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KISALTMALAR

SAPD: Siirekli ayaktan periton diyalizi
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ECM: Ekstraselliiler matriks
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VEGF: Vaskiiler endothelial growth factor
IL: Interleukin

FGF: Fibroblast growth factor

TNF: Tumor necrosis factor
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HMG-CoA: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
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t-PA: Doku tip plazminojen aktivatorii
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GSH: Total glutathione
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I. GIRIS VE AMAC

Peritoneal sklerozis, uzun donem periton diyalizi (PD) tedavisinin onemli
komplikasyonlarindan birisidir, ultrafiltrasyon (UF) yetmezligi ve tedavinin birakilmasina
neden olabilir. Prevalansi, histolojik 6zellikleri ve klinik sunumlar1 farklilik gosterir. Uzun
donem PD uygulanan hastalarin neredeyse tiimiinde peritoneal sklerozis degisen derecelerde
tespit edilmistir (1, 2, 3). Siirekli ayaktan periton diyalizinde (SAPD) UF yetmezliginin
prevalansi birinci yilda %3 iken, alt1 yilda %31’e yilikselmektedir (4).

PD uygulamasi, c¢ogunlukla peritonun yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi
sonucunda UF yetmezligine neden olur. Uremik toksisite ve periton diyaliz solusyonu
bilesenleri patogenezde suclanan unsurlardir. Morfolojik olarak mezotelyal soyulma,
intertisiyel fibrozis, neovaskiilarizasyon ve damarsal degisiklikler (bazal membranda
kalinlagma, fibrozis, damar duvarinda hyalinizasyon) gozlenmistir (5). Bu degisikliklerin altta
yatan mekanizmalar1 tiimiiyle bilinmemektedir fakat patogenezde makrofaj ve mezotelyal
hiicrelerden salinan sitokin ve biiyiime faktorlerinin rolii oldugu ileri stiriilmektedir (1, 2, 3, 4,
6,7,8,9).

Mezotelyal hiicrelerden salinan kollojen, fibronektin, laminin ve transforming
growth factor beta 1 (TGF-B1), vaskiiler endothelial growth factor (VEGF), interleukin-1 (IL-
1) iceren sitokinlerin olusturdugu ekstraseliiller matriks (ECM) makromolekiilleri periton
fibrozisine neden olabilir (10). Fibrotik hastaliklarda TGF-B1 anahtar rol oynar. Bunu ECM
ve proteaz inhibitorlerinin yapimini artirarak, matriks protein birikimini azaltarak ve
integrinlerin sentezini artirarak yapar (4, 6, 7).

Peritonun yap1 ve fonksiyonunda, uzun donem periton diyalizinin etkisini ortadan
kaldirmak i¢in valsartan, lisinopril, enalapril, octreotide gibi bircok ajan denenmis ve
calismalarin sonucunda bazi olumlu sonuglar elde edilmistir (10, 11, 12).

Statinler cogunlukla hiperlipidemi tedavisinde kullanilmakla birlikte, calismalarda
anti-inflamatuar, anti-proliferatif ve anti-oksidan etkileri bildirilmektedir (13, 14, 15, 16, 17,
18). Bu caligmada, periton diyalizi uygulanan ratlarda atorvastatinin periton histolojisi ve

fonksiyonlarina etkisi ve olas1 etki mekanizmalarinin incelenmesi planladi.



II. GENEL BIiLGILER

SAPD son donem bobrek yetmezliginin tedavisinde uygulanan tedavi
modellerinden birisidir (19). SAPD tedavisi ile iligkili 6nemli kisitlayict faktorlerden birisi
diyaliz etkinliginde zamanla ilerleyici bir azalmanin olusmasidir (19, 20). SAPD hastalarinda
zamanla olusan UF yetmezligi de, fonksiyonel transport anormalliginin 6nemli bir sonucudur.
Bu durum siklikla hastalarin SAPD tedavisinden c¢ikarilmasina sebep olur (21, 22). Bu
olumsuz gelismelerden sorumlu temel faktoriin peritoneal fibrozis oldugu cesitli ¢caligsmalarda
bildirilmistir (20, 23, 24, 25). Bu nedenle bir¢cok yeni aragtirma uzun siireli SAPD tedavisi

sonrasinda gelisebilecek periton fibrozisinin 6nlenmesi iizerine odaklanmaktadir (26, 27).

1) Peritonun yapisi ve ozellikleri

Periton bazal lamina {izerindeki tek tabaka mezotelyumdan ibaret ser6z bir
membrandir. Bunun altinda membrana normal elastisitesini veren kesintili elastin bantlardan
olusmus kompakt bir tabaka vardir. Bu kompakt tabaka icine ¢ok sayida kollojen fibril
desteleri serpilmistir. Bu mezotelyal intertisyumun yapist kesin olarak tanimlanmamig
olmasina ragmen, yogun olarak glikoproteinler ve proteoglikanlardan olugmaktadir.
Intertisyum iginde bazen fibroblastlar ve mast hiicreleri goriilebilir. Peritonun kiiciik kan
damarlarinin ¢ogunlugu kompakt tabaka kenarinda yer alir (28).

Mezotelyum diger doku hiicreleri ile birlikte, periton homeostazisinde ve
infeksiyona kars1 savunmada Onemli rol oynar (29). Periton mezotel hiicreleri genis
biyosentez kapasitesine sahiptirler. Inflamatuar mediatorler (prostoglandinler, sitokinler,
kemokinler, nitrik oksit), fibrinoliz mediatorleri, fosfolipitler ve proteoglikan tiirlerinin
mezotelyum tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Mezotelyum tarafindan sekrete ve
eksprese edilen maddelerin listesi giderek uzamaktadir (28). Ayrica peritondaki fibroblastlarin
da Onemli biyosentez kapasitesine sahip olduklart ve inflamatuar yanita katildiklar:
gosterilmistir (30). Submezotelyal intertisyum icinde yer alan kapillerler de soliit ve su

hareketini saglarlar.



2) SAPD tedavisinde zamanla olusan yapisal ve fonksiyonel degisiklikler

SAPD tedavisinde peritoneal degisiklikler farkli oranlarda goriiliir. Peritondaki
mindr morfolojik degisiklikler basit peritoneal sklerozis olarak tanimlanir ve PD ile iligkili
olarak yaygin gozlenir. PD’ nin ilk aylarindan sonra tiim hastalarda submezotelyal fibrozis
gorilebilir. PD’den birkag¢ ay sonra mezotelyal bazal membranda ikiye katlanma ve yapisiklik
olusumu ¢ogu hastada bildirilmistir (31). Peritoneal membranin kalinligindaki dramatik artig
sklerozan peritonit olarak adlandirilir. Sklerozan peritonit sik olarak basit peritoneal
sklerozisin uygunsuz sekilde ilerlemesi sonucu olusur. Sklerozan peritonit nadir bir durumdur
ve prevalanst % 0.5 ile % 0.9 arasindadir (32).

PD’ nin etkin olarak siirdiiriilebilmesi i¢in periton mezotelyal hiicreleri anahtar rol
oynar ve peritoneal homeostazisin saglanmasini saglar. PD’ ye bagli hasarlanmada peritoneal
yanit mezotelyal hiicreler tarafindan gerceklestirilir, fibrinolizis ve prokoagulan aktivite;
fosfolipid ve proteoglikan yapimi, biliyiime faktorleri, sitokinler ve vazodilator faktorler
(prostaglandin ve NO) aracilig1 ile periton morfolojisinde degisiklikler olusur. Peritoneal
hasara yanitta peritoneal fibrozisin baslamasinda peritoneal mezotelyal hiicreler 6nemli rol
oynar (33). Peritoneal fibroblastlarin peritoneal sklerozis gelisimi ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Deneysel calismalarda fibroblast sayisinin azalmasi ile peritoneal fibrozis ve
neoanjiogenezisin azaldigr gosterilmistir (33). Bu durum klinik olarak UF kapasitesinin
azalmasi ile sonuglanmastir.

Mevcut gozlemlerin timii peritondaki degisiklerin 0Ozellikle mezotelyum
(soyulma, mikrovillus kaybi1), intertisyum (degisik derecelerde fibrozis ve lokosit
infiltrasyonu) ve vaskiiler yatakta olustugunu gostermistir. Ancak sistematik olarak
tanimlanmadiklart i¢in bu gozlemlerin periton fibrozisi gelisiminin dogal seyrini
belirlemedeki yeri sinirhidir (28).

Uzun donem SAPD hastalarinda olusan periton membran degisikliklerinin nedenti,
uzun dénem diyaliz solusyonlarina maruziyet ve tekrarlayan bakteriyel peritonit ataklaridir
(34).

SAPD siiresi ve membran yetmezliginin olusumu arasindaki iligski fizyolojik
olmayan diyalizat sivilarina devamli temasin 6nemli bir faktér oldugunu diisiindiirmektedir
(35). Bir hayvan modelinde peritonun glikozla uzun siireli temasinin, mezotel hiicrelerine

diisiik pH, laktat ve hiperozmolariteden daha fazla toksik etki yaptig1 gosterilmistir (36).



Glikoz mezotelyumu kolayca gectigi igin, tiim periton dokulart son derece yiiksek
yogunluktaki glikoza maruz kalir. Oyle ki bu yogunluk diyabetes mellituslu hastalarin
plazmasindaki seviyeden ¢ok daha yliksektir. Bu durum peritonun mikrovaskiiler yapisindaki
diyabet benzeri degisikliklerin olusumunu agiklayabilir (35). Bir rat modelinde 4 hafta stireli
% 4.25 glikoz iceren PD solusyonu ile peritonda fibrotik ve vaskiiler degisikliklerin olustugu
gosterilmistir, halbuki fizyolojik salin infiizyonu ile periton anormalligi gozlenmemistir (37).
Sonucta yliksek glikoz yogunluklar1 ile tekrarlayan temas zamanla membran yapi ve
fonksiyon degisikligine yol acabilir.

UF yetmezlikli hastalarda periton yapisindaki degisiklikler ayrintili olarak
tanimlanmistir. Isik mikroskopisinde peritonda yogun intertisiyel fibrozis, mezotelyum kaybi1
ve vaskiiler degisiklikler ( veniillerin mediasinda siddetli fibrozis ve hyalinizasyon, vaskiiler
duvarda yogun Tip IV kollojen ve laminin depolanmasi ve mediada diiz kas hiicrelerinin
dejenerasyonu ) gosterilmistir (11). Hiperozmolar diyaliz sivilar1 ve glikozla uzun siireli
temasin bu degisiklikten sorumlu olabilecegi bildirilmistir (28).

Ayrica UF yetmezlikli hastalarda periton damarlarindaki degisiklikler ve ileri
glikozilasyon son iiriinlerinin ( AGE (Advanced Gliycation Endproduct, Ileri Glikolizasyon
Son Uriinleri)) birikimi arasinda korelasyon oldugu rapor edilmistir (31). Son yillarda
biyouyumlu PD solusyonlarinin daha az AGE olusturmasi nedeni ile membran yapisini daha
iyi korudugu bildirilmistir (38).

Peritonit, membran boyunca osmotik gradientin hizla yok olmasi ile ilgili olarak
geri dontisiimlii UF kaybina neden olur (35). Hangi siddette bir periton inflamasyonunun UF
yetmezligi ve periton sklerozu olusumuna yol agtif1 sorusunu yanitlamak zordur. Iki
prospektif calismada diisiik molekiil agirlikli soliitlerin yiiksek diyalizat/plazma (D/P) oranlar
ile birlikte olan UF yetmezligi gelismesi Ozellikle ¢ok sayida infeksiyon ataklari olan
hastalarda belirgin bulunmustur (4, 39). UF yetmezliginin, inflamatuar reaksiyonun siddeti
(39), periton inflamasyonunun yogun oldugu giin sayisi (4) ya da mikroorganizmanin cinsi
(39) ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Ayrica periton sklerozlu hastalarin ¢ogunlugunun
SAPD tedavisinin son birka¢ ayinda inat¢1 ve tekrarlayici peritonit gegirdigi belirtilmistir.
SAPD uygulanmis hastalarda yapilmis bir otopsi ¢alismasinda; kalinlasma, inflamasyon ve
yapisiklik gibi periton membran degisikliklerinin gegirilmis peritonit sayisi ile anlamli sekilde
korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (40). Periton yapisindaki bu kronik degisiklikler

fibroblastik aktivitenin derecesi, serozal kalinlasma 0lgiisii ve kronik inflamasyonun



yogunlugu ile belirlenmistir. Ancak UF yetmezliginin tek nedeni peritonit degildir (35).
Ciinkii hi¢ peritonit olmamis veya ¢ok az sayida peritonit atagi gecirmis uzun siireli SAPD
hastalarinda da periton membran yetmezligi gelismesi bu diisiinceyi desteklemektedir.

SAPD siiresince submezotelyal kompakt tabakanin ortalama kalinliklarinda artis
saptanmistir ve diyaliz siiresi arttik¢a bu tabakanin kalinliginda artig bildirilmektedir. Yapilan
calisma ile pariyetal membran kalinliklari noninvaziv metod olan ultrasonografi ile PD
tedavisinin baglangicinda Olgiilmiis, ikinci ve altinct yilinda aym grupta Olgiimler
tekrarlandiginda pariyetal membran kalinliginin belirgin artis gosterdigi gézlenmistir (41).

Sonug olarak, SAPD siiresince peritonda gelisen yapisal degisikliklerin iki ana
sekilde oldugu goriilmektedir. Birincisi submezotelyal kompakt tabakanin kalinliginda énemli
bir artis olup, artmis kollojen depolanmasindan kaynaklanir. Bazi ¢alismalarda peritonda
gozlenen bu degisiklikler peritonit insidansi ve siddeti ile iligkili bulunmustur. Ikinci 6nemli
yapisal degisiklik ise peritonun yiliksek yogunluklu glikozla uzun siireli temas: sonucu
vaskiiler yatakta goriilen diyabetik mikroanjiopatiye benzer degisikliklerdir (28).

SAPD siiresince kapillerlerin yap1 ve sayisinin her ikisinde de degisiklikler
oldugunu gosteren kanitlar vardir (42). Kapiller sayisinda artis ve yapisindaki degisiklikler
(diiz kas hiperplazisi, subendotelyal kalinlasma, kollojen depolanmasi) diyabetik
mikroanjiopatiye benzemektedir (43). Tarif edilen vaskiilopati olusumu ve siddeti SAPD
tedavisinde kalis siiresi ile iligkilidir.

SAPD siiresinde yiiksek glikozla temas sonucu olusan oksidatif stres peritoneal
membranda 6nemli histolojik degisikliklere neden olarak UF ve tasima kapasitesinin kaybina
yol acar. Yapilan bir caligmada ratlarda %4.25 glikoz iceren solusyona maruziyet ile
mezotelyal hiicrelerde hidrojen peroksit {iretiminin arttig1 gézlenmistir. Bu durumda oksidatif
stres, glikozdan zengin solusyonlarla tedavi edilen PD hastalarinin mezotelyal hiicrelerinde
mitokondriyal DNA hasarina neden olmaktadir (36).

Glikoz bozulma firtinleri (glyoxal, metilglyoxal, 3-deoxyglucosone) 1s1 ile sterilize
edilen PD solusyonlarinda olusur. Diisiik glikoz bozulma iiriinii iceren diyalizat kullanmt ile
peritoneal hasar azalmaktadir (33).

SAPD siiresince olusan vaskiiler degisiklikler, diyaliz etkinliginin ilerleyici
azalmasina neden olabilir. Vaskiiler degisikliklerin patogenezi heniiz agiklanamamis olmasina
ragmen, vaskiiler degisikliklerine neden olan durumlarin basinda VEGF’ nin geldigi

diisiintilmektedir (12). Yiiksek konsantrasyonda glikozla uzun siireli temas sonucu olusan



diyabetik mikroanjiopati benzeri degisiklikler, neoanjiogenezisle karakterizedir ve VEGF

neoanjiogenezin en dnemli belirleyicisidir (44).

3) Periton fibrozisinin mekanizmalari

Peritonda ‘fibrozis’ ve ‘sklerozis’ denilen degisiklikleri baglatan hiicresel
seviyedeki kesin mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Diger organlardaki fibrozis
gelismesi tizerindeki ¢aligmalar (bobrek, karaciger, akciger ve cilt) fibrozisin art arda gelisen
bir dizi agamalar1 kapsadigini diigiindiirmektedir (45). Fibrozis doku interstisyumunda tamir
edilemeyen bir hasar olusturarak organ yetmezligine neden olan ortak bir yoldur (28).
Baslangi¢c asamasi genellikle inflamasyon gelismesi ile ilgili olup, bu olayda makrofajlar
onemli rol oynar (45). Inflamasyonun erken evresinde aktive olmus makrofajlarin
infiltrasyonu ve makrofajlarin sitokin ve growth faktorleri salmasi anahtar bir basamaktir.
Baslangi¢ aktivasyonunu ECM dongiisiinde artis ile birlikte kollojen depolanmasi izler ve
sonugta doku fibrozisi geligir (28).

Cesitli hayvan ve insan ¢aligmalarinda adezyon molekiillerinin, growth faktorlerin
ve TGF-B, connective tissue growth factor (CTGF), fibroblast growth factor (FGF), VEGF,
platelet derived growth factor (PDGF), IL-6 ve IL-1P igeren sitokinlerin peritoneal fibrozis
gelisiminde rol aldig1 gosterilmistir (10).

Periton fibrozisi olusumuna katilan hiicresel mekanizmalar periton intertisyel
fibroblastlar1 {izerinde yapilan invitro arastirmalardan elde edilmistir. Bu hiicreler
mezotelyumla birlikte Onemli biyosentez kapasitesine sahiptirler (1). Hiicre kiiltiirii
sistemlerinde, periton fibroblastlarin tekrarlayan aktivasyonunun hiicre proliferasyonu ve
ECM (kollojen ve fibronektin) sentezi ile sonuglandigi gosterilmistir (1,25).

PD’ de morfolojik degisikliklere katkida bulunan hiicreler fibroblastlar, mezotel
hiicreleri ve mast hiicreleridir ve bunlar mikroinflamasyon ve hasar sonrasinda peritona dogru
go¢ ederler. Mast hiicreleri kemik iliginden iiretilir, hasar bolgesine go¢ eder ve iki tipi ayirt
edilmistir 1- Mukoza tipi 2- Konnektif tip. Peritonda mast hiicreleri ile ilgili olarak {ii¢
gozlemde bulunulmustur. Birincisi normal periton ile karsilastirilinca peritonun inflamatuar
hastaliklarinda mast hiicre sayis1 artmistir. Ikincisi PD hastalarinda mast hiicre sayisi
artmustir. Ugiinciisii ise stres altinda olmayan normal peritonla kiyaslandiginda, tiim degismis

periton dokularinda mast hiicre degraniilasyonunu artmaktadir (46).



Myofibroblastlarin, intertisiyel matriks proteinlerinin esas kaynagi oldugu
diistiniilmektedir ve fibrozis sirasinda artmaktadir. Fibrozis durumlarinda myofibroblastik
farklilagsmanin karakteristik 6zelligi fibroblastik hiicrelerden ve diiz kas hiicrelerinden o-
smooth muscle actin (SMA) salinnmidir. PD’ nin erken donemlerinden itibaren mindr
morfolojik degisikligi olan hastalarda myofibroblastlar, fibrozisin basit ve giivenilir bir
indikatoriidiir (47).

Peritoneal fibrozis olusumunda TGF, CTGF, FGF ve PDGF gibi sitokinler dnemli
rol oynamaktadir. Fibrozisin baslangicindan ilerlemesine kadar merkezi mediator TGF-3” dir.
CTGF 38 kd, sisteinden zengin, heparin baglayan bir biiyiime faktor proteinidir. Kemotaktik
ve fibroblastlar i¢in mitojeniktir (48). insanda CTGF geni, 6g23.1 kromozomunda lokalizedir
ve bes ekzondan olusmaktadir. ilk olarak insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinden izole
edilmistir. Aym1 zamanda mezenkimal hiicrelerden (fibroblast, diiz kas hiicreleri) iiretilir.
CTGEF fibroblast proliferasyonu, migrasyonu ve adezyonunu ve ECM yapimini artirir. CTGF,
LDL reseptor iligkili protein, heparin stilfat i¢eren proteoglikan ve integrin yoluyla fonksiyon
gormektedir. TGF-B’y1 potansiyalize eder. Invivo calismalarda fibrotik lezyonlarda CTGEF’
nin fazla miktarda {retimi bobrek, koroner arterler, gastrointestinal yol ve deride
gdsterilmistir (48). Insanda CTGF’ nin glomeruloneftit ve diyabetik nefropatiyi igeren renal
hastaliklarin fibrozis ve proliferasyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (49).

PDGF fibroblastlardan ECM yapimin artirir. FGF-2 peritoneal fibroblastlar1 doz
bagimli olarak aktive eder. PD hastalarinda peritonit sirasinda TGF-B1 ile birlikte artar ve

doku fibrozisi gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (49).

4) TGF-B ‘min normal biyolojisi

Doku homeostazisi, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmast yan1 sira ECM’ nin iiretim ve
dongiisiinlin diizenlenmesi ile siirdiiriiliir. Hiicreler sitokinler (veya growth faktorler) denilen
polipeptitler araciligr ile kendilerini (otokrin aktivite) ve diger hiicreleri (parakrin aktivite)
devamli uyarmak sureti ile bu diizenlemeyi saglarlar. Sitokinler, dokularin yeniden
yapilanmasini planlanmis (embriyogenez ve biiyiime) veya planlanmamis (karsinogenez ve
hasar sonras1 doku tamiri) sekilde her yonden diizenlerler (45).

TGF-B prototipik, ¢ok islevli bir sitokin olup, trombositlerden izole edilmistir.

Memelilerde bu sitokin biyolojik 6zellikleri hemen hemen benzer olan 3 izoform halinde



bulunur. TGF-B1 fibrozise en ¢ok katilan izoform olup, TGF-B1 geni doku hasarina yanitta
yiiksek seviyede ayarlanir. TGF-f1, 391 aminoasitli bir onciil molekiil olarak sentezlenir,
daha sonra proteoliz ile peptid parcalarini ve 112 aminoasitli bir subiiniti olusturur. Aktive
TGF-B1 25 kd olup, bir disiilfit zincir tarafindan baglanmis iki subiinit halindeki dimerik
protein yapisindadir. TGF-B1 inaktif (latent) bir formda sekrete edilir ve biyolojik etki
olusturmasi igin aktive olmasi gerekmektedir. Latent TGF-B1 hiicre yilizeyinde ve ECM’ de
depolanir ve bilinmeyen bir mekanizma ile bu yerlerdeki aktive TGF-B1’ e doniistiiriiliir.
TGF-f1 ECM’ nin depolanmasini artirmada en fazla etkiye sahip olup, diger sitokinlerin;
PDGF, FGF, tumor necrosis factor (TNF) ve interleukin (IL) etkilerini diizenlemek ve

baskilamak suretiyle kuvvetli bir diizenleyici olarak etki eder (45).

— TGF-p1 doku tamirinde etkileri:
Inaktif TGF-B1 ECM’ e lokal olarak bagh olup, doku hasarindan sonra aktive

olur. TGF-B1 noétrofiller, T hiicreleri, monositler ve fibroblastlar i¢in kuvvetli kemotaksi
olusturur. Hasar bolgesine go¢ eden bu hiicreler TGF-f1° in daha yliksek yogunluklar ile
karsilasarak aktif hale getirirler. Monositler FGF, TNF ve IL-1 salgilamaya baglarlar ve
fibroblastlar ECM proteinlerin sentezini artirirlar. TGF-B1 bolgede bulunan ve yeni go¢ etmis
hiicrelere etki ile biyolojik etkilerini artirir ve bdylece kronik fibroziste temel bir rol oynar
(45).

TGF-B1 ECM depolanmasini artirmak {izere hiicrelere siirekli olarak etki eder.
ECM, integrinler denilen ylizey reseptorleri araciligiyla hiicrelere baglanan fibronektin,
kollojenler ve proteoglikanlar gibi biiylik molekiillerin olusturdugu dinamik bir yapidir.
Hiicreleri ¢evreleyen bu matriks ayn1 zamanda siirekli olarak proteazlar tarafindan parcalanir.
Ayrica TGF-B1, matriks proteinlerinin sentezini artirmak sureti ile hiicreleri uyarmak, matriks
parcalayan proteazlarin yapimini azaltmak, bu proteazlarin inhibitorlerinin {iretimini artirmak
ve matrikse hiicresel yapismayr artiran integrinlerin artisini diizenlemek suretiyle ECM
depolanmasina neden olur. ECM iizerindeki bu genis etkiler TGF- olusumunu normal

sekilde diizenleyen negatif feedback mekanizmasinin da bir kismini olusturabilir (45).

— TGF-p1 fibroziste etkileri:

Fibrozisin patofizyolojisi, tamir islevini sonlandirmada yetersiz olan normal doku
tamir mekanizmalarinin anormal artig1 olarak agiklanmaktadir (19, 45). Normal doku tamiri

sirasinda hasar olusturan uyarinin ortadan kalkmasi ile TGF-1 normal seviyelerine geriler.



Bunun tersine fibrogenezis TGF-B1° in uzun siireli asir1 artist ile karakterizedir ve TGF-$1
olusumunu sona erdirme basarisizlig1 fibrotik hastaliklarin degismez molekiiler 6zelligidir
(44,45). Bir¢ok ¢alisma fibrozisin havyan modellerinde ve insan fibrotik hastaliklarinda TGF-
B1’ in devamli sekilde asir1 birlikteligini gostermistir (45). Fibroziste TGF-B1° in azalmadan
devam etmesinin nedeni bilinmemektedir. Tekrarlayan veya devam eden hasar verici etkenler
normal doku tamiri sonlandirma sinyallerini etkisiz hale getiriyor olabilir (19, 45). Bu durum
TGF-B1’ in devam eden otoindiiksiyonu ve ECM asir1 depolanmasi ile sonuglanir (19, 44,
45).

TGF-B1’ in agir1 birikimi bobrek, kalp, akciger, karaciger yani sira periton gibi
viicudun ¢esitli bolgelerinde fibrozis patogenezine katildigi gerek deneysel caligsmalarda,
gerekse insan calismalarinda gosterilmistir (44). TGF-p1 mRNA ekspresyonu ile TGF-B1
yapiminin artist immunglobulin A nefropatisi, fokal ve segmental glomeriilonefrit, lupus
nefriti, diyabetle ilsikili nefropati gibi fibrotik bobrek hastaliklarinda, hepatit C virus, alkol ve
otoimmunite ile iligkili karaciger fibrozisinde, idiopatik pulmoner fibrozisde, myelofibrozis,
sistemik skleroz ve crohn hastaliginda gosterilmistir (45).

Yapilan bir ¢calismada TGF-B1 suprese eden hepatosit growth factor (HGF)’ in
SAPD hastalarinda fibrozise karsi koruyucu etkisi oldugu ortaya konmustur. HGF’ nin hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve anjiogenezisi artirict etkileri bulunmaktadir. Son
calismalarda HGF antifibrotik ajan olarak tanimlanmistir. HGF sinyalinin artis1 ile TGF-$1
iliskili fibrozisin azaldig1 gosterilmistir (50). Peritoneal sklerozis olusturulan bir hayvan
modelinde HGF ekspresyonu yapacak DNA’ nin vektor aracilifiyla peritoneal kaviteye
verilmesi sonucunda peritoneal UF voliimiinde artis ve HGF artis1 ile peritoneal fibroziste

diizelme tespit edilmistir (51).

5) 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleri

HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri olan statinler HMG-CoA’ nin mevalonata
dontistimii engelleyerek kolesterol biyosentezini azaltir (Sekil 1). Total kolesterol ve Low-
density lipoprotein (LDL) kolesterol diizeylerini doza bagimli olarak diisiiriir (52). Basta
statinler olmak {izere antihiperlipidemik ilaglarin 6zellikle LDL kolesterol seviyesini diigiirme
ve koroner arter hastalig ile iligkili mortalite ve morbidite {izerine olan etki ve gilivenilirlikleri

pek ¢ok randomize klinik ¢alismada gosterilmistir (52, 53). Primer ve sekonder koruma olarak



yapilan pek ¢ok klinik ¢aligmada statinlerin koroner morbidite ve mortalite ile tiim nedenlere
bagli mortalite iizerine olan yararli etkileri gosterilmistir (53, 54, 55). Sonug olarak lipid
diisiiriicli tedavilerin, 6zellikle statinlerin kullanimi son yillarda hizla artmistir. Potent lipid
diisiiriiclilerden statinlerin bir iiyesi olan ve en c¢ok tercih edilen atorvastatin 1997’ de
kullanilmaya baglanmis ve 1 yil sonra yapilan karsilastirmali doz-etkinlik ¢aligmasinda diger
HMG-CoA rediiktaz inhibitorlerine gore lipid ve lipoprotein diizeylerini daha fazla diistirdiigii
gosterilmistir. Hiperlipidemide primer ve sekonder koruma amaci ile kullanilmakta ve
kardiyovaskiiler hastaliklara bagli mortaliteyi azaltmaktadir (56). Statinlerin aterosklerozda
protektif ve serum lipid diizeylerini diisiiriicii etkilerine ek olarak anti-inflamatuar, sitokinlerin
ve adezyon molekiillerinin sekresyonunu ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu azaltic
etkilerinin de oldugu ortaya konulmustur (13, 14, 15). Scandinavian Simvastatin Survival
Study (4S) (1994), West Of Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOPS) (1995),
Cholesterol and Recurrent Events trial (CARE) (1996), HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri Air
force coronary/Texas Atherosclerosis Preventation Study (AFCAPS/TexCAPS) (1998) ve
Long Term Intervention With Pravastatin in Ischaemic Disease trial 1998 (LIPID) (1998)
caligmalarinda statin ile saglanan LDL diizeyinin diistiriilmesi sonucu koroner olay riski aktif

tedavi verilen grupta kontrol grubuna gore azalmistir (52).
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Sekil 1: Statinlerin etki yeri
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—  Statinlerin pleotropik etkileri :

Bir ilacin amaglanan etkisi disinda diger sistemler iizerine olan farkli etkilerine

“pleotropik etki” denir. Klinik ¢alismalarda kardiyovaskiiler olaylardaki azalma ile LDL

kolesterol diizeyinin diigmesi arasindaki iliskinin zayif olmas1 bu duruma sebep olabilecek

baska mekanizmalarin da olabilecegini diisiindlirmiistiir. Statinlerin pleotropik etkileri;

vaskiiler inflamasyonu azaltmasi, endotel fonksiyonlarini diizeltmesi, antitrombotik etki,

aterosklerotik plagin regresyonu ve stabilizasyonunu saglamasidir. Diger pleotropik etkileri

arasinda kardiyak transplant hastalarinda rejeksiyon ve koroner vaskiilopatinin azalmasi,

onkoprotektif etkiler, arteryel kompliyansta azalma, insiilin rezistansinda diizelmedir (57).

Statinlerin pleotropik etkilerinin tiimii Tablo1’de 6zetlenmistir.

Tablo I: Statinlerin pleotropik etkileri (60)

Endotelyal fonksiyona etki

Koroner endotelyal hiicre fonksiyonunu koruma
Myokardiyal perfiizyonu koruma

Koroner vaso vasorumu koruma

eNOS ekpresyonunu artirma

Endotelin-1 ekpresyonunu artirma

Anti-trombotik etki

Endotelyal hiicrede fibrinolitik aktivite artisi
Doku faktor ekpresyonunu azaltma
Trombosit aktivasyonunu azaltma

Serebral iskemi ve stroke azaltma

Anjiogenezise etki

Anjiogenezise etkisi bifazik; diigiik dozda artirma, yiiksek dozda
azaltma
Fosfolipaz 3-kinase/Akt aktivitesini artirma

Dolagan endotelyal prekiirsorleri artirma

Antiinflamatuar etki

Pro-inflamatuar sitokinleri azaltma

Endotelyal hiicre aktivasyonunu azaltma

NO aktivasyonunu artirir ve NF-kB aktivasyonunu azaltma
Lokosit—Endotelyal hiicre adezyonunu azaltma

CRP’yi azaltma

Vaskiiler koruyucu etki

Iskemi-reperfiizyon hasarini azaltma
Endotel hiicrelerinde = DAF  (decay-accelerating  factor)

ekpresyonunu artirma
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Kompleman aracili hasar1 azaltma
eNOS ekpresyonunu artirma

Fosfolipaz 3-kinase/Akt aktivitesini artirma

Immunmodulatuar etki Natural-killer ve T hiicre aktivasyonunu azaltma
Monosit aktivasyonunu azaltma

IFNy MHC klas II inhibisyonunu azaltma

Anti oksidan etki LDL oksidasyonunu azaltma
Stiperoksit formasyonunu azaltma
Kardiak hipertrofiyi azaltma
NAD(P)H oksidaz inhibisyonu

Renal hastalikta etki eNOS artirma

Hipertansiyonu azaltma

Renal hemodinamiklerde diizelme
TGFB1 ve fibrozisi azaltma

Renal fonksiyonlarda diizelme

Plak stabilize edici etki Kollajen sentezini artirma
Inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azaltma
Makrofaj matriks metalloproteinaz sentezini azaltma

In vivo plak stabilitesini artirma

— Statinlerin endotel tizerine etkisi:

Statinlerin endotel fonksiyonlarindaki 1iyilestirici etkisinin lipid diisiiriicii
etkisinden bagimsiz oldugunu ileri siiren bir¢ok mekanizma gosterilmistir. Bu mekanizmalar
sonucunda:

1. Statinler endotelyal nitrik oksit sentetazi (eNOS) stimiile ederek ve up
regiilasyonunu saglayarak endotelyal nitrik oksit (NO) iiretimini artirirlar (58).

2. Artmig LDL kolesterol seviyeleri endotelyal NO’nun biyoyararlanimini azaltir
ve endotelyal eNOS’u down regiilasyona ugratir. Statinlerin bu eNOS down regiilasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (59).

3. Statinler eNOS mRNA stabilitesini artirirlar bu da okside LDL varliginda

eNOS ekspresyonunun korunmasini saglar (59).
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4. Rho/Rho kinaz yolunun aktivasyonu eNOS mRNA stabilizasyonunu azaltir.
Statinler geranilgeranil pirofosfat olusturarak, Rho/Rho kinaz sinyalizasyon aktivitesini inhibe
ederler (58).

5. Statinler dolagsan adezyon molekiilii P-selektin ve hiicre i¢i adezyon molekiilii-1
(ICAM-1)’ i hiperkolesterolemik bireylerde azaltir. Statinlerin bu etkisi NO artisina yol agar
(60). Bu bulgular statinlerin platelet ve 16kosit adezyonunu azalttigi ve endotelyal hiicre
fonksiyonunu iyilestirdigini gosterir.

6. Serin/treonin protein kinaz Akt (protein kinaz B), eNOS’ un aktivasyonunu
saglarak NO iiretimini artirir. Statinlerin Akt’ 1 endotelyal hiicrelerde aktive ettigi tespit
edilmistir (61).

7. Statinler, doku tip plasminojen aktivatorii (t-PA) ekspresyonunu artirir. Potent
vazokonstriktor ve mitojen olan endotelin-1 ekspresyonunu inhibe eder (61).

Statinler lipoproteinlerin aterojenik potansiyellerini azaltir; LDL, Very Low-
Density Lipoprotein (VLDL), High-density lipoprotein (HDL) oksidasyonunu inhibe ederler.
Ayni zamanda ateroskleroz gelisiminde anahtar rol oynayan okside LDL’ in monositler
tarafindan hiicre i¢ine alinmasini engelleyerek etki gosterirler.

HMG CoA rediiktaz inhibisyonu ile mevalonat olusumu Onlenir. Mevalonat
sadece kolesteroliin degil cesitli nonsteroid isoprenoid bilesimlerinin (farnesyl-geranyl-
geranylpyrophosphate) prekiirsorii olduklar1 i¢in HMG CoA rediiktaz inhibitorleri pleotropik
etki yapar. Mevalonat tiirevi isoprenoidlere kovalent baglanmasi ile posttranslasyonel
modifikasyona ugrayan pek ¢ok protein tanimlanmistir. Bu proteinler membran iligkisi i¢in
zorunlu sekilde onceden pirenile olmalidir. Bu ailenin iyeleri, hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonu, hiicre sinyalleri, hiicre iskeleti hareketleri, inflamatuar mediyatorlerin yapimi
ve endotel fonksiyonu gibi c¢ok sayida hiicre islevine katilmaktadir. Statinler sadece
hipokolesterolemi yapmayip ayni zamanda prenilasyon yolunu indirek olarak engelleyerek

antioksidan ve antiinflamatuar etki gosterirler (62).

— Statinlerin antiinflamatuar etkileri:

Son dekatta aterosklerotik lezyonlarin baslamasinda inflamasyonun ¢ok &nemli
rolii oldugu gosterilmistir. Statinlerin antiinflamatuar etkileri multifaktoriyeldir. Pravastatin,
simvastatin, atorvastatin, fluvastatin ve serivastatin ile tedaviyle kiiltiire vaskiiler hiicrelerde
proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p, TNFa, IL-6) sentezi azalir. Benzer sekilde 10kositlerde de

hem sitokinlerin hem de matriks metalloproteinazlarin sekresyonunu azalttig1 rapor edilmistir.
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Bu durum koroner kalp hastalifi olanlarda statinlerin terapotik dozda periferal kandaki
mononiikleer hiicrelerdeki IL-1 salinimini anlamli azaltmasini dogrulamaktadir. Lokal
sitokinlerin azalmasi ile, statininle iliskili NO saliniminin artmasi, endotelyal hiicre adezyon
molekiiliiniin ekspresyonunu azaltir. Cok sayida yapilmis invitro ve invivo ¢aligmalarda P ve
E-selektin, vascular cell-adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular cell-adhesion molecule
1 (ICAM-1) ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (60). Kardiyovaskiiler riskte 6zellikle C-
reaktif protein (CRP) olmak iizere inflamatuar belirteclerin O6nemi birgok c¢aligmada
vurgulanmistir. Statinlerin vaskiiler ve nonvaskiiler hiicrelerde antiinflamatuar etkisi i¢in
yapilan invitro ¢alismalarda ¢ok yararli etkileri goézlenmistir. Statinlerle yapilan deneysel
calismalarda niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunu azalttig1 gosterilmis. NF-«xB ilk
olarak B lenfositlerin immiinglobulin k hafif zincirinden ¢ogaltilan ve niikleer faktére bagli
olarak tanimlanmistir. Hemen hemen her hiicre tipinde ve sitoplazmada inaktif formda
bulunur. Cesitli fiziksel ve kimyasal uyarilar ile aktive olur ve NF-kB, ¢esitli inflamatuar
genlerin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) artisin1 saglamaktadir. Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada,
AgNO;s ile tekrarlayan enjeksiyon sonrasi olusan kronik inflamasyonda bakilan renal NF-kB
yiiksek tespit edilmistir. Endotoksemide, renal NF-kB aktivasyonu ile doku faktori
ekspresyonunda ve fibrin depolanmasinda artis saptanmistir (63). Hem Anjiotensin I hem de
II ile NF-kB aktivasyonunun stimiilasyonu goriiliir. Anjiotensin converting enzim
inhibitdrlerinin kullanimi ile NF-xB aktivasyonu inhibe olur. Bu yeni bulgular anjiotensin
converting enzim inhibitorlerinin antiinflamatuar ve renoprotektif etkilerine katkida bulunur.
NF-kB aktivasyonunun inhibisyonu ile IL-6 gibi ¢esitli sitokinlerin sentezini azaltmaktadir

(64).

— Statinlerin bobrek hastaliklarinda etkisi:

Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarda kardiyovaskiiler hastaliklar yaygin
olarak gozlenir ve yiiksek mortaliteye sahiptir. Statin tedavisi ile kardiyovaskiiler risk
azaltilmaktadir. Bu etkiyi inflamasyonu azaltarak, endotelyal fonksiyonlar1 artirarak, diiz kas
proliferasyonunu azaltarak, direk antitrombotik etki ve daha dnceden var olan aterosklerotik
plagi stabilize ederek yapmaktadir. Ayn1 zamanda kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda
onemli olan vaskiiler kalsifikasyonu diizeltmektedir (65). Renal hastalifi olanlarda
dislipidemi bulunmasi mortaliteyi artirir. Renal hastaligin havyan modellerinde, lipitlerle
renal hasarin progresyonunun artti1 saptanmistir. Lipid birikimi ile direk glomeriiler bazal

membranda hasarlanma ve mezengial hiicre aktivasyonu sonucunda makrofaj stimule edici
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faktor, monosit kemoatraktan protein-1 salinimi gerceklesir. Monositlerin ve makrofajlarin
aktivasyonu sonucunda proinflamatuar sitokinler artar ve sonugta fibrozise neden olacak renal
inflamasyonu baglatir. Mezengial hiicreler ve makrofajlar, reaktif oksijen iirlinleri iireterek
okside LDL olusumunu saglar. Okside LDL glomerulosklerozda yaygin olarak bulunur.
Okside LDL etkisi ile endotelyal disfonksiyon, mezengial hiicrelerin sitotoksitesi, ECM
proteinlerinin yapimi ile mezengial hiicre proliferasyonu olusur. Renal hastalikta statin
tedavisinin toksik olan lipid seviyesinin diisiiriilmesi digsinda, endotelyal fonksiyon diizelmesi,
oksidatif stresi azaltmasi ve mezengial hiicre proliferayonunu 6énlemek gibi ¢ok yararl etkileri
vardir (66). Bu nedenle National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (NKF-K/DOQI) guideline’ ninda LDL>100 mg/dl, TG>200 mg/dl oldugunda
tedaviye baslanmasi 6nerilmektedir (67).

The Lipid lowering and Onset of Renal Disease (LORD) calismasinda 10 mg
atorvastatin tedavisinin inflamasyon (CRP, TNFa, IL-6) ve oksidatif stres (plazma isoprostan)
belirteglerinin 6l¢limii ile renal hastalik progresyonunu yavaslattigi gosterilmistir (68).

Yapilan bir ¢alismada PD uygulanan 1053 hasta statin ile tedavi edilmis ve sonug
olarak lipid modifiye edici tedavi ile PD’ nin klinik sonuglarinda diizelme saglanmistir (69).
Deneysel caligmalar statinlerin  bobrek  hastaliklarinin  ilerlemesini  yavaslattigini
gostermektedir. Statinler ile yapilan invitro ¢alismalarda mezengial hiicre proliferasyonunu,
hiicreler arasi sinyal iletimini azalttig1 ve tiibiilointertisyel inflamasyonu gerilettigi, boylece
bobrekteki hasarlanmay1 azalttiklart belirtilmistir (65,70). Renal yetmezlikli hastalarda
statinle tedavi sonrasinda proteiniiride azalma tespit edilmistir (66, 71). Normalde proteinin
reabsorbsiyonu reseptor aracili endositozla olmaktadir. Statinler bu yolla olan albumin
uptake’ini engelleyerek antiproteiniirik etki yaparlar (71). Proteiniirinin azalmasi ile renal ve
kardiyovaskiiler sonuglar daha iyl bulunmustur ve statinler renoprotektif olarak
tanimlanmustir.

Statinler, renal transplantasyon hastalarinda hiperkolesterolemi tedavisinde
giivenli ve etkili olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda statinlerin lipid diisiiriicii etkisinden
bagimsiz olarak antiinflamatuar etkileri gdsterilmistir. invitro ¢alismalarda lenfomononiikleer
hiicrelerde azalma gozlenmektedir. Renal transplantasyon adaylarinda greft rejeksiyonunun
Onlenmesi i¢in dnceden panel reactive antibody (PRA) ve cross-match testlerinin yapilmasi
onerilmektedir. Artmis PRA seviyeleri greft rejeksiyonu olasiligini artirmaktadir. Birgok

calismada PRA pozitif transplant hastalarinin tedavisine odaklanilmistir. Bu nedenle yapilan
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bir ¢aligmada statinlerin PRA pozitif hastalarda etkileri incelenmistir. PRA pozitif renal
transplantasyon alicilarinda simvastatin ile yapilan calismada anlamli immiinsupresif
etkinliginin oldugu, PRA seviyelerini ve anti HLA antikor yapimimi azalttigi gosterilmistir.
Yiiksek riskli transplant hastalarinda (cross match ve PRA pozitif olan hastalarda) statin

kullanimi1 6nerilmektedir (72).

— Statinlerin yan etkileri:

HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri etkinliklerinin yiiksek olusu ve diger ilaglara
gore yan etkilerinin daha az olusu nedeni ile genellikle belirgin bir uyum sorunu yaratmazlar.
En sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma, diyare gibi gastrointestinal bozukluklar, basagrisi,
dokiintii, periferik noropati olarak belirtilmektedir. Statinler teratojenik etkileri nedeni ile
gebelikte kontrendikedirler. Dogurganlik ¢agindaki kadinlarin bu ilaglar1 alirken ve
biraktiktan 1 ay sonrasina kadar kontraseptif ila¢ almalar1 gerekir. Kikirdak ve kemik
gelismesi  iizerindeki potansiyel bozucu etkileri nedeniyle emziren kadinlarda da
kontrendikedirler. Klinik a¢idan en 6nemli yan etkileri ise hepatotoksisite, rabdomyoliz ve
ila¢ etkilesimleridir.

1. Hepatik van etkiler:

Hepatik transaminaz diizeylerinde normalin iist sinirinin {i¢ katint asan artislar %
0.5-2 oraninda goriiliip, doza bagimlidir (73). Transaminaz yiiksekligine genellikle tedavinin
ilk 4-12. haftalarinda rastlanmakta olup hastalarin ¢ogu asemptomatiktir. Diinya saglik orgiitii,
ic kat veya lizerinde artan serum transaminaz yiiksekliginin devam etmesi durumunda statin
tedavisinin kesilmesini Onermektedir. Bunun yaninda ayni veya farkli bir statin tekrar
baslandiginda, genellikle serum transaminaz yiikselmesi goriilmez. Kolestaz ve aktif karaciger
hastalig1 statinler icin kontrendikasyondur. Obeziteye bagli yagli karaciger tespit edilen
hastalarda, hiperlipidemi tedavisi transaminaz diizeylerini diislirebilmektedir (74). Serum
transaminaz diizeyleri statinlerle tedaviye baglamadan once ve tedavinin 12. haftasinda
bakilmali, sonrasinda takipler yillik, gerekirse daha sik araliklarla yapilmalidir. Biiyiik
caligmalarda normalin 3 katin1 asan transaminaz yliksekligi plasebo ile benzer bulunmustur.
Bu nedenle statinlere bagli transaminazlardaki ylikselmenin, ger¢ek hepatotoksisiteyi gosterip

gostermedigi kesin degildir.
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2. Miyopati:

Miyopati, statin monoterapisinde doza bagimli olarak, oldukca nadir (% 0.1-5)
rastlanan fakat fark edilmez ve ilaca devam edilirse rabdomiyoliz ve akut bobrek yetmezligi
ile sonuglanabilecek ciddi bir yan etkidir. Rabdomiyoliz, normalin iist sinirin 10 katindan
fazla kreatin kinaz yiikselmesi ve birlikte kas semptomlarinin oldugu ciddi miyopati olarak
tanimlanir. Siklikla kahverengi idrar ve miyoglobiniiri eslik eder. Rabdomiyoliz i¢in en
onemli risk faktorleri; ileri yas, ince viicut yapisi, asirt alkol alimi, infeksiyonlar, metabolik
bozukluklar (6zellikle kronik bobrek yetersizliginin diyabet ile birlikte olmasi), kollajen doku
hastaliklari, travma, hipotermi ve fibratlar (0zellikle gemfibrozil), makrolid grubu
antibiyotikler, azol grubu antifungaller, verapamil, amiadoron, nikotinik asit gibi diger riskli
ilaglarla statinlerin birlikte kullanimidir. Serivastatin ile fatal rabdomiyoliz riski diger
statinlerden daha fazladir. Bu 6zelligi nedeni ile piyasadan kaldirilmistir (75).

Bugiin i¢in kullanimda olan atorvastatin, fluvastatin sodyum, pravastatin sodyum,
simvastatin ve rosuvastatin HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri i¢inde yer almaktadir.

Atorvastatin, HMG-CoA rediiktaz inhibitorii ve hipokolesterolemik bir ajan
olarak yaygin klinik kullanimi1 olan bir molekiildiir. Farmakolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
itibari ile diger statinlere benzemektedir. Ancak atorvastatinin diger statinlere oranla
hipokolesterolemik etkisinin daha yiiksek, rabdomyoliz ve transaminazlari yiikseltme oraninin
ise daha diisik oldugu yoniindeki bilgilerden dolayr insanlar igin prototip olabilecegi

diislinerek arastirmamiz icin tercih ettik (76).

6) HMG CoA rediiktaz inhibitorlerinin fibrozis iizerine etkileri

PD’ de peritonun kimyasal ve fiziksel irritasyonu sonucu olusan non-bakteriyel
inflamatuar durumun peritonun serofibrinéz eksudasyonu ile iliskili oldugu bulunmustur.
Statinler, peritoneal fibrinolitik aktiviteyi artirarak peritoneal fibrin depolanmasini ve adezyon
gelisimini Onler (77). Peritoneal kavitede mezotelyal ve submezotelyal fibrin birikimi
peritoneal kalinlig1 artirir ve adezyon gelisimi yaparak PD yetmezliine neden olur. Statinler
bu etkilerini fibrinolitik aktiviteli t-PA artirarak ve plazminojen aktivator inhibitor-1 yapimin
azaltarak yapmaktadir ve peritoneal fibrin depolanmasini 6nlemektedir (77).

TGF- ECM sentezinin major aktivatoriidiir ve fibrozise neden olur. Cesitli

calismalarda TGF-B’ nin azaltilmasi ile anti-fibrinolitik etki elde edilmistir. Subtotal
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nefrektomi modelinde ACE inhibitéri kullanimi ile TGF- ekspresyonunun, makrofaj
infiltrasyonun ve fibrozisin azaldig1 gosterilmistir (78). Statinlerin mezengial hiicrelerde TGF-
B mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi belirtilmistir ve bu nedenle glomertiler fibrozisle iligkili
mezengial hiicre TGF-B mRNA artisin1 diizenlemek i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (79).
Deneysel bir ¢alismada siklosporine bagli olusturulan nefrotoksitede pravastatinin makrofaj
infiltrasyonunu ve interstisiyel fibrozisi inhibe ettigi gosterilmistir ve laboratuar
degerlendirmesinde TGF- mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir (80). Deneysel
modelle olusturulan kronik allograft nefropatide, atorvastatin kullanimi ile renal inflamasyon
ve fibrozisi dnlemede yararl etkileri tespit edilmistir (81).

Bircok deneysel modelde TGF-B1 biyoaktivitesinin dogrudan inhibisyonu ECM
birikimini ve fibrozis olusumunu ortadan kaldirmistir (19). Bu tedavi stratejileri sunlardir:

1. TGF-B1 proteini lizerine etkiyi amaclayanlar; inhibitor antikorlar, dogal TGF-
B1 inhibitorleri (decorin core protein), soluble TGF-B1 reseptorleri

2. TGF-B1 mRNA sentezine etkili etmeyi amaglayan tedavi; spesifik antisense
oligontikleotidler.

Bu maddelerin bobrek ve diger organ modellerinde fibrozisi onlemede etkili
oldugu ve uygulandigr hayvanlarda yan etki olusturmadigt rapor edilmistir ve bu
yaklasimlarin uzun siireli kullanimdaki olas1 yan etkileri bilinmemektedir (19). Bu nedenle
TGF-B1 antagonizmasi ile ilgili tedavi uygulanabilir hale gelene kadar statin tedavisi fibrozisi
yavaslatmak amaciyla uygulanabilir. Biz de calismamizda uzun dénem PD tedavisinin
komplikasyonu olan ve UF yetmezligi ile sonuglanan periton fibrozisini Onlemede,

atorvastatin tedavisinin etkilerini irdelemeyi planladik.
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III. GEREC VE YONTEM

1) Deneysel tasari:

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner
Laboratuvarlarinda 12 saat gece- 12 saat giindiiz fotoperiyodu uygulanan, 200-250 gr
agirhiginda, 22 adet iiremik olmayan Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar polikarbonat
kafeslerde ve sabit oda sicakhiginda (25°C) barindirildi. Tiim ratlara sinirsiz standart rat yemi
ve su verildi. Calismaya alinan hayvanlar ii¢ gruba randomize edildi. Sham (n: 7), periton
diyalizi (PD, n: 7) ve tedavi (Tx, n: 8) gruplart.

Sham grubuna giinde 10 mL serum fizyolojik (SF) intraperitoneal enjeksiyonla,
PD and Tx gruplarina giinde 10 mL 3,86% dekstroz iceren peritoneal diyaliz solusyonu
(Dianeal, Healthcare Corporation Baxter, IL, USA) intraperitoneal enjeksiyonla dort hafta
stire ile verildi. Ek olarak Tx grubuna igme suyuna 80 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde
saf atorvastatin kalsiyum (Sanovel Drug Industry) ilave edilerek verildi (82).

Periton  esitleme testi  peritoneal ~membranin  transport  Ozelliginin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir testtir. 2.27% glikoz igeren diyaliz
sollisyonu kullanilarak yapilan 4 saatlik tek bir degisim sonucunda diyalizat/plazma iire
(D/Piire) ve 4.saat diyalizat/O.saat diyalizat glikoz (D4/Do glikoz) oranlar1 hesaplanmakta ve
bu oranlara gore hastalar diisiik, diisiik-orta, yiiksek-orta ve yiiksek transport gruplar1 seklinde
siniflandirilmaktadir. Testin esas amaci, hasta i¢in en uygun periton diyalizi rejiminin
belirlenmesidir. Ayrica, PET' den elde edilen D/P {ire oranlan giinliik soliit klirenslerinin
hesaplanmasinda da kullanilmakta ve bu sekilde diyaliz doz ayarlamalar1 yapilmaktadir.

Calismamizda dordiincii haftanin sonunda, bir saatlik periton esitleme testi ( PET,
peritoneal equilibration test) yapildi. 20 mL 2,27% glikoz i¢eren PD solusyonu 37 °C’ye
isitildi. 22 gauge igne araciligi ile periton bosluguna enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra
ratlarin serbestce hareket etmesine izin verildi. Bir saatin sonunda, eter anestezisi altinda karin
orta hattindan yapilan kesi ile batina girildi. Batin i¢i siv1 aspire edildi. Aspire edilen sivinin
hacmi kaydedildi. Enjeksiyon bdlgesinden uzak bir bolgeden periton Ornekleri alindi.
Kardiyak ponksiyon ile kan ornekleri alindi. Ornek toplama islemi tamamlandiktan sonra

ratlarin yasamlar1 hipovolemi ile sonlandirildiktan sonra, sakrifiye edildi.
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Tablo II: Deneysel tasar1

| Calisma Grubu, n: 22 rat |

| Sham, n: 7 | | PD,n: 7 | | Tedavi, n: 8 |
10 ml 10 ml 10 ml
Saline/giin, IP 3,86 Dx/giin IP %3,86 Dx/giin IP
4 hafta 4 hafta Atorvastatin
4 hafta

Serum parametreleri

Diyalizat parametreleri

Peritoneal histolojik inceleme

2) Peritonun morfolojik ve histopatolojik incelemesi:

Sakrifikasyondan sonra gros incelemeye gore abdominal duvar ve karaciger
yiizeyinden, en ciddi yapisikliklarin oldugu yerlerden histolojik inceleme i¢in doku érnekleri
alind1 ve hemen formalinle fikse edildi.

Makroskopik olarak karin duvarindan alinan dokular 3 mm kalinliginda vertikal
olarak kesildi. Hazirlanan dokular parafin bloklama sonrasinda kesilerek Hematoksilen- Eozin
ve modifiye Masson’s Trichrome boyasi ile boyandi. Histolojik incelemeler ayni patolog
tarafindan ve deney gruplar1 bilinmeden yapildi.

Isik mikroskopu altinda inceleme, abdominal duvarin pariyetal peritonundaki
farkli miktarlardaki vaskiiler proliferasyonun yanisira inflamasyon ve fibrozisi de aciga
cikardi. Hematoksilen- Eozin ve modifiye Masson’s Trichrome ile boyali kesitlerde
inflamasyon ve fibrozis yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmede O: hig, 1:
hafif, 2: orta, 3: siddetli olarak planlandi. Peritondaki vaskiiler proliferasyon da yar1 kantitatif
olarak degerlendirilmesi planlandi. Bu degerlendirmede O: hig, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli
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olarak planlandi. Ancak degerlendirmeler sonunda her bir grupta istatistiksel inceleme igin
yeterli sayida veri olmamasi nedeni ile gruplar ‘yok’ ve ‘var’ olarak birlestirildi (16).

Secilen bolgelerden dijital goriintiiler karaciger kapsiilii icin 40’ lik biiyiitmede,
periton i¢in 20’ lik biiyiitmede 1s1k mikroskobunda 11k mikroskobuna (Olympus BXS51,
Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) bagli 3CCD djjital renkli video kamera (Olympus
DP70, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) ile alindi. Goriintiiler goriintii analiz
software (Bs200D Image Analysis Software, BAB Miihendislik Miih. Miis. San. Ve Tic. Ltd.
Sti. Ankara, Turkey) ile islendi ve bilgisayarda saklandi (Vestel, Manisa, Turkey). Periton
duvarinin her kesitinden periton kalinlig1 i¢cin 10 olglim yapildi. Ve bunlarin ortalamasi

istatistiksel analiz i¢in kullanild1 (19).

3) Biyokimyasal incelemeler:

Ure, total kolesterol, trigliserid, HDL kolesterol, LDL kolesterol, IL-1B, IL-6,
TNF-a, TGF-f, total glutathione (GSH), malonyldialdehyde (MDA), NO, catalase (CAT)
serum Orneklerinde ¢alisildi.

Ure, glikoz, protein, IL-1pB, IL-6, IL-8, TGF-B, glutathione peroxidase (GPX),
glutathione reductase (GR), MDA, NO diyalizat orneklerinde c¢alisildi. Ek olarak
diyalizat/plazma iire (D/P iire) ve Diyalizat,/Diyalizaty, glikoz (Di/Dy glikoz) degerleri bir
saatlik PET ile hesaplandi.

Ure, total kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol, glikoz ticari kitlerle

otoanalizorde calisildi. (Abbott, C8000 autoanalyser). Protein diizeyi Lowry yoOntemi ile
belirlendi (83).

IL-1p Diizeyi Belirlenmesi

IL-1B diizeyi ticari rat ELISA kitleri kullanilarak belirlendi (IBL Co, Ltd. Gunma,
JAPAN), katalog no: 27193). Sonuglar standart egriler kullanilarak bioelisa okuyucusu
Elx800 yardimiyla hesaplandi.

IL-6 Diizeyi Belirlenmesi

IL-6 diizeyi ticari rat ELISA kitleri kullanilarak belirlendi (IBL Co, Ltd. Gunma,
JAPAN, katalog ve lot no: 17196 ve OL-527). Sonuglar standart egriler kullanilarak bioelisa
okuyucusu EIx800 yardimiyla hesaplandi.
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IL-8 Diizeyi Belirlenmesi

IL-8 diizeyi ticari rat ELISA kitleri kullanilarak belirlendi (Cell com. Beckman
Coulter. GERMAN, katalog no: IM 2237). Sonuglar standart egriler kullanilarak bioelisa
okuyucusu EIx800 yardimiyla hesaplandi.

TNF-a Diizeyi Belirlenmesi

TNF-o diizeyi ticari rat ELISA kitleri kullanilarak belirlendi (IBL Co, Ltd.
Gunma, JAPAN, katalog ve lot no: 17194 ve OL-527). Sonugclar standart egriler kullanilarak
bioelisa okuyucusu EIx800 yardimiyla hesaplandi.

TGF-B1 Diizeyi Belirlenmesi

TGF-B1 diizeyi ticari rat ELISA kitleri kullanilarak belirlendi (BioSource Int, Inc.
California, USA, katalog ve lot no: KACI1688 ve 043503). Sonuglar standart egriler
kullanilarak bioelisa okuyucusu EIx800 yardimiyla hesaplandi.

Total GSH Diizeyi Belirlenmesi

Total GSH &l¢iimii Tietze yontemiyle ¢alisildi (84). Ozetle; 0.5 mL &rnek, 0.25
mL 1 mol/L sodyum fosfat tamponu (pH 6.8) ve 0.5 mL 5-5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB, 0.8 g/L fosfat tampon i¢inde) ile bes dakika boyunca karistirildi. Shimadzu UV-160
spektrofotometre ile 412 nm’de oOlclildii. GSH diizeltmesi standart GSH solusyonlari
kullanilarak belirlendi. Sonuglar mg/dL olarak belirtildi.

MDA Diizeyi Belirlenmesi

MDA olusumu (lipid peroksidasyonu) Ohkowa yontemi ile belirlendi (85). MDA,
TBA varliginda renkli bir kompleks olusturur. Olusan kompleks 532 nm spektrofotometre
araciligtyla  degerlendirildi. Olusan  kompleksin  absorbanst  Shimadzu UV-160
spektrofotometre araciligiyla 1,1',3,3" -Tetraetoksipropan standart kabul edilerek 6lgiildii ve

sonuclar nmol/ml olarak ifade edildi.
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NO Diizeyi Belirlenmesi

NO, cadmium-reduksiyon metodunun modifikasyonu ile degerlendirildi (86).
Olusan nitrit sulfanilamdin diazotasyonu naftietilendiamin ile eslesmesiyle dl¢iildii. Ol¢iim
icin, 400 ul 6rnege 80 uL 30% ZnSO4 ¢ozeltisi eklenip calkalandi ve santrifiij (10,000xg, 20
dakika siireyle, 4°C’de) edildi. Boylelikle 6rnek denatiire edildi. Once CuSO; ¢ozeltisi (glisin-
NaOH tamponunda) kullanilarak Cd graniilleri aktive edildi. Ardindan 100 uL deproteinize
ormek ve standart eklendi. Ornekler spektrofotometrik olarak mikroplate okuyuculari
tarafindan analiz edildi ve KNOj standart egrisiyle otomatik olarak karsilastirilarak numerik

hale dontistiiriildii. Sonuglar uM/L olarak ifade edildi.

Katalaz (CAT) Aktivitesi ol¢iimii

CAT aktivitesi Aebi metoduna gore eritrosit parcalanarak oOl¢iildii. Fosfat tamponu
(50 mM, pH 7.0), 10 mM H,0, ve eritrositi yikimi (lysate) ile reaksiyon karisimi olusturuldu.
H,0, rediiksiyon hiz1 oda sicakliginda 240 nm’de 30 sn izlendi. Katalaz aktivitesi U/g Hb
olarak ifade edildi (87).

Glutathione Peroxidase (GPx) Aktivitesi Ol¢iimii

Glutathione peroxidase aktivitesi Paglia ve Valentine yonteminin modifikasyonu
ile Olciildii. 10 pl 6rnek, 950 pL reaksiyon karigimi iceren 500 ml kuvartz kiivete transfer
edildi (Tris tampon, 50 mmol/l, pH 7.6, 1 litre icerigi: 1 mmol Na,EDTA, 2 mmol of rediikte
glutathione, 0.2 mmol NADPH, 4 mmol sodyum azide ve 1000 U glutathione reductase).
Karisim 37°C’de 5 dakika karistirildi. Ardindan 25 pl H,O,, 8.8 mmol/L (% 30) eklenmesiyle
reaksiyon baslatildi. 340 nm’de 3 dakika boyunca NADPH absorbans degisimi izlendi.
Enzimatik olmayan reaksiyon hizin1 belirleyebilmek i¢in silipernatan yerine su eklendi

NADPH absorbansindaki azalma kayit edildi.

Glutathione Reductase (GR) Aktivitesi Ol¢iimii

Glutathione reductase aktivitesi NADPH oksidasyonunun 340 nm’de 37 °C’de
izlenmesi ile analiz edildi. Reaksiyon 50 pl siipernatantin 1ml test karisimina (igerik: 50
mmol/L Tris, pH 7.6, 100 pmol/L Na,EDTA, 4 mmol/L GSSG, 120 umol/L. NADPH)
eklenmesiyle baglatildi. Blank kiivet hazirlandi, 6rnek su ile degistirildi. Reaksiyon 2-3 dakika
boyunca lineer idi (88).
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Calisma protokolii Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Deney Hayvanlari Etik

Kurulu tarafindan onaylandi.

4) Istatistik
Tiim parametreler ortalamatstandart hata olarak sunuldu. Istatistiksel analiz igin

SPSS11.0 yazilimi kullanildi. Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney-U testi karsilastirmalarda
kullanild1. p<0,05 anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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IV.  BULGULAR

Tiim gruplarda ratlarin viicut agirhig istatistiksel olarak benzerdi (Sham:
225,57+3,90 g, PD: 224+7,68 g, tx: 235,25+7,18 g) ve tlim ratlar ¢aligmayi tamamladi.

Diyalizat parametreleri karsilastirildiginda, ultrafiltrasyon voliimii, diyalizat
protein degerleri gruplar arasinda benzerdi. 1 saatlik PET’de D/P iire orani tiim gruplarda
benzer olmasina karsin, D;/Dy glikoz oran1 gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli bulundu.
Yapilan ikili analizlerde bu farkliligin sham-PD ve sham-Tx karsilastirmalarindan
kaynaklandig: goriildii. Diyalizat D /Dy glikoz oranlar1 Grafik 1°de sunulmustur.

Diyalizat IL-1B, IL-8 (teknik nedenlerden dolay1 yalnizca PD ve tx gruplarinda
calisildi), TNF-a, GPx, MDA, NO tiim gruplarda benzerdi. Bununla beraber diyalizat IL-6,
TGF-B, GR istatistiksel olarak farkliydi. Diyalizat parametreleri tablo III’de sunulmustur.
Gruplardaki diyalizat TGF- seviyesi Grafik 2, diyalizat IL-6 seviyeleri Grafik 3 ve diyalizat
GR seviyeleri Grafik 4’de sunulmustur.

Serum parametreleri analizlerinde tim parametreler istatistiksel olarak benzer
bulundu. Serum total kolesterol ve LDL kolesterol diizeyleri statin tedavisi ile beklenen yonde
degisiklikler géstermesine karsin, farkliligin anlamlilik diizeyine ulasamadigi goriildi. Serum
parametreleri sonuglart tablo IV’de sunulmustur. Serum total kolesterol ve LDL degerleri
Grafik 5’de sunulmustur.

Histolojik  kesitlerin ~ karsilastirilmasinda  inflamasyon,  fibrozis  ve
vaskiilarizasyonun sham grubuyla karsilagtirildiginda, PD grubunda daha sik gozlendigi
saptand1. Ayrica atorvastatin kullanimiyla belirtilen parametrelerin daha az goriildiigi
saptandi.

Peritoneal kalinlik karsilastirmalarinda ise PD grubunda diger iki gruptan daha
kalindi. Bununla beraber sham ve tx gruplarinda periton kalinligi1 benzerdi. Peritoneal kalinlik
degerleri Grafik 6’de sunulmustur. Tim histolojik degerlendirme sonuglar1 tablo V’te

sunulmustur.
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Tablo III: Diyalizat degerleri

Parametreler Sham Grubu PD Grubu Tedavi

(n:7) (n:7) Grubu (n:8) Genel* | Sham- | Sham- | PD-tx’

PD’ tx’

Ultrafiltrasyon 424+4 21 0,79+2,65 2,44+1,72 AD -— - -
(mL)
D/P iire 0,56+0,04 0,78+0,11 0,65+0,02 AD e - -
D,/D, glikoz 0,70+0,05 0,43£0,08 0,56+0,04 0,01 0,008 0,015 AD
Protein  kayb1 | 5309,2+1904,22 | 3002,5+419,25 | 3033,94+305,88 | AD e - -
(2
IL-1B (pg/mL) 185,88+15,67 | 206,58+13,10 | 206,07+20,10 AD - - -
IL-6 (pg/mL) 237,14+15,07 238,33+5,00 304,16+42,86 0,036 AD 0,04 0,02
IL-8 (pg/mL) 112,704,94 118,16+3,11
TNF-a (pg/mL) 30,88+3,80 45,96+6,41 31,21+3,88 AD — — —
TGF-B (pg/mL) | 569,21£366,31 | 391,83+£92,41 162,88+32,26 0,045 AD AD 0,029
GPx (mU/mL) 38,41+3,79 41,39+3,82 37,44+4,84 AD - - -
GR (mU/mL) 4,8242.11 2,84+0,33 1,71+0,19 0,009 AD 0,006 | 0,013
MDA 18,74+0,65 17,28+0,36 18,66+0,39 AD - - -
(nmol/mL)
NO 29,94+5,72 29,94+5.28 22,26+4,39 AD - - ---
(micromol/L)

*: Kruskall-Wallis Test, §: Mann-Whitney-U test, AD: Anlamli degil
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Tablo IV: Serum degerleri

Parametreler Sham Grubu PD Grubu (n:7) Tedavi Grubu (n: P
(n:7) 8)

Ure (mg/dL) 47 432 45 39,28+3,26 43,75+1,67 AD*
Total kolesterol (mg/dL) 49,29+4,76 60,42+3,61 48,87+4,03 AD*
Trigliserid (mg/dL) 65,29£5,13 55,14£5,93 56,00+£7,16 AD*
HDL kolesterol (mg/dL) 44,0+3,50 55,28+3,30 44,63+3,66 AD*
LDL kolesterol (mg/dL) 7,77+1,85 5,89+1,26 6,95+1,90 AD*
Interleukin-1f (pg/mL) 194,67+20,84 220,49+14,99 251,21+30,66 AD*
Interleukin-6 (pg/mL) 497,62+36,34 410,48+29,31 434,99+26,25 AD*
Tumor Necrosis Factor-o. (pg/mL) 49,51+10,31 58,39+14,79 48,29+14,13 AD*
Transforming growth factor B (pg/mL) 50,07+24,43 57,02+51,56 73,71+43,12 AD*
GSH (mg/dL) 596,92+53,02 461,19+45,05 506,05+44,14 AD*
MDA (nmol/mL) 22,73+ 21,35+0,87 24,99+1,59 AD*
NO (micromole/L) 33,58+2,20 28,79+1,62 36,27+3,33 AD*
Katalaz (U/g Hb) 1,07+0,01 1,057+0,007 1,058+0,005 AD*
AD*: Anlamli degil
Table V: Histolojik degerlendirme
Parametreler ShamGrup(n: 7) | PD Grup (n:7) Tedavi Grup (n:8) | P

Yok Var Yok Var Yok Var Tiim | Sham- | Sham | PD-

PD -tx tx

Inflamasyon 7/7 0/7 0/7 7/7 5/8 3/8 0,001 | 0,001 | AD* | 0,026

100% 0% 0% 100% | 62,5% | 37,5%
Fibrozis 6/7 1/7 0/7 7/7 5/8 3/8 0,004 | 0,005 | AD* | 0,026

85,7% 14,3 0% 100% | 62,5% | 37,5%
%

Vaskularizasyon 7/7 0/7 2/7 5/7 7/8 1/8 0,006 | 0,021 | AD* | 0,041

100% 0% 28,6 | 71,4% | 87,5% | 12,5%

%

Peritoneal 49,57+10,67 152,28+19,07 46,5+ 9,720,003 | 0,003 | 0,004 | AD* | 0,003
Kalinlik
(um)
AD*; Anlamli degil
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Diyalizat D1/D0 Glikoz oranlan

p- 0,015

0,71
0,61
0,51
0,41
0,31
0,21
0,11

0,56

Sham PD Tedavi

Grafik 1: Diyalizat D1/DO0 oranlar1. Tiim gruplarda p: 0.01, Sham-PD p: 0.008,
Sham- Tedavi p: 0.015

Diyalizat TGF-f} degerleri

md/dL
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400

300+

200

1001

Sham Grup PD Grup Tedavi Grubu

Grafik 2: Gruplara gore diyalizat TGF- 3 degerleri. Tiim gruplarda p: 0,045
PD-Tx grubu arasinda p: 0,029
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Diyalizat IL-6 degerleri

pg/mL

3507 p: 0,04 |
p: 0,02 |
300

250
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150
100
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304,16

Sham PD Tedavi

Grafik 3: Diyalizat IL-6 degerleri. Tiim gruplarda p: 0.036, Sham-Tedavi p: 0.04,
PD-Tedavi p: 0.02

Diyalizat GR degerleri

p: 0,06

Sham PD Tedavi

Grafik 4: Diyalizat GR degerleri. Tiim gruplarda p: 0.009, Sham-Tedavi p: 0.06,
PD-Tedavi p: 0.013
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Serum Total kolesterol ve LDL Degerleri

mg/dL
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Total kolesterol LDL

Grafik 5: Gruplara gore serum total kolesterol ve LDL degerleri. Tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli degil.

Peritoneal Kalinhk

Hm p:0,004 :0,003
2001 N
1501
100+

0] 49,57 46,5

0 : : :
Sham Grup PD Grup Tedavi Grubu

Grafik 6: Gruplara gore ortalama periton kalinliklari. Tiim gruplarda p: 0.003,
Sham-PD: 0.004, PD-Tedavi p:0.003
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V. TARTISMA

PD, tiim diinyada son donem bobrek hastalarinin tedavi segeneklerinden birisidir
ve uzun donemde peritonda olusan morfolojik ve yapisal degisiklikler, UF yetmezligine
neden olarak diyaliz etkinligini azaltmaktadir.

Son zamanlarda SAPD hastalarinda ¢esitli etkenlerle olustugu ileri siiriilen ve
peritonda 6nemli islevsel bozukluklara neden olan peritoneal fibrozisin 6énlenmesi amaci ile
cesitli calismalar yapilmistir (11, 26, 27). SAPD tedavisinde periton fibrozisinin nedenleri PD
stvisinin fizyolojik olmayan yapist ( yiiksek glikoz yogunlugu, hipertonisite, laktat ve diisiik
pH), ileri glikozilasyon son iiriinleri ve tekrarlayan bakteriyel peritonit ataklaridir (7, 8, 28,
35).

Degisen derecelerde peritoneal fibrozis, PD uygulanan hastalarin neredeyse
timiinde gozlenir. Peritoneal fibrozis gelismesi kademeli ultrafiltrasyon kaybi ve diyaliz
yetersizligine neden olabilir. Deneysel ve klinik calismalardan elde edilen veriler, bazi
biiylime faktorleri, sitokinler, adezyon molekiillerinin (TGF-B, VEGF, FGF, CTGF, IL-6, ve
IL-1B gibi) periton fibrozis gelisiminde rolii oldugunu ileri gostermektedir. (64, 89, 90,
91,92).

Statinler giinliik tibbi pratikte hiperlipidemi tedavisinde kullanilir. HMG-CoA
rediiktazi inhibe ederek etki gosterirler. Kronik bdbrek yetmezligi olan hastalarda
kardiyovaskiiler mortaliteyi azaltmaktadir ve The Lipid lowering and Onset of Renal Disease
(LORD) calismasinda da desteklendigi gibi renal hastaligin progresyonunu yavaslatmaktadir
(68). Bununla beraber son yillarda statinlerin lipid diisiiriicii etkisinden bagimsiz olarak
antioksidan, anti-inflamatuar, anti-proliferatif, aterosklerotik plak stabilize edici, anti-
koagiilan vb gibi etkilerine iliskin yayin sayisinda artiglar gézlenmektedir (64). Statinlerin
renoprotektif etkileri iskemik akut renal yetmezlikte, iskemi-reperfliizyon hasarinda,
streptozosine bagli diyabetik nefropatide, subtotal renal ablasyonda, puromisine bagh
nefrozisde, siklosporine bagli nefropatide, kontrast nefropatisinde, kronik allograft
nefropatide ve unilateral iireteral obstruksiyonda gosterilmistir (80, 93). Akut renal
yetmezlikli ratlarda atorvastatin kullanimi ile eNOS mRNA seviyelerinde artis,
inflamasyonda ve reaktif oksijen radikallerinde azalma tespit edilmistir (94). Kronik allograft

nefropatide atorvastatin kullanimi ile proinflamatuar sitokinlerin (IL-2, ILI-10, INFy) anlaml
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olarak azaldigi tespit edilmistir (81). Kronik bobrek yetmezligi populasyonunda ise statin
kullanimi ile CRP’de azalma ve endotel fonksiyonlarinda diizelme bildirilmistir (95, 96).

Atorvastatin  kullaniminin peritoneal fibrozis gelisimine etkisini ve olasi
patogenetik mekanizmalar irdeleyebilmek icin Duman ve arkadaglarinin deneysel modeli
kullantlmistir (97). Yirmi iki adet iiremik olmayan ratlar, ii¢ gruba randomize edilmistir.
Sham grubuna 10 mL SF, PD grubuna 10 mL hipertonik diyaliz soliisyonu ve Tx grubuna 10
mL hipertonik diyaliz soliisyonu+atorvastatin 80 mg/mL, intraperitoneal 4 hafta boyunca
verilmistir. Bu modelde hipertonik PD solusyonlar1 ile peritoneal fibrozis gelisimi UF
yetmezliginde major rol oynamaktadir. Ratlarda hipertonik PD solusyonlari ile maruziyet
sonrast peritoneal membranda kalinlik artisi, neovaskiilarizasyon, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve fibrozisi i¢eren degisiklikler saptanmistir (97). Musi ve arkadaslarinin yaptigi
bir diger calismada da PD sivilar ile uzun dénem (12 hafta) maruziyet sonrasi mezotelyal
hiicre hasari, submezotelyal fibrozis ve neovaskiilarizasyon gdsterilmistir (98).

Kullandigimiz modelle peritoneal membranda, hipertonik dekstroz verilen grupta
peritoneal kalinligin, mononiikleer hiicre infiltrasyonunun, fibroblastik aktivitenin,
neovaskiilazisayonun diger gruplardan fazla oldugu gozlenmistir. Bildirilen basarili sonuglari
(97), biz ¢aligmamizda bekledigimiz diizeyde saptayamadik. Saptadigimiz degisiklikler 1limli
olmasina karsin, istatistiksel analizlerde bazi parametrelerde anlamli sonuglar elde edebildik.
Sham grubu ile karsilastirildiginda, PD grubunda daha sik inflamasyon, fibrozis ve
vaskiilarizasyon gézlenmesi ve peritonun daha kalin olmasi deneysel modelimizin az da olsa
peritonda morfolojik degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Gruplar arasinda mindr
histolojik farkliliklar saptanmasina karsin peritoneal kalinlik, inflamasyon, fibrozis ve
vaskiilarizasyon =~ Sham-PD  grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli  olarak
degerlendirilmistir.

Daha onceki arastirmacilar deneysel caligmalarda, periton kalinligimmin kantitatif
olarak Olglilmesi periton fibrozisinin degerlendirilmesinde sik bir yontem olarak
kullanilmistir. Ayrica peritondaki inflamasyon ve fibrozis derecelerinin yar1 kantitatif
dlgiimleri de periton fibrozisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (95). Incelemelerimiz
sirasinda her grupta istatistiksel inceleme i¢in yeterli sayida veri olmamasi nedeni ile yari
kantitatif olarak degerlendirme yapilmstir.

Histolojik degerlendirmede anlamli farkliliklar olmasina karsin ultrafiltrasyon

voliimii, diyalizat protein kayb1 ve D/P {ire tiim gruplarda benzerdi. Bununla beraber D,/Dy
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glikoz oran1 diger iki grupla karsilastirildiginda sham grubunda anlamli olarak hafifge
yiiksekti.

Calismamizda atorvastatinin periton morfolojisi lizerine etkileri irdelendiginde,
PD wuygulamasi ile beraber atorvastatin kullamimi ile periton kalinhigmin azaldigi,
inflamasyon, fibrozis ve vaskiilarizasyon sikliginin azaldigi goriilmiistiir. Ayrica histolojik
parametreler sham ve tx grubunda benzerdi, farkli bir ifadeyle atorvastatin kullaniminin
hipertonik glikoz igeren periton diyalizi soliisyonunun olumsuz etkilerini azalttigini
sOyleyebiliriz. Bu veri test edilen ilacin olumlu etkilerine isaret etmektedir. Duman ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada atorvastatin kullaniminin peritoneal skleroz
gelisimini azalttigr bildirilmistir. Ad1 gegen yazida atorvastatin kullanimu ile diyalizat TGF-3
ve VEGF diizeylerinin azaldig1 ve bununda anti-inflamatuar etkilere bagl olarak gelistigi ileri
stiriilmiigtiir (97). Statinlerle yapilan birgcok invitro calismada antiinflamatuar etkinlikleri
gosterilmistir. Navarro ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, renal transplantasyon yapilmis
olan gruba 10 mg/giin atorvastatin verilmesi ile TGF-B seviyelerinin kontrol grubuna gore
azaldig1 tespit edilmistir. Bu fibrojenik yanitin regililasyonunu ve proinflamatuar sitokin
yapimini azaltmasi sonucunda olusmaktadir (99).

Deneysel periton diyalizi modellerinde oksidatif stres ile mezotelyal hiicre kaybi1
ve peritoneal fibrozis gelisimi gosterilmistir (100). Bir¢cok calismada statinlerin antioksidan
etkilerinin varlig1 tespit edilmistir. MPO inflamatuar uyar1 sonrasinda aktive olmus notrofil ve
makrofajlardan salinan bir hemoproteindir. Kronik bdbrek yetmezliginin hem insan hem de
hayvan modellernde MPO aktivitesinin arttigr belirtilmistir. Stenvinkel ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada hemodiyaliz hastalarinda statinle tedavi edilen grupta MPO aktivitesinin
anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir (101). Bundan dolayr bizim calismamizda pro-
inflamatuar sitokin ve antioksidan sistem belirtecleri kullanilarak, patogenezi sorgulanmistir.

Statinler LDL ve total kolesterol seviyesini diisiirirken, HDL seviyelerini
artirmaktadir. Serum parametrelerimiz degerlendirildiginde serum total kolesterol ve LDL
kolesterol diizeylerinde beklenen degisiklikler gézlenmesine karsin olusan fark istatistiksel
olarak tiim gruplarda benzerdi. Rat sayisinin sinirli olmasi farkin anlamlilik sinirim
agsmamasina katkida bulunmus olabilir. Bununla beraber Duman ve arkadaslar1 statin
kullanimi ile serum total kolesterol diizeyinde anlamli farklilik saptamislardir. (97).

Bizim caligmamizda serum sitokin ve antioksidan sistem belirleyicileri tiim

gruplarda benzerdi. Bununla beraber diyalizat IL-6 diizeyi, tx grubunda diger iki grupla
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karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksekti. Diger yandan diyalizat GR aktivitesi tx
grubunda diger gruplara gore anlamli olarak daha diisiiktii. Cesitli deneysel modellerde
statinlerin NF-xB aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. NF-xB aktivasyonu bazi
inflamatuar  genlerin ekspresyonunda anahtar role sahiptir (63). Invitro, NF-xB
aktivasyonunun inhibisyonu IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin sentezini baskilayabilir (102).
Bununla beraber atorvastatin kullanimi ile c¢alismamizda IL-6 diizeylerinde azalma
saptayamadik. Bu bulgular, patogenetik siireclerin agiklanmasina olanak tanimamaktadir.

TGF-B pro-fibrotik sitokindir. Fibrozisin dnlenmesinde cesitli ilaclarla yapilan
calismalarda TGF-f inhibisyonu ile yararli sonuglar elde edilmistir. Fang ve arkadaslarinin
diltiazemle yaptig1 bir ¢alismada insan peritoneal mezotelyal hiicrelerinde TGF-f yapiminin
inhibe edilmesiyle peritoneal fibrozisi dnleyebilecegi bildirilmistir (103). Renin-angiotensin
sistemi endokrin ve parakrin yollarla biiyiime, gelisme ve doku tamirini igeren organ ve doku
hasarlanmasinda 6nemli rol oynar. Doku hasarina cevap olarak renin-angiotensin sistemi
aktive olur. Hasar verici uyarilar dokuda lokal olarak angiotensin II artisina neden olur.
Angiotensin II, TGF-B’nin asir1 iiretiminin devam etmesi ve ECM patolojik birikimine neden
olur. Bu durum tiim fibrotik hastaliklarin ortak 6zelligidir. Angiotensin II fibrozisin molekiiler
mekanizmasinda 6nemli rol oynar (19). Bu nedenle Angiotensin II'yi azaltacak ¢aligsmalar
yapilmis ve hem ACEI hem ARB ile yapilan ¢aligmalarda da benzer olarak TGF-’de azalma
tespit edilmistir ve bu etkinin fibroziste koruyucu mekanizma oldugu belirtilmistir (10, 11,
19). Statinlerle yapilan caligmalarin ¢ogunda benzer etki gosterilmistir (80, 104). Li ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada ratlarda kronik siklosporin kullanimi sonucu olusturulan
nefropatide pravastatin tedavisi verilmesi sonucunda tedavi grubunda tiibiilointertisiyel
fibrozis skorlamasinda, intrarenal CRP’de ve TGF-f1 mRNA ekspresyonunda anlamli bir
azalma tespit edilmistir (80). Bizim c¢aligmamizda ek olarak diyalizat TGF-f diizeyi Tx
grubunda PD grubuna gore daha diisiiktii. Bu calismadan elde ettigimiz verileri bir araya
getirdigimizde antioksidan ve anti-inflamatuar mekanizmalarin efektor siiregler oldugunu
soylemek c¢ok miimkiin goriinmemektedir. Duman ve arkadaglarinin da bildirildigi gibi
azalmis diyalizat TGF-f3 diizeyleri olasilikla patogenetik siiregte rol almaktadir.

Statinler lipid dusiiriicii etkilerinin yanisira, isoprenoidler gibi mevalonat
yolagindan elde edilen bir dizi nonsteroid maddenin sentezini de inhibe eder. Statinlerin bu
etkisi, hipokolesterolemik etkisinden bagimsizdir ve pleotropik etkiden sorumludur.

Isoprenoidler tiim hiicre tiirlerinde bir dizi biyolojik siirecte rol alir (62). Isoprenoidlerin ve
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mevalonatin  yapiminin inhibisyonu ile intraselliiler proteinlerin posttranslasyonel
modifikasyonu ile prenilasyonu Onlenir. Bu proteinler hiicre proliferasyonu, hiicre iskeleti,
trombosit aktivasyonu ve oksijen radikal yapimindan sorumludurlar (105). Statinlerin
antiinflamatuar ve pleotropik etkilerinden birisi de prenilasyonu onleyerek olur. Bu siireglerin

daha ayritili incelenmesi olas1 bagska mekanizmalarin aydinlatilmasinda yararl olabilir.
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VI. SONUC VE ONERILER

Bizim calismamizda histopatolojik degerlendirme ile atorvastatinin peritoneal
degisiklikleri engelledigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda peritoneal fibroziste anahtar rol
oynayan mediator olan TGF-B oOl¢limleri atorvastatin alan grupta anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Tedavi grubunda periton degisikliklerin az olmasinin nedeninin, azalmis
diyalizat TGF-B oldugunu diisiinmekteyiz. Bu nedenle ¢alismamizin sonucu, PD nin uzun
donem komplikasyonlarindan olan ve ultrafiltrasyon yetmezligi ile sonuglanan peritoneal

fibrozisin 6nlenmesi i¢in atorvastatinin kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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VII. OZET

Periton Diyalizi Uygulanan Ratlarda Atorvastatinin Peritoneal Fibrozis
Gelisimine Etkisi

Amacg ve Hipotez: Peritoneal skleroz uzun siireli periton diyalizi uygulamasinin
onemli komplikasyonlarindan biridir. Bu calismada periton diyalizi uygulanan ratlarda
atorvastatin tedavisinin periton fonksiyonlar1 ve histolojisi ilizerine etkilerinin irdelenmesi
amaglanmustir.

Yontem: Yirmi-iki tiremik olmayan Wistar albino rat ¢alismaya alinip 3 gruba
randomize edilmistir. Sham grubu (intraperitoneal 10 mL SF, 4 hafta boyunca), Periton
diyalizi grubu (PD, intraperitoneal 10 mL hipertonik diyaliz soliisyonu, 4 hafta boyunca) ve
tedavi grubu (Tx, intraperitoneal 10 mL hipertonik diyaliz sollisyonu+tatorvastatin, 4 hafta
boyunca). Dort hafta sonunda 1 saatlik periton esitleme testi yapildi. Lipitler, baz1 sitokinler,
mediatdrler, antioksidan enzim aktiviteleri ve belirleyicileri (IL-1, IL-6, IL-8, TGF-, TNF-
a, NO, GSH, GPx, GR, CAT, MDA) serum ve/veya diyalizatta ¢aligildi. Periton mikroskobik
incelemesinde periton kalinlig1 6lgiildii, peritoneal inflamasyon, fibrozis ve vaskiilarizasyon
varlig1 degerlendirildi.

Bulgular: Histolojik incelemelerde, inflamasyon, fibrozis ve vaskiilarizasyon
sham grubu ile karsilastirildiginda, PD grubunda daha sik gorildii. Atorvastatin
uygulamasiyla, belirtilen parametrelerin goriilme sikliginda azalma gozlendi. Ayrica diger iki
grupla karsilastirildiginda PD grubunda periton anlamli olarak daha kalindi. Serum 6rnekleri
incelendiginde tim parametreler istatistiksel olarak birbirine benzerdi. Diyalizat
incelemelerinde 1ise, GR aktivitesi ve TGF-B diizeyi Tx grubunda, PD grubuyla
kiyaslandiginda daha disiiktii. Diger yandan diyalizat IL-6 diizeyi Tx grubunda, PD
grubunda gore daha yiiksekti.

Sonu¢: Calismamiz, atorvastatin kullaniminin, hipertonik glikoz solusyonuyla
olusan periton yapisi degisikliklerini azalttigim1 gostermektedir. Azalmis diyaliz TGF-3
ekpresyonu olasi sorumlu mekanizmalardan biri olabilir.

Anahtar Sozciikler: Periton diyalizi, atorvastatin, fibrozis

Tletisim Adresi: Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢c Hastaliklar:
Anabilim Dali, Aydin. Tiirkiye. ozlempehlivan79@gmail.com
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VIII. INGILIZCE OZET (SUMMARY)

Effects of Atorvastatin on Development of Peritoneal Sclerosis in Rats on
Peritoneal Dialysis

Background: Peritoneal sclerosis is one of the important complications of long
term peritoneal dialysis. In this study, we aimed to test the effects of atorvastatin on peritoneal
functions and peritoneal histology in non-uremic rats on peritoneal dialysis.

Methods: Twenty-two non-uremic Wistar albino rats were allocated into three
groups: Sham(10 mL saline intraperitoneally for four weeks), Peritoneal dialysis (PD,10 mL
hypertonic dialysis solution intraperitoneally for four weeks) and treatment (Tx, 10 mL
hypertonic dialysis solution intraperitoneally + atorvastatin in drinking water for four weeks)
groups. At the end of four weeks, one-hour peritoneal equilibration test performed, serum
lipids, certain cytokines, mediators antioxidant enzyme activities and markers (IL-1p, IL-6, II-
8, TGF-B, TNF-a, NO, GSH, GPx, GR, CAT, MDA) in serum and/or dialysate were
evaluated. Peritoneal thickness was measured and peritoneal inflammation, fibrosis and
vascularisation were evaluated in histological sections.

Results: In histological examinations, inflammation, fibrosis and vascularisation
were more frequently observed in PD group when compared to that of the sham group and it
seemed to decrease when atorvastatin used in conjunction with peritoneal dialysis.
Additionally peritoneum was thicker in PD group when compared to that of the sham group
and Tx groups. When serum samples were examined, there was no significant difference
between the parameters. On the other hand, dialysate GR activity and TGF-B were
significantly lower in Tx group than that of the PD group whereas dialysate IL-6 level was
higher in to group than that of PD group.

Conclusions: Our study suggests that atorvastatin use diminish structural changes
in peritoneum. Decreased expression of TGF-f in dialysate may be one of the possible
underlying mechanisms.

Key Words: Peritoneal dialysis, atorvastatin, fibrosis

Address: Department of Internal Medicine, Medical Faculty, Adnan Menderes
University, Aydin, Turkey. ozlempehlivan79@gmail.com.
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