ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI
ANABILIM DALI
COCUK NEFROLOJI BILIM DALI

KRONIK PERITON DiYALiZ MODELINDE
MEZENKIMAL KOK HUCRE
TRANSPLANTASYONUNUN INFLAMASYON
UZERINE ETKISI

YAN DAL UZMANLIK TEZI

Uzm. Dr. SEBAHAT TULPAR

KAYSERI - 2011






T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI
ANABILIM DALI

KRONIK PERITON DiYALiZ MODELINDE
MEZENKIMAL KOK HUCRE
TRANSPLANTASYONUNUN INFLAMASYON
UZERINE ETKISI

YAN DAL UZMANLIK TEZI

Uzm. Dr. SEBAHAT TULPAR

Danigsman

Prof. Dr. M. HAKAN POYRAZOGLU

KAYSERI - 2011



ICINDEKILER

Sayfa no
TESEKKUR I
KISALTMALAR II
TABLO LISTESI I
SEKIL LISTESI v
OZET \Y%
ABSTRACT vl
GIRIS VE AMAC 1
GENEL BILGILER 3
A- PERITON ANATOMISI 3
B-PERITONUN HiSTOLOJiSI VE FONKSIYONU 4
C-PERITON DIYALIZI 4
D-PERITON DIiYALIZi SIRASINDA ORTAYA CIKAN YAPISAL VE
FONKSIYONEL DEGISIKLIKLERIN SEBEPLERI 5
E-PERITON DIYALIZI SIRASINDA ORTAYA CIKAN YAPISAL
DEGISIKLIKLER 8
F-PERITON DIYALIiZI SIRASINDA INFLAMASYON BELIRTECLERI VE
BUYUME FAKTORLERI 12
G-PERITON DIiYALIiZi DENEYSEL HAYVAN MODELLERI 15
H-MEZENKIMAL KOK HUCRELER 16
I-MEZENKIMAL KOK HUCRENIN ISARETLENMESI 17
I-MEZENKIMAL KOK HUCRELER VE INFLAMASYON 17
MATERYAL VE METOD 20
RATLAR 20
DENEY PROSEDURU 21
DIYALIZ SIVISININ VERILMESI 21
MEZENKIMAL KOK HUCRELER 21
PERITON DOKUSUNUN ALINISI 24
HiSTOLOJIK DEGERLENDIRME 25
PERITON DOKUSUNDAN TNF-q, IL-6, TGF-f1 VE VEGF OLCUMLERININ
YAPILMASI 27
ISTATISTIKSEL ANALIZLER 27
BULGULAR 29
MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN PERITONA YERLESMESI 30
PERITON ZARINDA GELISEN HiSTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER 31

IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME 40



GRUPLARIN TNF-q, IL-6, VEGF VE TGF-p DUZEYLERI
ACISINDAN KARSILASTIRILMASI

TARTISMA

SONUCLAR

KAYNAKLAR

TEZ ONAY SAYFASI

40

45
50
51
58



TESEKKUR

Yan dal uzmanlik egitimim esnasindaki emek, destek ve anlayiglarindan dolay:
degerli hocalarim Prof. Dr. Ruhan Diisiinsel, Prof. Dr. Ziibeyde Gilindiiz, Prof. Dr. M.
Hakan Poyrazoglu ve Dog. Dr. Ismail Dursun’a tesekkiir ederim.

Bu ¢alismanin hazirlanmasinda katki ve desteklerinden dolayr Uzm. Dr. Funda
Bastug, Dog. Dr. Hatice Ozbilge, Yrd. Do¢ Dr. Esma Kaya, Uzm. Dr. Yasemin
Altuner Torun, Dog¢. Dr. Hiilya Akgiin, Uzm. Dr. Erman Dérterler, Yrd. Dog¢. Dr.
Ebru Cetin, Uzm. Dr. Osman Bastug’a, basta Erkut Bey olmak iizere DEKAM

calisanlarina ve patoloji laboratuvari ¢alisanlarma tesekkiir ederim.



KISALTMALAR

AGEs : Ileri glikasyon iiriinleri

EMT : Epitelden mezenkimale doniisiim
eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
FGF-2 : Fibroblast biiyiime faktorii-2

GDP : Glukoz yikim firtinleri

GFP : Green fluorescent protein

HD : Hemodiyaliz

ICAM : Interseliiler adezyon molekiilii
IL : Interlokin

ip : Intraperitoneal

v : Intravendz

MCP-1 : Monosit kemoatraktan protein- 1
MKH : Mezenkimal kok hiicreler

NO : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz

PAI-1 : Plazminojen aktivator inhibitorii- 1
PBS : Fosfat buffer soliisyonu

PD : Periton diyalizi

PGE2 : Prostaglandin E2

ROS : Reaktif oksijen triinleri

TGF-p1  : Transforming biiylime faktorii-beta 1
TNF-a : Timor nekroz faktorii-alfa

UF : Ultrafiltrasyon

VCAM-1 : Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
VEGF : Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

II



TABLO LiSTESI

Sayfa no
Tablo 1 Periton diyalizi sirasinda peritonda degisiklige yol agan
sebepler 7
Tablo 2 Ratlarm gruplara gore dagilimi 29
Tablo 3 Gruplarin 1. hafta histopatolojik degerlendirmeleri 33
Tablo 4 Gruplarin 2.hafta histopatolojik degerlendirmeleri 34
Tablo 5 Gruplarin 3. hafta histopatolojik degerlendirmeleri 36
Tablo 6 MKH gruplarmin histopatolojik degerlendirilmesi 38
Tablo 7 Plasebo gruplarmin histopatolojik degerlendirmeleri 39
Tablo 8 Gruplarm  VEGF, TNF-a ve IL-6 diizeylerinin 40
karsilastirilmasi (Birinci hafta)
Tablo 9 Gruplarin VEGF, TNF-a, IL-6 ve TGF-f diizeylerinin 41
karsilastirilmasi (Ikinci hafta)
Tablo 10 Gy yplarin VEGF, TNF-0, IL-6 ve TGE-p diizeylerinin ~ +2
karsilastiriimasi (Ugiincii hafta)
Tablo 11 Plasebo gruplarmin VEGF, IL-6, TNF-a ve TGF-f 43
diizeylerinin karsilastirilmasi
Tablo 12 MKH gruplarinm VEGF, IL-6, TNF-a ve TGF- 44

diizeylerinin karsilastirilmasi

III



Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3
Sekil 4

Sekil 5

Sekil 6
Sekil 7

Sekil 8

SEKIL LISTESI

Normal periton ve PD sirasinda olusan degisiklikler

Mezotel hiicrelerinin EMT ile myofibroblastlara doniistimii
Uzun siireli PD'nin periton zar1 iizerine etkileri ve takiben
olusan yapisal, fonksiyonel degisiklikler ve klinik sonuglar1
PD sivisma maruz kalindiginda hiicrelerin inflamatuvar
cevabi

Mezenkimal kok hiicrenin immunitede gorevli hiicreler
iizerine etkileri

Deney prosediirii

Immunfloresan mikroskopta GFP parlamasinin
degerlendirilmesi

Kontrol (a) ve PD gruplarmin (b) histopatolojik gortintimleri

10Y

Sayfa no
9
10
12
15

18

22
30

31



OZET

Amag: Bu ¢alismada periton zar hasar1 olusturulmus ratlarda, intraperitoneal
olarak mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) transplantasyonunun periton zari ve

inflamasyon tizerine etkisini arastirmak amaclandi.

Materyal ve metod: Calismada 77 wistar albino erkek rat kullanildi. Ratlar
baslangigta kontrol (n=10) ve ¢aligma grubu (n=67) olarak ikiye ayrildi. Kontrol grubuna
herhangi bir tedavi uygulanmadi. Calisma grubuna 6 hafta siiresince giinde bir kez %3.86’lik
diyaliz sivist intraperitoneal enjeksiyonla verildi. Alt1 haftanin sonunda ¢aligma grubu iige
ayrildi: PD grubu, MKH grubu ve plasebo grubu. MKH grubuna intraperitoneal (iP) yolla
MKH verilirken, plasebo grubuna ise plasebo verildi. Kontrol ve PD grubundaki ratlarda 6.
haftanin sonunda, plasebo ve MKH gruplarindaki ratlarda ise IP tedavinin 1, 2 ve 3.
haftasinda anestezi altinda periton ornegi almip ratlar sakrifiye edildi. Peritonda ELISA
yontemi ile TNF-a, IL-6, TGF-f3 ve VEGF c¢alisild1 ve histolojik degerlendirme yapild.

Bulgular: Submezotelyal kalinligin PD ve plasebo gruplarinda kontrol ve MKH
gruplarma gore arttigi goriildii. Morfolojik bulgular agisindan MKH grubu ile kontrol
arasinda anlamli fark yoktu. Ugiincii haftadaki degerlendirmede plasebo grubunda fibrozis
belirgindi. Immunfloresan mikroskobu ile degerlendirmede MKH grubunda mezotel hatti
boyunca parlama goriildii. Plasebo grubunda TGF-f 2. haftada yiiksek saptandi. Mezenkimal
kok hiicre grubunda MKH verilmesinin 2. haftasinda TNF-a ve IL-6 degerlerinin kontrol,
PD ve plasebo gruplarina kiyasla yiiksek oldugu goriildii. Tedavinin 3. haftasinda hem



MKH, hem de plasebo grubunun TNF-a ve IL-6 degerleri kontrol ve PD grubuna gore
diisiiktil.

Sonug¢: Bulgular mezenkimal kok hiicre naklinin periton zarmmi koruyucu
etkisi oldugunu diistindiirmektedir. Bulgularimiz bu alanda 6nciil sonuclar olup,

MKH naklinin umut verici olduguna dair ipuclar1 igermektedir.

Anahtar kelimeler: inflamasyon, kronik periton diyalizi, mezenkimal kok

hiicreler
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EFFECTS OF MESENCHYMAL STEM CELL

TRANSPLANTATION ON INFLAMATION IN A RAT

MODEL OF CHRONIC PERITONEAL DIALYSIS

ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to determine the effect of mesenchymal stem
cells (MSC) transplantation on the peritoneal morphology and inflammation markers

in rat models of chronic peritoneal dialysis (PD).

Materials and Methods: Wistar albino male rats were divided into two groups:
Control (C) group (n=10) and study group (n=67). The study group received daily
intraperitoneal injection with 3.86 % glucose-based PD fluid once daily during six
weeks. Rats without dialysis and treatment served as controls. After 6 weeks, study
group was divided into three groups: PD, MSC and placebo group. MSC group was
treated with MSC and placebo group was treated with phosphate buffer solution
(PBS) via intraperitoneal injection. Peritoneal biopsy was performed to control and

PD groups at the end of 6 weeks and to MSC and plasebo groups at first, second and

vl



third week after receiving MSC or PBS. The peritoneum was evaluated histologically
by light microscopy. The levels of TNF-a, IL-6, TGF-B, and VEGF in the peritoneal
tissue were studied by ELISA method.

Results: The submesothelial area was significantly thickened in PD and placebo
groups compared with C and MSC groups. No significant differences were found
between the MSC and C groups according to morphological findings. At third week
evalution, fibrosis was marked in the plasebo group. Fluorescent cells was observed
using fluorescent microscopy in the MSC groups. At second week, levels of TNF-a
and IL-6 were significantly increased in the MSC group compared to the C, PD and
placebo groups. At third week, TNF-a and IL-6 levels in MSC and P groups were
significantly lower than PD and C groups. The TGF-f levels was found to be higher in
the plasebo group at second week.

Conclusion: Mesenchymal stem cells may offer promise as novel therapeutics in

peritoneal dialysis patients to protect the peritoneal membrane.

Key words: Inflammation, chronic peritoneal dialysis, mesenchymal stem cells
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GIRIS VE AMAC

Cocuklarda, ozellikle de erken c¢ocukluk doneminde, son doénem bobrek
yetmezliginde renal replasman tedavisi olarak periton diyalizi (PD) ilk tercih edilen
diyaliz modalitesidir. Periton diyalizinde en Onemli problem periton zar
biitiinliiglinlin uzun siireli korunamamasidir. Kronik periton diyalizi sirasinda 5-10
yil igerisinde periton zar biitiinligli bozulmakta ve yeterli ultrafiltrasyon
saglanamamaktadir (1). Periton zar gecirgenligi bozulan ve yeterli viicut kitlesine
sahip olmayan kiiclik ¢ocuklarda uygun cihazlarin olmamasi sebebiyle hemodiyaliz
de yapilamamakta ve bu cocuklarda peritonun korunmasi daha biiyiikk 6nem

arzetmektedir.

Periton zar1 tek tabakali mezotel hiicreleri ile kaplidir. Mezotel periton zarinin
onemli bir komponentidir ve fibrin homeostazi, mikrosirkiilasyon ve inflamatuvar
cevabin regiilasyonunda gorev alirr (2, 3). Kronik periton diyalizinde mezotel
hiicreleri siirekli olarak hiperosmotik, hiperglisemik ve asidik periton diyaliz sivisina
maruz kalir. Bu maruz kalma sonucunda kronik inflamasyon olusur. Tiimor nekroz
faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuvar sitokinler, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve transforming biiyiime faktorii-betal (TGF-f1)

artar. Sonugcta periton zar yetersizligi gelisir (4).



Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik iligi veya diger dokulardan kaynaklanip in
vitro ortamda plastige yapisma 6zelligi olan hiicrelerdir (5) Onceleri, kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicreler hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima
girerken daha sonralar1 in vivo ve in vitro caligmalarla aralarinda kas, kikirdak,
kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, adipoz doku, bobrek, akciger ve bagirsaklarin da
oldugu c¢esitli hematopoietik olmayan dokularin parankimal hiicrelerine
farklilastiklar1 gosterilmistir (6-11). Mezenkimal kok hiicrelerin, miyokard, akciger
ve spinal kord hasar1 deney modellerinde, antiinflamatuvar etkileri gozlenmistir (12-

14).

Bu calismada periton zar hasar1 olusturulmus ratlarda, intraperitoneal olarak
mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun periton zari1 ve inflamasyon iizerine

etkisini arastirmak amaclanmustir.



GENEL BILGILER

A-PERITONUN ANATOMISI

Periton karm boslugunu déseyen serdz zardir. Iki bdliimden olusmaktadir. Karin 6n
ve arka duvarlarmin i¢, diafragmanin alt ve pelvis boslugunun {iist yiizlinii saran
bolimii paryetal periton, karmn arka duvarindan ve diafragmadan bazi bolgelerde
ayrilarak, i¢c organlarin bir kismin1 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 sivist bulunur, bu sivi baslica mezotelyal hiicreler tarafindan salgilanir.
Periton diyalizi sirasinda yiizey alaninin yaklasik {icte biri periton sivisi ile temas
halinde olur (15, 16). Ayrica visseral periton anatomik periton yiizey alaninin %
85’ini olusturmasina ragmen total PD degisiminin sadece % 30’una katkida

bulunmaktadir (4).



B-PERITONUN HISTOLOJISI ve FONKSIYONU

Periton zar1 2 tabakadan olusmaktadir: a) Mezotel b) peritoneal interstisyum.
Mezotel tabakasi tek sirali birbirlerine sikica bagli yassi, skuamdéz, 6zellesmis epitel
hiicrelerinden olusmaktadir. Mezotel hiicrelerinin ylizeyinde mikrovilli ve silialar
vardir. Bunlar mezotel ylizeyini siirtiinme hasarindan korumakta ve surfaktan benzeri
sivinin  yapilmasini diizenlemektedir. Mezotel hiicreleri arasinda ii¢ tip baglanti
vardir: desmosom, siki baglantilar ve zonula adherens. Siki baglantilar en ¢ok
bulunan baglant1 tipidir. Mezotelin baslica gorevi peritoneal homeostazin
saglanmasidir.  Mezotel  hiicrelerinden  salgilanan  glikozaminoglikanlar,
proteoglikanlar ve fosfolipidler hiicrelerin etrafini saran glikokaliksi olusturmaktadir
ve karm i¢i organlarinin siirtiinme ile hasarlanmasii 6nlemektedir. Mezotel sitokin,
kemokin ve biiylime faktorlerini sentezleyerek inflamasyonun baslatilmasini ve
diizenlenmesini saglamaktadir. Mezotel hiicreleri matriks proteinlerini de
sentezlemektedir. Peritoneal kaviteden sivi ve soliitlerin tasmnmasini saglamaktadir.
Mikroorganizmalara kars1 bariyer gorevi de gdrmektedir. Peritonun diger tabakasi
olan interstisyum amorf madde i¢ine gédmiilmiis 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 olugsmaktadir. Kapillerlerin duvar1 bazal membran ve endotelden
olusmaktadir ve insan peritonundaki kapiller damarlarin biiylik cogunlugu kesintisiz
tiptedir, paryetal peritonda % 1.7 oraninda pencereli tipte kapiller saptanmistir.

Interstisyumda lenfatikler de bulunmaktadir (2, 3, 17).

C- PERITON DIiYALIZi

Son donem bobrek yetmezligi donemine gelen ¢ocuklar renal transplantasyona kadar
bekleme siirecini diyaliz tedavisiyle gecirmek durumundadirlar. Diyaliz
seceneklerinden biri olan PD cocuklarda ilk kez 1978 yilinda Toronto’da uygulanmis
ve kisa siirede yayginlagmistir (18).



Periton diyalizinin {i¢ bileseni vardir: 1) PD sivis1 2) PD katateri 3) Periton zar1.
Periton diyalizinde periton zar1 diyaliz zar1 olarak gorev gérmektedir, diyaliz sivisi
ile dolasim arasinda degisime olanak saglamaktadir. Periton diyaliz sivisi
elektrolitler, tampon ve osmotik ajan igermektedir 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 g¢ocuklarin % 64’{iniin PD
tedavisinde oldugu bildirilmistir (21). Tirk Nefroloji Dernegi verilerinde 2008 yil1
sonu itibariyle Tiirkiye’de kronik diyaliz programinda olan ¢ocuk hastalardan
177’sinin hemodiyaliz (HD) programinda 677’sinin ise PD programinda oldugu
bildirilmistir (PD/HD= 3.8). Kronik diyalize baslanan ¢ocuk hastalarin % 70’inde ise
PD ilk tercih edilen yontem olmustur (22). Periton diyalizi diyaliz modaliteleri i¢inde
cocuklarda daha ¢ok tercih edilen form olmasma ragmen 3-5 yil i¢in gilivenilir ve
etkin bir tedavidir. Periton diyalizinin teknik etkinli§i peritonun yapisal ve
fonksiyonel biitlinliigiine baglhdir. Zaman iginde peritonun yapt ve fonksiyonunda
olusan  degisiklikler —periton diyalizinin uzun yillar uygulanabilmesini
engellemektedir (23). Dort yillik tedaviden sonra PD hastalarinin yaklasik %35’inde
UF yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir (24).

D- PERITON DiYALIiZi SIRASINDA ORTAYA CIKAN YAPISAL
VE FONKSIYONEL DEGISIKLIKLERIN SEBEPLERI

Uzun siireli PD swrasinda bazi yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Bu degisiklikler iiremi, tekrarlayan peritonitler, biyouyumsuz diyaliz
soliisyonlarma maruz kalma, PD katateri gibi sebeplerle olugsmaktadir (19, 24) (Tablo
1).

Uremik ve HD yapilan hastalarin peritonunda PD yapilanlarinkine benzer
degisiklikler goriilmiistiir (25). Hayvan caligmalarinda da PD yapilmayan iiremik
hayvanlarda vaskiiler agda artis oldugu dogrulanmistir (26). Bu bulgular tireminin
peritonda inflamasyonu tetikledigini diisiindiirmektedir. Uremide IL-1p ve TNF-a
gibi inflamatuvar sitokinler, VEGF, ileri glikasyon iiriinleri (AGEs), nitrik oksit



(NO) artmaktadir,  ekstraselliiler matrikste artis olmaktadir ve vaskiilopati

gelismektedir (19, 24, 27).

Peritonit ataklar1 agir inflamatuvar cevap, damarlanmada artiy ve mezotel
hiicrelerinde hasar olusturarak peritonda ciddi degisikliklere sebep olmaktadir (19).
Proinflamatuvar sitokinler (IL-1p, TNF-a, IL-6), NO ve prostaglandinlerin etkisi ile
periton zarinda akut degisiklik meydana gelir, efektif periton yiizey alaninda hizli ve
geri doniistimlii artis olusur (24). Bakteriyel peritonit sirasinda PD sivisinda hiicre
sayisinda 400 kat artis oldugu ve bu artisin klinik diizelmeye ragmen 3 haftaya kadar
devam ettigi, proinflamatuvar sitokinlerin ve sklerozan biiylime faktorlerindeki
artigin ise en az 6 hafta devam ettigi gosterilmistir (28). Tekrarlayan peritonitler
zarda gecirgenlik artisma ilaveten submezotelyal fibrozis ve anjiogenezise yol

acmaktadir (24).

Standart PD sivilarmm diisik pH, laktat ve yiiksek glukoz konsantrasyonu,
hiperosmolarite gibi 06zellikleri ve glukoz yikim iriinleri (GDP), AGEs gibi
maddelerin varli1 periton zarini etkilemektedir (19). Standart PD sivilarinda osmotik
ajan olarak glukoz kullanilmaktadir. Diyaliz sirasinda periton boslugundaki glukoz
konsantrasyonu normal plazma diizeyinden 15-40 kat daha fazla olmaktadir. Yiiksek
glukoz konsantrasyonu mezotel ve 16kositler i¢in toksiktir. Fibroblast cogalma hizini
ve kollajen sentezini arttirmasi, TGF-B1, VEGF, monosit kemoatraktan protein-1
(MCP-1) ve fibronektin sekresyonunu arttirmasi glukozun peritoneal fibrozis ve
neoanjiogeneziste direkt rolii oldugunu diisiindiirmektedir (4, 29). Ayrica glukoz,
reaktif oksijen lriinlerinin (ROS) ve lokal anjiotensin II’nin yapimin uyarmaktadir
(24). Ortaya ¢ikan ROS ilerleyici zar gecirgenliginden, anjiogenezisten,
ekstraselliiler matriks birikiminden ve peritondaki fibrozisten sorumlu tutulmaktadir.
Anjiotensin II hiicre proliferasyonunu, apopitozu ve fibrozisi diizenleyen bir biiyiime
faktoriidiir. Anjiotensin II makrofajlar1 ve fibroblast benzeri hiicreleri TGF-f’y1
sekrete etmeleri i¢in uyarmaktadir ve proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve
VEGF gibi anjiogenik biliylime faktorlerinin sentezini diizenlemektedir. Ayrica
aldosteronun yapimini uyarmaktadir. Aldosteronun da fibrozis gelisiminde roli

vardir (19).



Tablo 1. Periton diyalizi sirasinda peritonda degisiklige yol acan sebepler

»  Uremi

= Peritonit

= Kateter

= Basing

* Biyouyumsuz PD sivilar

-Diisiik pH, laktat

-Hiperosmolarite

-Yiiksek glukoz konsantrasyonu

-Glukoz yikim iirtinleri (GDP)

-Ileri glikasyon iiriinleri (AGEs)

Hiperosmolarite mezotel hiicrelerinin ¢ogalmasint  baskilamakta, TGF-pI,
prostaglandinler, doku tipi plazminojen aktivatorii ve fibronektin gibi iiriinlerin
mezotel hiicresinde yapimini arttirmaktadir. Sonucta hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir

(4, 29).

Distik pH’li (pH=5.3) PD swvilar1 peritonun savunma sistemini etkilemektedir.
Ayrica diisik pH’nin mezotel hiicrelerinin fibrinolitik aktivite ile ilgili maddeleri
yapmasini inhibe ettigi gosterilmistir. Periton diyaliz sivilarinda tampon madde
olarak kullanilan laktatin bikarbonata gére daha zararh olabilecegi diistiniilmektedir

(4, 29).

Glukoz iceren periton diyaliz sivilarinin 1s1 ile sterilizasyonu ve uzun siireli
depolanmas1 reaktif karbonil bilesikleri olan GDP’nin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Mezotel hiicreleri GDP’ye maruz kaldiginda proinflamatuvar cevap ve
sitotoksik hasar meydana gelmektedir. Glukoz yikim iiriinleri 16kosit fonksiyonunu
bozmakta, VEGF ve TGF- yapmmini artirmakta, hiicreler arasi siki baglantilarin
ekspresyonunu azaltmakta ve de AGEs’nin olusmasma sebep olmaktadir (27, 29,
30). Glukoz ve GDP proteinlerin serbest amino gruplarina enzimatik olmayan yolla
baglanir, oksidatif ve nonoksidatif reaksiyonlar sonucunda AGEs olusur. Periton
diyalizi yapilanlarda AGEs’nin mezotel tabakasinda, submezotelyal alanda ve damar
duvarinda biriktigi gosterilmistir (31). Mezotelde bulunan reseptore baglandiktan

sonra AGEs VEGF, IL-6, IL-8, plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) ve



vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1)’in yapimini arttirmaktadir, apopitozu

indiiklemektedir (4, 29).

Kateterin peritondaki yapisal degisikliklere kismen katkis1 vardir. Periton diyaliz
kateteri periton zarinda inflamatuvar cevabi arttirmakta, fibrozis ve anjiogenezisi
indiiklemekte ve peritoneal gecirgenligi arttirmaktadir (19, 32). Periton diyaliz

stvisinin peritona verilmesi ile olusan basing da inflamasyonu tetiklemektedir (19).

E- PERITON DiYALIZI SIRASINDA ORTAYA CIKAN YAPISAL
DEGISIKLIKLER

Periton diyalizi swasmda mezotel hiicrelerinde kayip, submezotelyal fibrozis,
anjiogenezis, vaskiilopati ve bazal membranda kalinlasma meydana gelmektedir (24,

33) (Sekil 1).

Periton diyalizi ile mezotel hiicrelerindeki mikrovilluslar kaybolmaya baslamakta,
hiicreler arasindaki baglantilar gevsemektedir. Periton diyalizine baslanmasindan 8-
10 ay sonra mikrovilluslarm tamami yok olmaktadwr. Hiicreler arasindaki
baglantilarin gevsemesi mezotel hiicrelerinin birbirlerinden ayrilmasina yol
acmaktadir (4). Nihayet mezotel hiicreleri periton bosluguna dokiilmeye
baslamaktadir. Mezotel hiicrelerindeki dokiilmenin PD’ye baslandiktan 3-6 ay sonra
gibi kisa siirede olabilecegi goriilmiistiir (4, 27). Peritonitler ve PD sivisina kronik
olarak maruz kalma mezotel hiicrelerinin bir kismmin kaybma yol a¢maktadir.
Geriye kalan mezotel hiicreleri aktif hale gelmekte ve g¢esitli prostaglandinler,
kemokinler ve sitokinleri salgilamaktadir. Sonugta akut veya kronik inflamasyon
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum da periton zarmin bozulmasina neden olmaktadir (19,
33). Mezotel hiicrelerinin GDP’ye maruz kalmasi hiicre biiyiimesinde, hiicre
canliliginda inhibisyona, TGF- f ve VEGF sentezinde artisa yol agmaktadir (19).
Periton diyalizi sirasinda ayrica mezotel bazal membraninda kalinlasma meydana

gelmektedir (31).
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Sekil 1. Normal periton ve PD sirasinda olusan degisiklikler (33)

Peritondaki mezotel hiicrelerinin sayis1 hiicre ¢ogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki
dengeye baglhdir. Normal sartlarda herhangi bir anda mezotel tabakasinda mitoz
sadece hiicrelerin % 0.1-0.5’inde meydana gelmektedir (2). Peritonit sirasinda iki-ii¢
glin i¢inde hiicre c¢ogalmasi maksimal %19’a kadar c¢ikabilmektedir. Fakat
iremiklerde hiicre ¢ogalmasi biiyiik oranda inhibisyona ugramaktadir (17). Mezotel
hiicrelerindeki hasar hiicre O6liimii ve hiicre ¢ogalmasmi arttirmakta, bunun
sonucunda periton zarmin yapisal biitlinligi etkilenmektedir (2). Mezotel
hiicrelerinin rejenerasyonu ile ilgili dort hipotez vardir. Birinci hipotez; kemik iligi
kaynakli hiicrelerin rejenerasyonu sagladigidir. ikinci hipotez; serozal boslukta
serbest yiizen hiicrelerin hasarli bolgeye yerlestigi ve kademeli olarak yeni mezotel
hiicrelerine farklilastigidir. Ugiincii hipotezde ise; hasarin ilk 24 saati iginde
makrofajlar hasar alanina gelir. Daha sonra interstisyel alandaki mezenkimal onciiller
metaplazi ile mezotel hiicrelerine doniisiir ve goc¢ ederek dokiilen mezotel
hiicrelerinin yerini alir. Bu hipotez genis kabul gérmemistir. Diger bir goriis ise
peritoneal makrofajlarin mezotel hiicrelerine doniistiigii seklindedir. Ddrdiincii
hipotez ise; geriye kalan mezotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gogiiyle mezotel

hiicrelerinin dokiildiigii alanlarin rejenerasyonunun saglanmasidir (17).



Son zamanlardaki veriler mezotel hiicrelerinin epitelden mezenkimale doniisiime
(EMT) ugradigmi gostermistir (19). Klaudin, okludin, E-kadherin, zona okludens ve
desmoplakin gibi adezyon molekiillerinin baskilanmasi sonucu hiicreler arasi
baglantilarin gevsemesi, apikal-bazal polaritenin ve mikrovilluslarin kayb1 EMT yi
baslatmaktadir. Hiicre iskeletinin yeniden organizasyonu ile hiicre 6n-arka polariteye
adapte olmaktadir. Gog¢me yetenegi artmaktadir. Degisime ugrayan hiicreler

submezotelyal tabaka i¢ine girmektedir (33) (Sekil 2).
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Sekil 2. Mezotel hiicrelerinin EMT ile myofibroblastlara doniisiimii (33)

Periton diyalizi sirasinda submezotelyal tabakada da degisiklikler olusmaktadir.
Periton diyalizi sirasinda submezotelyal tabaka kalinlasmaktadir (24). Eriskin PD
hastalarinda PD tedavisi sirasinda periton zarinda meydana gelen degisikliklerle ilgili
en genis calismay1 Williams ve ark (25) yapmustir. Uzun siiredir PD yapilan 130°dan
fazla hastanin biyopsisi saglikli kontrollerle ve iiremik hastalarla karsilastirilmistir.
Uremik hastalarin submezotelyal alan1 saglikli kisilere kiyasla 3 kat daha kaln, PD
hastalarinki ise 5 kat kalin bulunmustur (25). Peritonun ortalama kalinlig1 saglikli
kisilerde 40 pm (30-70 pm)’dir. Hi¢c PD yapilmamis {remik hastalarda
submezotelyal tabakanin kalinligi artmaktadir (ortalama 150 pm). Kalinlik PD
hastalarinda daha belirgin bir sekilde artmakta, iki yildan az PD yapilanlarda
submezotelyal tabakanin kalmlig1 180 pm iken 8 yildan fazla PD yapilanlarda 600
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um’e ulagsmaktadir. Interstisyel kalinlasmaya ilaveten interstisyel hiicrelerin

sayisinda da artis belirlenmistir (4).

Kapiller bazal membran da kalinlagsmaktadir. Bu kalinlasma kapiller liimen tikanana
kadar devam etmektedir (19). Yapisal degisikliklere ilaveten damarlarin sayist da
artmaktadir (4). Kapiller bazal membrandaki degisim interstisyel matrikste
genisleme ve bilesiminde degisim ile birliktelik gdstermektedir. Idiopatik peritoneal
sklerozda submezotelyal alandaki kollajen birikimi baslica kollajen tip 1 ve III’den
olusurken, PD hastalarinda baslica kollajen tip IV’de artis olmaktadir. Kapiller
damarlarin media tabakasinda kollajen tip IV ve laminin birikimi fibrozis ve
hiyalinizasyona sebep olmaktadir (31). Submezotelyal alanin kalinlig1 ve de tikayici
vaskiilopatinin derecesi PD siiresi ile korelasyon gostermektedir. Aletli PD
yapanlarda fibrozis daha kisa siirede gelismektedir, bunun kiimiilatif glukoz etkisi ile

oldugu diisiiniilmektedir (24).

Peritoneal fibrozis bazilar1 miyofibroblastik 6zellikte olan fibroblastlarin sayisinda
artigla birlikte interstisyumda kollajen I, III, IV, V, VI, fibronektin, tenaskin gibi
ekstraselliller matriks proteinlerinin  birikmesiyle olusmaktadir (31, 34).
Fibroblastlarin kaynagi tartigmalidir. Bu konuda {i¢ goriis vardir. Klasik goriis
fibroblastlarin organogenez sonrasi farkli dokularda kalmis artik embriyonik
mezenkimal hiicreler oldugu seklindedir. Yeni goriis fibroblastlarin mezotel
hiicrelerinden EMT ile doniistiiglinii veya kandaki CD34+ hiicrelerden (fibrosit)
kaynaklandigini1 savunmaktadir (34).

Ozetle uzun siireli PD’de devamli biyouyumsuz PD sivilarma ve peritonite maruz
kalinmasi periton zarinda inflamasyona yol agmaktadir. Mezotel hiicrelerinde kayip,
ilerleyici bir sekilde fibrozis ve anjiogenezis goriilmektedir, en sonunda UF

yetersizligi olusmaktadir (19, 24) (Sekil 3).
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Sekil 3. Uzun siireli PD'nin periton zan iizerine etkileri ve takiben olusan
yapisal, fonksiyonel degisiklikler ve klinik sonuclar (Fusshoeller A 2008 Pediatr
Nephrol) GDP; glukoz yikim triinleri, VEGF; vaskiiler endotelyal biiylime faktort,
TGF-1pB; transforming biiylime faktorii-1 beta, eNOS; endotelyal nitrik oksit
sentetaz, EMT; epitelden mezenkime doniisiim, AGEs; ileri glikasyon iirtinleri, ROS;
reaktif oksijen iirtinleri, UF; ultrafiltrasyon (24)

F- PERITON DIYALiIZI SIRASINDA
BELIRTECLERIi VE BUYUME FAKTORLERI

INFLAMASYON

Interl6kin-6 (IL-6)

Interlokin-6 makrofaj, T ve B hiicreler, endotel hiicresi, endometrial stromal hiicre ve
daha bir¢ok hiicre tarafindan yapilan, 26 kDa agirliginda bir sitokindir. Bagisiklik
hiicrelerinin biliylime ve farklilasmasmin diizenlenmesi, akut faz proteinlerinin
indiiksiyonu, hedef hiicre tipine bagli olarak hiicre biiylimesinin stimulasyon veya

inhibisyonu gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri vardir (35).
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Tiimor Nekroz Faktorii-alfa (TNF- a)

Tiumor Nekroz Faktorii-alfa genis biyolojik aktiviteye sahip bir sitokindir. Baslica
makrofa] ve monositler tarafindan 26 kDa agirhiginda prekiirsor olarak
salgilanmakta, proteolitik mekanizmayla 17 kDa agirligindaki matiir formuna
ayrilmaktadir. Duyarli hiicrelere karsi makrofaj sitotoksisitesini diizenlemektedir.
Proinflamasyon, biiylimeyi arttirma, biiylimeyi inhibe etme, immunomodulasyon,
anjiogenezis, hiicre toksisitesi gibi bir¢ok etkisi olan bir faktordiir. Notrofilleri aktive
etmektedir, timor alanindaki damarlarda fibrin birikimini uyarmaktadir, in vitro

olarak insan fibroblastlarinimin ¢ogalmasini uyarmaktadir (35).

Transforming Biiyiime Faktorii-beta 1 (TGF-p1)

Baslica makrofaj, platelet, osteoblast ve aktif lenfositlerde yapilan 25 kDa agirliginda
bir peptittir. Biiylimeyi diizenleyici 6zelliginin disinda ayrica makrofaj, fibroblast ve
monositler i¢in ¢ok giiglii kemotaksi 6zelligi vardwr. Fibrozis ve anjiogenezisi
indiiklemektedir. TGF-B1’in T lenfosit, B lenfosit ve NK hiicre fonksiyonunu
belirgin inhibe edici immunmodulator aktivitesi de vardir (35).

Periton hiicreleri tarafindan TGF-B1’in asir1 iiretimi fibrozis, anjiogenezis ve UF
yetersizligine yol a¢maktadwr. TGF-B1 peritoneal sklerozun baslamasina ve
ilerlemesine yol agmaktadir. Sekonder mediatorler aracilifiyla sklerozun devam
ettirilmesine yol actig1 diistiniilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda glukozun ve TGF-

B1°in mezotel hiicreleri arasindaki baglantilar1 hasarladigi gosterilmistir (29).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, VEGF-A,VEGF-B,VEGF-C, VEGF-D ve
plasental biiyiime faktoriinii iceren bilinen en gii¢lii anjiogenik faktordiir. Bu
faktorler yiiksek affiniteli 2 adet transmembran tirozin kinaz reseptoriine
baglanmaktadir: VEGFR-1 ve VEGFR-2. Bu reseptorler selektif olarak endotel
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Ayrica VEGFR-1 inflamatuvar hiicrelerde de
eksprese edilmektedir. Bundan dolayr VEGF’lerin bir kism1 anjiogenezise ilaveten
inflamasyonu da uyarabilmektedir (36). VEGF fizyolojik ve patolojik anjiogenezisin

ana diizenleyicisidir (37).
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Periton diyalizi sirasinda aktive olan hiicrelerden bir¢ok sitokin ve biiyiime faktorii
salgilanmaktadir. Periton diyalizinin etkisi ile yeniden sekillenmede makrofajlar
onemli rol oynamaktadir. Aktif makrofajlarda monosit kemoatraktan protein 1
(MCP-1), IL-1B, 1L-6, IL-8, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler yapilmaktadir
(Sekil 4). IL-1B ve TNF-o’nin asir1 yapimi akut inflamatuvar cevaba ve bunun
sonucunda VEGF ve TGF- p’nin ekspresyonuna yol agmaktadir. Sonugta
anjiogenezis ve fibrozis gelismektedir. Interlokin-8 nétrofillerin birikmesini ve aktif
hale gelmelerini saglamaktadir. Monosit kemoatraktan protein-1 mononiikleer
hiicreleri toplamaktadir. Peritonit sirasinda PD sivisinda IL-8 ve MCP-1 artmaktadir.
Infeksiyon diizeldikten sonra da bu kemokinlerin yapmminmn devam ettigi

gozlenmistir (19).

Bir¢ok biiyiime faktorii PD swrasindaki degisikliklere katkida bulunmaktadir. Bu
faktorler icinde VEGF ve TGF-B en Onemlileridir. Peritonda mezotel hiicreleri
tarafindan salgilanan VEGF endotel gecirgenligini etkilemekte ve anjiogenezisin
baslamasma katkida bulunmaktadir. Glukoz yikim iiriinleri ve AGEs, VEGF
yapimini ¢ok arttirmaktadir. Yiiksek glukoz konsantrasyonu TGF-f’nin artigina yol
acmaktadir. Peritonda TGF- B’nin asir1 yapimi peritonda fibrozis, anjiogenezis,

EMT, periton gegirgenliginde artis ve UF’de azalmayla sonuglanmaktadir (19).

Periton diyaliz soliisyonlarmin peritonu bozucu etkisinde en dnemli faktor glukoz ve
GDP’nin AGEs’ni olusturmasi, TGF-B’yi de igeren ¢esitli mediatorleri uyarmasi gibi
goziikkmektedir. Akut ve kronik peritonitler sirasinda TGF-B sentezi peritoneal
l6kosit kaynakli faktorler tarafindan da uyarilabilmektedir. Peritoneal inflamatuvar
olaylar TGF-B’nin yapimini arttrmaktadir ve  TGF-B’nmn asir1 yapimi PD’de koti
sonuglar ile korelasyon gostermektedir (34). Peritoneal fibrozis ile TGF-f’nin iligkisi
in vivo rat modelinde gosterilmistir. Bu modelde TGF-f’nin adenoviriis vektorii ile
periton bosluguna aktarilmasiyla PD hastalarindakine benzer yapisal ve fonksiyonel

degisiklikler olusmustur (38).

Periton diyalizi swrasinda peritonda fibrozis disinda kapiller sayisinda ve
vaskiilopatide de artis olmaktadir. Anjiogenezis ve mikrovaskiiler gecirgenlikte artis
olmas: ultrafiltrasyon yetersizliginin ana belirleyicileridir (34). TGF-B1’in VEGF nin
iretimini arttirdig1 gosterilmistir (29). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ¢ok giiclii
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proanjiogenik bir sitokindir. Peritoneal anjiogeneziste VEGF nin 6nemli rol oynadig1
iler1 stiriilmektedir. Yakin zamandaki bulgular VEGF sentezi, mezotel hiicrelerinin
EMT’si ve periton zar yetmezligi arasinda iliski oldugunu gostermektedir. In vitro
ortamda mezotel hiicrelerinin GDP, AGEs ve TGF-f3 gibi ¢esitli uyaranlarin etkisi ile
VEGF fiirettigi gozlenmistir (34).
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Sekil 4. PD sivisina maruz kahndiginda hiicrelerin inflamatuvar cevabi. Dis
faktorler ve PD sivisinin 6zellikleri mezotel hiicresini ve makrofajlar1 aktive eder.
Biiyiime faktorleri ve inflamatuvar sitokinlerin yapimi baglar. Bu faktorler
fibroblastlari, endotel hiicrelerini ve mast hiicrelerini aktive eder. Anjiogenik ve
fibrotik sitokinler, biiyiime faktorleri salgilanir. IL; interlokin, PGE2; prostaglandin
E2, VEGF; vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, FGF-2; temel fibroblast biiylime
faktorii, TGF-f; transforming biiyiime faktorii beta, TNF-a; tiimor nekroz faktorii
alfa, NOS; nitrik oksit sentetaz, ROS; reaktif oksijen iirtinleri, VCAM; vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii, ICAM; interseliiler adezyon molekiilii, MCP-1; monosit
kemoatraktan protein 1 (19)

G- PERITON DiYALIiZI DENEYSEL HAYVAN MODELLERI

Periton diyalizinin periton zar fonksiyonu ve yapisi lizerindeki uzun siireli etkilerini
degerlendirmek i¢in c¢esitli kronik periton diyalizi modelleri gelistirilmistir (39). Bu

modellerde ¢ogunlukla rat ve tavsanlar kullanilmaktadir. Her iki hayvanin da avantaj
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ve dezavantajlar1 vardir. Ratlarin temini ve bakimi kolaydwr. Ratlar1 kullanmanin
dezavantaj kiiciik olmalar1 ve goreceli olarak genis periton yiizey alanma sahip
olmalarindan dolay:1 verilen diyalizatin geri alinmasmin zor olmasidir (40).

Periton sivis1 iki yolla uygulanabilmektedir: 1) Sivinin direkt olarak periton
bosluguna enjekte edilmesi 2) Peritona takilan kateter yoluyla sivinin verilmesi.
Intraperitoneal enjeksiyon uygulamasinmn 20 haftaya kadar devam ettirilebilmesi
miimkiindiir. Intraperitoneal enjeksiyon uygulamasinin dezavantaji tekrarlayan
enjeksiyonlarmm infeksiyona yol acabilmesidir. Calisma siiresince profilaktik
antibiyotik verilmesi ile peritonit Onlenebilmektedir. Ratlarda PD modellerinde
dolum voliimii olarak 10-25 ml diyaliz sivist kullanilmaktadir. Diyaliz sivisinin

verilme siklig1 caligmalarda genellikle giinde 1-2 kezdir (39).

H- MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Kok hiicreler kendini yenileyebilme ve en az bir ¢esit matiir hiicre tipine farklilasma
ozelligi olan hiicrelerdir. Kok hiicreler kokenlerine ve bir veya daha fazla matiir
hiicreye doniisebilme potansiyellerine gore alt gruplara ayrilirlar (41, 42). Kok
hiicreleri kokenlerine gore ikiye ayrilabilir: Embriyonik gelisim siirecinin erken
donemlerinde blastokist i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler (embriyonik olmayan
kok hiicreler, dokuya 6zgiin kok hiicreler, dogum sonrasindaki kok hiicreler) (42,
43). Embriyonik olmayan kok hiicre ¢esitlerinden biri olan mezenkimal kok hiicreler,
ilk kez fetal buzagi serumu iceren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik
hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapigkan hiicre
kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenstein tarafindan tanimmlanmistir (44).
Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi veya diger dokulardan kaynaklanip in vitro
ortamda plastige yapisma Ozelligi olan hiicrelerdir (5). Bu hiicreler kemik iligi
disinda dolasan kan, dalak, amniotik sivi, kikirdak, kas tendonlari, plasenta, adipoz
doku, fetal dokular, periost, sinovyal sivi, timus, trabekiiler kemik, dermis, dis
pulpast ve akciger gibi bircok doku ve organda saptanmistir (11). Dominici ve ark
(45) MKH tanimlamasi1 i¢in ii¢ kriter onerisinde bulunmuslardir. Bu kriterlerden
birincisi standart kiiltiir ortaminda plastige yapisma o6zelliginin olmasi, ikincisi

spesifik yiizey antijen ekspresyonu ( mezenkimal kok hiicreler CD105, CD73 ve
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CD90 ekprese etmeli, CD45, CD34, CD14 veya CDI11b, CD79a veya CD19 ve HLA
siif II ekspresyonu olmamali), {iclinciisii ise multipotent farklilasma potansiyelinin
olmasidir. Multipotent farklilagma yeteneginin oldugunu sdyleyebilmek i¢in in vitro

ortamda hiicre osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasabilmelidir (45).

Yakin zamana kadar bir dokudan elde edilen kdk hiicrenin ¢ok daha farkli diger
hiicrelere kaynaklik edemeyecegi diisiintiliyorken MKH’lerin kemik, kas, kikirdak,
tendon, yag gibi mezodermal kokenli hiicrelerin disinda endodermal ve ektodermal

kokenli hiicrelere de doniisebilecegi gosterilmistir (46).

Calismalar kok hiicrelerin  dejeneratif, otoimmun ve genetik hastaliklarda

kullanilabilecegini gostermektedir (47-51).

I- MEZENKIMAL KOK HUCRENIN ISARETLENMESI

Son yillarda yapilan calismalar MKH’in doku yenilenmesine yonelik yeni bir
hiicresel tedavi olarak dnemli bir potansiyel gosterdigini diisiindiirmektedir (52). Kok
hiicre tedavisinin basarisi i¢in hiicre gd¢iiniin izlenmesi ve dokunun yenilenmesinin
eksojen verilen hiicre kaynakli olup olmadiginin saptanmasit dnemlidir (53-55).
Transplante edilen MKH’lerin go¢iiniin izlenmesi ve bu hiicrelerin hasarli dokuya
yerlesip yerlesmediginin tesbiti i¢in cesitli isaretleme yontemleri kullanilmistir (56,
57). Mezenkimal kok hiicreler genler, floresan boyalar veya kontrast ajanlar ile
isaretlenebilmektedir (56-58). Green fluorescent protein (GFP) 238 aminoasitten
olusan, 26.9 kDa agrrliginda, mavi 1518a maruz kaldiginda yesil renk yayan bir
proteindir. Giinlimiizde GFP hiicre biyolojisi ¢alismalarinda tanimlayici gen ve hiicre

isaretleyici olarak kullanilmaktadir (59, 60).

I- MEZENKIMAL KOK HUCRELER VE INFLAMASYON

Mezenkimal kok hiicreler gii¢lii immunmodulatér hiicrelerdir. Dogal ve adaptif
immun sistem hiicreleri lizerindeki etkileri ile MKH immun sistemi diizenleyebilir

(Sekil 5). Mezenkimal kok hiicreler hasarli dokuya go¢ eder, hedef alandaki immun
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ve inflamatuvar yanit1 inhibe eder ve hasarli dokunun tamirini kolaylastirir (46).
Mezenkimal kok hiicrelerin MI, spinal kord hasari, akciger hasari gibi ¢esitli
durumlarda gii¢lii antiinflamatuvar etkisi gozlenmistir (12-14). Ratlarda miyokard
infarktiisii modelinde MKH transplantasyonunun TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi
inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir (12). Bleomisin ile
olusturulan akciger hasar ve fibrozisinde intravenéz (IV) verilen MKH akcigerdeki
inflamasyonu diizeltmistir. Bleomisin ile olusturulan hasarda MKH’nin IL-1 reseptor
antagonisti iireterek anti-inflamatuvar etki gdsterdigi tesbit edilmistir. Intraperitoneal
Escherichia coli endotoksini verilmesini takiben IV MKH verilmesinin endotoksinin
indiikledigi akciger inflamasyon, hasar ve Odeminin Onlendigi goriilmiistir.
Mezenkimal kok hiicre tedavisi plazma ve bronkoalveolar lavajda pro-inflamatuvar
sitokinlerin seviyesini azaltirken IL-10 gibi bir¢cok anti-inflamatuvar sitokinlerin

seviyesini arttirmaktadir (13).

DOGAL IMMUNITE ADAPTIF IMMUNITE
- T hiicre cogalmasimin
NK aktivasyenunun ."» inhibe edimesi
inhibe edilmesi ‘;':, - anti-inflamatuwvar sitokin
MK codalmasmnin d‘h \ o/ sekresyonunun arttirimasi
inhikisyonu - - proin flamatuwvar sitokin
MK hilcresi / Efektdr T sekresyonunun inhibe

hiicresi edimesi

inhibisyonu Hii-froﬂl

aktivasyonunun
. — inhibisyonu
. i Sitotoksik T hilcre _ IFMy ve TNFa
- .|:-r|:|.|n flamatuvar \/ i sekresyonunun
;nqk!n sekresyonunun inhibisyonu
inhibisyonu MKH

Makrofaj

- natrofil o e
apopitozunun : — |O | - Sitotoksik T hiicre

Dizenleyici T hucre

- B hiicre codalmasnin
inhikisyonu
’ - lg yapiminin

inhitizyonu

- monasiten
farklagmanin
inhibisyonu

- stimulatir
molekillerin
ekspresyonunun Dentritik Hucre
inhibisyonu

-proinflamatuwvar

sitokinlerin

sekresyonunun

inhibisyvonu

B hiicresi

Sekil 5. Mezenkimal kok hiicrenin immunitede gorevli hiicreler iizerine etkileri
(46)
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Kronik periton diyalizinde peritonun bozulmasinda inflamasyon o©nemli rol
oynamaktadir. Mezenkimal kok  hiicre transplantasyonu ile inflamasyon
baskilanabilirse belki de periton zarmndaki yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin

oniine gegilebilir.
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MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligma 8 Kasim 2010- 10 Ocak 2011 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi’'ne bagli Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’'nde
(DEKAM) vyapildi. Calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onayland1 (Etik Kurul Karar No: 10/16). Erciyes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan desteklendi (Proje No: TSU-10-3059).
RATLAR

Calismada 267-440g agiwrhginda 5 aylik 77 erkek wistar rat kullanildi. Ratlar

konvansiyonel laboratuvar sartlarinda bakildi ve su - yiyecek kisitlanmas1 yapilmadi.
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DENEY PROSEDURU

Ratlar caligmanin baslangicinda rastgele iki gruba ayrildi: kontrol grubu (n=10) ve
calisma grubu (n= 67). Calisma grubuna alt1 hafta siiresince intraperitoneal yolla
periton diyaliz sivist verildi. Alt1 haftanin sonunda ¢alisma grubu 3 gruba ayrildi:
Periton diyaliz (PD) grubu, mezenkimal kok hiicre (MKH) grubu ve plasebo grubu.
Kontrol grubu ve PD grubundaki ratlar periton dokusu ornegi alindiktan sonra
sakrifiye edildi. Mezenkimal kok hiicre grubuna intraperitoneal MKH, plasebo
grubuna intraperitoneal (IP) MKH voliimiine denk miktarda fosfat buffer soliisyonu
(PBS) verildi. Intraperitoneal tedaviden 1, 2 ve 3 hafta sonra her iki gruptaki ratlar
periton dokusu 6rnegi alindiktan sonra sakrifiye edildi (Sekil 6). Tiim ratlarin periton
dokusunda TNF-a, IL-6, TGF-B1 ve VEGF diizeyleri o6lciildii, histopatolojik
degerlendirme yapildi.

DiYALIZ SIVISININ VERILMESI

Ticari diyaliz sivisi (%3,86 glukoz konsantrasyonlu) giinde 1 kez (08%°-10 arasi) 6
hafta siire ile intraperitoneal injeksiyon yoluyla verildi. Diyaliz sivisinin voliimii 3
giin icinde 10 ml’den 20 ml’ye ¢ikildi. Her diyalizat i¢cine peritoniti 6nlemek icin
profilaktik olarak seftazidim 125 mg/L dozunda katildi. injeksiyon i¢in 22 gauge
igne ucu ile plastik tek kullanimlik enjektdrler kullanildi. Injeksiyon karm duvari alt
kadraninin bir giin sag, diger giin sol yanindan yapildi.

MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastrma ve Uygulama
Merkezi’nden satin alman rat kemik iliginden elde edilmis GFP ile isaretli

mezenkimal kok hiicreler kullanildi. Kullanilacagi zamana kadar MKH -80°C’de

21



Ratlar

(n=¥7)
Cahgma grubu Kontrol grubu
{n=67) (n=10)
& hafta siiresince
ginlitk PD srvis1 PD stz velfresa
wexildi. herhang bir tedavi
A1t hattaran somanda sl
3 gruba aymld
1 1
PD gzrubu MEH gruhu Plaseho grubu
f haftaran sornda
Periton &megi almds | | {P yolla MKH verildi P yolla PES veriidi | | Peritonomegialmd
Ratlar sakrifiye edildi. Ratlar sakrifive edildi.

Buined hafta Buinei hafta
Ratlam bir kiam Ratlarm bar ki
periton Smedi perton émedi
ahnp sakfiye abnp sakrfiye
edildi

MEH-1 grubu

[kiei hafta Tlmei hafta
Ratlam bir kiam Fatlam bir kimm
periton Smedi perton émedi
ahnp sakrfive almip sakrfive

edildl edild
MEH-I grubu HPareho-1 zubu

Sekil 6. Deney prosediirii
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sakland1. C6zdiirme ve pasajlama islemlerinin ardindan MKH ratlara IP yolla verildi.
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Pasajlanmasi

Daha oOnceden dondurulan hiicrelerin kiiltiir ortamina alinmasi i¢in hiicrelerin
eritilmesi islemine ¢ozme denir. Ekstraselliiller ortam intraselliiller ortamdan 6nce
¢cOziiniir ve ani olarak serbest sivi salinir. Ekstraselliiler sivi hipotonik karakter
kazanir. Sonugta, hipotonik hiicre siserek patlar. Bu olumsuzluklarin Oniine
gecebilmek i¢in ¢ozdiirme islemi olabildigince hizli yapilir.
Cozdirme isleminde 1ilk dikkat edilecek husus tiim materyallerin Onceden
hazirlanmas1 ve hizli kullanima hazir hale getirilmis olmasidir. Bu nedenle isleme
baslamadan once;
v" Medium 6nceden hazirlandi.
v Su banyosu 37 °C ye 1sinmis hale getirildi.

Biitiin bu hazirliklardan sonra ¢ozdiirme islemine gegildi.

Islem Basamaklan
v 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 olmasina dikkat
edildi.
Kapak nazikce acildi ve hiicrelere ¢ok nazik ve hafif bir sekilde pipetaj yapildi
Igerik son derece dikkatli ve yavas manipulasyonlarla pipete ¢ekildi.
Falkon tiipe (15 ml) aktarildi ve igerisine 5-6 ml normal medium yavasca kondu.
800 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant nazik sekilde cekilerek atild.

AN N N N NN

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

yapild1.

<

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

v Kalan pelete 2 ml medium eklendi ve nazikge pipetaj yapildi. Sonra flaksa ekildi,
24 saat beklendi. Ertesi giin ilk medium yikama islemi yapilarak degistirildi.
Fosfat buffer solusyonu ile 1-2 kez yikandi. Sonra ii¢ giine bir yikama yapild1 ve
medium degistirildi. Takibi ise giinliik yapildi.

v' %70-80 konfluense erismis hiicreler pasajlama i¢in ideal olarak kabul edildi.

v’ Hiicreler tripsinizasyon oncesi kalsiyum ve magnezyum igermeyen PBS ile

yikandu.

23



D N N NN

v

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

Hiicrelere mikroskopta bakildi. Eger hiicreler kalkmamigsa 1 dk daha
inkubasyona birakildi.

Hiicrelerin kalkis1 gozlenince flask dik sekilde kdsesi tizerinde tutuldu ve pipetle
hiicrelerin tamami toplandi.

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

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

Tekrar 5 cc taze medium eklendi ve vortexlendi.

Tekrar santriftij yapildi (1200 rpm’de 5 dk) ve siipernatant atildi. Sonra 2 ml
medium ilave edildi ve pipetaj yapilarak hiicre sayimi ve canliligr i¢in 100
mikrolitre alindi, ependorfa kondu. Geri kalan kismi flaska ekildi.

100 mikrolitre almman hiicre soliisyonuna 100 mikrolitre tripan blue kondu.
Thoma lamma lamel kapatildi. Kanallardan yavasca 50 mikrolitre hiicre verildi.
40’lik biiyiitme ile 16 biiytlik kare i¢indeki hiicreler sayildi. Mavi hiicreler 6lmiis
hiicrelerdir. Maviye boyanmamis hiicreler sayildi. Asagidaki formiile gore
toplam hiicre sayis1 hesaplandi.

Hiicre sayis1 = Sayilan hiicre x Diliisyon orani (2 ml) x 10.000

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

Ugiincii pasajda hiicreler tripsinizasyondan sonra iki kere yikanarak kullanildi.

Mezenkimal kok hiicreler ratlara verilmeden hemen 6nce tekrar sayildi. Rat basina

1-1.5 milyon U/kg olacak sekilde MKH intraperitoneal yolla verildi.

PERITON DOKUSUNUN ALINISI

Ratlara intraperitoneal olarak ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (40 mg/kg) verilerek

anestezi saglandiktan sonra karinlari tiraglandi.  Ratlar tespit tahtasma alindi.

Karmlar1 batikonla silindikten sonra orta hattan insizyon ile agildi. Proinflamatuar

sitokinler ve biliylime faktorlerinin 6l¢iimii i¢in pariyetal periton 6rnegi batin sag iist

24



kadranindan kas dokusundan siyrilarak alindi. Histopatolojik inceleme i¢in pariyetal
periton 6rnegi ise batin sol iist kadranindan kas dokusu ile birlikte alindi. Ratlar

sakrifiye edildi.

HiSTOLOJIK DEGERLENDIRME

Karm duvarinin sol iist kadranindan alinan periton dokusunun bir kismi kaset
bloklama kalibina konularak doku dondurma vasati i¢ine gémiildii ve hemen —20 °C
sogutucuya kaldirildi. Donduktan sonra demir kasetlerden ¢ikarilip aluminyum
folyolara sarilan dokulardan frozen mikrotomunda 7 [Iml][ kalinhiginda kesitler
almarak lizinli lamlara aktarildi. Dokunun iizerine su bazli kapama balzami
damlatilip lamla kapatildi. immunfloresan mikroskobunda degerlendirildi. Periton
dokusunun diger kismi formol ile fikse edildi. Rutin takip islemlerinden gecirilen
periton dokularindan parafin bloklar elde edildi. Parafin bloklardan 5 [Im
kalinlhiginda doku kesitleri alindi. Doku kesitleri hemotoksilen-eozin, masson trikrom

ve immunohistokimyasal boyama yontemleri ile boyandi.

Immunohistokimyasal boyama
Kollajen III ve kollajen IV’li degerlendirmek i¢in immunohistokimyasal boyama
yapildi. Parafine gomiilii dokulardan 5 um kalinliginda kesitler alindi. Lama alinmig
dokular 60 °C etiivde 1 saat bekletildi. Etiivden ¢ikarilan dokular i¢in asagidaki
basamaklar izlendi:
1) Dokularin hidrasyonu
Ksilolde 15 dk, % 99’Iuk, % 96’lik ve % 70’lik alkolde 5’er dk ve distile suda
5 dk bekletilerek hidrasyon islemi yapildi.
2) EDTA ile muamele
Dokular 1: 10 oraninda distile su ile dilue edilmis EDTA icinde mikrodalga
firinda 20 dk 1sitildi, sogumaya birakildi. Ardindan 5 dk distile suda yikandi.
Dokularin etrafi kalemle ¢izildi.
3) Hidrojen peroksit (H,O,) uygulamasi
Dokulara % 3’liik H,O, damlatilip 10 dk bekletildi. Distile suda 5 dk yikanda.
Ardindan 5 dk PBS’de yikandi.

4) Primer antikor uygulamasi
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Pre-blocking solusyonu damlatilip 10 dk bekletildi. Lam silkelendi.

Primer antikorun hazirlanmasi: Kollagen III ve kollagen IV antikorlari
antikor dilue edici madde ile ( Large Volume UltrAb diluent, Thermo
scientific) 1/200 oraninda dilue edildi. Hazirlanan primer antikor dokulara
damlatilip 1 saat siiresince bekletildi. Ardindan 10 dk PBS’de yikanda.

5) Biotin uygulamasi

Sekonder antikor damlatild;, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk PBS’de
yikandu.

6) Streptavidin uygulamasi

Peroksidaz streptavidin damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk PBS’de
yikandu.

7) Kromojen uygulamasi

1 ml DAB substrata 50 ul DAB kromojen olacak sekilde hazirlanan karigim
damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk distile suda yikand:.

8) Mayer hematoksilen uygulamasi

Mayer hematoksilen damlatildi, 2 dk bekletildi. Ardindan 5 dk distile suda
yikandu.

9) Dokularin dehidrasyonu

% 70’lik, % 96’lik ve % 99’luk alkolde 5’er dk, ksilolde ise 15 dk bekletildi.
Balsam ile kapatilda.

Isik mikroskobu ile degerlendirme
Mezotel hiicrelerinin reaktivitesi, bazal laminadaki degisiklikler, inflamasyonun
varligl, submezotelyal 6dem, fibroblastik aktivite ve fibrozis, vaskularizasyon ve
peritoneal kalmlk degerlendirildi. Inflamasyon, fibroblastik aktivite ve
neovaskiilarizasyon, mononiikleer hiicreler, fibroblastlar ve kapillerler 40’lik
biiylitmede sayilarak semikantitatif olarak skorlandi (skor 0-3).
v" Fibrozis 6dem ve kollajen yogunlugunun degerlendirmesi ile skorlandi.
v Mezotel hiicreleri normal (diiz hiicreler) ve reaktif (diiz hiicrelerin kiibik

hale gelmesi) olarak da siniflandirildi.
v’ Bazal lamina normal (eritrositlerin boyutu kadar), kalin ve ince olarak

degerlendirildi.
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v’ Fibrozis, yok, erken dénem (6dem ve birka¢ matiir olmayan kollajen) orta (
matiir olmayan ve matiir kollajen) ve ge¢ donem (matiir kollajen fibrilleri) olarak
degerlendirildi.

Peritonun interstisyel kalinli§i mezotel tabakasi ve kasin arasinda kalan ig

ylizeyinden 6l¢iildii. Peritonun interstisyel kalinlig1 2 arastirmaci tarafindan farkh 14

alanin ortalamasi alinarak hesaplandi, pm olarak ifade edildi.

Immiinfloresan mikroskobu ile degerlendirme

Verilen GFP ile isaretli MKH’nin peritona yapisip yapismadigmni gormek i¢in
immunofloresan degerlendirme yapildi. Olimpus BX50 marka immunfloresan
mikroskopta mavi 151k kullanarak direkt baki ile preparatlar degerlendirildi. Periton
hatt1 boyunca yesil floresan veren preparatlar pozitif boyanmis olarak kabul edildi.
Olimpus-E330 marka dijital fotograf makinasi ile preparatlarin mikroskop altindaki

fotograflar1 ¢ekildi.

PERITON DOKUSUNDAN TNF-o0, IL-6, TGF-p1 VE VEGF
OLCUMLERININ YAPILMASI

Karm duvarmim sag yarisindaki periton dokusu diger dokulardan siyrilarak ¢ikarildi,
tartild1. Periton dokusu 1 gram/ 7 ml oraninda PBS’la, buzlu ortamda, mekanik uglu
homojenizatorde 16000 devir/ dakika hizda ~30 sn homojenize edildi. Homojenatlar
+ 4 °C’ye ayarh sogutmali santrifiijjde 10000 x g’de 30 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant ependorf tiiplerine alindi. Tiim numuneler analiz zamanina kadar -80
°C’de saklandi. Numuneler Eczacilik Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarinda Rat
TNF-a (Invitrogen, UK), Rat IL-6 Platinum ELISA (eBioscience, Austria),
Multispecies TGF-f1 (Biosurce, Belgium) ve Rat VEGF ELISA (RayBio®, USA)
ticari kitleri ve SynergyHT (Biotek) multidetection microplatereader ELISA cihazi
kullanilarak ve ticari kitlerin kullanim kilavuzlarindaki bilgilere uygun olarak
calisildi. VEGF ve TNF- a diizeyleri pg/g yas doku, IL-6 ve TGF-B1 ise pg/mg yas
doku olarak ifade edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER
Arastirma verilerinin degerlendirilmesinde SPSS 15.0 istatistik paket programindan
yararlanildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine Shapiro-Wilk

Normallik Testi ile bakildi. Normal dagilim gdsteren parametreler ortalama + SD,
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anormal dagilim gosteren parametreler ise ortanca (minimum-maksimum) olarak
ifade edildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerde iki grup i¢in karsilastirmalarda
Student T testi, 3 ve daha fazla grup icin karsilastrmalarda Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA) kullanilmistir. Tek Yonlii Varyans Analizi sonucu fark ¢ikan
gruplarin karsilastirilmas:t Dunn Testi ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen
degiskenlerde ise iki grup i¢in karsilastirmalarda Mann Whitney U testi, 3 ve daha
fazla grup icin karsilastirmalarda Kruskal-Wallis H Testi kullanildi. Kruskal-Wallis
H Testi sonucu fark ¢ikan gruplarm karsilastirilmasit Mann Whitney U testi ile
yapildi. Tim istatistiksel analizlerde p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya 77 rat alindi. Kontrol grubunda 10 rat, calisma gruplarinda 67 rat vardi.
Calisma siiresince ¢alisma grubundan 2 rat, calisma gruplarindan ise 7 rat telef oldu.

Ratlarm gruplara gore son dagilimi tabloda gosterilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Ratlarin gruplara gore dagilim

Grup Rat sayis1

Kontrol grubu

Periton diyaliz grubu

MKH 1. hafta grubu

Plasebo 1. hafta grubu

MKH 2. hafta grubu

Plasebo 2. hafta grubu

MKH 3. hafta grubu

O[O\ O|\O|c0|c0|00| 0

Plasebo 3. hafta grubu
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MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN PERITONA YERLESMESI

Green flourescent protein ile isaretli MKH verildikten 1, 2, ve 3 hafta sonra 6zel
yontemle dondurulmus periton dokusundan almnan kesitler direkt olarak
immiinfloresan mikroskopta mavi 1sikta incelendi. GFP isaretli MKH’in mezotel
hatt1 boyunca floresan verdigi goriliirken, plasebo gruplarinda ise mezotel hatti

boyunca floresan parlama yoktu (Sekil 7).

Sekil 7. immunfloresan mikroskopta GFP parlamasimin degerlendirilmesi.
Immiinofloresan mikroskopta MKH verilmis grupta mezotel hatti boyunca
floresan veren MKH’ler goriiliirken (a), plasebo olarak PBS verilmis grupta

mezotel hatt1 boyunca herhangi bir floresan parlama goriilmedi (b).
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PERITON ZARINDA GELIiSEN HISTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER
Periton bosluguna %3.86 glikozlu PD sivisinin 6 hafta siire ile verilmesi sonucunda
peritonun yapisinda PD grubunda, kontrol grubuna gore dnemli degisiklikler oldugu
gorildii.
e PD grubunun submezotelyal kalinligi, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek tespit edildi. (P=0,001, Sekil 8, Tablo 3).
e Periton zarinda meydana gelen diger histopatolojik degisiklikler semi
kantitatif olarak degerlendirildiginde;
= PD grubunda, periton zarinda inflamasyon ve neovaskiilarizasyon
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmisti

(P<0.05, Sekil 8, Tablo 3 ).

"_. e o 1 S .\._-'E

Sekil 8. Kontrol (a) ve PD gruplariin (b) histopatolojik goriiniimleri. PD grubunda
submezotelyal kalinlikta kontrol grubuna goére artis ve submezotelyal alanda artmus

inflamatuar hiicreler goriilmektedir (x10, H&E).
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Mezenkimal kok hiicrenin bozulmus peritona etkileri

Birinci hafta: MKH ve plasebo gruplarinin 1.hafta submezotelyal kalinliklari

birbirleriyle, PD ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

MKH-1 grubunun submezotelyal kalinliginin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 yok iken, PD ve plasebo-1 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (P<0.05, Tablo
3).

Plasebo-1 grubunun submezotelyal kalinlik degerleri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek iken (P<0.05), PD grubu ile
arasinda anlamli farklilik belirlenmedi (Tablo 3).

MKH-1 grubunda inflamasyon yoktu ve inflamasyon varligi agisindan PD
grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugu goriildii (P<0.05). Inflamasyon varlig1 agisindan karsilastirildiginda
MKH-1, plasebo-1 ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli farklilik tespit
edilmedi (P>0.05). Ayrica inflamasyon acisindan plasebo-1 grubu ile PD
grubu arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (P>0.05) (Tablo 3).

Hiicre morfolojisi, bazal lamina kalinligi, fibrozis, fibroblastik aktivite ve
neovaskiilarizasyon agisindan degerlendirildiginde MKH-1 ile diger gruplar

arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05, Tablo 3).

ikinci hafta: MKH ve plasebo gruplarmm 2. hafta submezotelyal kalinliklari

birbirleriyle, PD ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

MKH-2 grubunun submezotelyal kalinliginin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farkliligi yok iken (P>0.05), PD ve plasebo-2
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi
(P<0.05, Tablo 4).

Plasebo-2 grubunun submezotelyal kalinlik degeri, kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek iken (P<0.05), PD grubu ile
arasinda anlamli farklilik belirlenmedi (P>0.05, Tablo 4).

MKH-2 grubu ile PD, kontrol ve plasebo-2 gruplar1 arasinda diger
histopatolojik degerlendirmeler agisindan farklhilik yok iken, ayni sekilde
plasebo-2 grubu ile PD ve kontrol gruplar1 arasinda da fark yoktu (P>0.05,
Tablo 4).
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Tablo 3: Gruplarin 1. hafta histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplan

Degisken Kontrol PD MKH-1 Plasebo-1
n=8 n=8 n=8 n=8
Submezotelyal
66.3 £24.8 132.9 £40.1° 84.9+15.1° | 153.7 + 85.3*¢
kahinhk (pm)
Hiicre morfolojisi
Normal 8 5 7 6

Reaktif 0 3 1 2
Bazal lamina

Normal 8 5 7 7

Kalin 0 3 1 1
Fibrozis

Var 1 2 2 1

Yok 7 6 6 7
Fibroblastik aktivite

Var 2 3 2 4

Yok 6 5 6 4
inflamasyon

Var 0 4° 0° 2

Yok 8 4 8 6
Neovaskiilarizasyon

Var 1 52 4 4

Yok 7 3 4 4

* P<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
P P<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
“P<0.05, MKH-1 grubu ile kiyaslandiginda
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Tablo 4: Gruplarin 2.hafta histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplan

Degisken Kontrol PD MKH-2 Plasebo-2
n=8 n=8 n=9 n=9
Submezotelyal
Kalnhk (um) 66.3 £24.8 132.9 +40.1° 69.7+£9.3" | 140.7 +30.1*¢
Hiicre morfolojisi
Normal 8 5 6 7

Reaktif 0 3 3 2
Bazal lamina

Normal 8 5 7 7

Kalin 0 3 2 2
Fibrozis

Var 1 2 2 4

Yok 7 6 7 5
Fibroblastik
aktivite

Var 2 3 2 2

Yok 6 5 7 7
inflamasyon

Var 0 4° 3 3

Yok 8 4 6 6
Neovaskiilarizasyon

Var 1 5° 4 3

Yok 7 3 5 6

* P<0.05, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
P p<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
“P<0.05, MKH-2 grubu ile kiyaslandiginda

34




Uciincii hafta: MKH ve plasebo gruplarmin 3. hafta submezotelyal kalinliklar

birbirleriyle, PD ve kontrol gruplari ile kiyaslandiginda;

MKH-3 grubunun submezotelyal kalinligmmin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 yok iken, PD ve plasebo-3 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (P<0.05, Tablo
5).

Plasebo-3 grubunun submezotelyal kalinlik degeri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek iken (P<0.05), PD grubu ile
arasinda anlamli farklilik belirlenmedi (P>0.05, Tablo 5).

MKH-3 grubu hiicre morfolojisi, bazal lamina kalinligi, fibroblastik aktivite,
inflamasyon ve neovaskiilarizasyon agisindan PD, kontrol ve plasebo-3
gruplar ile karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (P>0.05, Tablo 5).
Plasebo-3 grubunda fibroziste kontrol ve MKH-3 gruplarina gore istatistiksel
olarak  anlamli  artiy  bulundu.  Neovaskiilarizasyon  acisindan
karsilastirildiginda plasebo-3 grubunda kontrol grubuna gore anlamli artig

varken (P<0.05), PD grubu ile aralarinda fark yoktu (P>0.05, Tablo 5).
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Tablo 5: Gruplarin 3. hafta histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplan

Degisken Kontrol PD MKH-3 Plasebo-3
n=8 n=8 n=9 n=9
Submezotelyal 99.0 £
Kalnhik (um) 66.3 £24.8 132.9 +40.1° J— 308.3 £114.8*
Hiicre morfolojisi
Normal 8 5 8 6

Reaktif 0 3 1 3
Bazal lamina

Normal 8 5 7 5

Kalin 0 3 2 4
Fibrozis

Var 1 2 2 6"°

Yok 7 6 7 3
Fibroblastik aktivite

Var 2 3 5 6

Yok 6 5 4 3
inflamasyon

Var 0 4° 3 3

Yok 8 4 6 6
Neovaskiilarizasyon

Var 1 5° 3 6"

Yok 7 3 6 3

* P<0.05, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
P p<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
“P<0.05, MKH-3 grubu ile kiyaslandiginda
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Plasebo ve MKH gruplarinin 1.hafta, 2.hafta ve 3. haftalarinda histopatolojik

degisikliklerin degerlendirilmesi

MKH grubuna mezenkimal kok hiicre, plasebo grubuna PBS verildikten sonra

l.hafta, 2.hafta ve 3. hafta degerlendirmelerinde her grubun kendi aralarindaki

farkliliklara bakildiginda;

e MKH-1, MKH-2 ve MKH-3 gruplarmin submezotelyal kalinliklar1 ve diger
histopatolojik degerlendirmeler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
yoktu (P>0,05, Tablo 6)

e Plasebo-3 grubunun submezotelyal kalinlig1, kontrol, PD, plasebo-1 ve plasebo-2
gruplar1 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artmist1 (P<0.05)
(Tablo 7).

e Plasebo-3 grubunda, plasebo-1’e kiyasla fibroziste artis bulundu (P<0,05, Tablo
7). Plasebo gruplar1 arasinda diger histopatolojik 6zellikler yoniinden farklilik

bulunmad:.
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Tablo 6: MKH gruplarinin histopatolojik degerlendirilmesi

Calisma gruplan

Derlel Kontrol PD MKH-1 | MKH2 | MKH-3
n=8 n=3 n=8 n=9 n=9
i:ﬁ::flf(zrg)al 663+248 | 13294401 | 849+151" | 69.7£93" | 99.0+57.1°
Hiicre morfolojisi
Normal 8 7 3
Reaktif 0 1 1
Bazal lamina
Normal 8 7 7 7
Kalin 0 1 ) )
Fibrozis
Var
Yok 7
Fibroblastik
aktivite
Var 2 3 ) 5
Yok 6 5 6 7 4
inflamasyon
Var 0 42 ob 3 3
Yok 8 4 8 6 6
Neovaskiilarizasy
on
Var 1 52 4 4 3
Yok 7 3 4 6

* P<0.05, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
P p<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
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Tablo 7: Plasebo gruplarmin histopatolojik degerlendirmeleri

Degisken

Calisma gruplan

Kontrol
n=8

PD
n=8

Plasebo-1
n=8

Plasebo-2

n=9

Plasebo-3
n=9

Submezotelyal
kalinhk (num)

66.3 £24.8

132.9 £ 40.1*°

153.7 + 85.3°

140.7 +30.1°

308.3 +114.8*°

Hiicre
morfolojisi

Normal
Reaktif

Bazal lamina
Normal
Kalin

Fibrozis
Var
Yok

6a,b

Fibroblastik
aktivite

Var
Yok

inflamasyon
Var
Yok

4a

Neovaskiilarizas
yon

Var
Yok

1
7

53

6a

* P<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda

P P<0.05, Plasebo-1 grubu ile kiyaslandiginda




IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Fibrozisin derecesini gdstermek i¢in immiinhistokimyasal olarak yapilan kollajen III
ve kollajen IV antikorlar1 ile boyanma teknik nedenlerden dolay: yeterli olmadi ve

degerlendirme dis1 tutuldu.

GRUPLARIN TNF-a, IL-6, VEGF VE TGF-p DUZEYLERiI ACISINDAN
KARSILASTIRILMASI

Birinci hafta TNF-a, IL-6, VEGF VE TGF-§ sonu¢larinin karsilastirilmasi

Birinci haftada TGF-p diizeyi MKH grubunun yarisinda 6lglilemediginden dolay1
gruplar TGF-B acisindan karsilastirilmadi. Gruplar arasinda VEGF ve IL-6 acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P>0.05). Plasebo grubunda TNF-a
diizeyinin kontrol ve PD grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi

(P<0.05) (Tablo 8).

Tablo 8. Gruplarin VEGF, TNF-a ve IL-6 diizeylerinin karsilagtirilmasi (Birinci
hafta)

Parametreler Gruplar
K (n=8) PD (n=8) Plasebo-1 MKH-1 (n=8)
(n=8)
VEGF 257.9 304.1 280.4 286.5
(pg/g yas (0.1-433.8) (0.0-596.3) (135.1-675.2) | (229.2-380.6)
doku)
TNF-a 674 759 996%** 854
(pg/g yas (497-1147) (548-1550) (773-1359) (624-1187)
doku)
IL-6 (pg/mg 10.2+1.3 10.442 12.243.4 11.6+6.1
yas doku)

* P<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
* P<0.05 PD grubu ile kiyaslandiginda,
Veriler ortanca (minimum-maksimum) veya ortalamatstandart sapma seklinde verildi.
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ikinci hafta TNF-a, IL-6, VEGF VE TGF-p sonu¢larinin karsilastirilmasi

Gruplar arasinda VEGF acgisindan anlamhi fark bulunmadi (P>0.05, Tablo 9).
Interlokin-6 ve TNF-a diizeyleri MKH-2 grubunda kontrol, PD ve plasebo-2
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulundu (p<0.05, Tablo 9).
Plasebo-2 grubunda TGF- diizeyi kontrol ve MKH-2 gruplarindan istatistiksel

olarak anlaml1 derecede yiiksek tespit edildi (P<0.05, Tablo 9).

Tablo 9. Gruplarin VEGF, TNF-a, IL-6 ve TGF-B diizeylerinin karsilastirilmasi
(Ikinci hafta)

Parametreler Gruplar

K PD Plasebo-2 MKH-2
VEGF 260+130 279+184 261495 355+83
(pg/g yas
doku)
TNF-o 674 759 782 1109%*°
(pg/g yas (497-1147) (548-1550) (517-1203) (430-2138)
doku)
IL-6 (pg/mg | 10.6 11 10.8 16.1%*°
yas doku) (7.5-11.5) (7.4-12.5) (6.6-18.4) (10.2-23.4)
TGF-B (pg/mg | 2.58 6.13 8.82% 1.69°
yas doku) (0.86-9.56) (0.60-14.26) | (5.62-27.76) | (0.90-17.39)

* P<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda

* P<0.05 PD grubu ile kiyaslandiginda,

P P<0.05 Plasebo-2 grubu ile kiyaslandiginda

Veriler ortanca (minimum-maksimum) veya ortalamatstandart sapma seklinde verildi.

Uciincii hafta TNF-a, IL-6, VEGF VE TGF-p sonuclariin Karsilastiriimasi

Gruplar VEGF agisindan karsilastirildiginda plasebo-3 ve MKH-3 gruplarmin
degerlerinin PD grubuna gére anlamli derecede diisiik oldugu bulundu (P<0.05,
Tablo 10). Hem IL-6 hem de TNF-a degerlerinin plasebo-3 ve MKH-3 gruplarinda

kontrol ve PD gruplarina gore istatistiksel olarak diistiktii (P<0.05, Tablo 10).
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Gruplar arasinda TGF-B diizeyi acisindan istatistiksel olarak fark tespit edilmedi

(P>0.05, Tablo 10).

Tablo 10. Gruplarin VEGF, TNF-a, IL-6 ve TGF- diizeylerinin karsilastirilmasi
(Ugiincii hafta)

Parametreler Gruplar

K PD Plasebo-3 MKH-3
VEGF 260+130 279+184 111+88" 116+41°
(pg/g yas
doku)
TNF-a 674 759 308%*° 263%*°
(pg/g yas (497-1147) (548-1550) (205-539) (185-370)
doku)
IL-6 (pg/mg | 10.2+1.3 10.442 6.9+1.6%* 6.4+1.6%*
yas doku)
TGF-B (pg/mg | 2.58 6.13 8.15 6.25
yas doku) (0.86-9.56) (0.60-14.26) (1.13-99.65) (2.44-16.02)

* P<0.05; kontrol grubu ile kiyaslandiginda

* P<0.05 PD grubu ile kiyaslandiginda,

P p<0.05 Plasebo-3 grubu ile kiyaslandiginda

Veriler ortanca (minimum-maksimum) veya ortalamatstandart sapma seklinde verildi.

Plasebo grubunun birinci, ikinci ve iiciincii hafta TNF-a, IL-6, VEGF VE TGF-
B sonu¢larinin karsilastirilmasi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii diizeyi plasebo-3 grubunda plasebo-1 ve
plasebo-2 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diisiik tespit edildi (P<0.05,
Tablo 11). TNF-a diizeyi plasebo-2 grubunda plasebo-1 grubundan, plasebo-3
grubunda ise plasebo-2 ve plasebo-1 gruplarindan istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik bulundu (P<0.05, Tablo 11). Plasebo-3 grubunun IL-6 diizeyi plasebo-2 ve
plasebo-1 gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (P<0.05, Tablo
11). Gruplar arasinda TGF-f diizeyi acisindan istatistiksel olarak fark tespit edilmedi

(P>0.05, Tablo 11).
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Tablo 11. Plasebo gruplarinin VEGF, IL-6, TNF-a ve TGF-f diizeylerinin
karsilagtirilmasi

Parametreler Gruplar
Plasebo-1 Plasebo-2 Plasebo-3
VEGF 280 270 98%**
(pg/g yas doku) (135-675) (90-368) (8.3-303)
TNF-a 10444219 805+238* 341£103**
(pg/g yas doku)
IL-6 (pg/mg yas doku) 11.8 10.8 6.9%*
(7-17) (6.6-18.4) (4.3-9.4)
TGF-B (pg/mg yas doku) | 7.02 8.82 8.15
(0.17-14.57) (5.62-27.76) (1.13-99.65)
* P<0.05 Plasebo-1 ile kiyaslandiginda
* P<0.05 Plasebo-2 ile kiyaslandiginda
Veriler ortanca (minimum-maksimum) veya ortalamatstandart sapma seklinde verildi.

Mezenkimal kok hiicre grubunun birinci, ikinci ve iiciincii hafta TNF-a, 1L-6,
VEGF VE TGF-p sonuclarinin karsilastirilmasi

Interlokin-6, TNF-a  ve VEGF diizeyi MKH-3 grubunda MKH-2 ve MKH-1
gruplarma gore istatistiksel olarak anlaml diisiik tespit edilirken, IL-6 diizeyi MKH-
2 grubunda MKH-1 grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (P<0.05,
Tablo 12). Transforming biiylime faktorii-betal diizeyi MKH-3 grubunda MKH-2

grubuna gore istatistiksel olarak yiiksekti (P<0.05, Tablo 12).
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Tablo 12. MKH gruplarinin VEGF, 1L-6, TNF-a ve TGF-f diizeylerinin

karsilagtirilmasi
Parametreler Gruplar

MKH-1 MKH-2 MKH-3
VEGF 289+61 355483 116+41%*
(pg/g yas doku)
TNF-a 884+195 1200+484 271+£72%°
(pg/g yas doku)
IL-6 (pg/mg yas doku) 11.6+6.1 16.2+3.8% 6.4+£1.6%*
TGF-B (pg/mg yas doku) | - 1.69 6.25°

(0.90-17.39) (2.44-16.02)

* P<0.05 MKH-1 ile kiyaslandiginda
* P<0.05 MKH-2 ile kiyaslandiginda
Veriler ortanca (minimum-maksimum) veya ortalama+standart sapma seklinde verildi.
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TARTISMA

Uzun siireli PD sirasinda iiremi, tekrarlayan peritonitler, biyouyumsuz diyaliz
soliisyonlarma maruz kalma, PD katateri gibi sebeplerle baz1 yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Mezotel hiicreleri arasindaki baglantilar
gevsemekte, mezotel hiicrelerinde kayip meydana gelmekte, mezotel bazal membrani
kalmlasmaktadir. Interstisyumda kollajen birikimi ve ekstraselliiler matriksteki
artisin etkisiyle submezotelyal kalnlhk artmaktadir. interstisyumda yeni damarlar
olugmakta, ayrica damarlarin yapisinda da degisim olmaktadir. Kapiller damarlarda
kollajen birikimine bagli olarak liimen daralmaktadir. Bu degisikliklerin klinik

yansimasi UF yetersizligi olarak kendini géstermektedir (4, 19, 24, 25, 31).

Standart PD sivilarmin diisiik pH, laktat ve yiiksek glukoz konsantrasyonu,
hiperosmolarite gibi 06zellikleri ve glukoz yikim iirlinleri (GDP), AGEs gibi
maddelerin varlig1 periton zarmi etkilemektedir (19). Bunun sonucunda yukaridaki
paragrafta bahsedilen degisiklikler olugsmaktadir. Calismamizda da daha oOnceki
calismalara benzer sekilde, yiiksek glukoz konsantrasyonlu standart PD sivisina
periton zarmin kronik olarak maruz kalmasi sonucu mezotel hiicrelerinin reaktif hale

gelmesi, bazal laminanm kalinlagmasi, fibroblastik aktivitenin ortaya c¢ikmasi,
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inflamasyon , yeni damar gelisimi ve submezotelyal kalinlikta artigla kendini
gosteren morfolojik degisiklikler saptanmistir. Zareie ve ark (61)’nin yaptiklari
calismada bes hafta siiresince PD kateteri ile %3.86’lik PD sivis1 verilmesi
sonucunda ratlarin peritonunda ¢calismamiza benzer sekilde submezotelyal kalinligin
arttig1, inflamatuar hiicrelerin ve damar sayisinin arttigi goriilmiistiir. Elektron
mikroskobik incelemede standart PD sivisina kronik maruz kalma sonucunda
mezotel hiicrelerinde hasar ve mezotel hiicre kaybi gelistigini gozlemlemislerdir
(61). Schilte ve ark (62) da kronik PD sivisina maruz kalma sonucunda ratlarin
peritonunda benzer degisiklikler gozlemislerdir. Makrofaj sayisi artmis, mezotel
hiicreleri artmis, submezotelyal kalinlik artmis, yeni damarlar olugsmustur. Williams
ve ark (25) kronik PD’deki hastalarin peritonunu inceledikleri c¢alismalarinda
submezotelyal kalinlikta artis, vaskiilopati, mezotel hiicrelerinde reaktivasyon,
mezotel hiicrelerinde kayip, inflamasyon saptamislardir. Periton diyaliz siiresi
arttikca submezotelyal kalinlikta ve vaskiilopati derecesinde artis olmustur (25).

Calismamizin sonuglar1 bu bulgular1 desteklemektedir.

Kronik periton diyalizinde biyouyumsuz PD sivilar1 ve ¢esitli faktorler inflamasyona
sebep olmakta, mezotel hiicreleri ve makrofajlar aktive olmaktadir. Biiylime
faktorleri ve inflamatuvar sitokinlerin yapimi baglamaktadir. Bu faktorler
fibroblastlari, endotel hiicrelerini ve mast hiicrelerini aktive etmektedir. Anjiogenik
ve fibrotik sitokinler, bliylime faktorleri salgilanmaktadir (19, 27). Maksic ve ark
(63) PD hastalarinda sistemik ve intraperitoneal proinflamatuar sitokin profilini
karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda kronik periton diyaliz hastalarinin serum TNF-a
seviyelerinin evre IV-V KBY’li hastalarina kiyasla yiiksek oldugunu, bir yildan
uzun siiredir PD yapilanlarda PD sivisindaki IL-6 diizeyinin bir yildan az siiredir PD
yapilanlara kiyasla yiiksek oldugunu bulmuslardir. Yazarlar kronik inflamasyonu
arttrmada PD siiresinin 6nemli olduguna vurgu yapmislardir (63). Calismamizda
kronik periton diyalizi ile inflamatuar hiicrelerde belirgin artis goriildi,

proinflamatuar sitokinler ve VEGF, TGF-f artma egilimindeydi.
Mezenkimal kok hiicreler ilk kez periton zarinda Lucas ve ark (64) tarafindan cerrahi

sonrast gelisen yapisiklart Onleyici etkisi olup olmadigmi arastrmak amaciyla

kullanilmistir. Cerrahiden hemen sonra verilen IP MKH’nin yapisikligi anlaml
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olarak azalttigi, cerrahiden 4-6 saat sonra verilen MKH’in ise yapisikligr anlamli

olarak arttirdig1 gézlenmistir (64).

Kok hiicre tedavisinde dokunun yenilenmesinin eksojen verilen bu kok hiicreler
etkisiyle olup olmadigmi saptayabilmek icin ¢esitli isaretleme yontemleri
kullanilmaktadir (56-58). Cok yakin zamanda yapilan bir rat calismasinda
intraplevral yolla verilen MKH’in plevraya yapistigi gosterilmistir ve plevral
hastaliklarda MKH’nin yeni bir tedavi yontemi olabilecegi belirtilmistir (65).
Calismamizda isaretleme GFP ile yapildi ve immunfloresan mikroskobunda yapilan
incelemede mezenkimal kok hiicrelerin periton zari tarafindan tutuldugu goriildii ve
calisma siiresince bu durumun devam ettigi gdzlendi. Immunfloresan mikroskopta
GFP boyamasinin olmasi, MKH grubunda goriilen degisikliklerin verilen MKH nin
etkisi ile oldugunu destekleyen bir bulguydu. Plevra peritonla ayni embriyonik

kokendendir ve yapilar1 benzerdir.

Inflamasyon kronik periton diyalizinde periton zarinm hasarinda 6nemli rol
oynamaktadir. Birgok inflamasyon modelinde MKH kullannminin yararli etkileri
gozlenmistir. Maggini ve ark (66) peritondan elde ettikleri makrofajlart kiiltiir
ortaminda lipopolisakkarid ile aktive ettiklerinde proinflamatuar sitokinlerde artis
oldugunu, kiiltire MKH eklediklerinde proinflamatuar sitokinlerde anlamh
baskilanma oldugunu gozlemlemislerdir. Akut miyokard infarktiisii (AMI)
modelinde MKH naklinin inflamasyon ve kardiak fonksiyon tiizerine etkisinin
degerlendirildigi deneysel bir calismada AMI olusturulmasmin hemen ardindan
MKH intrakardiak olarak verilmistir. Dort hafta sonra yapilan degerlendirmede
proinflamatuar sitokinlerde (TNF-a, IL-1B ve IL-6) MI grubuna gore diisiis
gozlenmis, fakat kontrol grubuna goére yliksek veya benzer bulunmus ve infarkt
alaninda da azalma goriilmiistiir (12). Bleomisin ile akut akciger hasar1 modelinde
sistemik yolla hemen verilen MKH’nin inflamasyon, kollagen birikimi ve matriks
metalloproteinaz aktivasyonunda anlamli azalmaya yol ac¢tigi, bleomisinin sebep
oldugu akciger hasarmi Onledigi goriiliirken bleomisinden 1 hafta sonra MKH
verildiginde bu olumlu etkiler gorilmemistir (67). Calismamizda MKH verilen
ratlarda morfolojik degisiklikler kontrollerden anlamli farkli olmadigi i¢in MKH’nin
periton iizerine diizeltici/ koruyucu etkisi oldugu diisiiniilebilir. Intraperitoneal MKH

tedavisinin ikinci haftasinda proinflamatuar sitokinlerde belirgin artig goriiliirken,
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iclincii haftada proinflamatuar sitokinlerde baskilanma oldugu gozlendi. Erken
donemde inflamatuar sitokinlerdeki artis MKH naklini takiben gelisen etkilesimlere
bagli olabilir. Mezenkimal kok hiicrelerin nakli sonrasi erken donemde inflamatuar
sitokinlerin yiiksek tespit edilirken, ge¢ donemde disiik tespit edilmesi MKH’in
inflamasyonu belirli bir siire sonra baskiladigi diisiincesine yol agmaktadir.
Calismamiza benzer sekilde akut serebral inme modelinde iskemiyi takip eden 2.
haftada TNF-o ve IL-6 diizeyleri IV MKH grubunda kontrole gore yiiksek
bulunmustur, serebral hasar lizerine ise MKH nin diizeltici etkileri gdzlenmistir (68).
Semedo ve ark (69) da akut bobrek hasar1 rat modelinde iskemiden alt1 saat sonra
ratlara IV yolla MKH vermisler ve iki farkli zamanda yaptiklar1 degerlendirmede
sitokin profilinde degisikliklik oldugunu, reperflizyonun 24. saatinde proinflamatuar
sitokinlerin (IL-1B, IL-6, TNF) ekspresyonu distikken, 48. saatte ise IL-6
ekspresyonunda artis oldugunu goézlemlemislerdir, IL-6 ekspresyonundaki artisin
kismen MKH’nin kendi IL-6 ekspresyonundan kaynaklanabilecegi yorumunda

bulunmuslardir.

Calismamizda plasebo grubunu peritonun dinlendirilmesi olarak diislinebiliriz.
Peritonun dinlendirilmesi ile inflamasyon lizerine olumlu etkiler goézlenirken 2.
haftada fibrozise yol acan TGF-B yiiksekti ve 6zellikle 3. haftada submezotelyal
kalinlikta ve fibroziste artis belirgindi. Dinlenme sonras1 kotiilesme goriilmesi etken
ortadan kalksa bile baslamis olan hasarin bir siire daha devam ediyor olmasiyla
iligkili olabilir. Bu kotiilesmenin  goriilmesinde TGF-B’nin  artiginin - sorumlu
oldugunu diistindiik. Bakteriyel peritonit sirasinda PD sivisinda hiicre sayisinda 400
kat artis oldugu ve bu artisin klinik diizelmeye ragmen 3 haftaya kadar devam ettigi,
proinflamatuvar sitokinlerin ve sklerozan biiylime faktorlerindeki artisin ise en az 6
hafta devam ettigi gosterilmistir (28). Zareie ve ark (61) ratlarda yaptiklar1 ¢alismada
peritonu dinlendirmenin etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismalarinda 5 hafta
siiresince giinliikk %3.86’lik ticari glukoz sivist verdikten sonra PD sivisi verilmesi
kesilmis, ratlar PD sivisma ara verdikten 12 hafta sonra degerlendirilmistir. Peritonu
dinlendirmenin olumlu etkilerini gdézlemlemislerdir. Submezotelyal kalinlik ve
hiicresel degisiklikler ve damar sayisinda kontrole gore farkli olmakla birlikte
diizelme yoniinde bulgular goriilmiistiir (61). Kim YL ve ark (70)’nin peritonu
dinlendirmenin etkisini degerlendirdikleri ¢alismada 3 hafta siiresince giinde 2 kez

PD sivist verilmis, devaminda periton 4 hafta dinlendirilmistir. Dinlendirme sonrasi
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submezotelyal kalinligin kontrole gore fazla olmakla birlikte azaldigi goriilmiistiir
(70). Caligmamizda dinlendirme grubumuzda kalinligm PD grubuna gore artmis
olmast PD sivis1 verme siiresinin uzun, dinlendirme siiresinin ise daha kisa
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Daha uzun dinlendirme siiresi sonras1 bakilsaydi

belki de submezotelyal kalinlikta azalma tespit edilecekti.

Ulkemizde son donem bdbrek yetmezlikli hastalarmn yaklasik olarak bir yilda sadece
yaklasik % 3’line renal transplantasyon yapilmaktadir (22). Periton diyalizi ve
hemodiyalizden renal transplantasyona geg¢is siiresinin iilkemizde uzun oldugu ve
yenidogan doneminden itibaren diyalize baslanan hastalar oldugu diisiiniildiigiinde

periton membran biitiinliigliniin korunmas1 olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Ozetle c¢alismamizda kronik periton diyaliz modelinde MKH naklinin
proinflamatuvar sitokinler, biiytime faktorleri ve histolojik degisiklikler iizerine etkisi
degerlendirildi. Periton morfolojisinin PD yapilan grupta ve MKH verilmeyen grupta
bozuldugu goriilirken, MKH grubunda morfolojik degisikliklerin kontrolden anlamli
farkli olmadig1 goriildi. Bu bulgular MKH tedavisinin periton zarmdaki hasar1
diizeltebilecegini/Onleyebilecegini diisiindiirmektedir. Kronik PD’nde MKH’nin
tedavi edici etkisinde mekanizmalardan biri inflamatuar cevabm diizenlenmesi

olabilir.

Mezenkimal kok hiicre nakli periton membraninin korunmasinda ve mevcut hasarin
geriye dondiiriilmesinde imit verici bir tedavi yontemi olabilir. Fakat mezenkimal
kok hiicreler periton diyalizine devam edilirken uygulandiginda yine diizeltici etki
gosterebilecek mi, doz arttrmak mi gerekecek, tekrarlayan dozlara ihtiya¢ olursa ne
kadar siire araliklarla vermek gerekecek, periton membranmin fonksiyonu iizerine de
MKH tedavisinin diizeltici etkisinin olup olmadigi1 cevaplanmayi bekleyen sorulardir.
Sonu¢ olarak mezenkimal kok hiicre naklinin periton membranmnin korunmasi ve
hasarinin diizeltilmesindeki etkinliginin degerlendirilmesi i¢in daha ileri deneysel ve
klinik ¢caligmalara ihtiya¢ vardir. Bulgularimiz bu alanda 6nciil sonu¢lar olup, MKH

naklinin umut verici olduguna dair ipuglar1 igermektedir.
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2)

3)

4)

)

6)

SONUCLAR

Periton diyaliz modeliyle periton diyaliz sivisinin periton zar1 morfolojisi
iizerinde olumsuz etkileri oldugu ve bazi morfolojik degisiklikler olustugu
gosterilmistir.

Periton diyalizinin periton zar1 lizerinde inflamatuar olaylar: tetikleyici etkisi
gosterilmistir.

Intraperitoneal olarak verilen mezenkimal kok hiicreleri periton zari
tarafindan tutulmustur. Periton zarinda GFP boyanmasinin olmasi bunu
kanitlamaktadir.

MKH nakli yapilan ratlarda morfolojik bulgular kontrol grubuyla benzer
oldugundan MKH’nm koruyucu etkisinin oldugu diisiiniilebilir.

MKH nakli yapilan ratlarda erken donemde inflamatuar sitokinler, kontrol,
MKH verilmeyen ve PD yapilan ratlara gore, yiiksek olarak tespit edilirken,
gec donemde MKH nakli yapilan ratlarda inflamatuar sitokin diizeyleri diisiik
tespit edilmistir. Bu durum MKH’nin inflamasyonu belirli bir siire sonra
baskiladig1 diisiincesine yol agmaktadir.

Plasebo grubunda inflamatuar sitokinler zamanla azalmaktadir. Ancak TGF-3
azalmamaktadir. Plasebo grubunun submezotelyal kalinliginin zamanla

azalmamas1 TGF-p ile iligkili olabilir.
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