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OZET

Amag: Bu caligmanin amaci sklerozan peritonit rat modelinde mezenkimal kok hiicre (MKH)
naklinin periton zar fonksiyonu ve fibrozis lizerine etkisini incelemektir.

Materyal-Metod:

Wistar albino ratlar dort gruba ayrildi: Kontrol (n=7), klorheksidin glukonat (KG)(n=8), MKH
(n=8) ve plasebo(P) (n=8) gruplar1. Kontrol grubu hari¢ tiim ratlara dort hafta siiresince giinliik
intraperitoneal (ip) yolla 2 ml/200gr dozunda KG c¢ozeltisi (KG ¢ozeltisinin igerigi: izotonik
icinde ¢oziinmiis %0.1 KG ve %15 etanol) verildi. Dort haftanin sonunda MKH grubuna 1.5-2
milyon/kg dozunda MKH, P grubuna ise MKH grubundaki ile esit hacimde olacak sekilde
izotonik ¢ozeltisi ip yolla verildi. Kontrol ve KG gruplar1 dort haftanin, MKH ve P grubu ise
bes haftanin sonunda degerlendirildi. Tiim ratlara PET yapildi. Pariyetal periton 151k
mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular: Plasebo grubunda peritonda ciddi makroskobik degisiklikler goriildii. D/Piire,
D/Pprotein ve D/Psodyum degerleri KG, MKH ve P gruplarinda kontrol grubundan yiiksek
bulundu. Bu soliitlerin gegirgenligi MKH grubunda KG ve P gruplarinki ile benzerdi.
DDO0glukoz ve D/Pcrea agisindan gruplar arasmda farkhlik bulunmadi. Fibrozis MKH grubunda
KG grubuna gore azalmisti (p=0.04). P ve KG grubu arasinda ise fibrozis agisindan fark
bulunmadi (p=0.8). P grubunda neovaskularizasyon MKH grubunkine gore fazla olmakla
birlikte istatistiksel anlamliliga ulasmadi (p=0.08).

Tartigma:

Calismamizda sklerozan peritonit rat modelinde MKH tedavisinin fibrozisi gerilettigi gozlendi.
Fakat periton zar fonksiyonu iizerinde MKH naklinin iyilestirici bir etkisi gozlenmedi. Periton
fonksiyonu iizerinde diizeltici etkinin goriilmemesi periton iyilesmesi i¢in yeterli silirenin

olmamasi ile ilgili olabilir.

Anahtar Kelimeler: deneysel model, mezenkimal kok hiicre, sklerozan peritonit



ABSTRACT

EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELL TRANSPLANTATION ON
SCLEROSING PERITONITIS

Aim: The purpose of this study was to determine the effect of mesenchymal stem cells (MSC)
transplantation on the peritoneal fibrosis and function of peritoneal membrane in rat models of
sclerosing peritonitis.

Materials-Methods:

Wistar albino rats divided into four groups: Control (C) (n=7), chlorhexidine gluconate (CG)
(n=8), MSC (n=8) and placebo (P) (n=8) groups.

All rats, except for C group, were given 2ml/200gr 0.1% CG and 15% ethanol dissolved in
saline daily by intraperitoneal (ip) injection during four weeks.

After 4 weeks, MSC group was treated with 1.5-2million MSC/kg and P group was treated
with an equal volume of saline solution via ip injection.

The C and CG groups were evaluated at the end of fourth week, MSC and P groups were
evaluated at the end of fifth week. PET was performed to all animals. The parietal peritoneum
was evaluated histologically by light microscopy.

Results:

Placebo group showed a serious macroscopic change with adhesion of the peritoneum.
D/Purea, D/Pprotein and D/PNa in the CG, MSC and P groups were significantly higher than
the C group. The permeability of this solutes in the MSC group was similar to those of the CG
and P groups.There was no difference between groups in terms of DDOglucose and
D/Pcr.Fibrosis of the MSC group was low compared with CG group (p=0.04). No significant
differences were found between the P and CG group according to fibrosis. There was more
neovascularization process was observed in the P group than in the MSC group, although this
difference was not reached to statistically significant levels(p=0.08).

Conclusion:

MSC treatment decreased peritoneal fibrosis in our rat sclerosing peritonitis model. MSC
transplantation did not lead to improvement in peritoneal membrane function. Failure in
peritoneal functional improvement possibly was due to there was not enough time for adequate
peritoneal healing.

Keywords: experimental model, mesenchymal stem cell, sclerosing peritonitis



GIRIS
Cocuklarda, 6zellikle de erken cocukluk doneminde, son donem bobrek yetmezliginde bir renal
replasman tedavisi olarak periton diyalizi biiyilk 6nem tasimaktadir. Periton diyalizi sirasinda
bir¢ok komplikasyon ortaya ¢ikabilmektedir. Sklerozan peritonit nadir goriilmekle birlikte cok
tehlikeli, hatta oliime yol agabilen bir PD komplikasyonudur. Sklerozan peritonitte periton
membraninda sklerotik kalinlasma ile birlikte kismi veya tam bagmsak tikanikhigi gelisir.
Sklerozan peritonitin en 6nemli nedenleri olarak tekrarlayan peritonit ataklar1 ve uzun siiredir
PD tedavisi goriilmektedir. Sklerozan peritonitin tedavisi tartismahdir. Tedavisinde total
parenteral beslenme, immunosupresif tedavi, cerrahi, periton diyalizinin kesilmesi gibi

uygulamalar vardr (1).

Kemik iligi hiicreleri kiiltiir kaplarmnda kiiltiire edildikleri zaman hizla plastik kiiltiir kabmna
yapisan (adhere olan) hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri oldugu, yapismayan (non-
adherent) hiicrelerin ise hematopoietik hiicreler oldugu 1966’1 yillardan beri bilinmektedir. Son
yillarda ise, stromal hiicre sistemine duyulan ilgi giderek artmaktadir. Onceleri, kemik iligi
kokenli stromal hiicreler, 6zellikle mezenkimal kok hiicreler (MSC) hematopoezi indiiklemek
amaciyla kullanima girerken daha sonralar1 in vivo ve in vitro c¢aligmalarla aralarinda kas,
kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, adipoz doku, bobrek, akciger ve bagirsaklarin da
oldugu c¢esitli hematopoietik olmayan dokularn parankimal hiicrelerine farklilastiklar:
gosterilmistir. In vivo ve in vitro calismalar, mezenkimal kok hiicreleri her ii¢ germ
yapragindan koken alan hiicre ve/veya dokular1 olusturan bir multipotent kok hiicre kaynagi
olarak belirlemislerdir (2-8). Mezenkimal kok hiicrelerin miyokard, karaciger ve tikanikliga
sekonder bobrek fibrozis deney modellerinde fibrozisi Onleyici ve fibrozisi azaltici etkileri
gozlenmistir (9-11).

Bu calisgmada, deneysel olarak sklerozan peritonit olustulmus ratlarda, intraperitoneal
olarak mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun fibrozisi diizeltici etkisinin olup olmadigmm

arastirilmasi amaglanmustir.



GENEL BILGILER

Peritonun Anatomisi

Periton karm boslugunu ddseyen serdz zardir. iki béliimden olusmaktadir. Karm 6n ve arka duvarlarmimn
i¢, diafragmanin alt ve pelvis boslugunun {ist yliziinii saran boliimii paryetal periton, karm arka
duvarindan ve diafragmadan bazi bolgelerde ayrilarak, i¢ organlarin bir kismini veya tamamini saran
boliimii ise visseral periton olarak adlandirilmaktadir. iki periton boliimii arasindaki bosluga periton
boslugu denilmektedir. Bu boslukta surfaktan benzeri, fosfolipidden zengin az miktarda periton sivisi
bulunur, bu sivi baglica mezotelyal hiicreler tarafindan salgilanir. Periton diyalizi sirasinda ylizey
alaninin yaklagik ticte biri periton sivis1 ile temas halinde olur (12-13). Ayrica visseral periton anatomik
periton yiizey alanmm % 85’ini olusturmasma ragmen total PD degisiminin sadece % 30’una katkida

bulunmaktadir (14).

Peritonun Histolojisi Ve Fonksiyonu

Periton zar1 2 tabakadan olusmaktadir: a) Mezotel b) peritoneal interstisyum. Mezotel tabakasi tek sirali
birbirlerine sikica bagl yassi, skuamoéz, Ozellesmis epitel hiicrelerinden olugmaktadir. Mezotel
hiicrelerinin ylizeyinde mikrovilli ve silialar vardir. Bunlar mezotel yiizeyini siirtiinme hasarindan
korumakta ve surfaktan benzeri sivinin yapilmasim diizenlemektedir. Mezotel hiicreleri arasinda tg tip
baglant1 vardir: desmosom, siki baglantilar ve zonula adherens. Siki baglantilar en ¢ok bulunan baglanti
tipidir. Mezotelin baslica gorevi peritoneal homeostazin saglanmasidir. Mezotel hiicrelerinden
salgilanan glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve fosfolipidler hiicrelerin etrafini saran glikokaliksi
olusturmaktadir ve karin i¢i organlarinin siirtiinme ile hasarlanmasmi dnlemektedir. Mezotel sitokin,
kemokin ve biiylime faktorlerini sentezleyerek inflamasyonun baglatilmasmi ve diizenlenmesini
saglamaktadir. Mezotel hiicreleri matriks proteinlerini de sentezlemektedir. Peritoneal kaviteden sivi ve
soliitlerin tagmmasii saglamaktadir. Mikroorganizmalara karst bariyer gorevi de gormektedir.
Peritonun diger tabakasi olan interstisyum amorf madde igine gomiilmiis lifler ve hiicrelerden
olusmaktadir. Baslica hiicreler fibroblast ve baslica lifler kollajendir. Interstisyumda az sayida hiicre
bulunmaktadir. Fibroblastlar ve mast hiicreleri kan damarlarinin yaninda yer almaktadir. Cok az sayida
monosit ve makrofaj da bulunmaktadir. Amorf madde polisakkaritlerden olugmaktadir. Kapillerlerin
duvar1 bazal membran ve endotelden olusmaktadir ve insan peritonundaki kapiller damarlarin biiyiik
cogunlugu kesintisiz tiptedir, paryetal peritonda % 1.7 oraninda pencereli tipte kapiller saptanmigtir.
Interstisyumda lenfatikler de bulunmaktadir (15- 17).



Periton Diyalizi

Son donem bobrek yetmezligi donemine gelen ¢ocuklar renal transplantasyona kadar bekleme
siirecini diyaliz tedavisiyle gecirmek durumundadirlar. Diyaliz se¢eneklerinden biri olan PD

cocuklarda ilk kez 1978 yilinda Toronto’da uygulanmig ve kisa siirede yayginlagmustir (18).

Periton diyalizinin ii¢ bileseni vardir: 1) PD sivis1 2) PD katateri 3) Periton zari. Periton
diyalizinde periton zar1 diyaliz zar1 olarak gorev gormektedir, diyaliz sivisi ile dolagim arasinda
degisime olanak saglamaktadir. Periton diyaliz sivisi elektrolitler, tampon ve osmotik ajan

icermektedir ve periton bosluguna kalic1 kateter araciligi ile verilmektedir (19, 20).

Kuzey Amerika ve Kanada’da PD’nin diyalize baslanan ¢ocuklarin ~% 60’inda ilk tercih edilen
tedavi sekli oldugu ve diyalize giren ¢cocuklarm % 64’iiniin PD tedavisinde oldugu bildirilmistir
(21). Tiirk Nefroloji Dernegi verilerinde 2008 yili sonu itibariyle Tiirkiye’de kronik diyaliz
programinda olan ¢cocuk hastalardan 177’sinin hemodiyaliz (HD) programimda 677 sinin ise PD
programinda oldugu bildirilmistir (PD/HD= 3.8). Kronik diyalize baslanan ¢cocuk hastalarmn %
70’inde ise PD ilk tercih edilen yontem olmustur (22). Periton diyalizi diyaliz modaliteleri
icinde ¢ocuklarda daha ¢ok tercih edilen form olmasma ragmen 3-5 yil i¢in glivenilir ve etkin
bir tedavidir. Periton diyalizinin teknik etkinligi peritonun yapisal ve fonksiyonel biitlinliigline
baghdir. Zaman icinde peritonun yap1 ve fonksiyonunda olusan degisiklikler periton diyalizinin

uzun yillar uygulanabilmesini engellemektedir (23).

Periton Gecirgenliginin Degerlendirilmesi

Periton membran fonksiyonlarin1 degerlendirmek icin farkl testler uygulanabilir. Bu testler
arasinda en yaygin kullanilan1 PET tir.

a) Periton esitleme testi (PET)

Periton esitleme testi, 2 litre % 2.27°lik diyalizat kullanilarak yapilan 4 saatlik tek bir degisim
ile periton membranmnn gegirgenlik 6zelliginin belirlenmesini saglar.

Testin Yapihsi

1. Bir gece 6nce hasta normal periton diyalizi degisimini gergeklestirir ve 8-12 satlik
bekletme zamanini takiben geceki diyalizat1 bosaltmadan hastaneye gelir.

2. Geceki diyalizat hasta oturur pozisyonda iken 20 dakikada bosaltilir ve voliimii kayit
edilir.

3. Hasta yatar pozisyonda iken 1100 ml/mz2 % 2.27’lik diyaliz soliisyonu 10 dakikada periton

bosluguna verilir. Bu sirada her 2 dakikada bir hasta sag ve sola ¢evrilerek verilen ¢6zeltinin



karmda bulunan diyalizat ile karismasi saglanir. Inflizyon tamamlandiktan hemen sonra 10
ml’lik bir diyalizat 6rnegi almr.

4. Test stiresince hastanin dolagsmasi saglanir.

5. Bekletmenin 2. ve 4. saatinde tekrar 10 ml diyalizat 6rnegi alinir. Ayn1 anda kan 6rnegi
alinir.

6. Direnaj voliimii 6l¢iiliir ve alinmig 6rnek sivilar (30 ml) voliime ilave edilir.

7. Kan ve diyalizat 6rneklerinde kreatinin ve glukoz konsantrasyonu 6lg¢iiliir.

8. Dordiincii saat diyalizat kreatinin konsantrasyonunun plazma kreatinin konsantrasyonuna
orani (D/Pcr) ve 4. saat diyalizat glukoz konsantrasyonunun 0. saat diyalizat glukoz
konsantrasyonuna orani (D/D0Oglukoz) hesaplanir. Bu sonuglara gore hastanin peritonun
gecirgenlik 6zelligi belirlenir (24).

D/P kreatinin <0.50 Diisiik gecirgenlik

D/P kreatinin 0.50-0.65 Diisiik-orta gegirgenlik

D/P kreatinin 0.66-0.81 Yiiksek-orta gegirgenlik

D/P kreatinin >0.81 Yiiksek gecirgenlik

Diisiik peritoneal gecirgenligi olan olgularda ozmotik gradientin degisim siiresince
korunmasi nedeniyle miikemmel ultrafiltrasyon saglanir, ancak tiremik toksin atilim yetersiz
olabilir. Yiiksek periton ge¢irgenligi olan olgularda ise yeterli soliit klirensi saglanmasma
karsin, ozmotik gradientin hizli kaybolmasi sonucu ultrafiltrasyon yetersizligi
gortiilebilir(14, 24).

Yiiksek periton gecirgenlik durumu kotii prognostik bir gostergedir. Test sonucuna

gore hasta i¢in en uygun periton diyalizi rejimi belirlenir. PET verileri diyaliz dozunun
regetelendirilmesi, membran fonksiyonunun uzun siireli izlenmesi, soliit klirensi ve
ultrafiltrasyon yetersizliklerinin ayiric1 tanisinda da kullamlabilir. Tlk testin periton diyalizine
baslandiktan sonra 2-4 hafta icinde yapilmasi ve daha sonra 6 ayhk araliklarla veya klinik bir
sorunla karsilasildiginda tekrarlanmasi 6nerilmektedir (14, 24-26).

b) Farkh PET yontemleri:

Modifiye PET: %3.86 lik siv1 kullanilarak yapilir, sodyum 6l¢timii eklenir

* UF kapasitesi

* Sodyum gegisi (Aquaporin fonksiyonu) ilk 30-90 dk’da olur

* Membranin solutlere gecirgenligi hakkinda fikir verir

Hizh PET: Sadece 4. saat dl¢timleri yapilir

Kisa PET: 0 ve 2. saatte 6l¢iim yapilir, 4. saat yapilmaz
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Mini PET: %3.86 ile 1. saatte kreatinin, glukoz ve sodyum degerlendirilir. Diayalizin 1. saati
sonunda D/P Na 6l¢iimii su transportu konusunda en basit bilgi edinme yoludur

Cift mini-PET: mini PET lkez 3.86, 1kez 1.36 ile yapilir, 1. saatte Na ve volum 6l¢iiliir.
Solut transportu, UF ve serbest su transportu hakkinda bilgi verir (27-29).

¢) Kronik periton diyalizi hayvan modellerinde yapilan farkh PET yontemleri

Bir saatlik PET: Ratlara 20 ml %2.27 veya %1.5 glukozlu PD soliisyonu IP olarak yavas bir
sekilde verilir. Enjeksiyon sonrasi 1. saatte periton sivist ve kan 6rnekleri alinir (30).

Doksan dakikalik PET: Ratlara 25-35 ml %3,86 glukozlu PD soliisyonu IP olarak verilir.
Enjeksiyon sonras1 90. dakikada PD sivis1 ve kan drnekleri almnir (31).

iki saatlik PET: Ratlara 25-30 ml %2.27 glukozlu PD soliisyonu IP olarak verilir.

Enjeksiyon sonrasi 2. saatte PD sivis1 ve kan 6rnekleri alinir (32).

Sklerozan Peritonit

Sklerozan peritonit nadir goriilmekle birlikte ¢ok tehlikeli, hatta 6liime yol acabilen bir PD
komplikasyonudur. Periton zarinda belirgin sklerotik kalmlasma ile birlikte kismi veya tam
barsak tikanikhgi ile karakterize bir hastaliktir. Sikhigr %0.7-2.8 arasinda degismektedir.
Mortalite orami yiiksektir. Vakalarin 1/3 ila 2/3’i 6liim ile sonuglanmaktadir (1). Sklerozan
peritonit gelisiminde bir¢ok faktdr vardir: Biyouyumsuz PD sivilari, uzun siiredir PD
programinda olmak, tekrarlayan peritonitler, oOzellikle S.aureus, pseudomonaslar ve
mantarlardan kaynaklanan agr ve/veya direngli peritonitler. Patogenezinde inflamasyon,

fibrozis, anjiogenez rol almaktadir (1, 33).

Sklerozan peritonitin klinik belirtileri bulanti-kusma, karm agrisi, kilo kaybi, kanh diyalizat, UF
kaybi, hafif atestir. Tami klinik olarak siiphelenilen hastalarda radyolojik testler ve biyopsi
yardimi ile konulmaktadir.

Sklerozan peritonitin tedavisi tartismalidir. Tedavisinde total parenteral beslenme,

immunosupresif tedavi, cerrahi, periton diyalizinin kesilmesi gibi uygulamalar vardir (34).

Sklerozan Peritonit Deneysel Hayvan Modelleri

Literatiirde bir¢ok hayvan modeli kullanilmistir ve bunlar arasmda klorheksidin glukonat ile

olusturulani en ¢ok tercih edilmistir (35).
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Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iligi veya diger dokulardan kaynaklanip in vitro ortamda plastige yapisma 6zelligi olan
hiicrelerdir. Mezodermal kokenli hiicrelerin disinda endodermal ve ektodermal kokenli
hiicrelere de doniisebilmektedirler (2, 3). Mezenkimal kok hiicrelerin miyokard, karaciger ve
bobrek fibrozis deney modellerinde fibrozisi dnleyici ve fibrozisi azaltict etkileri gézlenmistir
(9-11). Daha 6nceki ¢aligmamzda kronik periton diyaliz modelinde MKH naklinin periton zar1

iizerine olumlu etkilerini gdzledik (36).

GEREC VE YONTEM

Bu ¢ahsma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’ne bagh Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi’nde (DEKAM) yapildi. Calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Etik Kurul Karar No: 10/16). Erciyes Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan desteklendi.

Calismada 35 disi wistar rat kullanildi. Ratlar konvansiyonel laboratuvar sartlarinda bakildi ve

su - yiyecek kisitlanmasi yapilmadi.

Wistar albino ratlar dort gruba ayrildi: Kontrol (n=7), klorheksidin glukonat (KG), MKH ve
plasebo(P) gruplari. Kontrol grubu hari¢ tiim ratlara dort hafta siiresince giinliik intraperitoneal
(ip) yolla 2 ml/200gr dozunda KG ¢ozeltisi (KG ¢ozeltisinin igerigi: izotonik iginde ¢dziinmiis
%0.1 KG ve %15 etanol) verildi. Dort haftanin sonunda MKH grubuna 1.5-2 milyon/kg
dozunda MKH, P grubuna ise MKH grubundaki ile esit hacimde olacak sekilde izotonik
cozeltisi ip yolla verildi. Kontrol ve KG gruplar1 dort haftanin, MKH ve P grubu ise bes
haftanin sonunda degerlendirildi. Tiim ratlara periton i¢cine 20 ml %3.86 glukozlu PD sivisi

verilerek 60 dakikalik PET yapildi. Pariyetal periton 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Mezenkimal Kok Hiicreler
Dondurularak saklanan MKH’lere ¢6zdiirme islemi uygulandi. Bu isleme baslamadan 6nce;

Medium onceden hazirlandi.  Su banyosu 37 °C ye ismmus hale getirildi. Biitiin bu
hazirhiklardan sonra ¢ozdiirme islemine gegildi.

Islem Basamaklar

12
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Derin dondurucudan ¢ikarilan kriyotiip son derece hizli bir sekilde 37 °C su banyosuna
koyuldu. Bir-iki dakika i¢inde hiicreler ¢oziildiiler. Tiip ele alind1 ve alkolle silindi, 6zellikle
kapak bdlgesinin alkolle iyice silinmis olmasma dikkat edildi.

Kapak nazikge agild1 ve hiicrelere ¢cok nazik ve hafif bir sekilde pipetaj yapildi.

Igerik son derece dikkatli ve yavas manipulasyonlarla pipete cekildi.

Falkon tiipe (15 ml) aktarild: ve igerisine 5-6 ml normal medium yavagca kondu.

800 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.

Stipernatant nazik sekilde ¢ekilerek atildi.

Falkonun tizerine normal mediumdan 3-4 ml eklendi ve hafif sekilde pipetaj yapildi.

Tekrar 800 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi.

Kalan pelete 2 ml medium eklendi ve nazikg¢e pipetaj yapildi. Sonra flaksa ekildi, 24 saat
beklendi. Ertesi giin ik medium yikama islemi yapilarak degistirildi. Fosfat buffer
solusyonu ile 1-2 kez yikandi. Sonra ii¢ gline bir yikama yapildi ve medium degistirildi.
Takibi ise giinliik yapildi.

%70-80 konfluense erigmis hiicreler pasajlama i¢in ideal olarak kabul edildi.

Hiicreler tripsinizasyon oncesi kalsiyum ve magnezyum i¢cermeyen PBS ile yikandh.

Daha sonra 2 ml tripsin (%0.25) flaska eklendi ve inkiibatore kaldiridi, 2-3 dk siireyle
beklendi ve eger hiicreler kalkmamigsa inkubatorden alinan flaska hiicrelerin kalkmasmi
saglamak i¢in hafif hafif vuruldu

Hiicrelere mikroskopta bakildi. Eger hiicreler kalkmammssa 1 dk daha inkubasyona
birakild1.

Hiicrelerin kalkis1 gozlenince flask dik sekilde kdsesi lizerinde tutuldu ve pipetle hiicrelerin
tamami toplandu.

15 mI’lik falkona icerik eklendi ve derhal {izerine 5-7 ml medium eklendi.

Daha sonra 1200 rpm 5 dk santrifiij yapildi ve siipernatant atild.

Tekrar 5 cc taze medium eklendi ve vortexlendi.

Tekrar santriflij yapildi (1200 rpm’de 5 dk) ve siipernatant atildi. Sonra 2 ml medium ilave
edildi ve pipetaj yapilarak hiicre saymm ve canlihgr i¢cin 100 mikrolitre alindi, ependorfa
kondu. Geri kalan kismu flaska ekildi.

100 mikrolitre alinan hiicre soliisyonuna 100 mikrolitre tripan blue kondu. Thoma lamina
lamel kapatildi. Kanallardan yavasca 50 mikrolitre hiicre verildi. 40’lik biiyilitme ile 16
biiyiik kare i¢cindeki hiicreler sayildi. Mavi hiicreler 6lmiis hiicrelerdir. Maviye boyanmamis

hiicreler sayildi. Asagidaki formiile gore toplam hiicre sayis1 hesaplandi.
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Hiicre sayis1 = Sayilan hiicre x Diliisyon orani (2 ml) x 10.000

v" Daha sonra hiicreler inkubatore kaldirildi, 24 saat sonunda kontrol edildi. Pasaj zamanina
kadar medium ~ 48 saatte bir degistirildi.

v" Ugiincii pasajda hiicreler tripsinizasyondan sonra iki kere yikanarak kullanildu.

Mezenkimal kok hiicreler ratlara verilmeden hemen once tekrar sayildi. Rat basma 1.2 milyon

/kg olacak sekilde MKH intraperitoneal yolla verildi.

Histolojik Inceleme

Submezotelyal kalmlik, Damar sayisi, Fibrozis ve Inflamasyon agisindan degerlendirme yapildi.
Inflamasyon ve fibrozis semikantitatif olarak degerlendirildi (O=normal, 1=hafif, 2=orta ve
3=agir). Damar sayis1 her dokuda rastgele 10 farkh alandaki damar sayisi sayildi, ortalamasi
alindi, n/mm?2 olarak belirtildi. Submezotelyal kalinlik 10’ar dl¢iim yapilip ortalamasi alindi, pm
olarak belirtildi.
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BULGULAR

PET bulgular:
Gruplar arasinda DPiire, DPNa, DPcrea, DD0Oglukoz a¢isindan fark bulunmada.

DPiire 0.35 0.73b 0.81b 0.7b
(0.24-0.55)  (0.52-0.85) (0.41-1.69)  (0.47-1.1)
DPNa 0.7 0.8a 0.93b 0.84b
(0.41-0.7) (0.6-0.95) (0.46-1.83)  (0.78-1)
DPprotein 0.008 0.070c 0.044c 0.076b
(0.006-0.008) (0.025-0.177) (0.015-0.227) (0.017-0.099)
DPcrea 0.64+0.18 0.72+0.22 0.89+0.28 0.75+0.12

DDOglukoz 1 (0.18-1)  0.18 (0.09-1) 0.14 (0.02-1) 0.23 (0.08-1)

a p<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda
b p<0.01 kontrol ile karsilastirildiginda
¢ p<0.001 kontrol ile karsilastirildiginda

Damar sayis1 ve submezotelyal kalinhk
Kontrole kiyasla diger gruplarm hem damar sayist hem de submezotelyal kalmhgi fazlaydi.

MKH grubunda hem damar sayis1 hem de submezotelyal kalinlik plasebo ve KG grubuna gore
az olmakla birlikte istatistiksel anlamliliga ulagsmadi.

400

¢
350 c
300 c
250 = Kontrol
200 KG
a a b . .

150 ::;m Kontrol ile
100 - karsilastinidiginda
50 4 p=<0.05

o . — bn=0.01

submezotelyalkalinlk damar sayisi ¢ p=0.001

15



Fibrozis acisindan gruplarin karsilastirilmasi

I O N
o (0]

Kontrol 7

KG (0 1 7
Plasebo o) 2 6
MKH o 5 3

P=0.001 Kontrol grubu ile KG, plasebo ve MKH gruplari karsilastirildiginda
P=0.04 MKH ile KG karsilastinildiginda

KG plasebo ile karsilastirildiginda fark bulunmadi (p=0.5)

MKH plasebo ile karsilastirildiginda fark bulunmadi (p=0.1)

Inflamasyon acisindan gruplarin karsilastiriimasi

yok hafif Orta-agir
I A N
Kontrol 7 0 0
KG 0 0 8
P 0 6 2
MKH 1 3 4

p=0.003, kontrol ile MKH karsilastirildiginda
p=0.0001, kontrol ile KG karsilastirildiginda
p=0.001, kontrol ile plasebo karsilastirnldiinda
p=0.02, plasebo ile KG karsilastirnldiginda
p=0.07, MKH ile KG karsilastirildiginda

p=0.3, MKH ile plasebo karsilastirildiginda



TARTISMA

Calismamizda sklerozan peritonit rat modelinde MKH tedavisinin fibrozisi gerilettigi gézlendi.
Wang ve ark. (9)’larinin ¢caligmalarinda miyokard iskemisi rat modelinde 2 hafta sonra yapilan
degerlendirmede MKH grubundaki fibrotik alanin plasebo grubundakine goére az oldugu
gozlenmistir. Kronik periton diyaliz modelinde MKH naklinin etkisini degerlendirdigimiz daha
onceki ¢alismamizda da MKH’nin fibrozisi geriletici etkisini gozlemlemistik (36). Bulgularmmiz

MKH naklinin periton zarindaki fibrozisi de geriletebilecegini diistindiirmektedir.

Calismamizda MKH naklinin inflamasyon iizerinde baskilayici etkisinin plasebo grubundaki
kadar olmadig1 goriildii. Onceki ¢alismamizda da erken donemde inflamasyon belirtegleri MKH
grubunda yiiksek bulunmus, daha sonra bu belirteglerin normale dondiigii gozlenmisti (36).
Erken donemde goriilen inflamasyondaki nisbi artis MKH nakline bagh etkilesimlerle iligkili

olabilir

Plasebo grubunda yeniden damarlanma artma egilimindeydi, fakat MKH grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamhliga ulagmadi.

Periton zar fonksiyonu iizerinde MKH naklinin iyilestirici bir etkisi gozlenmedi. Periton
fonksiyonu iizerinde diizeltici etkinin goriilmemesi periton iyilesmesi i¢in yeterli silirenin

olmamasi ile ilgili olabilir.

Calismamizin zayif yonleri 1) MKH nin peritona ulastigini Western blot gibi daha giivenilir bir

yontemle gosterememis olmamiz (mali sebeplerden)

2) Degerlendirmeyi MKH tedavisini takiben bir hafta sonra yaptigmimiz icin net etkiyi
goremedigimizi diistinmekteyiz.

Sonu¢ olarak MKH nakli sklerozan peritonitte imit verici bir tedavi yontemi olabilir gibi

goziikmektedir.
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