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OZET

Amagc: Bu ¢alismanm amaci ratlardaki kronik periton diyaliz (PD) modelinde mezenkimal kok
hiicre (MKH) naklinin periton morfolojisi ve antioksidan sistem tizerindeki etkilerini

incelemektir

Gerec-Yontem: Wistar albino erkek ratlar 4 gruba ayrildi: Kontrol (K), PD, MKH ve plasebo
gruplarl. Kontrol grubu hari¢ digerlerine 6 hafta siiresince %3.86’lik glukozlu PD sivisi
intraperitoneal yolla verildi. Alt1 haftanin sonunda MKH grubuna MKH, plasebo grubuna ise
fosfat buffer soliisyonu verildi. Kontrol ve PD grubundaki ratlar 6 haftanin sonunda, P ve
MKH gruplar ise tedaviyi takip eden 1., 2. ve 3. haftalarda degerlendirildi ( MKHI1, P1,
MKH2, P2, MKH3 ve P3 gruplar1). Peritonda ELISA yontemi ile GPx ve SOD ¢alisildi ve
histolojik degerlendirme yapildi.

Bulgular: Submezotelyal kalinlik PD ve plasebo gruplarmda K ve MKH gruplarma kiyasla
belirgin artmistt. GPx ve SOD diizeyleri PD grubunda kontrol grubuna gore belirgin artmust.
GPx ve SOD diizeyleri MKH2 grubunda PD grubuna gore diisilkken P2 grubundan yiiksekti.
GPX ve SOD diizeyleri MKH3 ve P3 grubunda PD grubuna kiyasla diistiktii.

Sonu¢: Calismamizda MKH’nin suubmezotelyal kalmhgi belirgin olarak azalttigir goriildii.
MKH’nmn diizeltici etkisi kismen antioksidan sistem yoluyla olabilir. MKH PD hastalarinda

periton zarmi korumada umut vaat edici bir tedavi olabilir.

Anahtar kelimeler: Periton diyalizi, MKH, antioksidan sistem



ABSTRACT
EFFECTS OF MESENCYMAL STEM CELL TRANSPLANTATION ON
ANTIOXIDANT SYSTEM IN A RAT MODEL OF CHRONIC
PERITONEAL DIALYSIS

Objective: The aim of the present study was to investigate the effect of mesenchymal stem
cells (MSC) transplantation on the peritoneal morphology and antioxidant system in rat
models of chronic peritoneal dialysis (PD).

Material-Methods: Wistar albino male rats were divided into four groups: Control (C) group,
Peritoneal dialysis (PD) group, MSC group and placebo (P) group. PD, MSC and placebo
groups received daily intraperitoneal injection with 3.86 % glucose-based PD fluid once
daily during six weeks. After 6 weeks, MSC group was treated with MSC and placebo group
was treated with phosphate buffer solution via intraperitoneal injection. Rats without dialysis
and treatment served as controls. Placebo and MSC groups were evaluated at the first,
second and third week of treatment (MSC1, P1, MSC2, P2, MSC3 and P3 groups). At the
end of the study, parietal peritoneum sample was taken from all rats under anesthesia. The
activity of glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) in the peritoneal
tissue were studied by ELISA method. The peritoneum was evaluated histologically.
Results: The submesothelial area was significantly thickened in PD and placebo groups
compared with C and MSC groups. Levels of GPx and SOD were significantly increased in
the PD group compared to the C group. At second week, the levels of GPx and SOD in
MSC group were lower than PD group while the level of SOD in MSC group was higher than
P group. At third week, GPx and SOD levels in MSC and P groups were significantly lower
than PD group.

Conclusions: In our study, MSC markedly decrease submesothelial thickness. The
beneficial effect of MSC on the peritoneum may be partly through antioxidant system.
Mesenchymal stem cells may offer promise as novel therapeutics in peritoneal dialysis
patients to protect the peritoneal membrane.

Keywords: Peritoneal dialysis, MSC, antioxidant system



GIRIS

Cocuklarda, 6zellikle de erken ¢cocukluk doneminde, son donem bobrek yetmezliginde bir renal
replasman tedavisinde ilk tercih periton diyalizidir. Periton diyalizinde en 6nemli zorluk periton
membran biitiinliigiiniin uzun siireli korunamamasidir. Kronik periton diyalizi sirasinda 5-10 yil
icerisinde periton membran biitiinliigii bozulmakta ve yeterli ultrafiltrasyon saglanamamaktadir
(1). Periton membran gecirgenligi bozulan ve yeterli viicut kitlesine sahip olmayan kiiclik
cocuklarda uygun cihazlarm olmamasi sebebiyle hemodiyaliz de yapilamamaktadir ve bu
cocuklarda peritonun korunmasi daha biiyiik 6nem arzetmektedir.

Periton membrani tek tabakali mezotel hiicreleri ile kaplhidir. Mezotelium peritoneal
membranin 6nemli bir komponentidir ve fibrin homeostazi, mikrosirkiilasyon ve inflamatuar
cevabin regiilasyonunda gorev alir. CPD’nde mezotelial hiicreler siirekli olarak hiperosmotik,
hiperglisemik ve asidik periton diyaliz sivisina maruz kalir. Bu maruz kalma sonucunda periton
membran yetersizligi olusur. Periton membran yetersizliginin patogenezinde oksidatif stresin de
rol aldig1 gosterilmistir (2-6).

Kemik iligi hiicreleri kiiltiir kaplarmnda kiiltiire edildikleri zaman hizla plastik kiiltiir
kabma yapisan (adhere olan) hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri oldugu, yapigmayan (non-
adherent) hiicrelerin ise hematopoietik hiicreler oldugu 1966’1l 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 dokularm 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 (7-13). Mezenkimal kok hiicrelerin otoimmun ensefalomiyelit deney
modelinde antioksidan etkisi gézlenmistir (14).

Bu calismada, periton membran hasar1 olustulmus ratlarda, intraperitoneal olarak
mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun antioksidan sisteme etkisini arastirmak

amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

A-PERITONUN ANATOMISI

Periton karm boslugunu doseyen serdz zardir. Iki bdliimden olusmaktadir. Karin 6n ve arka
duvarlarmm 1i¢, diafragmanin alt ve pelvis boslugunun iist yiizlinii saran boliimii paryetal
periton, karm arka duvarindan ve diafragmadan bazi bolgelerde ayrilarak, i¢ organlarin bir
kismimi veya tamamini saran boliimii ise visseral periton olarak adlandiriimaktadir. iki periton
boliimii arasindaki bosluga periton boslugu denilmektedir. Bu boslukta surfaktan benzeri,
fosfolipidden zengin az miktarda periton sivisi bulunur, bu sivi baslica mezotelyal hiicreler
tarafindan salgilanir. Periton diyalizi sirasinda yiizey alaninin yaklasik ticte biri periton sivist ile
temas halinde olur (15, 16). Ayrica visseral periton anatomik periton yilizey alaninin % 85’ini

olusturmasma ragmen total PD degisiminin sadece % 30’una katkida bulunmaktadir (4).

B-PERITONUN HIiSTOLOJIiSI ve FONKSIYONU

Periton zar1 2 tabakadan olugsmaktadir: a) Mezotel b) peritoneal interstisyum. Mezotel tabakasi
tek sirali birbirlerine sikica bagh yassi, skuamoéz, 6zellesmis epitel hiicrelerinden olusmaktadir.
Mezotel hiicrelerinin ylizeyinde mikrovilli ve silialar vardir. Bunlar mezotel ylizeyini siirtiinme
hasarmmdan korumakta ve surfaktan benzeri sivinin yapilmasmi diizenlemektedir. Mezotel
hiicreleri arasinda {i¢ 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 etrafin1 saran glikokaliksi olusturmaktadir ve karmn i¢i organlarinin
sirtlinme ile hasarlanmasmi onlemektedir. Mezotel sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerini
sentezleyerek inflamasyonun baslatilmasini ve diizenlenmesini saglamaktadir. Mezotel hiicreleri
matriks proteinlerini de sentezlemektedir. Peritoneal kaviteden sivi ve soliitlerin taginmasini
saglamaktadir. Mikroorganizmalara karsi bariyer gorevi de gormektedir. Peritonun diger

tabakasi olan interstisyum amorf madde i¢ine gdmiilmiis lifler ve hiicrelerden olugmaktadir.



Baslica hiicreler fibroblast ve bashca lifler kollajendir. Interstisyumda az sayida hiicre
bulunmaktadir. Fibroblastlar ve mast hiicreleri kan damarlarmimn yaninda yer almaktadir. Cok az
sayida monosit ve makrofaj da bulunmaktadir. Amorf madde polisakkaritlerden olugmaktadir.
Kapillerlerin duvar1 bazal membran ve endotelden olugmaktadir ve insan peritonundaki kapiller
damarlarm biiyiik cogunlugu kesintisiz tiptedir, paryetal peritonda % 1.7 oraninda pencereli

tipte kapiller saptanmustir. Interstisyumda lenfatikler de bulunmaktadir (2, 3, 17).

C- PERITON DiYALIizi

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 uygulanmis ve kisa siirede yayginlasmustir (18).

Periton diyalizinin {i¢ 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 ¢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
icinde cocuklarda daha ¢ok tercih edilen form olmasina ragmen 3-5 yil i¢in giivenilir ve etkin
bir tedavidir. Periton diyalizinin teknik etkinligi peritonun yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiine
baghdir. Zaman i¢inde peritonun yap1 ve fonksiyonunda olusan degisiklikler periton diyalizinin
uzun yillar uygulanabilmesini engellemektedir (23). Dort yillik tedaviden sonra PD hastalarmin

yaklasik %35’inde UF yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir (24).



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

Uzun siireli PD sirasinda bazi yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir. Bu
degisiklikler tiremi, tekrarlayan peritonitler, biyouyumsuz diyaliz soliisyonlarmna maruz kalma,
PD katateri gibi sebeplerle olusmaktadir (19, 24) (Tablo 1).

Uremik ve HD yapilan hastalarm peritonunda PD yapilanlarinkine benzer degisiklikler
goriilmiistiir (25). Hayvan ¢alismalarinda da PD yapilmayan liremik hayvanlarda vaskiiler agda
artis oldugu dogrulanmistir (26). Bu bulgular iireminin peritonda inflamasyonu tetikledigini
diisiindiirmektedir. Uremide IL-1p ve TNF-a gibi inflamatuvar sitokinler, VEGF, ileri
glikasyon iirlinleri (AGEs), nitrik oksit (NO) artmaktadir, ekstraselliiler matrikste artis
olmaktadir ve vaskiilopati gelismektedir (19, 24, 27).

Peritonit ataklar1 agir inflamatuvar cevap, damarlanmada artis ve mezotel hiicrelerinde hasar
olusturarak peritonda ciddi degisikliklere sebep olmaktadir (19). Proinflamatuvar sitokinler
(IL-1B, TNF-a, IL-6), NO ve prostaglandinlerin etkisi ile periton zarinda akut degisiklik
meydana gelir, efektif periton ylizey alaninda hizli ve geri doniisiimlii 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 biiyiime faktorlerindeki artisin ise en az 6 hafta devam ettigi gosterilmistir (28).
Tekrarlayan peritonitler zarda gecirgenlik artigma ilaveten submezotelyal fibrozis ve

anjiogenezise yol agmaktadir (24).

Standart PD sivilarinin diisiik pH, laktat ve yiiksek glukoz konsantrasyonu, hiperosmolarite
gibi ozellikleri ve glukoz yikim iiriinleri (GDP), AGEs gibi maddelerin varhg: periton zarm
etkilemektedir (19). Standart PD sivilarinda osmotik ajan olarak glukoz kullanilmaktadir.
Diyaliz sirasinda periton boslugundaki glukoz konsantrasyonu normal plazma diizeyinden 15-
40 kat daha fazla olmaktadwr. Yiiksek glukoz konsantrasyonu mezotel ve lokositler i¢in
toksiktir. Fibroblast ¢ogalma hizim1 ve kollajen sentezini arttirmasi, TGF-f1, 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 iirlinlerinin (ROS) ve lokal anjiotensin II’nin yapmmni uyarmaktadir (24). Ortaya
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cikan 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-B’y1 sekrete etmeleri i¢in uyarmaktadir ve proinflamatuvar
sitokinlerin, kemokinlerin ve VEGF gibi anjiogenik biliylime faktorlerinin sentezini
diizenlemektedir. Ayrica aldosteronun yapimmi uyarmaktadir. Aldosteronun da fibrozis

gelisiminde rolii vardir (19).

Tablo 1. Periton diyalizi sirasinda peritonda degisiklige yol agan sebepler

» Uremi

= Peritonit

=  Kateter

= Basing

= Biyouyumsuz PD sivilar

-Diisiik pH, laktat

-Hiperosmolarite

-Yiiksek glukoz konsantrasyonu

-Glukoz yikim tiriinleri (GDP)

-Ileri glikasyon iiriinleri (AGEs)

Hiperosmolarite mezotel hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamakta, TGF-B1, prostaglandinler,
doku tipi plazminojen aktivatorii ve fibronektin gibi {iriinlerin mezotel hiicresinde yapmmini

arttirmaktadir. Sonugta hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (4, 29).

Diisiikk pH’li (pH=5.3) PD sivilar1 peritonun savunma sistemini etkilemektedir. Ayrica diistik
pH’nin mezotel hiicrelerinin fibrinolitik aktivite ile ilgili maddeleri yapmasmi inhibe ettigi
gosterilmistir. Periton diyaliz sivilarinda tampon madde olarak kullanilan laktatin bikarbonata

gore daha zararh olabilecegi diistiniilmektedir (4, 29).

Glukoz iceren periton diyaliz sivilarmnn 1s1 ile sterilizasyonu ve uzun siireli depolanmasi reaktif
karbonil bilesikleri olan GDP’nin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Mezotel hiicreleri
GDP’ye maruz kaldiginda proinflamatuvar cevap ve sitotoksik hasar meydana gelmektedir.

Glukoz yikim {iriinleri 16kosit fonksiyonunu bozmakta, VEGF ve TGF- yapimini artirmakta,
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hiicreler arasi sik1 baglantilarin ekspresyonunu azaltmakta ve de AGEs nin olugsmasma sebep
olmaktadir (27, 29, 30). Glukoz ve GDP proteinlerin serbest amino gruplarma 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 yapmmim arttirmaktadir, apopitozu indiiklemektedir (4, 29).

Kateterin peritondaki yapisal degisikliklere kismen katkisi vardir. Periton diyaliz kateteri
periton zarmda inflamatuvar cevabi arttrmakta, fibrozis ve anjiogenezisi indiiklemekte ve
peritoneal gecirgenligi arttirmaktadir (19, 32). Periton diyaliz stvismin peritona verilmesi ile

olusan basing da inflamasyonu tetiklemektedir (19).

E- PERITON DiYALIiZi SIRASINDA ORTAYA CIKAN YAPISAL DEGISIKLIKLER

Periton diyalizi sirasmmda mezotel hiicrelerinde kayip, submezotelyal fibrozis, anjiogenezis,

vaskiilopati ve bazal membranda kalinlagma meydana gelmektedir (24, 33) (Sekil 1).

Periton diyalizi ile mezotel hiicrelerindeki mikrovilluslar kaybolmaya baslamakta, hiicreler
arasindaki baglantilar gevsemektedir. Periton diyalizine baglanmasindan 8-10 ay sonra
mikrovilluslarin tamami yok olmaktadir. Hiicreler arasindaki baglantilarin gevsemesi mezotel
hiicrelerinin birbirlerinden ayrilmasma yol agmaktadir (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 agmaktadir. Geriye kalan
mezotel hiicreleri aktif hale gelmekte ve cesitli prostaglandinler, kemokinler ve sitokinleri
salgilamaktadir. Sonugta akut veya kronik inflamasyon ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum da
periton zarinin bozulmasma neden olmaktadir (19, 33). Mezotel hiicrelerinin GDP’ye maruz
kalmas1 hiicre biiylimesinde, hiicre canliiginda inhibisyona, TGF- B ve VEGF sentezinde artisa
yol agmaktadir (19). Periton diyalizi sirasinda ayrica mezotel bazal membraninda kalinlagma

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

Peritondaki mezotel hiicrelerinin sayisi hiicre ¢ogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki dengeye
baghdir. Normal sartlarda herhangi bir anda mezotel tabakasinda mitoz sadece hiicrelerin %
0.1-0.5’inde meydana gelmektedir (2). Peritonit sirasinda iki-li¢ giin i¢cinde hiicre ¢ogalmasi
maksimal %19’a kadar c¢ikabilmektedir. Fakat iiremiklerde hiicre ¢ogalmasi biiyiilk oranda
inhibisyona ugramaktadir (17). Mezotel hiicrelerindeki hasar hiicre 6liimii ve hiicre ¢cogalmasimi
arttirmakta, bunun sonucunda periton zarmn yapisal biitiinliigii 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 farkhlastigidir. Ugiincii
hipotezde ise; hasarn ilk 24 saati icinde makrofajlar hasar alanina gelir. Daha sonra interstisyel
alandaki mezenkimal Onciiller metaplazi ile mezotel hiicrelerine doniisiir ve go¢ ederek dokiilen
mezotel hiicrelerinin yerini alir. Bu hipotez genis kabul gérmemistir. Diger bir goriis ise
peritoneal makrofajlarin mezotel hiicrelerine doniistiigii seklindedir. Dordiincii hipotez ise;
geriye kalan mezotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gociliyle mezotel hiicrelerinin dokiildiigi

alanlarin rejenerasyonunun saglanmasidir (17).

Son zamanlardaki veriler mezotel hiicrelerinin epitelden mezenkimale doniisiime (EMT)
ugradigin gostermistir (19). Klaudin, okludin, E-kadherin, zona okludens ve desmoplakin gibi

adezyon molekiillerinin baskilanmasi1 sonucu hiicreler arasi baglantilarn gevsemesi, apikal-
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bazal polaritenin ve mikrovilluslarin kayb1 EMT’yi baglatmaktadir. Hiicre iskeletinin yeniden
organizasyonu ile hiicre on-arka polariteye adapte olmaktadir. Go¢me yetenegi artmaktadir.
Degisime ugrayan hiicreler submezotelyal tabaka i¢cine 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 kalmlasmaktadir (24). Erigkin PD hastalarinda PD tedavisi
sirasinda periton zarinda meydana gelen degisikliklerle ilgili en genis ¢calismayr Williams ve ark
(25) yapmustir. Uzun stiredir PD yapilan 130°dan fazla hastanmn biyopsisi saghkli kontrollerle ve
iiremik hastalarla karsilastiriimustir. Uremik hastalarm submezotelyal alani saghkh kisilere
kiyasla 3 kat daha kalin, PD hastalarmki ise 5 kat kalin bulunmustur (25). Peritonun ortalama
kalmhg1 saghkh kisilerde 40 pm (30-70 pum)’dir. Hic PD yapilmamis tiremik hastalarda
submezotelyal tabakanin kalmhgi artmaktadir (ortalama 150 pm). Kalnlik PD hastalarinda
daha belirgin bir sekilde artmakta, iki yildan az PD yapilanlarda submezotelyal tabakanmn
kalmhigr 180 pum iken 8 yildan fazla PD yapilanlarda 600 pm’e ulasmaktadir. interstisyel

kalinlagsmaya ilaveten interstisyel hiicrelerin sayisinda da artis belirlenmistir (4).

Kapiller bazal membran da kalinlagmaktadir. Bu kalinlasma kapiller limen tikanana kadar

devam etmektedir (19). Yapisal degisikliklere ilaveten damarlarin sayisi da artmaktadir (4).
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Kapiller bazal membrandaki degisim interstisyel matrikste genisleme ve bilesiminde degisim ile
birliktelik gdstermektedir. Idiopatik peritoneal sklerozda submezotelyal alandaki kollajen
birikimi baglica kollajen tip I ve III’den olusurken, PD hastalarinda baslica kollajen tip 1V’de
artis olmaktadwr. Kapiller damarlarin media tabakasinda kollajen tip IV ve laminin birikimi
fibrozis ve hiyalinizasyona sebep olmaktadir (31). Submezotelyal alanin kalinlig1 ve de tikayic
vaskiilopatinin derecesi PD siiresi ile korelasyon gostermektedir. Aletli PD yapanlarda fibrozis

daha kisa stirede gelismektedir, bunun kiimiilatif glukoz etkisi ile oldugu diisiiniilmektedir (24).

Peritoneal fibrozis bazilar1 miyofibroblastik 6zellikte olan fibroblastlarin sayisinda artisla birlikte
interstisyumda kollajen I, III, IV, V, VI, fibronektin, tenaskin gibi ekstraselliiler matriks
proteinlerinin birikmesiyle olugmaktadir (31, 34). Fibroblastlarin kaynagi tartismalidir. Bu
konuda ti¢ goriis vardir. Klasik goriis fibroblastlarm organogenez sonrasi farkh dokularda
kalmis artik embriyonik mezenkimal hiicreler oldugu seklindedir. Yeni goriis fibroblastlarmn
mezotel hiicrelerinden EMT ile doniistiigiinii veya kandaki CD34+ hiicrelerden (fibrosit)

kaynaklandigmi savunmaktadir (34).

Ozetle uzun siireli PD’de devamh biyouyumsuz PD sivilarina ve peritonite maruz kahnmasi
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 sonuc¢lar1 (Fusshoeller A 2008 Pediatr Nephrol) GDP;
glukoz yikim iirlinleri, VEGF; vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, TGF-1p; transforming
bliylime faktorii-1 beta, eNOS; endotelyal nitrik oksit sentetaz, EMT; epitelden mezenkime
doniisiim, AGEs; ileri glikasyon trtinleri, ROS; reaktif oksijen tirtinleri, UF; ultrafiltrasyon (24)

F- PERITON DiYALIZi SIRASINDA ANTIOKSIiDAN SISTEM

Oksidatif stresin periton zarinda yetersizlige yol acan peritoneal ve sistemik inflamasyonun
baslamasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Oksidaitf stres reaktif oksijen tiriinleri (ROS)
ile antioksidan sistem arasindaki dengenin ROS lehine bozulmasindan kaynaklanmaktadir. PD
hastalarinda antioksidan enzimler azalmistir(4). Ayrica PD sivisindaki glukoz reaktif oksijen

tiirlerinin yapimini indiiklemektedir (24).

G- MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Kok hiicreler kendini yenileyebilme ve en az bir ¢esit matiir hiicre tipine farklilasma 6zelligi
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
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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 cesitlerinden biri olan mezenkimal kdk
hiicreler, ilk kez fetal buzagi serumu igeren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik
hiicrelerine ve adipositlere farkhlagsan ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin
gelistigini gosteren Fridenstein tarafindan tanimlanmustir (44). Mezenkimal kok hiicreler kemik
iligi veya diger dokulardan kaynaklanip in vitro ortamda plastige yapisma ozelligi olan
hiicrelerdir (7). 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 pulpasi ve akciger gibi bircok doku ve organda saptanmustir (13). Dominici ve ark
(45) MKH tanimlamasi ic¢in ii¢ kriter Onerisinde bulunmuslardir. Bu kriterlerden birincisi
standart kiiltiir ortaminda plastige yapigsma 6zelliginin olmasi, ikincisi spesifik yiizey antijen
ekspresyonu (mezenkimal kok hiicreler CD105, CD73 ve CD90 ekprese etmeli, CD45, CD34,
CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA smif II ekspresyonu olmamali), {i¢iinciisii ise
multipotent farkhlasma potansiyelinin olmasidir. Multipotent farkhilagma yeteneginin oldugunu
sOyleyebilmek i¢in in vitro ortamda hiicre osteoblast, adiposit ve kondroblastlara

farklilasabilmelidir (45).

Yakin zamana kadar bir dokudan elde edilen kok hiicrenin ¢ok daha farkh diger hiicrelere
kaynaklk edemeyecegi diisiiniiliyorken MKH’lerin kemik, kas, kikirdak, tendon, yag gibi
mezodermal kokenli hiicrelerin disinda endodermal ve ektodermal kokenli hiicrelere de

dontisebilecegi gosterilmistir (46).

Calismalar kok hiicrelerin dejeneratif, otoimmun ve genetik hastaliklarda kullanilabilecegini

gostermektedir (47-51).
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RATLAR

Calismada DEKAM’da iiretilen ve calismaya baslamadan onceki agirliklar: 267-440 g
agirhgmda olan erkek wistar-albino ratlar kullanildi. Ratlar konvansiyonel laboratuvar
sartlarinda ve 12 saat aydinlik/karanlk ortamda bulundu. Su ve yiyecek kisitlanmasi yapilmadi.
Calismaya baslamadan bir hafta Once ratlarm calismacilara alismasi i¢in ratlar ile temas
saglandi. Calismaya baglamadan 6nce ve 6 haftanin sonunda ratlar tartildi ve agirliklar:
kaydedildi.

DENEY PROSEDURU

Ratlar ¢alismanin baslangicinda rastgele iki gruba ayrildi: kontrol grubu (n=10) ve c¢alisma
grubu (n= 67). Calisgma grubuna alt1 hafta siiresince intraperitoneal yolla periton diyaliz sivisi
verildi. Alt1 haftanin sonunda c¢aligma grubu 3 gruba ayrildi: Periton diyaliz (PD) grubu,
mezenkimal kok hiicre (MKH) grubu ve plasebo grubu. Kontrol grubu ve PD grubundaki
ratlar periton dokusu 6rnegi 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 O6rnegi alindiktan sonra sakrifiye edildi. Tiim ratlarn periton
dokusunda glutatyon peroksidaz (GPx) ve superoksit dismutaz (SOD) diizeyleri 6l¢tildi,

histopatolojik degerlendirme yapild.
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INTRAPERITONEAL ENJEKSIYON
Calisma grubu’ndaki ratlara giinde bir kez 20 ml ticari %3,86 glukozlu PD solusyonu (Dianeal

3.36%; Eczacibasi-Baxter Healthcare, Istanbul, Turkey) intraperitoneal enjeksiyon ile verildi.
Enjeksiyon i¢in 22 gauge igne ucu ile plastik tek kullanimlik enjektorler kullanildi. Enjeksiyon
karin duvarmin bir giin sag ve diger giin sol alt kadram olacak sekilde, 45°lik egimle girilerek

yapildi.
MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden satin
alinan rat kemik iliginden elde edilmis GFP ile isaretli mezenkimal kok hiicreler kullanild
Kullanilacag1 zamana kadar MKH -80°C’de saklandi. Cozdiirme ve pasajlama islemlerinin

ardindan MKH ratlara IP yolla verildi.
PERITON DOKUSUNUN ALINISI

Ratlara intraperitoneal olarak ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (40 mg/kg) verilerek anestezi
saglandiktan sonra karmlar1 tiraslandi. Ratlar tespit tahtasmma alindi. Karmlar1 batikonla
silindikten sonra orta hattan insizyon ile acildi. GPx ve SOD 4l¢limii i¢in pariyetal periton
ornegi batin sag iist kadranindan kas dokusundan siyrilarak alindi. Histopatolojik inceleme i¢in
pariyetal periton Ornegi ise batin sol list kadranindan kas dokusu ile birlikte alindi. Ratlar
sakrifiye edildi.

HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Ratlar anestezi ile uyutulup, abdominal duvarm 6n sol yarisimdan (parietal periton)
periton dokusu alindi. Periton dokusu alindiktan sonra ratlara Gtenazi uygulandi. Periton
dokusu alinirken enjeksiyon yerlerinden alimmamaya 6zen gosterildi. Histolojik degerlendirme
icin alman periton dokusu hemen oda 1sisidaki %10 formalin soliisyonu i¢inde fixe edildi. Isik
mikroskobi i¢in rutin doku takip islemleri izlenerek periton ve karaciger dokusu ayni kasette

parafin bloklar haline getirildi. Parafin bloklardan hemotoksilen-eozin boyama i¢in 5 pm

kalinhiginda kesitler lam {izerine alindi, immiinohistokimyasal boyama i¢in 5 um kalinhgmda
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kesitler lizinli lamlar {izerine alindi. Ayrica alinan yaklasik 0,5x0,3 mm ebadinda periton
dokusu immiinfloresan mikroskobunda degerlendirmek icin 0,7x0,7 mm ebadmndaki demir
kasetlere konularak tissue freezing medium i¢ine gémiildi ve hemen —-20 °C sogutucuya
kaldirildi. Donduktan sonra demir kasetlerden cikarilip aluminyum folyolara sarilan dokulardan
frozen mikrotomunda 7 pm kalmhgmda kesitler alinarak lizinli camlara doku aktarildi.

Hazirlanan preparatlar glines 1s1§indan korumak icin kapakl plastik mape i¢inde saklandi.

a) Isik mikroskobik degerlendirme

Kesitlerin 151k mikroskobisi ile degerlendirilmesi gruplar hakkinda bilgisi olmayan bir
patolog tarafindan yapildi. Mezotel hiicrelerinin sayis1 ve reaktivitesi, bazal laminadaki
degisiklikler, inflamasyonun varligi, submezotelial 6dem, fibroblastik aktivite ve fibrozis,
vaskularizasyon ve peritoneal kalmhk degerlendirildi. Inflamasyon, fibroblastik aktivite ve
neovaskiilarizasyon mononiikleer hiicreler, fibroblastlar ve kapillerler 40’lik biiyiitmede
sayilarak semikantitatif olarak skorlandi (skore 0-3).

v' Fibrozis 6dem ve kollajen yogunlugunun degerlendirmesi ile skorlandi.
v Mezotel hiicreleri 40°lik biiyiitmede 5 farkli alanin ortalamasi alinarak
sayildi ve normal, azalms ve artms olarak smiflandirildi.
v Mezotel hiicreleri normal (diiz hiicreler) ve reaktif (diiz hiicrelerin kiibik
hale gelmesi) olarak da smiflandirildi.
v’ Bazal lamina normal (eritrositlerin boyutu kadar), kalin ve ince olarak
degerlendirildi.
v’ Fibrozis, yok, erken donem (6dem ve birkag lacy kollajen) orta ( lacy ve
matiir kollajen) ve ge¢c donem (matiir kollajen fibrilleri) olarak
degerlendirildi.

Peritonun interstisyel kalinhigi mezotel tabakasi ve kasin arasinda kalan i¢ yiizeyinden
Olciildii. Peritonun interstisyel kalmligi 2 arastirmaci tarafindan farkli 3 alanin ortalamasi
alinarak hesaplandu.

b) immiinfloresan mikroskop ile degerlendirme

Verilen GFP ile isareti MSC’lerin peritona yapisip yapigsmadigmi gostermek igin
immunofloresan degerlendirme yapildi. Olimpus BX50 marka immunfloresan mikroskopta
mavi 151k kullanarak direkt baki ile preparatlar degerlendirildi. Periton hatti boyunca yesil
floresan veren preparatlar pozitif boyanmis olarak kabul edildi. Olimpus-E330 marka djjital

fotograf makinasi ile preparatlarin mikroskobik goriiniimlerinin fotograflar: ¢ekildi.
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¢) immunohistokimyasal inceleme
Parafine gdmulld dokulardan 5 um kalinliginda kesitler alindi. Lama alinmis dokular 60 °C
etlvde 1 saat bekletildi. Etivden ¢ikarilan dokular asagdidaki basamaklar izlendi:
1) Dokularin hidrasyonu
Ksilolde 15 dk, % 99’luk, % 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 isitildi, sogumaya birakildi. Ardindan 5 dk distile suda yikandi. Dokularin etrafi
kalemle cizildi.
3) Hidrojen peroksit (H.O,) uygulamasi
Dokulara % 3’luk H,O,damlatilip 10 dk bekletildi. Distile suda 5 dk yikandi. Ardindan
5 dk PBS’de yikandi.
4) Primer antikor uygulamasi
Pre-blocking solusyonu damlatilip 10 dk bekletildi. Lam silkelendi.
Primer antikorun hazirlanmasi: Kollagen Ill 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 siresince bekletildi.
Ardindan 10 dk PBS’de yikandi.

5) Biotin uygulamasi

Sekonder antikor damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk PBS’de yikandi.

6) Streptavidin uygulamasi

Peroksidaz strepavidin damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk PBS’de yikandi.
7) Kromojen uygulamasi

1 ml DAB substrata 50 yl DAB kromojen olacak sekilde hazirlanan karigim
damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk distile suda yikandi.

8) Mayer hematoksilen uygulamasi

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

9) Dokularin dehidrasyonu

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

PERITON DOKUSUNDAN GPx ve SOD OLGUMLERININ YAPILMASI
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Karmn duvarmin sag yarisimmdaki periton dokusu diger dokulardan siyrilarak ¢ikarilds, tartilds.
Periton dokusu 1 gram/ 7 ml oraninda PBS’la, buzlu ortamda, mekanik u¢lu homojenizatorde
16000 devir/ dakika hizda ~30 sn homojenize edildi. Homojenatlar + 4 °C’ye ayarl sogutmali
santrifiijde 10000 x g’de 30 dakika santrifiij edildi ve siipernatant ependorf tiiplerine alindi.
Tim numuneler analiz zamanma kadar -80 °C’de saklandi. Numuneler Eczacilik Fakiiltesi
Mikrobiyoloji  laboratuarinda ticari kitler ve SynergyHT (Biotek) multidetection
microplatereader ELISA cihazi kullanilarak ve ticari kitlerin kullanim kilavuzlarindaki bilgilere

uygun olarak c¢alisildi. GPx ve SOD diizeyleri U/g yas doku olarak ifade edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Arastrrma  verilerinin  degerlendirilmesinde SPSS 15.0 istatistik paket programmdan
yararlanildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine Shapiro-Wilk Normallik Testi ile
bakildi. Normal dagilim gosteren parametreler ortalama + SD, anormal dagilim gosteren
parametreler ise ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Normal dagilim gdsteren
degiskenlerde iki grup i¢in karsilastrmalarda Student T testi, 3 ve daha fazla grup i¢in
karsilastirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanilmistir. Tek Yonlii Varyans
Analizi sonucu fark c¢ikan gruplarin karsilagtirilmas: Tukey Testi ile yapildi. Normal dagilim
gostermeyen degiskenlerde ise iki grup i¢in karsilastirmalarda Mann Whitney U testi, 3 ve daha
fazla grup i¢in karsilastirmalarda Kruskal-Wallis H Testi kullanildi. Kruskal-Wallis H Testi
sonucu fark ¢ikan gruplarm karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile yapildi. Tiim 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
stiresince kontrol grubundan 2 rat, ¢alisma gruplarindan ise 7 rat telef oldu. Ratlarin gruplara

gore son dagilim tabloda gosterilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Ratlarin gruplara gore dagihim

Grup Rat sayisi

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©[©[00|00|00| 0

Plasebo 3. hafta grubu

MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN PERITONA YERLESMESI

Green flourescent protein ile isaretli MKH verildikten 1, 2, ve 3 hafta sonra 6zel ydntemle
dondurulmus periton dokusundan alinan kesitler direkt olarak immunfloresan mikroskopta
mavi 1sikta incelendi. GFP isaretli MKH’in mezotel hatti boyunca floresan verdigi gorulirken,

plasebo gruplarinda ise mezotel hatti boyunca floresan parlama yoktu (Sekil 4).
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Sekil 4. immunfloresan mikroskopta GFP parlamasinin degerlendirimesi. immiinofloresan

mikroskopta MKH verilmis grupta mezotel hatti boyunca floresan veren MKH’ler gortlirken

(a), plasebo olarak PBS verilmis grupta mezotel hatti boyunca herhangi bir floresan

parlama goérulmedi (b).

PERITON ZARINDA GELISEN HiSTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER

Periton bosluguna %3.86 glikozlu PD sivisinin 6 hafta slre ile verilmesi sonucunda

peritonun yapisinda PD grubunda, kontrol grubuna gére dnemli degisiklikler oldugu goéraldu.

PD grubunun submezotelyal kalinhdi, kontrol grubuna gdre istatistiksel olarak
anlamli derecede ylUksek tespit edildi. (P=0,001).
Periton zarinda meydana gelen diger histopatolojik degisiklikler semi kantitatif olarak
degerlendirildiginde;

= PD grubunda, periton zarinda inflamasyon ve neovaskularizasyon kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmigti (P<0.05).

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 kaliniginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farkliligi yok iken, PD ve plasebo-1 grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
derecede dusuk oldugu tespit edildi (P<0.05).

Plasebo-1 grubunun submezotelyal kalinlik degerleri, kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek iken (P<0.05), PD grubu ile arasinda

anlaml farkhlik belirlenmedi .
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MKH-1 grubunda inflamasyon yoktu ve inflamasyon varligi agisindan PD grubu ile
karsilastiriidiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilk oldugu gérulda
(P<0.05). inflamasyon varli§i agisindan karsilagtiridiginda MKH-1, plasebo-1 ve
kontrol gruplari arasinda anlamh farklilik tespit edilmedi (P>0.05). Ayrica inflamasyon
acgisindan plasebo-1 grubu ile PD grubu arasinda 6énemli bir fark bulunmadi
(P>0.05).

Hicre morfolojisi, bazal lamina kalinligi, fibrozis, fibroblastik aktivite ve
neovaskularizasyon agisindan degerlendirildiginde MKH-1 ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmadi (P>0.05).

ikinci hafta: MKH ve plasebo gruplarinin 2. hafta submezotelyal kalinliklari birbirleriyle, PD
ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

MKH-2 grubunun submezotelyal kaliniginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh farkhhgi yok iken (P>0.05), PD ve plasebo-2 grubuna goére istatistiksel olarak
anlaml derecede dislk oldugu tespit edildi (P<0.05).

Plasebo-2 grubunun submezotelyal kalinlik degeri, kontrol grubuna gdre istatistiksel
olarak anlamli derecede yuksek iken (P<0.05), PD grubu ile arasinda anlamli farkhhk
belirlenmedi (P>0.05).

MKH-2 grubu ile PD, kontrol ve plasebo-2 gruplari arasinda diger histopatolojik
degerlendirmeler agisindan farklilik yok iken, ayni sekilde plasebo-2 grubu ile PD ve

kontrol gruplari arasinda da fark yoktu (P>0.05).

Ugiincii hafta: MKH ve plasebo gruplarinin 3. hafta submezotelyal kalinliklari birbirleriyle,
PD ve kontrol gruplari ile kiyaslandiginda;

MKH-3 grubunun submezotelyal kalinhiginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh farklihgi yok iken, PD ve plasebo-3 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede dusik oldugu tespit edildi (P<0.05).

Plasebo-3 grubunun submezotelyal kalinlik degeri, kontrol grubuna gdre istatistiksel
olarak anlamli derecede yuksek iken (P<0.05), PD grubu ile arasinda anlaml farkhhk
belirlenmedi (P>0.05).

MKH-3 grubu hicre morfolojisi, bazal lamina kalinhgi, fibroblastik aktivite,
inflamasyon ve neovaskilarizasyon acgisindan PD, kontrol ve plasebo-3 gruplari ile
karsilastiriidiginda anlaml fark saptanmadi (P>0.05). Plasebo-3 grubunda fibroziste
kontrol ve MKH-3 gruplarina goére istatistiksel olarak anlamli artis bulundu.
Neovaskilarizasyon agisindan karsilastirildiginda plasebo-3 grubunda kontrol
grubuna goére anlamli artis varken (P<0.05), PD grubu ile aralarinda fark yoktu
(P>0.05).
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IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Fibrozisin derecesini gdstermek i¢in imminhistokimyasal olarak yapilan kollajen Il ve

kollajen IV antikorlan ile boyanma teknik nedenlerden dolayr vyeterli olmadi ve
degerlendirme disi tutuldu.
GRUPLARIN GPx ve SOD DUZEYLERI AGCISINDAN KARSILASTIRILMASI
Tablo 3. GPx ve SOD sonuglar1
K PD P-1 MKH-1 P-2 MKH-2 P-3 MKH-3
GPx | 24.96 | 35.59 26.09 21.39 31.95 24 .58 22.61 22.90
(24.49 | (34.99- (21.21- (18.95- (1.22- (19.24- (21.39- | (21.86-25.62)
- 39.14) 27.87) 28.15) 48.04) 33.03) 26.74)
25.62)
SOD | 3.93 5.85 4.03 3.93 3.72 4.01 4.07 410
(3.51- | (3.34-6.21) | (3.68- (3.49- (2.98- (3.82- (3.78- (3.91-4.19)
4.11) 4.16) 4.20) 4.02) 4.16) 4.10)

Gruplarn birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda farklilik bulunanlar:

K vs PD — GPx i¢in p= 0.0002, SOD igin p= 0.01,

K vs P-3— GPx i¢in p=0.006

K vs MSH-3— GPx i¢in p=0.04, SOD i¢in p= 0.09

PD vs P-1— GPx igin p= 0.0002, SOD i¢in p= 0.01
PD vs MKH-1— GPx igin p=0.0002, SOD i¢in p=0.01
PD vs P-2— SOD i¢in p=0.006

PD vs MKH-2—GPx igin p=0.0001, SOD i¢in p=0.008
PD vs P-3— GPx i¢in p=0.0001, SOD i¢in p= 0.008
PD vs MKH-3— GPx igin p=0.0001, SOD i¢in p=0.008
P-2 vs MKH-2— SOD i¢in p= 0.006
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TARTISMA VE SONUC

Uzun siireli PD sirasinda tiremi, tekrarlayan peritonitler, biyouyumsuz diyaliz soliisyonlarina
maruz kalma, PD katateri gibi sebeplerle baz1 yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Mezotel hiicreleri arasindaki baglantilar

gevsemekte, mezotel hiicrelerinde kayip meydana gelmekte, mezotel bazal membran
kahnlagsmaktadir. Interstisyumda kollajen birikimi ve ekstraselliiler matriksteki artisin etkisiyle
submezotelyal kalmhk artmaktadir. Interstisyumda yeni damarlar olusmakta, ayrica damarlarin
yapisinda da degisim olmaktadir. Kapiller damarlarda kollajen birikimine bagli olarak liimen
daralmaktadir. Bu degisikliklerin klinik yansimasi UF yetersizligi olarak kendini gostermektedir
(4, 19, 24, 25, 31).

Calismamizda da daha Onceki caligmalara benzer sekilde, yliksek glukoz konsantrasyonlu
standart PD sivisma periton zarmimn kronik olarak maruz kalmasi sonucu mezotel hiicrelerinin
reaktif hale gelmesi, bazal laminanin kalinlagsmasi, fibroblastik aktivitenin ortaya ¢ikmasi,
inflamasyon, yeni damar gelisimi ve submezotelyal kalinlikta artisla kendini gésteren morfolojik
degisiklikler saptanmustir. Zareie ve ark (52)’nm yaptiklar1 calismada bes hafta siiresince PD
kateteri ile %3.86’lik PD sivis1 verilmesi sonucunda ratlarm peritonunda ¢alismamiza benzer
sekilde submezotelyal kalinhigmn arttigi, inflamatuar hiicrelerin ve damar sayismm arttig
goriilmiistiir. Elektron mikroskobik incelemede standart PD sivisma kronik maruz kalma
sonucunda mezotel hiicrelerinde hasar ve mezotel hiicre kayb1 gelistigini gozlemlemislerdir
(61). Schilte ve ark (53) da kronik PD sivisina maruz kalma sonucunda ratlarin peritonunda
benzer degisiklikler gozlemislerdir. Makrofaj sayis1 artmis, mezotel hiicreleri artmus,
submezotelyal kalinhik artmis, yeni damarlar olusmustur. Williams ve ark (25) kronik PD’deki

hastalarm peritonunu inceledikleri ¢aligmalarinda submezotelyal kalinlikta artis, vaskiilopati,
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mezotel hiicrelerinde reaktivasyon, mezotel hiicrelerinde kayip, inflamasyon saptamislardir.
Periton diyaliz siiresi arttikca submezotelyal kalinhikta ve wvaskiilopati derecesinde artis
olmustur (25). Calismamizin sonuclar1 bu bulgular1 desteklemektedir.

Calismamizda Periton morfolojisinin PD yapilan grupta ve MKH verilmeyen grupta bozuldugu
gortiliirken, MKH grubunda morfolojik degisikliklerin kontrolden anlamli farkh olmadig:
goriildii. Bu bulgular MKH tedavisinin periton zarindaki hasar1
diizeltebilecegini/Onleyebilecegini diisiindiirmektedir. Fakat MKH’nin etkisinde antioksidan
sistemin de rolii oldugunu elde ettigimiz sonuglara gore sdyleyebilmemiz zor. Bu konuda daha

ileri caligmalara ihtiyag vardir.
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