorlerinin sunumunu arttirmaktadir (45, 46). Ayrica yuksek



glukoz icerikleri periton fibrozisin gelismesinde rol oynayan TGF-1/Smad yolagini
etkinlestirmektedir. Smad2 ve VEGF sunumu arasindaki iliski ve VEGFIn
anjiyogenezdeki rolti yapilan caligsmalarda gosterilmistir. Anjiyogenez, basit periton
fibrozisi ile SEP’in ayirimindaki en karakteristik histolojik bulgudur (47-49). TGF-f ile
olusan fibroproliferasyonun hipoksik ortam olusturdugu gosterilmigti. Hipoksi de
anjiyogenez, fibrozis ve EMT ile iligkilendirilmigtir. Hicresel hipoksit yanitta rol
oynayan hipoksi ile tetiklenen faktorler (HIF) direk olarak TGF-f sunumunu ve dolayl
olarak da VEGF sunumunu arttirmaktadir (48).

Isiyla sterilizasyon sirasinda olugan metilglioksal, glioksal ve 3-deoksiglikozon
gibi glukoz yikim Urdnleri (GDP) de oksidatif stresi induklemek yolu ile yangiyi
arttirmakta ve mezotel hasarina, apopitoza ve mezotel dokilmesine neden
olmaktadir (28,47). SEP gelismesinde son ve en 0©Onemli etken enfeksiyoz
peritonitlerdir. Salinan proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-13, IL-6, IL-18) SEP’in
tipik histolojik bulgularin gelismesinde baglica etkenlerdir. Bu bulgular; fibrin
depolanmasi, mezotel alti kalinlasma (SMK), fibréz kapsiul olusumu, perivaskuiler
kanama, damarsal cogalma, mezotel dokilmesi ve miyofibroblastlarda artmadir.
insan periton mezotel hiicre kiiltirlerinde yapilan caligmalarda yiiksek glukoza maruz
kalinmasinin kollejenaz sunumunun azalmasi ve doku matriks metalloproteinaz
inhibitoru (TIMP) ekspresyonunun artmasina neden oldugu gosterilmigtir (34, 36, 49).

Gunumizde butin bu asamalarin engellenmesinde kullanilan ajanlar SEP
tedavisinde deneysel ve klinik olarak denenmektedir.

Rapamisin (sirolimus)

PD diyaliz tedavisinin siresi ve PD sonlandiriimasinin SEP gelisiminde rol
oynayan risk faktorleri oldugu cesitli yayinlarda bildiriimektedir. Bobrek nakli
sonrasinda artan SEP sikhigini bildiren c¢alismalarin kargisinda nakil sonrasi
immunsupresif tedavi ile regresyon saglandigini bildiren yayinlar da bulunmaktadir
(1, 3, 14, 50-52). Kortikosteroid temelli immunsupresif tedavilerin SEP morfolojisini
gerilettigi ancak bir KNI olan siklosporinin profibrotik etkisi nedeniyle SEP riskini
arttirabilecegi bildirilmigtir (53).

Rapamisin (sirolimus) bir aktinomices olan Streptomyces hygrocopicus ‘tan
uretilmis makrolid grubu bir antibiyotiktir. Hicre ¢odalmasi, farklilasmasi, gogu ve
sagkaliminin dizenlenmesinde rol oynayan bir hicre i¢i serin/tireonin kinazi olan
MTOR'u inhibe etmektedir (54). Yapilan calismalarda hicre ici kinazi olan
fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3K) buylme faktérlerinin sinyalizasyonunda énemli bir
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rol oynadidi gosterilmistir. PI3K, serin tireonin kinazi olan Akt'yi aktive ederek
MTORun fosforilazyonunu saglamaktadir. Aktif mTOR ve PI3K hicre igi birgok
yolakla buyume faktorlerinin sinyalizasyonunu kontrol ederek fibrotik sireclerin ana
belirleyicisi olan fibroblast gogu /gcogalmasi, artmis protein ve kollajen sentezine
neden olmaktadir. Sirolimus ve onun derivesi olan everolimus, hicre icinde
sitoplazmik reseptére (FK506-baglayici protein-12) baglanirlar ve olusan kompleks
MTOR iglevini engelleyerek G1 fazinda hicre siklusunu durdurur. mTOR
inhibitdrlerinin lenfosit, mezanjiyal htcreler, endotel hicreler ve damar diz kas
hicrelerinin  ¢odalmasini engellemelerinin yani sira yangi Onleyici, antifibrotik,
antitumor ve antifungal etkileri de vardir. Sirolimusun MMP sunumunu azalttig1 ve
intimal hiperplaziyi engelledigi bilnmektedir (54-56).

Bobrek nakli hastalarinda birincil idame immunsipresif tedavide sirolimusun
etkinligi ortaya konulmustur ve hatta uzun dénemde KNi'lerine bagl gelisen
nefrotoksisitenin azaltimasi amaciyla daha erken donemde KNi'lerinden mTOR
inhibitdrlerine dondlmesi yolunda uygulamalar bildiriimektedir (57). PD tedavisinden
bobrek nakli yapilacak olan hastalarda sirolimusun hem uzun ddnem graft
sagkalimina faydali etkisi hem de PD sonlandiriimasi ile artan SEP riskinin
giderilmesinde olumlu etkileri dustnulerek tedavi protokollerinde belirleyici olabilecegi
dusundlmektedir (58). Tek basina mTOR inhibitorlerinin  SEP modellerinde ve

olgularinda etkinligine dair literatr verileri celigkilidir (58-60).
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GEREC VE YONTEM

1. Calismanin projesi

Bu projenin uygulanmasina, Dokuz Eylul Universitesi Tip FakiiltesiDEUTF), I¢
Hastaliklari AD/Nefroloji BD, Patoloji AD ve Multidisipliner Laboratuvari ve
Laboratuvar Hayvanlarinin Saghk Bilimlerinde Kullanimi AD 6gretim dyeleri ve
arastirma gorevlilerinin katildigi toplantida tartisilarak karar verildi.

2. Calismanin etik kurulu

Bu calisma (protokol no: 57/2010) DEUTF “Deney Hayvani Arastirmalari Etik Kurulu”
tarafindan 5/11/2010 tarih ve 02/19/2010 sayili karari ile onaylandiktan sonra yapildi.
3. Kullanilan hayvanlarin 6zellikleri ve barinma kosullari

Bu calismaya DEUTF Deneysel Arastirma Laboratuvarlarinda standart laboratuvar
diyeti ile beslenen ve kafeslerde tutulan, Gremik olmayan, c¢alisma gruplarinin
homojen olmasi ve cinsiyet hormonlarindan etkilenmemesi icin 200-250 gram
agirhginda erkek Wistar albino siganlari alindi.

Calismada kullanilan sicanlar DEUTF Multidisipliner Laboratuvarinin standart
kafesleme kosullarinda (24 °C ) oda sicakliginda oniki saatlik karanlk / aydinlik
siklusunda), her grup tcli ve dortli kafeslerde tutulacak sekilde standart yemleme ve
su ile alti hafta suresince barindirnidi.

4. Sakrifikasyon

Calisma sonunda hayvanlarin yasamlarina son vermek icin toksik dozda eter
anestezisi kullanildi.

5. Deney hayvaninin aragtirmadan ¢ikariima kriterleri

Calisma sirasinda sicanlarda istenilen peritoneal sklerozis diginda bir enfeksiyon ve
sistemik tepkime gelismesi veya bagka bir sebepten dolayr calismayi
surduremeyecek olmasi ¢ikarilma ol¢uti olarak kabul edildi.

6. Deneysel tasarim

Calismaya alinan siganlar calisma oncesi tartildi ve kontol grubunda alti sigcan
(sicanlardan birinin disi olmasi nedeniyle) diger gruplarda ise yedi sican olacak
sekilde alti gruba ayrildi (Sekil 2).
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42 Wistar albino sigcani

i i i i i i
Grup 1 (n:6) Grup 2 (n:7) Grup 3 (n:7) Grup 4 (n:7) Grup 5 (n:7) Grup 6 (n:7)
Kontrol Klorheksidin Dinlenme Kortikosteroid Sirolimus Kortikosteroid -
grubu (K) grubu (KG) (resting) grubu (P) grubu (Sir) Sirolimus grubu

grubu (D) (P-Sir)
2ml Klorheksidin KG/glni.p KGi.p
isotonik glukonat KGi.p (0-3 hafta) (0-3 hafta) KGi.p
i.p/giin/3 2 ml/200gr (0-3 hafta) + + (0-3 hafta)
hafta i.p/giin/3 + Prednisolone Sirolimus +
hafta periton 0.1 mg/kg/gin 1mg /kg/gun Prednisolone
dinlendirme 10 mg/L icme (4-6 hafta) 0.1 mg/kg/gin
(4-6 hafta) suyunda (4-6 hafta)
+
Sirolimus
1mg/kg/gin
(4-6 hafta)

Sekil 2. Deneysel tasarim

Calisma suresi kontrol (K) ve klorheksidin grubu (KG) icin yirmibir gin (¢ hafta),
diger gruplarda kirkiki gun (alti hafta) olarak belirlendi.

SEP Modeli ve Gruplar : Periton fibrosiz olusturmak icgin standart klorheksidin

glukonat modeli (60-61) kullanildi. Ug hafta siireyle giinlilkk intraperitoneal olarak
isotonik sivida c¢oézinmis % 0.1 klorheksidin glukonat (KG) ve % 15 etanol
soliisyonundan 10 ml/kg uygulandi.

Kontrol grubu (K) : Periton icine %0.9’luk serum fizyolojik 2ml/giin 21 giin boyunca

uygulandi. 21.gin sicanlarin yasami sonlandirildi.
Klorheksidin grubu (KG) : Periton icine KG 2ml/giin 21 gin boyunca verildi ve 21.

gun sonunda sicanlarin yagsami sonlandirildi.

Dinlenme grubu (D) : Periton icine KG 2ml/giin 21 gin verildi ve 42. gline kadar
periton dinlendirildi.

Kortikosteroid grubu (P) : Periton icine KG 2ml/giin 21 gin boyunca, sonrasinda ¢

hafta icme suyunda hazirlanan prednizolon 0.1 mg/kg (10 mg/L) agizdan kandal ile
verildi.

Kortikosteroid -Sirolimus grubu (P-Sir) : Periton icine KG 2ml/giin 21 gin boyunca ,

izleyen 3 hafta boyunca agizdan kanille igme suyunda hazirlanmig prednizolon ve
sirolimus oral solusyon [(1mg/kg/gun), Rapamune oral solution 1mg/mL, Wyeth
Europa Ltd] verildi.
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Sirolimus grubu grubu (Sir) : Periton icine KG 2ml/giin 21 gin boyunca, izleyen 3

hafta boyunca agizdan kantille sirolimus oral soliisyon (1mg/kg/guin) verildi.

Calisma sonunda sicanlar tartildi ve yasamlarina son verildikten sonra pariyetal
periton drnekleri karin sol 6n duvarindan, viseral periton ornekleri ise karaciger sol
lobdan alindi. Ornekler patolojik degerlendirme icin %10 formaldehit igine konuldu.
Ol siganlar 6zel torbalara konularak diger atik maddelerle birlikte 6zel atik tankina
atildu.

7. Histolojik degerlendirme:

Pariyetal periton igin karin 6n duvarindan ve viseral periton iginde karaciger
ylzeyinden elde edilen ve formaldehit ile tespit edilen doku 6rneklerinden; karin
duvarindan ve karaciger kapsulinden dikey 3mmvlik kesitler alindi (60). Alinan
kesitler parafine gomiuldu ve Hemotoksilen&Eosin (HE) ve Mason Trichrome (MT) ile
boyandi. Hazirlanan preparatlar damar ¢cogalmasi (anti-CD4 boyama ile) , fibrozis ve
periton kalinligi agisindan 1sik mikroskopisi altinda incelendi.

Istk mikroskobik inceleme:

a. Periton kalinliklarinin 6lgimd; HE boyali kesitlerden elde edilen mikroskopik
goruntuler bir kamera (Olympus BX50, Olympus Optical Co, Tokyo, Japon ) ile
bilgisayara aktarildi. Bilgisayar yazilimi yardimi ile kullanilan biyutmeye gore kalibre
edilerek 10 alanda viseral ve pariyetal periton ortalama kalinliklari (mezotel, mezotel
alti alan (SMK) ve i¢c abdominal kas tabakasini iceren gérintilerden) mikron metre
(um) cinsinden dl¢uldi. (62-63)

b. Fibrozis; MT boyali kesitlerden elde edilen goruntiler de bilgisayara aktarildi.
Goruntulerde patolog tarafindan secilen renklerin izlendigi alanlari otomatik olarak
isaretleyen bilgisayar programi kullanilarak dlgiim yapildi (62). MT boyasinda kollajen
yesil renkte boyandigdi icin bu renk alanlari segildi ve her olgu i¢in boyali alan ytzdesi
(BAY) saptandi.

c. Vaskuler yogunluk (63) ; Her Ornekte bilgisayara aktarilan gorintilerden
morfometrik olarak SMK alani (mm?) ve periton yiizey uzunlugu (mm) hesapland..
SMK 0.3 mm? den fazla olan bolgeler degerlendirildi ve kesitlerdeki toplam damar
sayisi sayildi ve bulunan sayi SMK alani ve mezotel yiizey uzunluguna bolinerek

birim hacimdeki say! hesaplandi.
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8. istatistiksel degerlendirme

istatistiksel analizler SPSS version 15.0 programi ile yapildi. Gruplardaki sican sayisi
sinirli oldugu igin parametrik olmayan yontemler kullanildi. Degerler aritmetik
ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasinda anlamli fark olup
olmadigi Kruskal-Wallis varyans analizi ile, ikili karsilastirmalar Mann Whitney U
analizi ile yapildi. Sicanlarin calisma baslangici ve sonundaki agirliklarinin
ortalamalari Wilcoxon isaret testi ile karsilastiriimistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edilmistir.
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BULGULAR

a-Caligma gruplarinin degerlendirilmesi.

Calismaya alinan sicanlarin tamami calismayi bitirdi. Sicanlarin yasamlarinin
sonlandirimasi  goruntisi  Resim 1'de goOsterilmistir.  Gruplarin  ¢aligmanin
baslangicindaki ve sonundaki agirlik ortalamalarinin karsilastirmalari Tablo 1'de
verilmistir. K ve Sir gruplarinin agirliklarinda anlamli degisiklik olmazken, KG ve D
gruplarinda baslangica gore anlamli kilo kaybi, P ve P-Sir gruplarinda ise anlamli kilo
artis1 saptandi (p<0,05).

Gruplar K KG D P Sir P-Sir

Baslangic | 243,33+9,5 | 245,21+8,1 | 245,85+5,2 | 244,85+9,5 | 244,42+6,1 | 246,85%9,1
agirhigi
(9)

Son 243,83+12,2 | 242,28,£8,3 | 239,57+4,8 | 265,85+26 | 246,10+23 | 262,57+14
agirhigi

(9)

p-degeri | p >0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p>0.05 p<0,05

Tablo-1: Gruplarin c¢alismanin baglangicinda ve sonundaki agirhk degerleri
(ortalama £ SD)

Resim 2’'de kontrol grubunda makroskopik olarak normal karin duvari, karaciger ve
periton goruntusu gosterilmisti. KG ve D grubundaki siganlarin tamaminda
makroskopik olarak pariyetal periton ve karaciger Uzerinde viseral peritonda
kalinlagma ve karin icinde yapisikliklar oldugu gézlendi ( Resim 3).

Resim 1 . Eter anestezi ile siganlarin sakrifikasyonu
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Resim 3. KG (sol) ve D (sag) gruplarindaki sicanlarda pariyetal ve karaciger viseral
periton kalinlagmasi gortntileri.

b.Histopatolojik degerlendirme

1.Pariyetal ve viseral periton sonuglar

Resim 4-9'da gruplarin histolojik olarak periton kalinhklari ve fibrozis bulgular

gosterilmektedir.
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Resim 4. A. K grubunda HE ile normal periton kalinligi, B. MT ile pariyetal peritonun
normal gbéruntusid gorialmektedir.

Resim 5. A. KG grubuna ait MT ile pariyetal periton fibrozis artigi (yesil
alanlar) B. Viseral peritonda kalinlik artisi goérilmektedir (MT) C. Pariyetal peri-
tonda damarlanma artigi (CD34)
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Resim 6. A. D grubunda fibrozis artis1 (MT) B. HE ile viseral peritonda kalinhk
artigi gorulmektedir.

Resim 7 . A. Sir grubunda pariyetal periton kalinligi (MT) B. Sir grubunda karaciger
Uzeri viseral periton kalinhginda azalma (MT) C. Sir grubunda pariyetal peritonda
damarlanma artis1 yok (CD34)
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Resim 8. A. P-Sir grubu pariyetal periton kalinligi (MT) B. Karaciger tzeri vis-
seral periton kalinligr (HE)

Calisma sonucunda gruplarin pariyetal ve viseral peritonlara ait periton
kalinliklari, fibrotik alan yuzdelerinin ortalama degerleri ve damar yogunluklari Tablo
2 ve 3'de gosterilmistir.

Pariyetal periton bulgulars

Tablo 2 ‘de goruldugu gibi periton kalinligi kontrol grubu ile kiyaslandiginda KG
grubunda anlamli olarak artmis saptandi (58,71+37,73 pm ve 6,33+0,51 pm, p<0.05).
Fibrozis ylizdesi ve damar yogunluklari model grubunda (KG) kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmis gozlendi ( sirasiyla 4,31+1,67 ve 0,51+0,27; 7,00+5,06 ve
1,16+0,40, tim parametrelerde p<0.05%).

Uc haftalik periton dinlenmesi sonrasinda alinan 6rneklerde (D grubu) periton
dinlenmesinin SEP modelinin histolojik bulgularini (KG grubu) geriletmedigi gozlendi [
periton kalinh@r (um) 57,00+31,44 ve 58,71+37,73 ; fibrozis yuzdesi 3,34%1,24 ve
4,31+1,67 ; damar yogunlugu 5,57+3,69 ve 7,00+5,06 , tim parametrelerde p>0.05).
K grubu ile kiyaslandiginda tim parametreler anlamli olarak artmis saptandi [ periton
kalinhigi (um) 57,00+31,44 ve 6,33+0,51; fibrozis ylzdesi 3,34+1,24 ve 0,51+0,27,;
damar yogunlugu 5,57+3,69 ve 1,16+0,40 , tim parametrelerde p< 0.05").

Tedavi gruplarinda (P, Sir, P-Sir) periton kalinlklar, fibrozis yizdeleri ve damar
yogunluklar, KG ve D gruplari ile karsilastinidiginda anlamli olarak azalmigti
(p<0.05"" ve ikh K grubu ile histolojik bulgular agisindan bir fark saptanmadi
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(p>0.05%%). Bu bulgular her bir tedavi girsiminin SEP 6rneginde histolojik bulgulari

geriletmede etkin oldugunu gésterdi.

Tedavi gruplarinin tim parametrelerde sagladiklari diizelme acisindan kendi

aralarinda yapilan karsilastirmalarda ise anlamh bir fark saptanmadi (periton

kalinhiklar1 ; P ve Sir:

7,71+4,99-6,14+0,37 pm, P ve P-Sir : 7,71+4,99-6,00+£0,00

pm, Sir ve P-Sir: 6,14+0,37-6,00+0,00 pum , fibrozis ytzdeleri ; P ve Sir: 0,61+0,31-
0,55+0,63, P ve P-Sir. 0,61+0,31-0,28+0,19, Sir ve P-Sir :

damar yogunluklar (s/mm?) ;

1,85+1,86- 0,28+0,48, Sir ve P-Sir :

kiyaslamalarinda p > 0.05™"°) .

Gruplar Kalinhik (um)
K 6,33+0,51
KG 58,71+37,73
D 57,00+31,44
P 7,71+4,99
Sir 6,14+0,37
P-Sir 6,00+0,00

P ve Sir :

Fibrozis
skorlamasi
(%)

0,51+0,27

4,31+1,67

3,34+1,24
0,61+0,31
0,55+0,63

0,28+0,19

Damar
yogunlugu
(say/mm?)

1,16+0,40

7,00+5,06

5,57+3,69
1,85+1,86
1,42+1,98

0,37+0,51

P degeri*

p<0.05%"
p>0.05%%¢
p<0.05"9"
p>0.05'

p<0.05"!

p>0.05™"°

0,55+0,63-0,28+0,19,
1,85+1,86-1,42+1,98, P ve P-Sir :
1,42+1,98-0,37+£0,51, tim gruplarin ikili

Tablo 2 . Pariyetal periton kalinlik, fibrozis ve damar yogunluklar (ortalama + SD)

*ab. K_KG, K-D arasinda, ©®: K-P, K-Sir, K-P-Sir arasinda

foh KG-P, KG-Sir, KG-P-Sir arasinda, : KG -D arasinda

Ikl D.p, D-Sir, D-P-Sir arasinda
mno- p_Sjr, P-P-Sir, Sir-P-Sir arasinda
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Grafik 1 de gruplara ait pariyetal periton kalinliklari verilmistir.

Gruplara ait pariyetal periton kalinliklari
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Grafik 1. Gruplarin pariyetal periton kalinliklari

Viseral periton bulgulars

Tablo 3'de gorilebilecegi gibi viseral deneysel SEP gelistirdigimiz 6rnek
grubumuzda (KG) periton kalinhgi, fibrozis skoru ve damar yogunluklar K grubuna
gore anlamli olarak artmis bulundu [periton kalinhgr (KG-K) : 54,71+36,68 -
7,00+0,89 um, fibrozis (KG-K, %): 3,08+1,63 -0,43+0,17, damar yogunlugu (KG-K,
sayl/mm?®) : 6,28+2,98 - 0,00+0,10, tim parametrelerde p<0.05?).

D grubunda periton kalinliklar, fibrozis ylzdesi ve damar yogunluklar K
grubuna gore anlamli olarak artmisti (p<0.05°). Dinlenme grubu (D) ile KG arasinda
yapilan kargilastirmalarda pariyetal periton bulgularina benzer sekilde anlamli bir fark
saptanmadi (p>0.05'). Periton dinlendiriimesinin ti¢c hafta sonunda viseral peritonda
gelisen histolojik SEP bulgularini geriletmedigi sonucuna varildi.

Tedavi gruplarinda (P, Sir ve P-Sir) tum parametrelerdeki gerilemeler K grubuna
benzer diizeyde saptandi [ periton kalinhgi (um) ; P-K : 8,57+2,37 - 7,00+0,89, Sir-K
: 6,57+0,78- 7,00+0,89, P-Sir ve K : 7,574£2,29-7,00+0,89, fibrozis; P-K : 0,44+0,33-
0,43+0,17, Sir-K : 0,81+0,77-0,43+0,17, P-Sir ve K : 0,68+0,37-0,43+0,17, damar
yogunlugu (sayi/mm?3); P-K : 2,28+1,97- 0,00+0,10, Sir-K : 2,14+2,73-0,00+0,10, P-
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Sir ve K : 2,97+3,38- 0,00+0,10, tiim parametrelerde p>0.05“®) . KG ve D gruplarina
gore histolojik bulgularda tim tedavi gruplarinda anlamli azalma saptandi (p<0.05"%"
vej,k,l).

Tedavi gruplarinin viseral peritonda histolojik bulgulari geriletmede birbirlerine
gore anlamli bir farklihgr gosterilememistir (periton kalinhklari ; P ve Sir: 8,57+2,37-
6,57+0,78 yum, P ve P-Sir : 8,57+2,37-7,57+2,29 um, Sir ve P-Sir: 6,57+0,78 -
7,57+2,29 yum , fibrozis yuzdeleri ; P ve Sir. 0,44+0,33-0,81+0,77 , P ve P-Sir:
0,44+0,33-0,68+0,37, Sir ve P-Sir : 0,81+0,77 - 0,68%0,37, damar yogunluklari
(s/mm?®) ; P ve Sir: 2,28+1,97 - 2,14+2,73, P ve P-Sir : 2,28+1,97 - 2,97+3,38 , Sir ve
P-Sir : 2,14+2,73 - 2,97+3,38, tum gruplarin ikili kiyaslamalarinda p > 0.05™"°).

Tedavi verilen gruplarda pariyetal ve viseral periton kalinlklari, fibrozis skorlari
ve vaskiler yogunluklarin azalmasi istatistiksel olarak farkli saptanmadi (p>0.05).

Grafik 2 de gruplarin viseral periton kalinliklari gésterilmistir.

Gruplara ait visseral periton kalinliklari
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Grafik 2. Gruplarin viseral periton kalinliklari.
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Gruplar

KG

Sir

P-Sir

Kalinhk
(kM)

7,00+0,89

54,71+36,68

67,00+£57,00

8,57+2,37

6,57+0,78

7,57+2,29

Fibrozis
skorlamasi
(%)

0,43+0,17

3,08+1,63

2,95+2,09
0,44+0,33
0,81+0,77

0,68+0,37

Damar
yogunlugu
(say/mm?)

0,00+0,10

6,28+2,98

6,14+13,80
2,28+1,97
2,14+2,73

2,97+3,38

p degeri

p<0.05%"
p>0.05%%¢

p<0.05"%"
p>0.05'

p<0.05"™*

p>0.05™"°

Tablo 3. Viseral periton kalinlik, fibrozis ve damar yogunluklari (ortalama + SD)

*¥b. K.KG, K-D arasinda, “*°: K-P, K-Sir, K- P-Sir arasinda
"M KG-P, KG-Sir, KG-P-Sir arasinda, : KG -D arasinda
MI: D-P, D-Sir, D-P-Sir arasinda

mno- p_Sjr, P-P-Sir, Sir-P-Sir arasinda
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TARTISMA

PD tum dinyada 100.000'in Uzerinde SDBY hastasinda ve tum diyaliz
hastalarinin da yaklagik %10-15'inde kullanilan bir bobrek yerine koyma tedavisidir.
Uzun donemde PD tedavisinin bagarisini kisitlayan major faktorler infeksiyonlar ve
diyaliz solusyonlarina maruz kalan periton zarinda gelisen yapisal ve iglevsel
degisikliklerdir. PD hastalarinin yaklagik %50’sinde gozlenen bu degisiklikler; periton
zarinda kalinlagsma ve progresif fibrozis, anjiyogenez, artmis solit tagsinmasi ve UF
kaybi ile iligkili damar yapisi bozukluklaridir. PD olgularinin nadir bir kisminda ise
nedeni tam olarak tanimlanamamig, Ozellikle viseral peritonda katastrofik fibrojenik
yanitla karakterize SEP gelismektedir (8,26).

SEP, periton zarinin fibrotik kalinlagsmasi ve barsak anslarini koza gibi sararak
tikaniklara yol agmasina neden olan patolojik bir durumdur. En genis serilerin
bildirildigi Japonya’da insidans oranlari 5 yilda %2.1, 8 yilda % 5.8 ve mortalite orani
% 30’un Uzerindedir (3). Yuksek mortalite riski tasiyan bu durumun tedavisi hala net
olarak bilinmemektedir.

Periton zarinin maruz kaldid1 hasarlanmalar ve agiga c¢ikan blyume faktorleri,
mezotel hicrelerinin fibroblastlara donusumine (EMT) neden olmaktadir. SEP
gelismesinde sorumlu tutulan ana mekanizma olan EMT, anjiyogenetik stimulasyon
ve solut transportunda degisikliklerle birliktedir. Bu nedenle EMTnin engellenmesine
yonelik tedaviler periton fibrozisi ve anjiyogenezi de azaltarak periton zarini
koruyacaktir. Son zamanlarda yapilan calismalarda EMT biyogdstergeleri
tanimlanmigtir. Bunlar; epitel htcrelerinin birbirine yanasik durmasini saglayan
adezyon proteini (E-cadherin) kaybi ve mezenkimal belirteclerin (fibroblast spesifik
protein-1 gibi) artmasidir (6,38). Mezotel hicre kdilttrlerinde yapilan EMT
calismalarinda peritoneal EMTde mTOR’un rol oynadigi ve bir mTOR inhibitori ola
sirolimusun E-cadherin sunumunu arttirarak hasari azalttigi gosterilmistir (11).
MTOR,; mitogenezin inhibisyonu, TGF-B1 ekspresyonu, PI3 K aktivasyonu ve MMP-2
asir sunumunun uyariimasi gibi htcresel yolaklar ile fibrogenezde 6nemli rol
oynamaktadir (55, 56). Bu yolaklarin mTOR inhibitorleri ile engellenmesi teorik olarak
EMT ve sonucgta SEP gelismesini 6nleyebilecektir.

Literatirde deneysel olarak SEP olusturulmus sicanlarda kolsisin, renin-

anjiyotensin sistem inhibitorleri, talidomid, N- asetil sistein, rosiglitazonun ve
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steroidlerin tek tek kullanimlarinin etkili oldugunu gosteren calismalar vardir
(48,52,53). Ancak mTOR inhibitérlerinin SEP olusturulmus sicanlarda etkinligini
gOsteren calisma sayisi oldukca azdir (56,60). Steroid-sirolimus birlikte kullaniminin

etkisini arastiran ilk ¢aligma ise bizim ¢alismamizdir.

GCalismamizda deneysel SEP 06rneginde periton kalinhgi, fibrozis skoru ve
damar sayisinin sirolimus-steroid birlikteligi ile dinlenme grubuna gore anlamli olarak
azaldigini gosterdik (p<0.05). Pariyetal ve viseral periton SMK kalinhiginda, fibroziste
ve damar yogunlugunda gozlenen azalmalar tek bagina steroid ve sirolimus
gruplarina goére ise anlamli bir farklihk gostermedi (p>0.05). Pariyetal periton damar
sayisinda azalma Sir ve P-Sir gruplari arasinda P-Sir grubu lehine daha belirgin
bulunmasina ragmen (sirasiyla 1,42+1,98 ve 0,37+0,51, p>0.05) fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Sigan sayisinin daha fazla oldugu ¢alismalarla bulgularin daha
iyi deg@erlendirilecegi gorusindeyiz. Calismamizda sirolimus ve prednizolonun tek
baslarina kullaniimalarinin da SEP bulgularinin geriletimesinde etkin oldugunu
gostermis olmamiz, birlikte kullaniminda gozlenen etkinin tek basina bir ajanin etkisi

oldugu yo6niinde yorumlanmasini da guclestirmektedir.

Bozkurt ve ark (53), deneysel SEP modelinde farkli immunsipresif ajanlarin
etkinliklerini kargilastirdiklari benzer calismalarinda tek bagina steroidlerin dinlenme
grubuna kiyasla periton kalinhigini ve fibrozis skorunu anlamli oranda gerilettigini
gostermiglerdir. Ayni calismada tek basina azatiyopurinin etkinligi gosterilememistir.
Ancak literatlirde azatiyopurin ve steroid birlikte kullaniminin SEP tedavisinde
etkinligini gosteren sinirli sayida olgu sunulmustur (64).

Kortikosteroidlerin periton zarinda AQP1 ekspresyonunu arttirma ve yangi ile
aciga cikan sitokinlerin sunumunu azaltma yolu ile PD hastalarinda UFY tedavisinde
kullanilabilecekleri ileri surtlmektedir (65). Bu nedenle teorik olarak steroid ve bir
MTOR inhibitérindn birlikte kullaniminin periton sklerozunda UFYnin azaltiimasina
olumlu bir katki saglayabileceg@ini dusunebiliriz ancak calismamizda fibrotik sirecin
geriletiimesinde bu birlikteligin katkisal (aditif) bir etkisi gosterilememistir.

Calismamizda tek basina steroid ve sirolimusun etkinligi literattrle uyumlu
olarak gosterilmigtir. Gruplarimizda ortalama pariyetal ve viseral periton kalinhklarn ,
fibrozis yuzdeleri ve damar yogunluklari dinlenme grubuna oranla anlamli olarak

azalmis bulundu (p<0.05). Duman ve ark.nin diger bir mTOR engelleyici olan
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everolimus ile yaptiklart calismada da periton kalinliklari ve damar sayilarinin
dinlenme grubuna gore everolimus grubunda anlamli olarak azaldigi ( sirasiyla
129411 pm ve 225+21 pm, 6.14+1.6 ve 20.4+4.2 damar , her iki parametre igin
p<0.05) gosterilmigtir. Calismalarinda dinlenme gruplarindaki morfolojik degisikliklerin
gerilememesi hatta artmaya devam etmesi yazarlar tarafindan peritonun bu dénemde
hala aktif oldugu seklinde yorumlanmistir (60) . Bizim c¢alismamizda da periton
dinlenme grubundaki bulgular KG grubu ile fark géstermemistir. Bu verilerle periton
dinlenmesinin SEPte yarari olmadigi ve muhtemelen daha uzun dinlenme sirelerine

gereksinim olabilecegi sonucunu desteklemekteyiz.

Yakin zamanlh Ceri ve ark. tarafindan yapilan calismada da sirolimusun
deneysel periton sklerozunda etkinligi gosterilmistir (56). Periton kalinhigi ve fibrozis
skorlarinda dinlenme grubu ile karsilastirildiginda sirolimus grubunda anlamli azalma
saglanmigtir (periton kalinliklari 207+37.3 ve 345+101.2, fibrozis skorlari 0.63+0.74
ve 1.57+0.78, p<0.05). Sirolimusun bu etkisinin mTOR inhibitorlerinin farkli yolaklar
(PI3 aktivasyonu, TGF-B sunumu, mitogenez, hicresel c¢ogalma) engellemesi
sonucunda gerceklestigi dusunulmektedir. Ayrica Waller ve ark. calismalarinda
sirolimus tedavisinin balon anjiyoplasti sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 duzeylerini
azaltigini ve intimal hiperplaziyi engelledigini gdstermiglerdir (66). Bu sonuglar

sirolimusun antifibrotik etkinligini kanittamaktadir.

Sonug olarak calismamiz mTOR inhibitdrlerinin deneysel SEP &rneklerinde
etkinliginin gosterildigi nadir caligmalardan biridir ve ayrica steroid ile birlikte
kullaniminin uygulandigi ilk calismadir. Calisma sonucunda deneysel olarak SEP
olusturulmus sicanlarda sirolimus-prednizolon birlikte kullaniminin histopatolojik
bulgulari geriletmede tek basina sirolimus ve prednizolon tedavilerine bir Gstinligu

olmadigi gosterilmigtir.
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