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OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci, kronik periton diyalizi rat modelinde intraperitoneal
mezenkimal kok hiicre (MKH) naklinin ultrafiltrasyon yetersizligi {iizerine

tyilestirici etkisinin olup olmadigini arastirmaktur.

Yontem: Yetmisyedi wistar-albino rat calisma (n=67) ve kontrol (n=10) grubu
olarak 2 gruba ayrildi. Calisma grubu’ndaki ratlara 6 hafta boyunca giinliik 20 ml
%3,86 glukozlu ticari periton diyaliz sivisi intraperitoneal enjekte edildi. Kontrol
grubuna ise 6 hafta boyunca herhangi bir enjeksiyon yapilmadi. Alt1 haftanin
sonunda calisma grubunda 7, kontrol grubunda ise 2 rat ¢alisma dis1 kaldi ve
calisma grubu; PD grubu (n=8), MKH grubu; intraperitoneal olarak 1,5 milyon
iinite/’kg dozunda MKH verilen ve P grubu: IP olarak plasebo verilen grup olmak
iizere 3 gruba ayrildi. Kontrol ve PD gruplarma 6 haftanin sonunda, MKH ve P
gruplarma ise MKH ve plasebo verilmesini takiben; 1.hafta, 2. hafta ve 3. hafta PET
yapilarak peritoneal gecirgenlikteki degisiklikler degerlendirildi ve periton biyopsisi

alind1

Bulgular: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, PD ve P gruplarinda (P-1,P-2,P-3)
ultrafiltrasyon miktar1 azalmisken submezotelyal kalinligin belirgin olarak artmig
oldugu saptandi (P<0.05). MKH grubu 1. 2. ve 3. haftalarda ise ultrafiltrasyon

miktarlar1 ve submezotelyal kalmnlik agisindan kontrol grubu ile aralarinda fark



bulunmazken, PD ve P gruplari’'na (P1,P2,P3) gore ultrafiltrasyon belirgin artmus,
submezotelyal kalnlik ise azalmisti (P<0.05). PD grubunun D/DOgk., oranlari
kontrol grubuna gore diisiik, D/Pc (diyalizat/plazmaCr) oranlar1 ise yiiksek
saptandi. MKH-2 ve MKH-3 gruplarmm D/DO0gjuko, orant PD, P-2 ve P-3 gruplarina
gore yiiksek, D/P¢, orani ise diisiik saptand1 (P<0.05).

Tartisma: PD grubunda yiiksek gegirgenlikli bir ultrafiltrasyon yetersizliginin
oldugu belirlendi. Sonuclarmmiza goére, MKH transplantasyonu kronik periton
diyaliz rat modelinde yetersiz ultrafiltrasyon {izerine olumlu etkiler géstermistir. Bu
calisma intraperitoneal olarak verilen MKH naklinin ultrafiltrasyon yetersizligi
iizerine etkisini arastiran ik caligmadir ve ultrafiltrasyon yetersizligi gelismis
kronik PD hastalarimda MKH transplantasyonun peritonun yenilenmesi igin bir

umut olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kronik periton diyalizi, Mezenkimal kok  hiicre

transplantasyonu, Ultrafiltrasyon yetersizligi
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EFFECTS OF MESENCHYMAL STEM CELL
TRANSPLANTATION ON ULTRAFILTRATION FAILURE IN
A RAT MODEL OF CHRONIC PERITONEAL DIALYSIS

ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to investigate the healing effect on
ultrafiltration failure of intraperitoneal mesenchymal stem cell (MSC)
transplantation in chronic peritoneal dialysis (PD) rat model.

Methods: Seventy-seven male wistar-albino rats were divided into two groups:
Study group (n=67) received once-daily intraperitoneal injection of 20 ml 3.86%
glucose PD solution for 6 weeks and control group (n=10) did not receive any
injection. Two rats in C group and 7 rats in study group were excluded from study
at the end of 6 weeks. Then, study group divided on three groups; PD group (n=8),
MSC group (n=26): MSC’s were administered intraperitoneal injection dose of 1.5
million unit/kg and placebo (P) group (n=26): plasebo were injected equal amount
with MSC at the end of 6 weeks. PET and peritoneal biopsy were performed to
control and PD groups at the end of 6 weeks and to MSC and P groups at first
(n=8), second (n=9) and third (n=9) week after receiving MSC and placebo.

Results: When compared with the control group, ultrafiltration significantly

decreased and submesothelial thickness increased in PD and P groups (P-1,P-2,P-3)

vii



(P<0.05) but no difference between control group and MSC groups (MSC-1, MSC-
2, MSC-3). Rate of glucose transport was high in PD, P-2 and P-3 groups compared
with the control group and D/Pc; (dialysate/plasmaCr) rates of PD, P-2 and P-3
groups was lower than control group (P<0.05). However, in MSC-2 and MSC-3
groups D/DOgjycose Was higher and D/Pc; was lower than PD, P-2 and P-3 groups
(P<0.05).

Conclusion: PD group had high permeability ultrafiltration failure. Our results
showed that MSC transplantation has positive effects on ultrafiltration failure in
chronic PD rat model. As our knowledge, this is the first study, aimed to investigate
effect on ultrafiltration failure of MSCs transplantation in chronic PD rat model.
MSCs transplantation may be a hope for the renewal of the peritoneum in chronic
PD patients with ultrafiltration failure.

Keywords: Chronic Peritoneal dialysis, Mesenchymal stem cell transplantation,

Ultrafiltration failure

viil



GIRIS VE AMAC

Cocuklarda, ozellikle de erken c¢ocukluk doneminde, son donem bobrek
yetmezliginde (SDBY) periton diyalizi (PD) bir renal replasman tedavisi olarak
biiyiik 6nem tasmmaktadir.

Periton diyalizinde en Onemli zorluk, periton zarinin bitiinligliniin uzun
siireli korunamamasidir. Kronik periton diyalizi sirasinda, periton zarinin fizyolojik
olmayan PD sivilarina uzun siireli maruz kalmasi ve sik gegirilen peritonit ataklari
nedeniyle periton zarinda mezotel hiicre hasari, peritoneal yapisiklik ve fibrozis
meydana gelmekte ve bunlarm sonucunda 5-10 yil igerisinde periton zar1 biitlinligi
bozulmakta ve yeterli ultrafiltrasyon (UF) saglanamamaktadir (1).

Periton zar1 gecirgenligi bozulan ve yeterli viicut kitlesine sahip olamayan
kiiciik cocuklarda hemodiyaliz de bircok merkezde teknik nedenlerden dolay1
yapilamamaktadir. Bu nedenle bu c¢ocuklarda peritonun korunmasi daha biiyiik
onem arz etmektedir.

Periton zar1 tek tabakali mezotel hiicreleri ile kaphdir. Mezotelyum
peritoneal zarmnin 6nemli bir komponentidir ve fibrin homeostazi, mikrosirkiilasyon
ve inflamatuar cevabmn diizenlenmesinde gorev alir. Kronik PD sirasinda mezotelyal
hiicreler siirekli olarak hiperosmotik, hiperglisemik ve asidik periton diyaliz sivismna
maruz kalr. Periton zarmm biyouyumu iyi olmayan sivilara uzun siire maruz
kalmasmnin mezotel hiicrelerinin  dokiilmesine, dolayisiyla periton zarmmn

fonksiyonunun azalmasina yol a¢tig1 bildirilmistir (2).



Sekil 1’de normal periton zar1 ve Sekil 2°de kronik PD hastasmm periton zarmm

mikroskopik goriiniimii resmedilmistir.
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Sekil 1: Normal periton zar1 Sekil 2: Kronik PD hastasmin periton zar1

Mezotel hiicreleri genis bir yenilenme kapasitesine sahiptir. Periton hasari
gerek cerrahi islem, gerekse peritonit ya da periton diyalizi nedeniyle gelismis
olsun, yenilenme siireci hasarin olusmasindan sonraki 24 saat icinde baglar ve
hasarlanmig bolgede bazi hiicreler birikir. Bu hiicreler;

1) Doku hasar1 olan bolgedeki hiicrelerin proliferasyonu

2) Kars1 periton ylizeyindeki mezotel hiicrelert,

3) Serdz periton sivisindaki olgunlagsmamis mezotel hiicreleri,

4) Periton dokusundaki makrofajlarin transformasyonu

5) Peritonun interstisyel tabakasindaki mezankimal 6n hiicreler dir.

Hasarli yiizeyin iyilesmesi 7-10 giin alir. Iyilesirken mezotel hiicreleri epitel
hiicrelere doniisiir (3,4). Bertram ve ark (5) hayvan modelinde intraperitoneal
mezotel hiicre transplantasyonu ile periton yilizeyinin soyulmus bolgelerinde verilen
hiicrelerin  biriktigini gostermisler ve adhezyonu oOnledigini ileri siirmiislerdir.
Cabrera ve ark (6) ex vivo calismalarinda hasarlanmis periton dokusuna periton
stvisindan derive edilmis mezotel hiicrelerin uygulanmasi ile doku hasarmi tamir
ettigi ve dolayisi ile periton zar1 yetersizliginin ortadan kaldirdigini savunmuslardir.

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi kaynakli, her ii¢ germ yapragmdan
koken alan hiicre ve/veya dokular1 olusturan bir multipotent hiicre kaynagi olarak
bilinmektedir. Onceleri, kemik iligi kokenli stromal hiicreler, dzellikle mezenkimal
kok hiicreler hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima girerken daha sonralari

in vivo ve in vitro ¢alismalarla aralarinda kas, kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp,



beyin, adipoz doku, bobrek, akciger ve bagirsaklarn da oldugu cesitli hematopoietik
olmayan dokularm parankimal hiicrelerine farkhlastiklar1 gosterilmistir (7).

Bu calismanin amaci, deneysel olarak ultrafiltrasyon yetersizligi gelistirilmis
ratlarda intraperitoneal olarak uygulanan mezenkimal kok hiicre transplantasyonu ile
yeterli ultrafiltrasyonun saglanip saglanamayacagmi belirlemektir. Bu c¢alisma
intraperitoneal mezenkimal kok hiicre transplantasyonu ile mezotel hiicre hasarinin
ve UF yetersizliginin diizelip diizelmedigini gdstermeyi amaglayan, bilinen ilk

caligmadir.



GENEL BiLGILER

Kronik PD, SDBY’li hastalarda ilk uygulandigi yillardan bu yana giderek artan
siklikta kullanilan ve cocukluk doneminde en ¢ok tercih edilen renal replasman
tedavisi yontemidir (8).

Periton diyalizi, periton boslugu ve periton zarindan yararlanilarak
gerceklestirilen bir diyaliz yontemidir. Periton diyalizinde, karin bosluguna
yerlestirilen kateter araciligi ile steril diyaliz soliisyonunun periton bosluguna
verilmesi ve yar1 gecirgen periton zari ile peritoneal kapiller kan arasinda soliit ve
stvi degisimi sonucunda toksinlerin plazmadan diyaliz sivisina gegmesi saglanir.

Sekil 3’te periton diyaliz islemi gosterilmistir.

Periton Diyalizi

Periton

soliisyon
torbasi

Kateter

PD-sistem
Konnektor

periton diyaliz solisyonu

Direnaj torbasi

Sekil 3: Periton divalizi uygulama vontemi



Periton diyalizi hemodiyalize gore daha fizyolojik bir yontemdir. Periton
diyalizi uygulama kolayligi, hemodiyaliz kadar yogun alet ve ekip gerektirmemesi
ve teknik olarak kiiciik cocuklara hemodiyaliz yonteminin uygulanmasinin zor
olmasi gibi nedenlerden dolayi;

e 2 yasindan kiigiik ¢ocuklarm tiimiinde,
¢ 5 yasindan kiigiik cocuklarm %80’inde ve
e 5 yas lizeri cocuklarda medikal ya da psikososyal bir neden yoksa ilk

secilen diyaliz yontemidir (9).

A- PERITON ZARININ YAPISAL VE FiZYOLOJIK OZELLIKLERI

a) Periton zarinin anatomi ve histolojisi:

Karm boslugu veya periton boslugu insan viicudundaki en biiyiik bosluktur.
Bu bosluk yukarda diyaframla, arkada st kaslar1 ve kaburgalar ile, yanlarda yan
karin kaslar1 ile, 6nde ise yine 6n karm kaslar1 ile smirlanmistir (10).

Periton boslugu 6zel bir ortiiye sahip olup; serdz bir zar olan peritonun yiizey
alaninm yaklasik olarak viicut ylizey alanmna esit oldugu kabul edilir. Periton zari, i¢
organlar1 kaplayan ve visseral mezanter ile omentumu olusturan visseral periton ile
karm duvarmimn i¢ yiiziinii kaplayan paryetal peritondan olusur. Peritonun yaklagik
% 80’in1 visseral, % 20’sini paryetal periton olusturur. Visseral periton mezenterik
arterden beslenir ve venleri portal dolasima bosalir. Paryetal peritonun kan
dolagmuni ise karm duvari arter ve venleri saglar. iki periton boliimii arasmndaki
bosluga periton boslugu denilmektedir. Bu boslukta surfaktan benzeri, fosfolipidden
zengin az miktarda periton sivist bulunur, bu sivi bashca mezotelyal hiicreler
tarafindan salgillanir. Periton diyalizi sirasinda yiizey alanmm yaklasik {icte biri
periton sivist ile temas halinde olur. Ayrica visseral periton anatomik periton yiizey
alannm % 80’ini olusturmasma ragmen total PD degisiminin sadece % 30’una
katkida bulunmaktadir Periton boslugunun lenfatik bosaltuimi ise baglica
diyafragmatik aciklikta bulunan lenfatik kanallardan saglanir. Periton boslugundan
stvinin ve molekiil agirhgr 20.000 daltonun {izerinde olan soliitlerin emilimi
lenfatikler araciligiyla gergeklesir. Bu zengin damarlanma sayesinde yiiksek bir
salg1 yapma ve emme potansiyeline sahiptir ( 10-12).

Periton boslugunu olusturan periton zari, basit bir histolojik yapiya sahip

olup; visseral yiizeyinde mikrovilluslar bulunan tek kathh mezengial kaynakli



skuamo6z epitelyum tabakasi olan mezotel tabakasi ile bunun altinda uzanan
interstisyumdan olusur. Jele benzeyen yapidaki interstisyum icinde birkag fibroblast,
mast hiicreleri, makrofajlar ve damarlardan olusan bir bag doku olan submezotelyal
alan, lifler, lenfatikler ve kapillerler bulunur. Bunlar i¢inde en Onemlisi
kapillerlerdir. Ciinkii diyaliz i¢in oldukc¢a Onemli olan etkin periton zarinin yiizey
alaninin bashca belirleyicisi kapillerlerin sayisidir (3,13,14). Sekil 4’te periton

zarinin yapist sematize edilmistir.

Kan Endotel Kapiller BM Mezotel hilcrest  Periton siwist

Perton boglugu

\\_\

Sekil 4: Periton zarinin yapist

Mezotel tabakasi periton zarmin 6nemli bir bilesenidir ve inflamatuar
cevabm diizenlenmesinde, mikrosirkiilasyonda ve fibrin homeostazinda gorev alir
(15). Mezotelin bir¢ok islevi vardir; siirtiinme ile organ ve dokularm hasarlanmasini
onler, periton boslugundan sivi ve solutlerin taginmasmi saglar, periton i¢i dengenin
korunmasmda anahtar rol oynar, sitokin, biiylime faktorleri ve matriks proteinlerini,
hiicre i¢i adezyon molekiillerini yapar, peritonun immun savunmasma aktif olarak
katilir, peritondaki yangiyr baglatir, diizenler ve mikro organizmalarin yayillmasini
onler (12-16). Diyaliz peritonun esas islevi olmamakla beraber, periton membrani
diyaliz i¢in sasilacak derecede uygundur (17).

b) Periton zarimin fizyolojisi:

Peritonun fizyolojik morfolojisi uzun zamandir bilinmesine ragmen son
zamanlarda yapilan arastirmalar, kiigilk solutlerin peritondan transport ve

ultrafiltrasyon mekanizmalarmi daha i1yi anlamamizi saglamstir (18).



Periton diyalizinde temel su ve soliit bariyeri, mezotel hiicre tabakasi ve altindaki
damarsiz doku olarak tanimlanan anatomik peritondan ziyade, kan kapiller endoteli
ve interstisyel matrikstir. Su ve soliit tasinmasi endotelden olur. Protein ve diger
biiyiik molekiiller konveksiyon ile kii¢iik soliitler diffiizyon ile, su, kollolid ve
kristaloidler ise ozmosis ile tagmir (19,20).

Peritonun tasima mekanizmasi, su ve soliit tasinmasini acgiklamak i¢in
baglangicta bir bilgisayar modeli olan ii¢ por modeli olusturulmustur. Su ve soliit
tasinmasmin kapiller endoteli iizerinde bulunan 3 farkli por ile olustugu
diistiniilmektedir.

Biiyiik porlarin (<15 nm) endotel hiicreleri arasmdaki araliklara tekabiil
ettigine nanihr. Makromolekiiller biiylik porlar yolu ile membrani gegerler. Biiyiik
porlar ayrica, sivi konveksiyonu yolu ile ultrafiltrasyonu saglar.

Kiiciik porlar (4 nm) hiicreleraras1 endotelial yariklardir ve sivi gegisinin
%951 ile, efektif ultrafiltrasyonun %50’si bu porlardan gergeklesir.

Ultra-kiiciik porlar (<0.5 nm) olarak da adlandirilan su selektif intraselliiler
porlardir. Ultra-kii¢iik porlar aquaporin-1’e (AQP-1) uyan ve molekiiler olarak
tanimlanan tek por tipidir. AQP-1 aracili su transportu, sodyumun gegcisi ile birlikte
olur ve ultrafiltrasyonun yaklasik % 40-50 kadarmi olusturur (21,22).

Periton diyalizinde glukoz tipik osmotik ajan olarak kullanilir ve AQP-1
kanallar1 ve kiigiik porlar yolu ile ultrafiltrasyonu saglar. Periton diyalizinde diffiiz
membran transportu biiyilk oranda efektif periton ylizey alani olarak tanmmlanan
kiiciik porlarn sayis1 ve perfiizyonuna baghdrr (23). Ug¢ por modeli Sekil 5’te
gosterilmistir.



L]
Gok kigiik porlar (%1-2) Transselliiler ’

0.2-0.3 nm .

.
Kiiciik porlar (%90-95)

4-5 nm - — Kiig‘iik

B}

o | ’
tiyiik porlar (%5 —

<15 nm ¢ .<_ B“l‘ “k ‘

Sekil 5: Ug por modeli

Periton diyalizi uygulanan hastalarda, periton zarmm yapt ve

fonksiyonlarinda zamanla birtakim degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.

B- KRONIK PERITON DiYALIZININ FiZYOLOJiSi

Periton diyalizinde temel amag¢ yeterli iiremik toksin ve sivi atimnn
saglanmasidir. Soliitlerin transportu difflizyon ve konveksiyon olmak ftizere iki
mekanizma ile gerceklesir. Hakim mekanizma olan diffiizyonun belirleyicileri
konsantrasyon gradienti ile kiitle transfer alan katsayisidir. Kiitle transfer alan
katsayisi, efektif periton zarmm yilizey alani ile periton zarmm soliit ig¢in yapisal
gecirgenlik 6zelliginin bir Uriiniidiir. Peritonun gegirgenlik 6zelligi kisiler arasinda
farklilk gosterir. Soliitlerin kiitle transfer alan katsayilar1 karmasik formiiller
kullanilarak hesaplanabilirse de, pratikte peritonun gecirgenlik 6zelligini belirlemek
icin periton esitleme testi (PET) ile hesaplanan diyalizat/plazma (D/P) oranlari
kullanilmaktadir (24).

Ure ve kreatinin gibi kiiciik molekiil agirlikli soliitler icin diflizyon,
degisimin ilk saati icinde en fazladir. Daha sonra kan ile diyalizat arasindaki
konsantrasyon gradienti azaldik¢a difflizyon giderek yavaslar. Dort saatlik bekletme

sonunda iirenin % 90’dan fazlasi, kreatininin ise yaklasik 2/3’ii dengelenir.



Diffiizyonu arttirabilmek i¢in degisim sikligin1 veya degisim hacmini
arttirmak gerekir. Konveksiyon ise en basit sekliyle “su hareketine eslik eden soliit
hareketi” olarak tammlanabilir, dolayisiyla konvektif transport ultrafiltrasyon
miktar1 ile dogru orantihidir. Konvektif transportun toplam soliit transportuna katkisi
diffizyona gore daha azdw, Ozellikle biiylik molekiil agirhkli toksinlerin
temizlenmesi i¢in daha 6nemli olabilir (24,25).

Ultrafiltrasyon

Net ultrafiltrasyon transkapiller ultrafiltrasyon ile peritondan sivi emiliminin
bir Uriiniidiir. Transkapiller ultrafiltrasyonunu membran yiizey alani, membranimn
suya karsi gecirgenligi ve transmembrandz basmng gradienti belirler. Hidrostatik,
kristaloid ozmotik ve kolloid ozmotik basing gradientleri transmembrandz basing
gradientinin  belirleyicileridir (22). Hemodiyalizde ultrafiltrasyon esas olarak
hidrostatik basing gradienti ile gergeklesirken, periton diyalizinde ultrafiltrasyonun
temel belirleyicisi ozmotik basing gradientidir. Boyle bir basmng gradientinin
olusturulmas: i¢in ise diyaliz soliisyonuna ozmotik bir ajanin eklenmesi gerekir
(22,23).

Ultrafiltrasyon i¢in en onemli faktér ozmotik gradienttir. Ozmotik ajanlarm
giicii refleksiyon katsayisi ile belirlenir. Kapiller membranin degisik soliitlere
permeabilitesini belirten refleksiyon katsayis1 “0” oldugunda soliitlerin serbestge
gectigi “1,0” oldugunda ise hi¢ ge¢medigi anlamm tasir. Ideal bir ozmotik ajanin
refleksiyon katsayis1 1’e esit olmahdir. Bunun anlamu ozmotik ajanin periton
boslugundan kana emilmemesi ve bu sekilde bekletme siliresi boyunca ozmotik
gradientin korunmasidir. Periton diyalizinde en yaygm kullanllan ozmotik ajan
glukozdur. Ancak refleksiyon katsayisi 0.02 olan glukoz ideal bir ozmotik ajan
degildir. Dort saatlik bir bekletme sirasinda glukozun yaklasik % 40°1 kana absorbe
olur ve ozmotik gradient kayboldukg¢a transkapiller ultrafiltrasyon giderek azalir.
Refleksiyon katsayis1 1’e yakin olan icodextrin ise ideale yakin bir ozmotik ajandir
(26).

Peritoneal sivi absorpsiyonu ise net ultrafiltrasyonu azaltan bir islevdir. Sivi
peritoneal lenfatiklerle direkt olarak emildigi gibi, aym1 zamanda daha sonra
lenfatiklere ve kapillerlere gegmek lizere karm 6n duvarmdaki dokular i¢ine de
absorbe olabilir. Peritoneal sivi emiliminin miktarin1 hesaplamak giigtiir, ancak 1-2

ml/sn oldugu tahmin edilmektedir. Bu sekilde, 4 saatlik bir bekletme sirasmnda



yaklasik 250-500 ml sivi bu yolla emilebilir ve net ultrafiltrasyonu ve klirensi
anlamli olarak azaltabilir. Intraperitoneal basing artisi, peritoneal sivi emilimini
arttrrabilir (18-22).

Pratik olarak ozmotik ajan veya ozmotik gradient degistirilerek net

ultrafiltrasyon arttirilabilir (20).

C- KRONIK PERITON DiYALIZI’NDE PERITON ZARINDA MEYDANA
GELEN DEGISIKLIKLER

a) Yapisal degisiklikler:

Kronik PD hastalarinda tiremi, tekrarlayan peritonit ataklar1 ve uzun stire PD
stvilarma maruz kalma sonucunda periton zarmda bir takim yapisal degisiklikler
olur (23). 1980’lerin basnda yapilan morfolojik calismalarda periton diyalizi
tedavisi sonrasi periton zarinda mezotelyal, vaskiiler ve interstisyel degisiklikler
meydana geldigi gosterilmistir. Mezotelyumun kaybi, mezotel alt1 fibrozis,
anjiogenez, vaskiilopati ve bazal membran kalmlasmas: PD sirasinda meydana gelen
tipik morfolojik degisikliklerdir (2,27).

Periton diyalizi Oncesi ve sonrasinda periton zarinda meydana gelen
degisikliklerle ilgili en kapsaml ¢alisma Williams (28) tarafindan erigkin hastalarda
yapilan bir ¢alismadir. Bir uluslararasi kayit sisteminde 130’dan fazla uzun dénem
PD hastasmim biyopsileri ile sagliklh ve PD yapilmayan iiremik hastalarm biyopsileri
karsilastirilmig; tiremik hastalarda sub-mezotelyal zonun saglhkh bireylerden 3 kat
daha kalin oldugu, PD hastalarinda ise 5 kat daha kalin oldugu gosterilmistir ve
vaskiilopatinin derecesi PD’nin siiresi ile korele bulunmustur. Cocuklarda benzer bir
kayit sistemi olmamasimna ragmen ¢ocuklarda da uzun dénem PD sonrasinda periton
zarinda benzer degisiklikler olduguna siiphe yoktur.

Kullanilan PD sivilarinin ¢ogunda ozmotik ajan olarak glukoz ve tampon
olarak laktat kullanmilmaktadir. Bir¢ok calismada hiperozmotik ve asidik yapiya
sahip biyouyumlu olmayan PD sivilarinin kullanimi sonucunda glukoz yikim
irlinlerinin olustugu ve bunun da periton hasarmi baslatan tetikleyici rol aldig
gosterilmistir. Fizyolojik olmayan diyaliz sivilarma maruz kalma, hastalarin tiremik
durumu veya peritonit ataklar1 gibi durumlar, periton zarinda hasara ve kronik

inflamasyona neden olarak fibrozis ve anjiogenez ile sonuclanir (29). Son yillarda
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daha fizyolojik PD sivilar1 {iretilmeye baslanmis ve boylece periton hasarmi
azaltmak amagclanmustir (30).

Kronik PD sirasinda periton zarinda ¢ok sayida morfolojik degisiklikler
geligsebilmektedir. Asidik ve hiperozmotik yapida olan PD sivilarina uzun siireli
maruz kalma sonucunda ileri glikasyon {iriinleri ve oksidatif stres meydana gelir ve
bunun sonucunda mezotelden ve makrofajlardan salinan sitokinler ve biiyiime
faktorleri kronik inflamasyonu baslatir. Boylece, periton zarmm mezotel
hiicrelerinde mikrovilliislerin sayis1 azalmakta, bazen dejeneratif degisiklikler ve
mezotel hiicrelerinin - dokiilmesi, interstisyel fibrozis, yeni damarlanmalar ve
damarsal degisiklikler meydana gelmektedir (31).

Histokimyasal incelemelerde hiicre zar1 ve sitoplazmasinda enzim
aktivitelerinde artis saptanmustir. Interstisyel alanda tip III kollojen ve tip VI
kollojen depolanmasi artmakta ve sonugta interstisyel fibrozis gelismektedir. Periton
zarinda damar sayis1 artmakta ve kapiller duvari endotel bazal membraninda
kalinlagsma ortaya ¢ikmaktadir. Damar duvarlarinda tip IV kollojen birikimine bagh
fibrotik kalinlagma ve hiyalinozis gelismektedir (1,12,13,31). Sekil 6’te normal

periton zar1 ve 6 yil kronik PD sonrasi periton zarmm mikroskopik goriinimii

gosterilmistir.

Sekil 6: a- Normal periton zari, b- Kronik PD’den Alt1 yil sonra periton zari (1)

Altta yatan mekanizmalar tam olarak aydmnlatilamamis olmakla birlikte,
peritondaki fibrozisin nedeni mezotel hiicreleri ve makrofajlardan sekrete edilen
transforming growth faktor-f1 (TGF- B1) gibi biiylime faktorleri, interlokin-1 gibi
sitokinler ve proteoglikanlar, fibronektin, laminin ve kollajen gibi ekstraselliiler

matriks makromolekiilleri ile iliskilendirilmistir (32).
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Bu degisiklikler PD tedavisini sonlandirmada en 6nemli faktorlerden biri olan,
UF yetmezligine neden olmaktadir. Periton diyalizinde UF kaybma yol agan diger
onemli bir neden, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorlerinin (VEGF) iiretimindeki
artisga bagl neovaskiilarizasyon ve vazodilatasyona ikincil peritoneal yiizey alani
artisidir (23,32)

Son zamanlardaki veriler, sivi atilminin ve volim durumunun periton
diyalizi hastalarinda prognozun en Onemli belirleyicilerinden birisi oldugunu
gOstermigtir. Periton diyalizinin siirekli dogasi nedeniyle, hemodiyalize gore daha
1yl voliim kontrolii saglamas1 beklenir. Ancak, gergekte periton diyalizi hastalarinda
voliim kontrolii saglanmasi sorunludur ve hipervolemi nispeten sik goriilen bir
durumdur. Hipervoleminin en 6nemli sebebi ise ultrafiltrasyon yetersizligidir (33).

b) Fonksiyonel degisiklikler (Ultrafiltrasyon yetersizligi)

Periton boslugunda bulunan hiperozmotik PD sivisinin olusturdugu ozmotik
basinca bagh olarak suyun periton zar1 araciliiyla kapillerlerden periton bosluguna
sizmasina ultrafiltrasyon denir (34). Periton diyalizi sirasinda soliitlerin degisimi,
peritoneal kapillerlerdeki kan ve periton bosluguna doldurulan diyaliz sivis1 arasinda
gerceklesir. Dolayisiyla, peritonun mikrodamarlarmm sayisi bir diyaliz membram
olarak kullanilan peritonun transport kapasitesinin bir belirleyicisi olabilir (35).

Mezotel tabakasi muhtemelen transport bariyeri i¢in 6nemli degildir. Yapilan
invivo ve invitro caligmalarda intraperitoneal olarak verilen makromolekiillerin
mezotelyal tabakayr kolayca gectigi gosterilmistir . Bu bulgularin 15181nda,
peritonun vaskiiler ylizey alanmm, yani peritoneal kapillerlerin sayismm, peritonun
diyaliz kapasitesinin 6nemli bir gostergesi oldugu sdylenebilir (36).

Kronik periton diyalizinin en Onemli sorunlarindan biri, zaman i¢inde UF
yetersizliginin gelismesidir (1). Ultrafiltrasyon yetersizligi en onemli fonksiyonel
transport anormalligi olup, periton diyalizinin sonlandirilmasmi gerektiren en
yaygin nedendir. Ultrafiltrasyon yetersizligine kronik PD’nin birinci yili sonunda
%3, altinc1 yih sonunda ise %31 sikliginda rastlanmaktadir (2).

Periton diyaliz swvilarmin 1s1 ile sterilizasyonu, glukozun oksidasyonu,
dehidrasyonu ve fragmantasyonu glukoz yikim iirlinlerinin olusmasma neden olur
(GDP). Glukozun otooksidasyonu ile olusan peroksit, proteinlerin yikimma neden
olur. Glukoz ve diger monosakkaridler lizin residiileri ile reaksiyona girer. Bunlar

daha ileri yikima ugrar ve ileri glikasyon iiriinleri (AGE: advanced glication end

12



product) olusur. Protein yikimi protein yapismim ve iglevinin bozulmasina, mezotel
hiicrelerinin yasam yeteneginin azalmasma ve endotel hiicrelerinin vaskiiler
ekstraselliiler matriksten ayrilmasma neden olur (32,36). Sekil 7°de UF kaybinin

olusum basamaklar1 gdsterilmistir.

| Digelizat glikom |
I

fleri glikasyon tiriinleri 1 TGEF-B1 Oksidatif stres

Mezotel

Epitel-Mezenkimal degisim

yaslanmast

\_‘ 1 ECM, | VEGF, { NO .—/

I Yeni damar olusurmu —_—

Efektif periton yiizey alarnda
ve periton gegirgenliginde artig

Sekil 7: UF kaybinin olusum basamaklar1 (32)

Kronik PD yapilan bir hastada yiiksek glukoz konsantrasyonu iceren sivilar
kullanilmasma ragmen kuru agrhiga ve normal kan basmcma ulasilamamasi, kan
iire ve kreatin degerlerinin istenilen diizeylere diismemesi, daha objektif bir tanimla
PET ile periton zar gecirgenliginin bozuldugunun gosterilmesi UF yetersizliginin
oldugunu gosterir (36).

Sivi dengesini korumak i¢in giinde ikiden fazla hipertonik diyalizat kullanilmasi
gereken olgularda UF yetersizliginden siiphelenilmelidir.  Periton diyalizi
hastalarinda baglica 4 tip UF yetersizligi goriiliir;

Tip I: Yiksek periton gegirgenligi nedeniyle ozmotik gradiyentin erken kaybolmasi,
(peritonit sirasinda gegici olarak da meydana gelebilir)

Tip II: Yetersiz periton yiizey alani veya membran sklerozu

Tip III: Asir1 lenfatik emilim

Tip IV: Aquaporinlerin fonksiyon bozuklugu veya kaybi (36).
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D- PERITON GECIRGENLIGININ DEGERLENDIRILMESI
Periton membran fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢in farklh testler uygulanabilir. Bu
testler arasinda en yaygm kullanilan1 PET tir.
a) Periton esitleme testi (PET)
Periton esitleme testi, 2 litre % 2.27’lik diyalizat kullanilarak yapilan 4 saatlik tek
bir degisim ile periton membranmnin gegirgenlik 6zelliginin belirlenmesini saglar.
Testin Yapihsi
1. Bir gece Once hasta normal periton diyalizi degisimini gergeklestirir ve 8-12
satlik bekletme zamanini takiben geceki diyalizat1 bosaltmadan hastaneye gelir.
2. Geceki diyalizat hasta oturur pozisyonda iken 20 dakikada bosaltilir ve voliimii
kayit edilir.
3. Hasta yatar pozisyonda iken 1100 mlm’ % 2.27’lik diyaliz soliisyonu 10
dakikada periton bosluguna verilir. Bu sirada her 2 dakikada bir hasta sag ve sola
cevrilerek verilen c¢ozeltinin karmda bulunan diyalizat ile karigmasi saglanir.
Inflizyon tamamlandiktan hemen sonra 10 ml’lik bir diyalizat 6rnegi almir.
4. Test siiresince hastanin dolagmasi saglanir.
5. Bekletmenin 2. ve 4. saatinde tekrar 10 ml diyalizat 6rnegi almir. Ayni anda kan
ornegi alnir.
6. Direnaj voliimii 6l¢iiliir ve alinmig 6rnek sivilar (30 ml) voliime ilave edilir.
7. Kan ve diyalizat 6rneklerinde kreatinin ve glukoz konsantrasyonu ol¢iiliir.
8. Dordiincii saat diyalizat kreatinin konsantrasyonunun plazma kreatinin
konsantrasyonuna orani (D/P¢;) ve 4. saat diyalizat glukoz konsantrasyonunun 0.
saat diyalizat glukoz konsantrasyonuna orani (D/DOguko,) hesaplanir. Bu sonuglara
gore hastanmn peritonun gecirgenlik 6zelligi belirlenir (34).

D/P kreatinin <0.50 Diistik gegirgenlik

D/P kreatinin 0.50-0.65 Diisiik-orta gecirgenlik

D/P kreatinin 0.66-0.81 Yiiksek-orta gecirgenlik

D/P kreatinin >0.81 Yiiksek gecirgenlik

Diisiik peritoneal gecirgenligi olan olgularda ozmotik gradientin degisim
siiresince korunmasi nedeniyle miikemmel ultrafiltrasyon saglanir, ancak {iremik
toksin atilmu yetersiz olabilir. Yiiksek periton gecirgenligi olan olgularda ise yeterli
soliit klirensi saglanmasma karsin, ozmotik gradientin hizli kaybolmasi sonucu

ultrafiltrasyon yetersizligi goriilebilir(34,36).
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Yiiksek periton gecirgenlik durumu kotii prognostik bir gostergedir. Test
sonucuna gore hasta i¢in en uygun periton diyalizi rejimi belirlenir. PET verileri
diyaliz dozunun recetelendirilmesi, membran fonksiyonunun uzun siireli izlenmesi,
soliit klirensi ve ultrafiltrasyon yetersizliklerinin ayiricit tanisinda da kullanilabilir.
Ik testin periton diyalizine baslandiktan sonra 2-4 hafta i¢inde yapilmasi ve daha
sonra 6 ayhk araliklarla veya klinik bir sorunla karsilasildiginda tekrarlanmasi
onerilmektedir (22,23,34,36).

b) Farkh PET yontemleri:
Modifiye PET: %3.86 lik stv1 kullanilarak yapilir, sodyum 6l¢iimii eklenir

UF kapasitesi

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

Membranm solutlere geg¢irgenligi hakkinda fikir verir
Hizh PET: Sadece 4. saat dl¢timleri yapilir
Kisa PET: 0 ve 2. saatte 6l¢iim yapilir, 4. saat yapilmaz
Mini PET: %3.86 ile 1. saatte kreatinin, glukoz ve sodyum degerlendirilir.
Diayalizin 1. saati sonunda D/P Na 0l¢limii su transportu konusunda en basit bilgi
edinme yoludur
Cift mini-PET: mini PET lkez 3.86, lkez 1.36 ile yapilir, 1. saatte Na ve volum
Ol¢iiliir. Solut transportu, UF ve serbest su transportu hakkinda bilgi verir (37-39).
¢) Kronik periton diyalizi hayvan modellerinde yapilan farkh PET yontemleri
Bir saatlik PET: Ratlara 20 ml %2.27 veya %1.5 glukozlu PD soliisyonu IP olarak
yavas bir sekilde verilir. Enjeksiyon sonrasi 1. saatte periton sivist ve kan ornekleri
alinir (40).

Doksan dakikahk PET: Ratlara 25-35 ml %3,86 glukozlu PD soliisyonu IP olarak
verilir. Enjeksiyon sonrasi 90. dakikada PD sivis1 ve kan 6rnekleri almir (41).
iki saatlik PET: Ratlara 25-30 ml %2.27 glukozlu PD soliisyonu P olarak verilir.

Enjeksiyon sonrasi 2. saatte PD sivis1 ve kan ornekleri alinir (42).

E- MEZOTEL HUCRELERI VE MEZENKIMAL KOK HUCRE

Mezotel hiicreleri genis bir yenilenme kapasitesine sahiptir. Periton hasari
gerek cerrahi islem gerekse peritonit ya da periton diyalizi nedeniyle gelismis olsun,
yenilenme siireci hasarm olugmasmdan sonraki 24 saat icinde baslar, hasarlanmis

bolgeye hiicreler dolar. Bu hiicreler;
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1) Doku hasar1 olan bolgedeki hiicrelerin proliferasyonu

2) Kars1 periton ylizeyindeki mezotel hiicreleri,

3) Serdz periton sivisindaki immatiir mezotel hiicreleri,

4) Periton dokusundaki makrofajlarin transformasyonu

5) Peritonun interstisiyel tabakasindaki mezankimal prekiirsor hiicreler dir.

Hasarli yiizeyin iyilesmesi 7-10 giin alir. Iyilesirken mezotel hiicreleri epitel
hiicrelerine doniisiir (3,4). Bertram ve ark (5) hayvan modelinde intraperitoneal
mezotel hiicre transplantasyonu ile periton ylizeyinin soyulmus bolgelerinde verilen
hiicrelerin biriktigini gostermisler ve adezyonu Onledigini ileri stirmiislerdir. Cabrera
ve ark (6) calismalarinda hasarlanmis periton dokusuna periton sivisindan elde
edilmis mezotel hiicrelerin uygulanmasi ile doku hasarmi tamir ettigi ve dolayisi ile
periton zar1 yetersizliginin ortadan kaldirdigmni savunmuglardir.

Kemik iligi hiicreleri kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildikleri zaman hizla plastik
kiiltiir kabma yapisan (adhere olan) hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri oldugu,
yapismayan (non-adherent) hiicrelerin ise hematopoietik hiicreler oldugu 1966°h
yillardan beri bilinmektedir. Son yillarda ise, stromal hiicre sistemine duyulan ilgi
giderek artmaktadir. Onceleri, kemik iligi kokenli stromal hiicreler, ozellikle
mezenkimal kok hiicreler hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima girerken
daha sonralar1 in vivo ve in vitro ¢alismalarla aralarinda kas, kikirdak, kemik, sinir,
karaciger, kalp, beyin, yag dokusu, bobrek, akciger ve bagwsaklarm da oldugu
cesitli hematopoietik olmayan dokularm parankimal hiicrelerine farklilastiklari
gosterilmistir (7). Sekil 8’de mezenkimal kok hiicrelerin farklilastigi hiicre tipleri
gosterilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler, ilk kez fetal buzagi serumu iceren kemik iliginin
ortama yayillmasi sonrasinda, kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve
fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin  gelistigini  gosteren
Fridenshtein tarafindan tanimlandi.

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi kaynakl, her ii¢ germ yapragmdan kdken alan
hiicre ve/veya dokular1 olusturan bir multipotent hiicre kaynagi olarak bilinmektedir

(43,44).
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Sekil 8: Mezenkimal kok hiicrelerin farklilastig hiicre tipleri (44)

Mezenkimal kok hiicreler dolasan kan, fetus ve eriskin kemik iligi, dalak,
amniotik sivi, kikirdak, kas tendonlari, plasenta, yag dokusu, fetal dokular, periost,
sinovyal stvi, timus, trabekiiler kemik, dermis, dis pulpasi ve akciger gibi ¢ok cesitli
organ ve dokularda bulunur. Mezenkimal kok hiicreler sadece osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik dokularn kokeni olmakla kalmaz ayni zamanda
mezodermal (miyosit, osteosit, endotel, adiposit, kardiomiyosit), ektodermal
(noronal) ve endodermal (hepatik, pankreatik, solunum epiteli) dokularn da
kokenini olusturur (44,45,46,47).

Mezenkimal kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine doniismesini saglayan
spesifik biiylime ve farklilasma faktorlerine maruz kalmasi gerekir. Mezenkimal kok
hiicrelerin mezotel hiicresine donlisimii i¢in bliyime ve farklilasma faktori
gerekmemektedir (48).

Kok hiicrelerin hasarlanmis ve dejenere olmus doku ve hiicrelerin yerini

alarak yenilenme siirecini baglattig1 diisiiniilmektedir (46). Bazi hastaliklar, mesela
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Parkinson hastaligi, bir veya daha fazla hiicre tipinin ilerleyici bozulmasi sonucu
olusur. Baz1 vakalarda kok hiicreler yasam uzatma tedavisi de denilebilen bir yerine
koyma tedavisi olarak kullanilir (6rnegin; kalp krizlerinde hasarlanan kalp hiicreleri
yerine ya da sirozda hasarlanmis karaciger hiicreleri yenilemek amaciyla izole
edilmis kok hiicreler kullamilabilir). Implante edilen kok hiicreler etrafindaki
mikrocevre ile etkilesime girer ve komsu dokudan salgilanan belirli faktorler ve
yenileyici biyolojik fonksiyonlarin etkisiyle dokunun yenilenmesini kolaylastirir
(43).

Cesitli invitro calismalarda ve hayvan deneylerinde, nakledilen MKH’ nin
uygulanabilir oldugu gosterilmistir. Bir sonraki basamak klinik ¢alismalar icin MKH
naklinin etkinligi, giivenilirligZi ve uygulanabilirligini degerlendirmektir. Invivo
modeller karaciger, kemik, akciger ve bobrek gibi organlarda nakledilen MKH’larin
organlara tutundugu ve fonksiyon gérmeye basladig1 gosterilmistir (44-47).

Mezenkimal kok hiicre naklinin bir takim olas1 negatif etkileri de rapor
edilmistir. Fare ve insan embriyonik kok hiicrelerinin tersine, kemik iligi kaynakh
farklilasmamis mezenkimal kok hiicreler 3 germ tabakasmdan meydana gelen
teratom olusturma riskini tasimamaktadir. Bununla birlikte MKH’lar tiimoriin
biiyiimesine, invaziv olmasma ve metastaz yapmasma yol acan karsinom iligkili
fibroblastlarin bir kaynagi olabilirler (49-51).

Mezenkimal kok hiicre caligmalarinda nakledilen mezenkimal kok hiicreleri
endojen hiicrelerden aywrt etmek ilk ve en Onemli basamaktir. Bu nedenle farkl
isaretleme teknikleri kullanilmistir. Bunlar bromodeoksiuridin, floresan boya,
manyetik ve izotop isaretleme teknikleri ve green floresan protein (GFP) ile
isaretlemedir (52).

Green floresan protein, 27 KD agirhiginda denizanasi Aequorea victoria’dan
elde edilen bir proteindir. Giiniimiizde hiicre biyolojisi c¢alismalarinda tanimlayict
gen ve hiicre isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Green floresan proteinin oldukca
onemli kullanim alanlar1 vardir. Green floresan proteini, farkli genlerin igerisine
eklenerek bu genlerin farkli organizmalardaki ekspresyonlarmin miktar tayininde
kullanilmasi ve canli hiicreler icerisinde isaretleyici olarak kullanilabilmektedir (53).

Green floresan protein teorik olarak eklendigi hiicre tarafindan
reddedilmeyen bir proteindir ve transplantasyonda immiinolojik olarak rejeksiyon

olmaz (54,55). Green floresan proteinin floresan aktivitesi substrat, kofaktor veya
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ilave gen Triinleri gerektirmedigi i¢in intraselliiler GFP isaretleyicisi antikor
boyamas1 gerektirmeksizin direkt olarak floresan mikroskopi ve/veya flow sitometri

ile skorlanabilir (56).

F- PERITON DiYALIiZi DENEYSEL HAYVAN MODELLERI

Invivo hayvan modelleri insanlardakine benzer olarak tasarlanmis olup;
periton bosluguna sivi verilir, belirli bir siire beklenir, periton zarmnda farkh hiicre
tipleri arasinda etkilesim olur ve peritonun mikrosirkiilasyonu ile sivi-elektrolit
degisimi olur. Bdylece invivo modeller peritonun tagima patofizyolojisi, peritonda
yapisal degisiklikler ve bolgesel savunma mekanizmalar1 hakkinda 6nemli bilgiler
saglar (14).

Hayvan modelleri ile ¢alisan arastirma gruplarmnin biiyiik ¢ogunlugunda deney
hayvanlarmm tiiri ve cinsi, peritona ulasim metodu, cahsma siiresi, soliit
transportunun  Olciimii  ve histoloji  i¢in  Ornekleme olduk¢a farklihiklar
gostermektedir.

Kronik PD modelleri esas olarak periton i¢i diyalizatin periton zar1 yapist ve
fonksiyonu iizerine uzun donem etkilerini arastirmak icin gelistirilmistir. Siganlarla
calismak kolay ve maliyeti uygun oldugu i¢in ¢ogu arastirmacmin tercihi
olmaktadir. Sicanlar1 kullanmanmn bir olumsuz yonii icodextrin igeren diyaliz
swvilarinin degerlendirilememesidir. Ciinkii diyalizat ozmolalitesinde artis nedeniyle
olusan yiliksek intraperitoneal amilaz seviyesi icodextrinin yikilmasina sebep
olmaktadir. Serum amilaz seviyeleri sicanlarda oldugu gibi tiim kemiricilerde
yiiksektir (57).

Tavsan ve fareler de PD c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Tavsan modelleri,
periton yiizey alan1 ve degisim voliimleri acisindan insan PD modeline daha benzer
olmasma ragmen tavsanlar ¢ok hassas hayvanlar olduklar1 i¢in onlarla ¢alismak
zordur. Fareler de ¢ok kiiciik olduklarmdan iizerlerinde islem yapilmasi giigtiir (58).

Peritona sivi verilmesinin yollar1 oldukga c¢esitlidir. Bazi arastiricilar, test
stvisini dogrudan 22 gauge igne ile periton bosluguna enjekte etmislerdir. Direnaj
miimkiin olmadigindan enjekte edilen sivi emilir (59). Baz1 arastirmacilar kaslara,
mesaneye ya da bagwsaklara zarar vermemek icin intraperitoneal enjeksiyonlar
anestezi altinda yapmuslardir. Yirmi haftaya kadar enjeksiyonlar: siirdiiriilen ratlar

olmasina ragmen asil kaygi, tekrarlayan ignelerin intraperitoneal kanama veya
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enfeksiyona yol acarak deneyin sonuglarmi karistirmasidir. Ek olarak anestezinin
lenfatik direnaj lizerinden etki gostererek peritonun tagima kinetiklerini etkiledigi ve
peritonun gecirgenligini degistirdigi gdsterilmistir. Alternatif olarak, ticari iiretilen
minyatiir peritoneal kateterler periton bosluguna kolayhkla sivi verilip alinmasimi
miimkiin kilan stirekli agik bir sistemdir. Boylece insanlardaki klinik durum daha 1yi
taklit edilmis olur (14,60-62).

Acik PD sistemin 2 ¢esidi tanimlanmustir. Her ikisinde de periton boslugu ile
boyun arasinda cilt altindan tiinel olusturularak kateter buradan gegirilir. Birinci
sistemde kalici bir tiip vasitasiyla steril kateter kullanilarak PD sivist doldurulur.
Bunu takiben kateter cekilir ve tiiplin disardaki ucu kapatilir. Belirli bir siire
bekledikten sonra ucunda delikleri olan kateter tiipiin icinden girdirilerek bekleyen
stvinin pasif olarak bosalmasi ya da hafif bir karn masaj ile bosaltilmas1 saglanir.
Diger sistemde cilt altindan kateterin kendisi geg¢irilir sivi dogrudan kateter ile
verilir ve pasif olarak bosaltilmasi saglanir (63). Bu ag¢ik sistemlerin avantaji uyanik
ve su ve yiyecege ulagimin serbest oldugu hayvanlarda, onlar1 rahatsiz etmeksizin
kronik PD’ye olanak saglamasidir. Bdylece anestezinin potansiyel yan etkileri
diglanmis olur. Bununla birlikte PD modelinin bu tipini kullanan arastirmacilar %10
ila %60 arasmnda diyalize son verme oranlar1 ile karsi karsiya geldiklerini rapor
etmislerdir. Diyalize son vermenin baglica sebebi omentumun kateteri sarmasi,
fibrozis ve adezyon sonucu kateterin ¢alismamasidir. Kullanilan bu sistemlerde
direnaj ve dolum sirasinda dis cevre ile direkt temas oldugu i¢in enfeksiyon riski
yiiksektir (14).

Gilintimiizde kapali sistem olarak da adlandirilan diglincii bir kronik PD
hayvan modeli olusturulmustur. Kalic1 kateter deri alt1 tiinelle periton boslugu ve
boyun arasinda yerlestirilir ve deri altna konulan port ile baglanir. Verilen siviyr
bosaltmak bu ydntemle miimkiin olmaz, sivi peritondan emilir. Sivi verilmesi
sirasinda herhangi bir baglanti olmadig1 i¢in port enfeksiyon riskini azaltir. Bu
sistemde de kateter blokajina bagli olarak periton diyalizine son verme oranlari

%30-40 arasindadir (64).
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Bu calisgma 8 Kasim 2010- 10 Ocak 2011 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi’ne bagh Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi'nde (DEKAM) yapildi. Calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Etik Kurul Karar No: 10/16) ve Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan desteklendi (Proje No:
TSU-10-3057).

RATLAR

Calismada DEKAM’da iiretilen ve calisgmaya baslamadan onceki agirhiklar
267-440g agirhiginda olan erkek wistar-albino ratlar kullanildi. Ratlar konvansiyonel
laboratuvar sartlarinda ve 12 saat aydnlik/karanlik ortamda bulundu. Su ve yiyecek
kisitlanmasi yapilmadi. Calismaya baslamadan bir hafta Once ratlarmn caligmacilara
aligmasi icin ratlar ile temas saglandi. Calismaya baslamadan 6nce ve 6 haftanin
sonunda ratlar tartild1 ve agirhklar1 kaydedildi.

GRUPLAR

Ratlar oncelikle kontrol ve caligma gruplar1 olmak iizere 2 gruba ayrildi
Calisma grubunda 67, kontrol grubunda 10 rat olacak sekilde ayrildilar.

Kontrol grubu (n=10): Calisma grubuna, yas ve agirhk olarak denk grup.
Bu gruba 6 hafta boyunca herhangi bir islem yapilmadi. Yiyecek ve su serbest
birakildi. Caligmaya baslamadan once ve 6 haftanin sonunda ratlar tartildi ve

agirhklar1 kaydedildi. Kontrol grubuna 6 haftanin sonunda ratlarm normal peritoneal
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gecirgenligini degerlendirmek i¢cin PET yapildi ve normal periton dokusunu gérmek
icin abdominal ve visseral peritondan biyopsi alindi. Kontrol grubundaki 10 ratin
2’sine PET yapilmak icin IP olarak PD sivisi verilirken, biri PD sivist cilt altina
verildigi icin, ikincisi ise disseksiyon yapildiginda bagirsak perforasyonu gelismis
oldugu goriildiiglinden ¢calismadan ¢ikarildi ve kontrol grubunda 8 rat kalmis oldu
Calisma grubu: Bu gruba 6 hafta boyunca giinde 1 kez olmak iizere iP olarak
ticari %3,86 glukozlu PD soliisyonu enjekte edildi. Soliisyonun miktar1 10 ml’den 3
glinde 20 ml’ye cikildi ve peritonit profilaksisi i¢cin 125mg/L dozunda seftazidim
eklendi. Alt1 hafta siiresince 7 rat 6ldii ve ¢alisma grubunda 60 rat kaldi. Alt1
haftanin sonunda ¢alisma grubu;
1) PD grubu (n=8): Alt1 hafta P olarak PD soliisyonu verildikten sonra
peritoneal gecirgenlikte meydana gelen degisiklikleri gérmek icin PET yapildi
ve histolojik degisiklikleri gormek i¢in peritondan biyopsi alindi.
2) Plasebo (P) grubu (n=26): Alt1 hafta iP olarak PD soliisyonu verildikten
sonra, IP olarak MKH ile esit miktarda fosfat buffer soliisyon (PBS) verilen
grup. Bu gruba PBS verildikten sonra IP PD sivis1 enjeksiyonlarma devam
edilmedi ve peritonun dinlendirilmesinin etkilerini gérmek i¢in;
1. hafta P-1 ( n=8)
2. hafta P-2 (n=9)
3. hafta P-3 (n=9)
PET yapild1 ve ratlar sakrifiye edilerek periton biyopsisi alind1.
3) MKH grubu (n=26): Alt1 hafta IP olarak PD soliisyonu verildikten sonra IP
olarak 1.5 milyon u /kg dozunda MKH verilen grup. Bu gruba MKH verildikten
sonra IP PD sivisi enjeksiyonlarma devam edilmedi ve MKH’nin etkilerini
gormek amaciyla MKH verildikten sonra;
1. hafta MKH-1 (n=8),
2. hafta MKH-2 (n=9)
3.hafta MKH-3 (n=9)
PET yapild1 ve ratlar sakrifiye edilerek periton biyopsisi alind1.

Sekil 9°da calisma gruplar1 ve ¢alisma metodunun 6zeti sematik olarak verilmistir.
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Sekil 9: Calisma gruplari ve ¢alisma metodunun 6zeti

INTRAPERITONEAL ENJEKSIYON

Calisma grubu’ndaki ratlara giinde bir kez 20 ml ticari %3,86 glukozlu PD
solusyonu (Dianeal 3.86%; Eczacibasi-Baxter Healthcare, Istanbul, Tiirkiye)
intraperitoneal enjeksiyon ile verildi. Enjeksiyon icin 22 gauge igne ucu ile plastik
tek kullanimlik enjektorler kullanildi. Enjeksiyon karmn duvarmm bir giin sag ve

diger giin sol alt kadram olacak sekilde, 45°lik egimle girilerek yapildi. Sekil 10°da

enjeksiyonun yapilist gosterilmistir.
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Sekil 10: intra-peritoneal enjeksiyon yapihst

PERITON ESITLEME TEST (PET)’iNIN YAPILISI

Doksan dakikallk PET: Ratlarm alt karin duvari lateralinden 22 gauge igne ile
periton i¢ine 35 ml %3,86 glukozlu PD solusyonu karin i¢i organlara (bagirsak,
mesane vb) zarar vermemeye dikkat edilerek yavas bir sekilde enjekte edildi. Ratlar
enjeksiyon tamamlandiktan sonra kafeslerine koyuldu, su ve yiyecek kisitlamasi
yapilmadi. PD sivis1 karma verilmeden once 0.dakika diyalizat 6rnegi i¢in ayrildi
(Do).

Doksan dakika tamamlanmadan yaklagik 10 dakika Once ratlara
intraperitoneal olarak ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (40 mg/kg) verilerek anestezi
saglandiktan sonra karmlari tiraslandi. Ratlar tespit tahtasma baglandi karinlar
batikonla silindikten sonra orta hattan insizyon ile agildi, enjektor ile mevcut PD
stvist bosaltildi. Bosaltilan PD sivisinin miktar1 her rat i¢in ayr ayri kaydedildi, 10
ml diyalizat 6rnegi ayrild1 ve net UF’leri asagidaki formiille hesaplands;
Ultrafiltrasyon (UF) = Bosaltilan diyalizat miktari (ml) — IP verilen 35 ml PD sivisi

Kan 06rnegi direkt olarak kalpten alindi. Yeterli kan gelmeyen bazi ratlarda
vena kava dan da kan 6rnegi alindi. Boylece diyalizat 6rnekleri 0. ve 90. dakikada,
kan Ornegi ise 90. dakikada alinmis oldu. Kan ve diyalizat 6rnekleri 5000 devirde 3
dk cevrildikten sonra serum ve diyalizat, epandorf tiiplere almarak —-80 °C
dondurucuda muhafaza edildi.

Diyalizat 6rneginde ve kanda glukoz konsantrasyonu glukoz oksidaz
yontemi kullanilarak ol¢iildii. Kan ve diyalizat tire, Na ve Cr enzimatik kinetik
metod (Randox Laboratories, San Francisci, CA, U.S.A) ile, diyalizat proteini
turbudimetrik yontemle Olgiildii. Transport edilen lire azotu, Cr ve protein oranlari

diyalizat degerlerinin, plazma degerlerine boliinmesiyle (D/P) hesaplandi. D/Pprosein
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degerleri 1000 ile carpilarak ifade edildi. Glukoz transport orant D/DOgjuke,
hesaplanarak Olgiildii. D, diyalizattaki glukoz konsantrasyonu, DO ise peritoneal
kaviteye vermeden oOnceki diyaliz sivisinda bulunan glukoz konsantrasyonudur.
Glukoz kitle transferi = IP verilen 35 ml PD sivis1 x Dy glukoz - Bosaltilan diyalizat
miktart (ml) X Dgpuko, formiilii ile hesaplandi. D/P sodyum oram (D/Pna) peritoneal
su transportu ve aquaporin fonksiyonunu degerlendirmek i¢in hesaplandi.

® D/D0gjuko- Orani, kontrol grubuna gore diisiik, glukoz kitle transferi kontrol

grubuna gore yiiksek ise ve

® D/Pcr, D/Piire V€ D/Pprotein Orani, kontrol grubuna gore yiiksek ise yliksek

gecirgen periton zar1 olarak kabul edildi.

HISTOLOJIiK DEGERLENDIRME

Ratlar anestezi ile uyutulup PET i¢in diyalizat ve kan Ornegi alindiktan
sonra, abdominal duvarm 6n sol yarisindan parietal periton dokusu alindi. Periton
dokusu alindiktan sonra ratlara Otenazi uygulandi. Periton dokusu almirken
enjeksiyon yerlerinden alinmamaya 6zen gosterildi. Histolojik degerlendirme igin
alinan periton dokusu hemen oda isisindaki %10 formalin soliisyonu i¢inde fixe
edildi. Isik mikroskobi i¢in rutin doku takip islemleri izlenerek periton parafin
bloklar haline getirildi. Parafin bloklardan hemotoksilen-eozin boyama i¢in 5 p
kalinhiginda kesitler lam iizerine alindi, immiinohistokimyasal boyama i¢in 5 p
kalinhiginda kesitler lizinli lamlar {izerine alindi. Ayrica alman yaklasik 0,5x0,3 mm
ebadinda periton dokusu immiinfloresan mikroskobunda degerlendirmek icin
0,7x0,7 mm ebadindaki demir kasetlere konularak 6zel bir dondurucu olan tissue
freezing medium i¢ine gomiildii ve hemen —20 °C sogutucuya kaldirildi. Donduktan
sonra demir kasetlerden c¢ikarihp aluminyum folyolara sarilan dokulardan frozen
mikrotomunda 0.7 p kalnhiginda kesitler alinarak lizinli camlara doku aktarildi
Hazirlanan preparatlar giines 1s1igindan korumak icin kapakli plastik mape icinde
saklandi.

a) Isik mikroskobu ile 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 Gdem,

fibroblastik  aktivite ve fibrozis, vaskularizasyon ve peritoneal kalinlik
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degerlendirildi.  Inflamasyon, fibroblastik  aktivite ve neovaskiilarizasyon

mononiikleer hiicreler, fibroblastlar ve kapillerler 40°hk biiyiitmede sayilarak

semikantitatif olarak skorlandi.

e Fibrozis 6dem ve kollajen yogunlugunun degerlendirmesi ile var-yok olarak
skorland.

e Mezotel hiicreleri 40’lik biiylitmede 5 farkh alanin ortalamasi alinarak sayildi ve
normal ve azalmis olarak smiflandirildi.

e Mezotel hiicreleri normal (diiz hiicreler) ve reaktif (diiz hiicrelerin kiibik

hale gelmesi) olarak

Bazal lamina normal (eritrositlerin boyutu kadar) ve kalin olarak,

Fibroblastik aktivite yok ve var olarak smiflandirildi.

Peritonun interstisyel kalmhgi mezotel tabakasi ve kasin arasnda kalan i¢
yiizeyinden 6l¢iildii. Peritonun interstisyel kalinlig1 2 arastirmaci tarafindan farkli 14
alanin ortalamasi almarak hesaplandi.

b) Immiinfloresan mikroskop ile degerlendirme

Verilen GFP ile isaretli MKH’lerin peritona yapisip yapismadigini gostermek icin
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
fotograflar ¢ekildi.

¢) Iimmunohistokimyasal inceleme

Parafine gomiilii dokulardan 5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Lama alinmis dokular
60 °C etiivde 1 saat bekletildi. Etiivden ¢ikarilan dokular i¢in asagidaki basamaklar
izlendi:

1) Dokularin hidrasyonu: Ksilolde 15 dk, % 99’Iluk, % 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 firmda 20 dk isitildi, sogumaya birakildi. Ardindan 5 dk distile
suda yikandi. Dokularin etrafi kalemle ¢izildi.

3) Hidrojen peroksit (H>O;) uygulamasi: Dokulara % 3’liikk H,O, damlatilip 10 dk
bekletildi. Distile suda 5 dk yikandi. Ardindan 5 dk PBS’de yikandi.
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4) Primer antikor uygulamasi: Pre-blocking solusyonu damlatihp 10 dk bekletildi.
Lam silkelendi.

Primer antikorun hazirlanmasi: Kollagen III ve kollagen IV antikorlar1 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 yikand:.

5) Biotin uygulamasi: Sekonder antikor damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10
dk PBS’de yikand.

6) Streptavidin uygulamasi: Peroksidaz strepavidin damlatildi, 10 dk bekletildi.
Ardindan 10 dk PBS’de yikandu.

7) Kromojen uygulamasi: 1 ml DAB substrata 50 ul DAB kromojen olacak sekilde
hazirlanan karisim damlatildi, 10 dk bekletildi. Ardindan 10 dk distile suda yikandx.

8) Mayer hematoksilen uygulamasi: Mayer hematoksilen damlatildi, 2 dk
bekletildi. Ardindan 5 dk distile suda yikandi.

9) Dokularin dehidrasyonu: % 70’lik, % 96’lik ve % 99’luk alkolde 5’er dk,
ksilolde ise 15 dk bekletildi. Balsam ile kapatildi.

Boyanan preparatlar 151k mikroskobu ile kollajen-II1 ve kollajen-IV antikorlari
pozitifligi yoniinden negatif, 1 pozitif, 2 pozitif, 3 pozitif olarak skorlandi.

MEZENKIMAL KOK HUCRE PASAJLANMASI
Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastrma ve Uygulama Merkezi (KOGEM) nde rat
kemik iliginden elde edilen GFP isaretli MKH’ler —80°C’de azot tankinda saklandi.
Pasajlama isleminden 6nce ¢ozdiirme islemi yapildi.
Cozdiirme islemi:
Daha oOnceden dondurulan hiicrelerin kiiltiir ortamma almak icin hiicrelerin
eritilmesi islemine ¢6zme denir. Ekstraselliiler ortam intraselliiler ortamdan Once
¢cOziiniir ve ani olarak serbest sivi salinir, Ekstraselliiler sivi hipotonik karakter
kazanir. Sonucgta, hipotonik hiicre siserek patlar. Bu olumsuzluklarin 6niine
gecebilmek i¢in ¢6zdiirme islemi olabildigince hizli yapilir.

Cozdirme isleminde ilk dikkat edilecek husus tiim materyallerin 6nceden

hazirlanmasi ve hizh kullanima hazir hale getirilmis olmasidir.
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Isleme baslamadan dnce;

e  Medium 6nceden hazirlandi.

e Su banyosu 37 °C ye 1smmus hale getirildi
Biitiin bu hazirliklardan sonra ¢ozdiirme islemine gecilebilir, aksi takdirde

yapilacak her gecikme ve manipulasyon hatasi hiicrelerin canhlik yiizdelerini bir o

kadar riske sokar hatta hiicrelerin tamamen yitirilmesine neden olabilir.

Cozdirme isleminde miimkiin mertebe hizhi ve nazik olmak gereklidir. Ciinkii
hiicreler oldukga frajildirler.

Cozdiirme ve pasajlama isleminin basamaklar:

e Azottan ¢ikarilan kriyotiip son derece hizli bir sekilde 37°C su banyosuna
koyuldu. Bir-iki dakika icinde hiicreler ¢oziildiiler. Tiip ele alindi ve alkolle
silindi, 6zellikle kapak bolgesinin alkolle iyice silinmis olmasina dikkat edildi.

e Kapak nazikg¢e acildi ve hiicrelere ¢ok nazik ve hafif bir sekilde pipetaj yapildi.

e icerik son derece dikkatli ve yavas manipulasyonlarla pipete cekildi.

e Falkon tiipe (15ml) aktarildi ve igerisine 5-6 ml normal medium yavasca kondu.

e 800 rpm de 5 dk santriftij yapildi. Bu devirde yapimasmim sebebi hiicrelerin
son derece frajil olmasindan dolayidir.

e Santrifiijden alman falkondaki siipernatant nazik sekilde ¢ekildi.

e  Uzerine normal mediumdan 3-4 ml eklendi ve hafif sekilde pipetaj yapildu.

e Tekrar 800 rpm de 5dk santrifiij yapildi. Stipernatant atild1.

e Daha sonra kalan pelete 2 ml medium eklendi ve nazikce pipetaj yapildi. Sonra
flaksa ekildi. 24 saat beklendi. Ertesi giin ik medium yikama islemi yapilarak
degistirildi. Fosfat buffer solusyon (PBS) ile 1-2 kez yikandi. Sonra 3 giine bir
yikama yapild1 ve medium degistirildi. Takibi ise glinliik yapild1.

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

e Hiicreler tripsinzasyon dncesi Ca, Mg Free PBS ile yikandi.

e Daha sonra 2 ml tripsin (%0.25) flaska eklendi ve inkiibatore kaldiridi, 2-3 dk
siireyle beklendi ve eger hiicreler kalkmamigsa inkubatérden alinan flaska hafif
hafif vuruldu. Bu islem, hiicrelerin kalkmasi i¢in fiziki destek saglanmasi icin
yapildi.

e Hiicrelere mikroskopta bakildi. Eger hiicreler kalkmamigsa 1 dk daha
inkubasyona birakildi.
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e Hiicrelerin kalkis1 gozlenince flask dik sekilde kosesi ilizerinde tutuldu ve
pipetle hiicrelerin tamami toplandi.

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

e Daha sonra 1200 rpm 5 dk santrifiij yapildi ve slipernatant atild1.

e Tekrar 5cc taze medium eklendi ve vortexlendi.

o Tekrar santriftij yapildi (1200 rpm- 5 dk) ve siipernatant atildi. Sonra 2ml
medium ilave edildi ve pipetaj yapilarak hiicre saymm ve canhligi i¢in 100
mikrolitre alinarak ependorfa kondu. Geri kalan kismu flaksa ekildi.

e 100 mikrolitre alman hiicre soliisyonuna 100 mikrolitre tripan blue kondu.
Thoma lamma lamel kapatildi. Kanallardan yavasca 50 mikrolitre hiicre verildi.
40’hk biiyiitme ile 16 biiyiik kare icindeki hiicreler sayildi. Mavi hiicreler 6lmiis
demektir. Biz 6lmemis hiicreler iizerinden hesap yaptik.

Hiicre sayis1 = Sayilan hiicre x Diliisyon oran1 (2ml) x 10.000 olarak hesap
yapildi. Yani 50 hiicre sayildi ise 2,5x 10° hiicre olacaktir. Sekil 11°de thoma

lamimim mikroskobik goriinlimii sematize edilmistir.

025
el el Ly
| 0.025 0.os 1 |—-'
; 3 1

Sekil 11: Thoma laminin esasi, 0,1 mm3 hacimde sayim yapilmasidir. 1 kiigiik kare olarak belirtilen
kare prizmanin hacmi = 0,05 mm X 0,05 mm X 0,1 mm = 0,00025 mm® = 1/4.000 mm®'diir. Bir
sayim alaninda 16 X 25 =400 kiiciik kare olduguna gore toplam sayim hacmi = 0,00025 mm3 X 400

=0,1 mm”diir.

e Daha sonra hiicreler inkubatore kaldirildi, 24 saat sonunda kontrol edildi. Pasaj
zamanina kadar mediumda birakildi.

e 3. pasajda hiicreler tripsinizasyondan sonra iki kere yikanarak kullanildi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Arastirma  verilerinin degerlendirilmesinde SPSS 17.0 istatistik paket
programindan yararlanildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine
Shapiro-Wilk Normallik Testi ile bakildi. Normal dagilim gdsteren parametreler
ortalama + SD, anormal dagilim gdsteren parametreler ise ortanca (minimum-
maksimum) olarak ifade edildi.

Normal dagilim gosteren degiskenlerde iki grup icin karsilastirmalarda
Bagmmsiz iki 6rnek t testi, 3 ve daha fazla grup icin karsilastirmalarda Tek Y onlii
Varyans Analizi kullanilmistir. Tek Yonlii Varyans Analizi sonucu fark ¢ikan
gruplarin karsilastirilmas: Tukey Testi ile yapildi.

Normal dagilim gdstermeyen degiskenlerde ise iki grup i¢in
karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi, 3 ve daha fazla grup icin
karsilastirmalarda Kruskal-Wallis H Testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis H Testi
sonucu fark ¢ikan gruplarin karsilagtirilmasi Dunn’s Y ontemi ile yapildi.

Gruplar arast oranlarin karsilastirilmasinda Ki kare testi kullanildi
Parametreler arasi iligki arastirilirken normal dagilm gosteren parametrelerede
Pearson korelasyon katsayisi, anormal dagilm gosteren parametrelerde Spearman
korelasyon katsayist kullanildi. Tiim istatistiksel analizlerde p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya, kontrol grubunda 10, caligma grubunda 67 rat olmak iizere toplam 77
rat alind1.

e (Calisma grubundaki ratlardan 7’si intraperitoneal PD sivisinin uygulandigi 6
haftalik stiregte 61dii ve calismada 60 rat degerlendirildi.

e Kontrol grubundaki ratlara 6 hafta sonunda PET yapilirken ratlardan biri PD
stvist cilt altina verildigi i¢in, ikincisi ise disseksiyon yapildiginda bagirsak
perforasyonu gelismis oldugu goriildiigliinden c¢alismadan ¢ikarildi ve
kontrol grubunda 8 rat kalmis oldu.

Ratlarmn gruplara gore dagilimi Tablo I’de gosterilmistir.

Tablo I: Ratlarin gruplara gore dagilim

Gruplar
Kontrol

4
<
=

PD

MKH-1

P-1

MKH-2

P-2

MKH-3

O O O O oo oo| o0 o0

P-3

[*))
o)

Toplam
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1- PERITON ZARINDA GELIiSEN HiSTO-PATOLOJIK DEGIiSIKLIKLER
a) Isik mikroskobu ile degerlendirme
Periton bosluguna %3.86 glukozlu PD sivisinin 6 hafta siire ile verilmesi sonucunda
peritonun yapisinda PD grubunda, kontrol grubuna gore 6nemli degisiklikler oldugu
gorildii.
e PD grubunun submezotelyal alan kalinligi, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek tespit edildi. (P=0,01, Tablo II).
e Periton zarmda meydana gelen diger histopatolojik degisiklikler semi
kantitatif olarak degerlendirildiginde;
= Mezotel hiicre sayisi, PD grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak azalmst1 (P<0.05, Tablo II).
= PD grubunda, periton zarinda inflamasyon ve neovaskiilarizasyon

kontrol grubuna gore daha fazlaydi (P<0.05, Tablo 1I)

Tablo II: PD ve kontrol gruplarinda peritonda histopatolojik degisiklikler

<. alisma gruplari
Degisken Kontrol (n=8) « Pi) (n=gS) 5 P
Submezotelyal kalinhk (um) | 66.3 +24.8 132,9 + 40,1 P=0.01
Hiicre morfolojisi P>0,05
Normal 8
Reaktif 0 3
Bazal lamina P>0,05
Normal 8
Kalin 0 3
Fibrozis P>0,05
Var 1 2
Yok 7 6
Fibroblastik aktivite P>0,05
Var 2 3
Yok 6 5
Inflamasyon P<0,05
Var 0 4
Yok 8 4
Neovaskiilarizasyon 0,059
Var 1
Yok 7 3

Sekil 12 ve Sekil 13’de PD ve kontrol gruplarinin histopatolojik gdriintimleri

arasmndaki farklar goriilmektedir.

32




Kontrol grubunun periton dokusunun histolojik gériiniimii (x10)

kil 12:

Se

submezotelyal kalinlikta

9

PD grubunun periton dokusunun patolojik goriiniimii

kil 13:

Se
kontrol grubuna gore artis ve periton dokusunda artmis inflamatuar hiicreler goriinmektedir.

(x10)
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b) Immiinfloresan mikroskop ile degerlendirme
Green floresan protein ile isareti MKH verildikten 1, 2, ve 3 hafta sonra 6zel
yontemle dondurulmus periton dokusundan alman kesitler direkt olarak
immiinfloresan mikroskopta incelendi.

e GFP isaretli MKH’lerin mezotel hatt1 boyunca floresan verdigi goriildii.

e Plasebo gruplarinda ise mezotel hatt1 boyunca floresan parlama goriilmedi.
Sekil 14’de MKH grubunda MKH’lerin yapistigi ve floresan verdigi, plasebo

grubunun ise floresan vermedigi goriilmektedir.

Sekil 14: a) Mezotel hatt1 boyunca floresan veren MKH’ler

b) Plasebo grubunda florasan veren goriiniim yok

¢) Immiin histokimyasal degerlendirme

Fibrozisin derecesini gdstermek i¢in immiinhistokimyasal olarak yapilan kollojen
III ve kollajen 1V antikorlar1 ile boyanma teknik nedenlerden dolay: yeterli olmadi
ve degerlendirme dis1 tutuldu.

d) Mezenkimal kok hiicrenin bozulmus peritona etkileri

1.hafta: MKH-1, P-1, PD ve kontrol gruplarmm submezotelyal kalinliklar
kiyaslandiginda;

e MKH-1 grubunun submezotelyal kalmhgmm kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh farkliigi yok iken, PD ve P-1 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik oldugu tespit edildi (P<0.05,
Tablo II1).
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e Yine P-1 grubunun submezotelyal kalinlik degerleri, kontrol grubuna goére

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek iken (P<0.05, Tablo III), PD

grubu ile arasinda anlamh farklilik belirlenmedi.

e MKH-1 grubu ile PD grubu arasinda inflamasyon varligi agisidan

istatistiksel olarak anlamh farklilik var iken MKH-1

ile P-1 ve kontrol

gruplar1 arasinda anlamh farklilik yoktu. Yine inflamasyon agisindan P-1

grubunun, kontrol ve PD gruplari ile arasinda 6nemli bir fark bulunmada.

e Histopatolojik olarak hiicre morfolojisi, bazal lamina kalmhgi, fibrozis,

fibroblastik aktivite ve neovaskiilarizasyon degerlendirildiginde gruplar

arasinda fark bulunmadi.

Tablo III’de ¢aligma gruplarmnin 1.hafta histopatolojik degerlendirmeleri, Sekil 15

ve Sekil 16’da 1. hafta MKH ve plasebo gruplarmmm patolojik goriintimleri

verilmistir.

Tablo III: Caligma gruplarinin 1.hafta histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplari

Degisken Kontrol PD MKH-1 P-1
n=8 n=8 n=8 n=8
Submezotelyal 663 +24.8 | 132,9+40,1° |849+151 | 1537 + 85,3*
kalinhk (um)
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 5? 4 4

Yok 7 3 4 4

? p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda

® p<0.05, MKH-1 grubu ile kiyaslandiginda
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Sekil 16: MKH-1 grubunun periton dokusunun patolojik goériiniimii

2.hafta: MKH-2, P-2, PD ve kontrol gruplarinin submezotelyal kalinliklari
kiyaslandiginda;

e MKH-2 grubunun submezotelyal kalmhgmm kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklihgr yok iken, PD ve P-2 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisilk oldugu tespit edildi (P<0.05,
Tablo 1V).
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e Yine P-2 grubunun submezotelyal kalinhk degerleri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek iken (P<0.05, Tablo 1V), PD
grubu ile arasinda anlamh farklilik belirlenmedi.

e MKH-2 grubu ile PD, kontrol ve P-2 gruplar1 arasinda diger histopatolojik
degerlendirmeler agisindan farklilk yok iken, ayni sekilde P-2 grubu ile PD
ve kontrol gruplar1 arasinda da fark yoktu (p>0,05).

Sekil 17 ve Sekil 18’de 2. hafta MKH ve plasebo gruplarmin patolojik goriiniimleri,
Tablo IV’de c¢alisma gruplarmin 2.hafta histopatolojik degerlendirmeleri,
verilmistir.
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Sekil 18: MKH-2 grubunun periton dokusunun histopatolojik goriiniimii (x10)

37



Tablo I'V: Calisma gruplarinin 2.hafta histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplari
Degisken Kontrol PD MKH-2 P-2
n=8 n=8 n=9 n=9
Submezotelyal 663+24.8 | 132,9+40,1° | 69,793 |140,7+30,1°"
Kahnhk (um)
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<0.05, MKH-2 grubu ile kiyaslandiginda

3.hafta: MKH-3, P-3, PD ve kontrol gruplarmm submezotelyal kalnliklari

kiyaslandiginda;

MKH-3 grubunun submezotelyal kalnligmmin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh farkliigi yok iken, PD ve P-3 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (P<0.05,
Tablo V).

Yine P-3 grubunun submezotelyal kalmhk degerleri, kontrol grubuna gore
ve PD grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmusti (P<0.05,
Tablo V).

MKH-3 grubu ile PD, kontrol ve P-3 gruplar1 arasinda diger histopatolojik
degerlendirmeler agisindan farkhlik yok iken, P-3 grubunda kotrol ve MKH-
3 gruplart ile kiyasla fibrozisde anlamli artis bulundu, ayrica kontrol
grubuna gore neovaskiilarizasyonda da anlamh artis vardi (P<0.05), PD

grubu ile ise arasinda fark yoktu (p>0,05).
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Tablo V’de ¢alisma gruplarinin 3.hafta histopatolojik degerlendirmeleri, Sekil 19 ve

Sekil 20’da 3. hafta MKH ve Plasebo gruplarinin patolojik goriiniimleri verilmistir.

Tablo V: Caligma gruplarinin 3.hafta histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplari

Dl Kontrol PD MKH-3 P-3
n=8 n=8 n=9 n=9
i‘;‘}ﬂfﬁi"fﬁﬁ? 66.3£24.8 | 132,0+40,1° | 99,0+ 57,1 | 308,3 % 114,8*
Hiicre morfolojisi

Normal 8 5 8 6

Reaktif 0 1 3
Bazal lamina

Normal 5 7 5

Kalin 0 2 4
Fibrozis

Var 1 2 &b

Yok 7 7 3
Fibroblastik aktivite

Var 5 6

Yok 5 4 3
inflamasyon

Var 0 4° 3 3

Yok 4 6 6
Neovaskiilarizasyon

Var 1 5° 3 6"

Yok 7 3 6 3

? p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
® p<0.05, MKH-3 grubu ile kiyaslandiginda

‘P<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
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Sekil 19: P-3 grubunun periton dokusunun patolojik goriiniimii

Sekil 120: MKH-3 grubunun periton dokusunun patolojik goriiniimii
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e) Plasebo ve MKH gruplarinin 1.hafta, 2.hafta ve 3. haftalarinda patolojik

degisikliklerin degerlendirmesi

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 gruplarinin submezotelyal kalnhklar1 ve diger

histopatolojik degerlendirmeler arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhilik

yoktu (P<0,05, Tablo VI).

Tablo VI: MKH gruplarimin histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplari

Deivier Kontrol PD MKH-1 | MKH2 | MKH-3
n=38 n=38 n=38 n=9 n=9

Submezotelyal 66.3+24.8 | 132,0-40,1°" | 849151 | 69,7+93 |99,0+57.1
kalinhk (um)
Hiicre morfolojisi

Normal 8 5 7 6 8

Reaktif 0 3 1 3 1
Bazal lamina

Normal 8 5 7 7 7

Kalin 0 3 1 2 2
Fibrozis

Var 1 2 2 2 2

Yok 7 6 6 7 7
Fibroblastik aktivite

Var 2 3 2 2 5

Yok 6 5 6 7 4
inflamasyon

Var 0 42 0° 3 3

Yok 8 4 8 6 6
Neovaskiilarizasyon

Var 1 5° 4 4 3

Yok 7 3 4 5 6

? p<0.05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
® p<0.05, MKH-1,MKH-2 ve MKH-3 gruplari ile kiyaslandiginda
‘P<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
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e P-3 grubunun submezotelyal kalnhgi, kontrol, PD, P-1 ve P-2 gruplan ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamh 6l¢iide artmist: (P<0.05)
e P-3 grubunda, P-1’e kiyasla fibroziste artig bulundu (P<0,05, Tablo VII).

Plasebo gruplar1 arasinda diger histopatolojik 6zellikler yoniinden farkhlik

bulunmad:.

Tablo VII: Plasebo gruplarmm histopatolojik degerlendirmeleri

Calisma gruplari

Degisken Kontrol PD P-1 P2 P-3
n=38 n=38 n=38 n=9 n=9

Submezotelyal 66.3+24.8 | 132,9+40,1*" | 153,7 + 85,3 | 140,7 +30,1* | 308,3 + 114,8*
kalinhk (um)
Hiicre morfolojisi

Normal 8 5 6 7 6

Reaktif 0 3 2 2 3
Bazal lamina

Normal 8 5 7 7 5

Kalin 0 3 1 2 4
Fibrozis

Var I 2 | 4 6

Yok 7 7 5 3
Fibroblastik aktivite

Var 2 3 4 2 6

Yok 6 5 4 7 3
inflamasyon

Var 0 4? 2 3 3

Yok 8 4 6 6 6
Neovaskiilarizasyon

Var 1 5% 4 3 6"

Yok 7 3 4 6 3

? p<0.05, kontrol, PD, P-2 ve P-3 gruplari ile kiyaslandiginda

® p<0.05, P-1 grubu ile kiyaslandiginda

2- PERITON ZARINDA GELIiSEN FONKSIYONEL DEGIiSIiKLIiKLER

a) Peritonun gecirgenliginde meydana gelen degisiklikler

Periton bosluguna %3.86 glukozlu PD sivisinin 6 hafta siire ile verilmesi sonucunda

peritonunun  gegirgenliginde

degisiklikler oldugu gorildi.

PD grubunda,

kontrol

grubuna gore Onemli
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Ultrafiltrasyon:

e PD grubunda UF miktarmm kontrol grubuna goére anlamh olarak azaldigi
goriildii (P<0.05, Tablo VIII).

D/DO0giukozs D/Piires D/Pnay, D/Pc,, oranlarn ile glukoz kitle transferi degerleri:

e PD grubunun D/DOgkoz, Oranlart kontrol grubuna gore anlamh olarak diisiik,
D/Pire, D/Pna, D/Pcy, oranlar ile glukoz kitle transferi degerleri ise anlamh
olarak yiiksek saptandi (P<0,05, Tablo VIII).

Bu bulgular PD grubunun peritonunda yiikksek gecirgenligin oldugunu

gostermekteydi.

Tablo VIII: PD ve kontrol gruplarinda peritonda gegirgenligin degerlendirilmesi

Calisma gruplan
Degisken Kontrol (n=8) PD (n=8) P
UF (ml) median (min —max) |4 (-2—-10) -3 (-24-6) 0.01
D/P iire (mean +SD) 0,40+0,05 0,59+0,14 0.03
D/P¢y  (mean + SD) 0,65+0,07 0,88+0,15 0.02
D/Pprotein(mean + SD) 114,8+6,9 125,38+37,5 >0.05
D/Pna  (mean = SD) 0,78+0,02 0,84+0,03 0.03
D/D0gjukoz(mean + SD) 1,45+0,22 0,65+0,35 <0.001
Glukoz kitle transferi -9649.3 +7985.6 | 12005.2 + 5911.5 0.047
(mean + SE)

b) Mezenkimal kok hiicrenin periton gecirgenligi iizerine etkisi

1.hafta:

MKH ve plasebo gruplarmm 1.hafta UF miktarlar1 ve diger periton gegirgenlik

parametreleri (D/DOgiukoz, D/Piire, D/PNa, D/Pcy, oranlari ile glukoz kitle transferi) PD

ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

Ultrafiltrasyon:

e MKH-1 grubunun UF miktarlarinin, kontrol, PD ve P-1 grubuna goére artmis
oldugu belirlendi (P<0.05). P-1 grubunun UF miktarlar1 ise kontrol grubuna
gore azalmig ve PD grubuna gore artmug goriinse de aralarinda istatistiksel

olarak anlaml farklilik bulunmadi (P>0.05)
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D/D0gjukoz 0ram ve glukoz Kkitle transferi:

e MKH-1 grubunda, P-1 ve PD grubuna kiyasla; D/DOgjuk, oranmnin yiiksek,

glukoz kitle transferinin ise istatistiksel olarak anlaml Olglide diisiik oldugu

belirlendi (P<0,05).

e P-1 grubunun D/DOgyko, orant kontrol ve MKH-1 gruplarma kiyasla ytiksek

iken, PD grubu ile aralarinda fark yoktu.

D/Pj. orani:

e MKH-1 ve P-1 gruplarmm her ikisinde de D/Py. orani, kontrol grubuna gore
yiiksekti (P<0.05), PD grubu ile ise aralarinda fark yoktu (P>0.05)

D/Pna, D/pprotein V€ D/Pc, oranlarn:

e MKH-1 ve P-1 gruplari, PD ve kontrol gruplar ile kiyaslandiginda D/Py,,

D/pprotein V€ D/Pcr oranlari agisindan aralarinda istatistiksel fark yoktu (P>0.05)

Bu bulgular MKH verilmesini takiben 1.haftada, periton gecirgenliginin kontrol

grubu ile onemli farkhliginin olmadigmi, plasebo verilen grupta ise PD grubu ile

benzer olarak yiiksek gecirgenlifin devam ettigini gostermektedir. Calisma
gruplarmin  1.hafta periton gegirgenliginin degerlendirilmesi Tablo [X’da
gosterilmistir.
Tablo IX : Calisma gruplarimin 1.hafta periton gecirgenliginin degerlendirilmesi
Calisma gruplari

Degisken Kontrol PD MKH-1 P-1

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
UF (ml) . 2 (. A\ _ ab,c _ _
median (min-max) 4(-2-10) 3 (24 - 6) 10,8 (8 — 13) 1.5 (-11 - 9)
D/P ire (mean = SD) | 0,40+0,1 0,59+0,1° 0,49+0,1° 0,51+0,4"
D/Pc, (mean + SD) | 0,65+0,1 0,88+0,2° 0,77+0,23 0,74+0,2
D/Pprotein  (mean + SD) | 114,8+7 125,38+38 124,01+10,7 114,97+8
D/Pxa (mean + SD) | 0,78+0,1 0,84+0,1° 0,72+0,26 0,73+0,1
D/D0gjyke, (mean +SD) | 1,45+0,2 0,65+0,4° 1,26+0,31° 0,87+0,2°
Glukoz kitle transferi | o649 4 7986 | 12005 + 5911° | -20542466404> | 7335 +£3648

(mean + SE)

? p<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda
® p<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
‘P<0.05, P-1 grubu ile kiyaslandiginda
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2.hafta:

MKH ve plasebo gruplarmm 2.hafta UF miktarlar1 ve diger periton gegirgenlik

parametreleri (D/DOgiukoz, D/Piire, D/PNa, D/Pcy, oranlari ile glukoz kitle transferi) PD

ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

Ultrafiltrasyon:

e MKH-2 grubunun UF miktarlarmm, PD ve P-2 grubuna goére artms oldugu
belirlendi (P<0.05), kontrol grubu ile ise aralarinda fark bulunmadi (P>0.05)

e P-2 grubunun UF miktarlar1 kontrol grubuna kiyasla belirgin azalmisti ve PD
grubu ile ise aralarinda anlaml farklihk bulunmadi (P>0.05)

D/D0gjuroz Oram ve glukoz Kkitle transferi:

e MKH-2 grubunda, P-2 ve PD grubuna kiyasla; D/DOgjk, oranmnin yiiksek,
glukoz kitle transferinin ise istatistiksel olarak anlamlh 6lgiide azalmis oldugu
belirlendi (P<0,05).

e P-2 grubunun D/DO0gjuko, oranm kontrol grubuna kiyasla diisiik iken, glukoz kitle
transferi belirgin yiiksekti (P<0.05), PD grubu ile aralarinda fark yoktu.

D/Pj. orani:

e MKH-2 ve P-2 gruplarmm her ikisinde de D/Py. orani, kontrol grubuna gore
yiiksekti (P<0.05), PD grubu ile ise aralarinda fark yoktu (P>0.05)

D/Pc, orani:

e MKH-2 grubunda D/P¢; orani, P-2 ve PD gruplan ile kiyaslandiginda anlamh
Olciide azalmist1 (P<0.05), kontrol grubu ile ise aralarinda fark yoktu (P>0.05).

e P-2 ve PD gruplarinda D/P¢, oranmi agisindan anlamli farklilik yoktu.

D/Pnaorani:

e MKH-2 ve P-2 gruplarinda, PD grubuna kiyasla D/Pn, oraninda azalma
bulunurken (P<0.05), kontrol grubuna kiyasla fark bulunmadi (P>0,05)

D/Pprotein OFani:

e P-2 grubunda D/Pyrwein Orani, kontrol grubuna goére anlamli yiiksek iken
(P<0.05), PD ve MKH-2 gruplart ile kiyaslandiginda anlamh farkhilik
bulunmadi.

Bu bulgular MKH verilmesini takiben 2.haftada, periton ge¢irgenliginin kontrol
grubu ile onemli farkliiginin olmadigmmi, plasebo verilen grupta ise PD grubu ile

benzer olarak yiiksek gecirgenlifin devam ettigini gostermektedir. Calisma
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gruplarmin  2.hafta periton gegirgenliginin  degerlendirilmesi Tablo X’da
gosterilmistir.
Tablo X: Calisma gruplarinin 2.hafta periton gecirgenliginin degerlendirilmesi
Calisma gruplari

Degisken Kontrol PD MKH-2 P-2

(n=8) (n=8) (n=9) (n=9)
UF (ml) _ A (A RV 10 1430 | _ 1R _ 7\
median (min-max) 4 (-2 -10) 3 (24— 6) 4.1 (-10— 14)° | -4.2 (-18 = 7)
D/P ire (mean = SD) | 0,40+0,1 0,59+0,1° 0,53+0,13" 0,49+0,09°
D/Pc, (mean £ SD) | 0,65+0,1 0,88+0,2" 0,63+0,14 0,83+0,14"
D/Pprotein  (mean + SD) | 114,8+7 125,38+38" 120,2+13,1 125,1+7,3"
D/Py, (mean = SD) | 0,78+0,1 0,84+0,1° 0,76+0,05° 0,76+0,06
D/D0gjyke, (mean = SD) | 1,45+0,2 0,65+0,4° 1,33+0,33 0,64+0,2°
Glukoz kitle transferi | o649, 7986 | 12005 + 5911° | -5556+2375 " | 17724+3650°

(mean + SE)

? p<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda
® p<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda
‘P<0.05, P-2 grubu ile kiyaslandiginda

3.hafta:

MKH ve plasebo gruplarmm 3.hafta UF miktarlar1 ve diger periton gegirgenlik

parametreleri (D/DOgiukoz, D/Piire, D/PNa, D/Pcy, oranlari ile glukoz kitle transferi) PD

ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

Ultrafiltrasyon:

e MKH-3 grubunun UF miktarlarmm, PD ve P-3 grubuna goére artmus oldugu

belirlendi (P<0.05), kontrol grubu ile ise aralarinda fark bulunmadi (P>0.05)

e P-3 grubunun UF miktarlar1 kontrol grubuna kiyasla azalms ve PD grubuna

kiyasla artmis ise de aralarmda anlaml farklilik bulunmadi (P>0.05)

D/D0gjukoz 0ram ve glukoz Kkitle transferi:

e MKH-3 grubunda, P-3 ve PD grubuna kiyasla; D/DOgj,ko, Orant anlamh dlgiide

yiiksek olarak bulundu. Glukoz kitle transferinde ise PD grubuna kiyasla azalma

bulunmus iken, P-3 grubu ile istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi

(P<0,05).
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e P-3 grubunun D/DOg,ko, orani kontrol grubuna kiyasla diisiik iken, belirgin fark
yoktu (P>0.05), PD grubuna kuyasla ile ise D/DOgyko, Orant ve glukoz kitle
transferi agisindan aralarinda anlamh fark yoktu.

D/Pj. orani:

e MKH-3 ve P-3 gruplarmm her ikisinde de D/Py. orani, kontrol grubuna gore
yiiksekti (P<0.05), PD grubu ile ise aralarinda fark yoktu (P>0.05)

D/Pc, orani:

e MKH-3 grubunda D/P¢; orani, P-3 ve PD gruplar ile kiyaslandiginda anlamh
Olciide azalmist1 (P<0.05), kontrol grubu ile ise aralarinda fark yoktu.

e P-2 grubu, PD grubu ile kiyaslandiginda D/P¢, oram agisindan anlamh farklhilik
yok iken, kontrol grubu ile anlaml farklihk vard: (P<0.05).

D/Pnaorani:

e MKH-3 grubunun, D/Pn, oran1 kontrol grubuna kiyasla anlamh 6l¢lide artmig
iken, PD ve P-3 gruplari ile kiyaslandiginda fark bulunmadi.

D/Pprotein OFani:

e MKH-3 grubunda D/Pjin Orani, P-3 grubuna gore diisiik bulundu (P<0.05),
PD ve kontrol grubu ile ise arada fark bulunmadi.

Calisma gruplarmm 3.hafta periton gecirgenliginin degerlendirilmesi Tablo XI’de

gosterilmistir.

Tablo XI: Calisma gruplarmin 3.hafta periton gecirgenliginin degerlendirilmesi

Calisma gruplari
Degisken Kontrol PD MKH-3 P-3
(n=8) (n=8) (n=9) (n=9)

UF (ml) 4(-2-10) -3 (24 -6)° 78(5-10° | 1(-17-12)
median (min-max)
D/P e (mean + SD) | 0,40+0,1 0,59+0,1° 0,57+0,11° 0,58+0,09°
D/Pc, (mean + SD) | 0,65+0,1 0,88+0,2" 0,73+0,15"° 0,85+0,12°
D/Pyrotein  (mean + SD) | 114,8+7 125,38+38" 119,4+8,4 ¢ 129,9+10,6°
D/Pya (mean + SD) | 0,78+0,1 0,84+0,1° 0,82+0,03" 0,81+0,03
D/D0gukoz (mean + SD) | 1,45+0,2 0,65+0,4" 1,314£0,41°¢ 0,90+0,12°*
Glukoz kitle transferi 9649 + 7986 | 12005 + 5911° | -5170+2759" 1752+4006

(mean + SE)

? p<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda,
® p<0.05, PD grubu ile kiyaslandiginda,
‘P<0.05, P-3 grubu ile kiyaslandiginda
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¢) Plasebo ve MKH gruplarimin 1.hafta, 2.hafta ve 3. haftalarinda periton

gecirgenliklerinin karsilastirmasi

MKH grubuna mezenkimal kok hiicre, plasebo grubuna PBS verildikten sonra

l.hafta, 2.hafta ve 3. hafta periton gegirgenliklerinin her grubun kendi aralarndaki

farkliliklara bakildiginda;

MKH  gruplarmmn,

MKH grubunun 1.hafta UF miktari, 2.hafta ve 3.hafta UF miktarlarma gore
anlamli yiiksek bulundu (P<0.05).

Yine MKH grubunun 1.hafta glukoz kitle transferi, 2.hafta ve 3.hafta
degerlerine gore anlamh 6l¢iide diisiiktii (P<0.05)

l.hafta, 2.hafta ve 3.hafta periton gecirgenliklerinin

degerlendirilmeleri Tablo XII’de verilmistir.

Tablo XII: MKH gruplarmnl.hafta, 2.hafta ve 3.hafta periton gegirgenliklerinin

degerlendirilmeleri
Calisma gruplari
Degisken MKH-1 MKH-2 MKH-3
(n=8) (n=9) (n=9)

UF (ml) 10,8 (8- 13) 4.1 (-10-14)* 7.8 (5-10)"
median (min-max)
D/P 4. (mean + SD) 0,49+0,1 0,53+0,13" 0,57+0,11
D/Pc, (mean + SD) 0,77+0,23 0,63+0,14 0,73+0,15
D/Pprotein (mean + SD) 124,01+10,7 120,2+13,1 119,4+8,4
D/Px, (mean + SD) 0,72+0,26 0,76+0,05 0,82+0,03
D/DO0gjuko, (mean + SD) 1,26+0,31 1,33+0,33 1,31+0,41
Glukoz Kitle transferi -20542+6404 -5556+2375% -5170+2759*

(mean + SE)

?P<0.05, MKH-1 grubu ile kiyaslandiginda

Plasebo grubunun 1.hafta, 2.hafta ve 3.hafta UF miktarlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmadi

P-1 grubu ile kiyaslandiginda, P-2 grubunda D/Pyoein ve glukoz kitle
transferinde anlaml yiikseklik, D/DOgjuko, orani ise anlamh diisiik bulunurken,
P-3 grubunda D/Pgre, D/Pna V€ D/Pprowein Oranlarinda anlamh yiikseklik bulundu
(P<0.05, Tablo XIII).

P-2 grubu ile kiyaslandiginda ise, P-3 grubunda D/DOgyko, yiiksek, glukoz kitle
transferi ise anlamh diigiik bulundu (P<0.05, Tablo XIII).

48



Plasebo  gruplarinin,

1.hafta,

2.hafta ve
degerlendirilmeleri Tablo XIII’de verilmistir.

3.hafta periton geg¢irgenliklerinin

Tablo XIII: Plasebo gruplarimin 1.hafta, 2.hafta ve 3.hafta periton gegirgenliklerinin

degerlendirilmeleri
Calisma gruplari
Degisken P-1 P-2 P-3
(n=8) (n=9) (n=9)

UF (ml) 1.5(-11-9) -4.2 (-18-7) 1(-17-12)
median (min-max)
D/P i (mean + SD) 0,51+0,4 0,49+0,09 0,58+0,09°
D/Pc,  (mean + SD) 0,74+0,2 0,83+0,14 0,85+0,12
D/Pprotein (mean + SD) 114,97+8 125,1+7,3° 129,9+10,6°
D/Px. (mean + SD) 0,73=0,1 0,76+0,06 0,81+0,03"
D/D0gjuko, (mean + SD) 0,87+0,2 0,64+0,2" 0,90+0,12°
Glukoz kitle transferi 7335 £3648 1772443650" 1752:64006"

(mean + SE)

?P<0.05, P-1 ile kiyaslandiginda
®P<0.05, P-2 ile kiyaslandiginda

3-HISTOPATOLOJIK BULGULAR VE PERITON GECIRGENLIGI

ARASINDAKI KORELASYONLAR

a) Tiim calisma gruplarinda histopatolojik bulgular ve periton gecirgenlik

parametreleri arasindaki iliskiye bakildiginda,

e Submezotelyal kalinhk ile UF ve D/DOgko, arasnda anlaml negatif iligki

bulundu (P=0.03).

e Yine submezotelyal kalmhk ile glukoz kitle transferi, D/Pc; ve D/Pye

arasinda anlamh pozitif iligki,

e Fibroblastik aktivite ile UF arasinda anlaml negatif iligki,

e Fibrozis ve D/Pproein arasinda anlamh pozitif iliski,

e Inflamasyon ile D/Py, arasinda pozitif iliski bulundu (P<0.05).

b) Periton
bakildiginda;

gecirgenlik parametrelerinin  kendi

aralarindaki

iliskiye

e UF ile D/DO0gyko, oram ile pozitif iliski, glukoz kitle transferi ile negatif
iliski bulundu (P<0.01).
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e D/DOgko, 1le D/P¢; ve glukoz kitle transferi arasinda anlamli negatif iliski,

e D/Pn, ile D/Py. arasinda anlamh pozitif, glukoz kitle transferi ile arasinda
anlamli negatif iliski bulundu (P<0.05)

¢) Histopatolojik bulgularin kendi aralarindaki iliskiye bakildiginda;

e Submezotelyal kalinlk ile fibroblastik aktivite, fibrozis, neovaskiilarizasyon
arasmda anlamli pozitif iliski bulundu (P<0.05).

e Fibrozis ile ayrica fibroblastik aktivite, neovaskiilarizasyon ve inflamasyon
arasmda pozitif, mezotel hiicre sayis1 ile negatif iliski bulundu (P<0.05).

e Neovaskiilarizasyon ile ayrica fibroblastik aktivite ve inflamasyon arasmnda

pozitif, mezotel hiicre sayisi ile negatif iliski bulundu (P<0.05).
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TARTISMA

Son donem bobrek yetmezligi olan ¢ocuklarda, 6zellikle de erken ¢ocukluk
ve bebeklik donemlerinde, PD c¢ogunlukla ilk secilen renal replasman tedavisi
olmaktadir. En 1y1 renal replasman tedavi sekli olan bobrek nakli, verici azhigindan
dolayr smirl sayida hastaya uygulanabilmektedir. Hemodiyaliz ise kii¢iik ¢ocuklar
ve bebeklerde damar yapismmin uygun olmamasi, teknik yetersizlikler veya
hemodinamik olarak olumsuz etkilerinden dolayr uygulanamayabilmektedir. Bu
durumda, bu ¢ocuklar i¢in PD yegane se¢cenek olmaktadir.

Kronik PD’ de en Onemli zorlugun, yillar i¢cinde periton zarmm yapist ve
fonksiyonunun bozulmasi ve bunun sonucunda yeterli diyalizin saglanamamasi
oldugu bilinmektedir (1).

Fizyolojik olmayan diyaliz sivilarma maruz kalma, hastalarm {iremik
durumu veya peritonit ataklar1 gibi durumlar, periton zarinda hasara ve kronik
inflamasyona neden olarak fibrozis ve anjiogenez ile sonuclanmaktadir (29). Periton
diyalizi Oncesi ve sonrasinda periton zarmda meydana gelen degisikliklerle ilgili en
kapsamh ¢alisma Williams (28) tarafindan erigkin hastalarda yapilan bir ¢aligmadir.
Bu caligmada uluslararast kayit sisteminde 130’dan fazla uzun dénem PD
hastalarmm biyopsileri ile saghkli ve PD yapilmayan iiremik hastalarm biyopsileri
karsilagtirilmig, iiremik hastalarda sub-mezotelial zonun saglkh bireylerden 3 kat

daha kalin oldugu, PD hastalarinda ise 5 kat daha kalm oldugu gosterilmistir.
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Calismamizda bu bulgulara benzer olarak, periton icine 6 hafta siire ile
%?3,86 glukoz iceren PD sivist verilmesini takiben alinan periton biyopsilerinde (PD
grubu) submezotelial kalinligin PD sivis1 verilmeyen kontrol grubuna gore belirgin
olarak kalmlasmis oldugu, inflamasyon ve yeni damar olusumunun artmis, mezotel
hiicre sayisinin ise azalmis oldugu goriildii.

Kronik periton diyalizinin en onemli sorunlarindan biri, zaman i¢inde UF
yetersizliginin gelismesidir (1). Ultrafiltrasyon yetersizligi en onemli fonksiyonel
transport anormalligi olup, periton diyalizinin sonlandirilmasmi gerektiren en
yaygm nedendir. Ultrafiltrasyon yetersizligine kronik PD’nin birinci yih sonunda
%3, altmct yili sonunda ise %31 sikhiginda rastlanmaktadir (2). Calismamizda da
PD grubunun UF miktarlarmin kontrol grubuna gore belirgin olarak azaldigi
gOriilmiistiir.

Periton zarmda meydana gelen mezotel hasarmi azaltmaya, dolayisiyla UF
yetersizligini onlemeye yonelik daha fizyolojik ve biyouyumlulugu arttirilmus PD
stvilart tiretilse de bu sorun hala 6nemini korumaktadir.

Periton diyalizinden baska renal replasman segenegi olmayan bir hasta igin
periton zarmmin korunmasi ya da hasarlanan periton zarmm iyilestirilmesi ve
fonksiyon gorebilmesi hayati onem tasmmaktadir. Bu diisiinceden yola c¢ikarak
peritonun korunmasi, fibrozisin engellenmesi ya da hasarlanmis periton dokusunun
tyilestirilmesini  hedefleyen bircok klinik ve deneysel arastrma yapilmstir
(4,5,16,41,65-67).

Peritonun korunmasi i¢in bazi ilaglar kullanilmustir fakat bunlar biiyiik
olcekli calismalar degildir. Ilag tedavisi hala deneysel asamadadir ve bazilarmmn
sonuglar1 hayal kirikhigi ile sonuglanmustir.

Kronik PD sirasinda intraperitoneal olarak fosfatidilkolin verilmis ve UF
yetersizligi olan ve normal UF’ ye sahip olan hastalarda UF miktarinda artis
bulunmustur. Bu c¢alismalarda fosfatidil kolinin biiyilk olasilikla lenfatik
absorbsiyonu etkileyerek UF ‘yi arttirdig ileri siiriilmiistiir (68,69). Zareie ve ark.
(65) PD sivisina aminoguanidin eklenmesinin, glukoz yikim iiriinlerini azaltarak
ileri glikasyon {riinlerinin olusumunu engelledigini ve bdylece PD sivisinin
olusturdugu periton zar1 hasarmi azalttigin ileri stirmiislerdir.

Duman ve ark.(67) ise PD uygulanmaya baslandiginda beraberinde oral

enalapril verilmesinin peritonun yapist ve fonksiyonunu korudugunu iddia
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etmislerdir. Ratlar ile yapilan bu ¢aligmada UF’ de azalma, submezotelyal kalinlikta
artis ve protein kaybi enalapril verilmeyen grupta belirgin iken enalapril alan grupta
bu olumsuz etkilerin minimal diizeyde oldugunu gérmiislerdir.

Sun ve ark.(66) deneysel olarak periton diyaliz modeli olusturulmus ratlarda
PD swvist ile periton zarmda fibrozis gelistirmisler ve bu ratlara TGFB1 sinyalinin
blokajin1 saglayan Smad7 genini intraperitoneal olarak verdiklerinde peritonda
gelisen fibrozisin 1yilestigini gostermisler ve Smad7 geninin PD iligkili periton
fibrozis tedavisinde bir secenek olabilecegini rapor etmislerdir.

Hiir ve ark.(70) peritonit olusturulmus ratlara intraperitoneal ve sistemik
olarak antiproliferatif etkisi olan oktreotid verilmesinin UF yetersizligini 6nledigini
bildirmisler ve uzun donemde peritonda olusabilecek fibrozisi azaltabilecegini ileri
siirmiiglerdir.

Periton diyaliz hastalarinda intraperitoneal olarak verilen hyaluronan,
glikozaminoglikanlar, N-asetilglikozamin, deksametazon, tamoksifen, pentoksifilin
ve heparinin gibi maddelerin de periton zarmm yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini
koruyucu etkilerini arastiran ¢alismalar yaymlanmustir (71-74).

Mezotel tabakasi periton zarmm Onemli bir bilesenidir ve inflamatuar
cevabm diizenlenmesinde, mikrosirkiilasyonda ve fibrin homeostazinda gorev alir
(12-16). Mezotel hiicre tabakasmnin gerek kronik PD siirecinde dokiilmesi gerekse
cerrahi iglem sonucunda hasarlanmasmin, submezotelial bag dokuda degisikliklere
yol acarak, periton zarmm fonksiyonlarmda kayip olusturdugu bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (2,23,27-29). Bu bilgiden yola ¢ikarak mezotel hiicre nakli denenmis
ve nakledilen mezotel hiicrelerinin periton yiizeyinin dokiilen bolgelerinde
toplandig1 bir ka¢ ¢alismada gosterilmistir (5,75,76). Bu calismalarin cogu cerrahi
islem sonras1 mezotel hasarin iyilestirmek i¢in yapilmustir.

Hekking ve ark (16) deneysel olarak akut inflamasyon (peritonit) ve kronik
PD modeli olusturmus ve intraperitoneal enjeksiyon ile genetik olarak modifiye
edilmis mezotel hiicrelerini vermisler ve nakilden 2 giin sonra hasarlanmis periton
yiizey alanlarinda nakledilen mezotel hiicrelerinin biriktigini gostermislerdir. Aym
prosediiriin uygulandig1 diger bir calismada mezotel hiicre nakli sonrasi 3. ve 6. giin
periton biyopsisi almmis ve nakledilen mezotel hiicrelerinin hasarl periton yiizeyine

yapistig1 gosterilmistir (6).
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Nakledilen mezotel hiicrelerinin proinflamatuar faktorlerin = salnimini
arttirarak inflamasyonu arttirirmalart ve nakil i¢in gerekli olan mezotel hiicrelerinin
elde edilmesinin olduk¢a giic olmas1 ve bu tiir hiicre nakillerinde optimal uygulama
zamanmin heniiz kesin olarak tanimlanmamasi gibi nedenlerden dolayr mezotel
hiicre nakli hasarlanmig peritonun iyilestirilmesi i¢in heniiz tedavi yontemi olarak
kabul géormemistir (3).

Raftery 1973’te visseral ve paryetal peritonda olusan hasarm iyilesme
siirecini elektron mikroskop ile incelemis ve bulgularni yaymlamustir. Iyilesme
siirecinin erken evrelerinde makrofajlarm yara yiizeyinde baskin olan hiicreler
oldugunu, bununla birlikte birlikte primitif mezenkimal hiicrelere benzeyen
hiicrelerin de goriildiigiinii rapor etmistir. Kademeli olarak yara ylizeyinde
makrofajlarin sayist azalirken, primitif mezenkimal hiicrelerin ve prolifere olan
fibroblast benzeri hiicrelerin yara yiizeyinde sayismm arttigmi goézlemlemistir.
Yenilenen mezotel tabakasinin subperitoneal bag dokudan olustugunu fakat primitif
mezenkimal hiicrelerden mi yoksa fibroblastlardan mu olustugunu belirlemenin o
donemde heniiz miimkiin olmadigmni yaymlamstir (77).

Yakin zamanda yaymlanan bir derlemede mezotel hiicrelerinin genis bir
yenilenme kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir (3). Periton hasar1 gerek cerrahi
islem gerekse peritonit ya da periton diyalizi nedeniyle gelismis olsun, yenilenme
siirecinin hasarin olugsmasmdan sonraki 24 saat icinde basladigi ve hasarlanmig
bolgeye bazi hiicrelerin biriktigi goriilmiistiir. Bu hiicrelerin; doku hasarmin
kenarinda bulunan hiicreler ve bunlarm proliferasyonu, karsi periton yiizeyindeki
mezotel hiicreleri, ser6z periton sivisindaki immatiir mezotel hiicreleri, periton
dokusundaki makrofajlarmn transformasyonu ve peritonun interstisiyel tabakasindaki
mezenkimal prekiirsor hiicreler oldugu gosterilmistir (3,4).

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi kaynakli, her ii¢ germ yapragmdan
koken alan hiicre ve/veya dokular1 olusturan bir multipotent hiicre kaynagi olarak
bilinmektedir (43,44). Ik olarak kemik iliginden derive edilse de MKH ve MKH
benzeri hiicrelerin yag doku, periost, sinovyal sivi, sinovyal zar, iskelet kasi, dermis,
st disleri, trabekiiler kemik, patelladaki yag yastik¢igi, eklem kikirdagi, gobek
kordon kani, plasenta, karacier, dalak ve timus gibi bircok doku ve organda

bulundugu gosterilmistir (78-80).
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Mezenkimal kok hiicrelerin hasarlanmis doku ve hiicrelerin yerini alarak
yenilenme siirecini baslattigi diisiiniilmektedir (46). Bazi1 vakalarda kok hiicreler
yasam uzatma tedavisi de denilebilen bir yerine koyma tedavisi olarak kullanilir
ornegin; kalp krizlerinde hasarlanan kalp hiicrelerinin yenilenmesi ya da sirozda
hasarli karaciger hiicrelerinin yenilenmesi i¢in izole edilmis kok hiicreler
kullamilabilir. Implante edilen kok hiicreler etrafindaki mikrogevre ile etkilesime
girer ve komsu dokudan salgilanan belirli faktorler ve yenileyici biyolojik
fonksiyonlarm etkisiyle dokunun yenilenmesini kolaylastirir (43).

Cesitli invitro calismalarda ve hayvan deneylerinde, nakledilen MKH’ nin
uygulanabilir oldugu gosterilmistir. Bir sonraki basamak, klinik c¢ahsmalar i¢in
MKH naklinin etkinligi, gilivenilirligi ve uygulanabilirligini degerlendirmektir.
Mezenkimal kok hiicrelerin invitro ortamda belirli bir hiicre tipine doniistiiriilmesi
icin doniistliriicii faktorlere ve biiyiime faktorlerine ihtiyag duyulmasma karsilik
invivo ortamda verildigi dokudan salman faktorler yardim ile kendisine en yakin
dokunun hiicre tipine doniistiigli bildirilmektedir (81,82). Sistemik uygulamalarda
ise hasarli bolgeye gidip yapistig1 ve o dokunun hiicre tipine doniistiigli ¢aligmalarla
gosterilmistir. Invivo modellerde karaciger, kemik, kikirdak, akciger, kalp, spinal
kord ve bobrek gibi organlarda nakledilen MKH’lerin organlara tutundugu ve
nakledildigi dokularin hiicrelerine doniiserek fonksiyon gormeye basladig
gosterilmistir (44-47, 81-92).

Bu bilgiler 1518inda ¢alismamizda PD sivismin periton zarinda olusturdugu
yapisal ve fonksiyonel bozukluklar iizerine intraperitoneal olarak verilen MKH’
lerin etkisini arastirdik. Nakledilen MKH’ lerin peritonun hasarlanmig bdlgesinde
birikerek mezotel hiicresine donilisiim gosterebilecegini ve hasarlanmis bdlgeyi
tyilestirerek fonksiyon kazandirabilecegini, dolayisiyla yetersiz olan UF yeteneginin
yeterli hale gelebilecegini dngorerek bu calismayr planladik. Bilgilerimize gore bu
caligma, peritonda gelisen yapisal ve fonksiyonel bozukluklar tizerine MKH’lerin
etkisini arastiran ilk ¢ahismadwr. Bu nedenle bulgularimizi literatiir ile
karsilagtiramadik.

Calismamizda 6 hafta siire ile IP olarak PD sivis1 verilen PD grubunda
periton zarinda gelisen histopatolojik hasarm yansimmasi olarak UF miktarlarinda da
kontrol grubuna gore belirgin azalma oldugu goriildii. Periton esitleme testinde PD

grubunun D/DOgko, oranlart kontrol grubuna gore anlamh olarak diisiikk, D/Pyr,
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D/Pna, D/P¢; oranlart ile glukoz kitle transferi degerleri ise anlamh olarak yiiksek
saptandi. Bu bulgular PD grubunun periton zarinda yiliksek gecirgenligin oldugunu
gostermekteydi. Yiiksek gecirgenligin olmasi glukozun hizla periton boslugundan
kana emilmesi ve periton boslugunda yiiksek ozmolariteyi saglayan glukozun
azalmas1 anlamina gelmektedir. Bdylece yeterli sivi ¢ekilemediginden UF’de
azalma olmaktadir. Soliit transferi ise, bizim calismamizda da gosterildigi gibi,
yikksek gecirgenlikli peritonda yeterli ve yiiksek diizeydedir. Periton esitleme
testinde yiiksek gecirgenlik saptanan hastalarda periton diyalizinde bekleme siiresi
kisa tutularak UF arttirilmaya ¢alisilmahdir (34).

Ultrafiltrasyon yetersizligi olusturulan ratlarin bir grubuna IP olarak MKH,
diger gruba plasebo verilerek 1., 2. ve 3. hafta etkinlikleri degerlendirildi.

Oncelikle verilen GFP isaretli MKH ’lerin mezotelin hasarh bdlgelerine
yapisip yapismadigini goéstermek i¢in taze dokudan alman kesitler direkt olarak
immiinfloresan mikroskopta degerlendirildi ve MKH’lerin 1. hafta, 2. hafta ve 3.
haftalarda mezotel hatt1 boyunca floresan verdigi goriildii. Plasebo grubundan alinan
kesitlerde ise floresan hatt1 izlenmedi.

Acaba mezotel hattt boyunca yapisan MKH’ler hasarli peritonun
yenilenmesini ve gecirgenliginin diizelmesini saglayacak miydi?

Bu sorunun cevabi icin MKH ve plasebo verilmesini takiben 1, 2 ve 3 hafta
sonra gruplarm peritonlar1 histopatolojik olarak ve fonksiyonlar1 bakmmmdan
degerlendirildiler.

Mezenkimal kok hiicre verilmesini takiben 1.haftada; MKH-1 grubunun
submezotelyal kalmligi PD ve P-1 grubuna gore belirgin olarak azalmisti. Yine
MKH-1 grubunda inflamasyon PD grubuna gore belirgin azalmigken P-1 ve PD
grubu arasinda inflamasyon agisindan anlamh fark bulunmamasi 1.haftada
MKH’nin submezotelyal 6demi ve inflamasyonu azaltici etkisinin oldugu gdsteriyor
olabilir. Togel ve ark. (84) bizim bulgularmzi destekler nitelikte MKH’lerin
antiinflamatuar  sitokinlerin  (IL-10, FGF, TGF-f) iiretimini arttirdigini,
proinflamatuar sitokinlerin (IL-1B, TNF-a, IFN) ve nitrikoksid’in ise ekspresyonunu
azalttigmi,  dolayistyla ~ MKH’lerin  antiinflamatuar  etkilerinin =~ oldugunu
gostermislerdir.

Birinci haftada gelisen bu histopatolojik  degisikliklerin  peritonun
gecirgenligi lizerine etkisine baktigimzda; MKH-1 grubunda UF miktarmin P-1, PD

56



ve kontrol gruplarma gore belirgin olarak arttig1 goriildii. Ayrica MKH-1 grubunun
glukoz transfer oraninin PD ve P-1 gruplarma gore anlamh olarak azaldigi goriildii.
Bununla birlikte, D/Pcr, D/Pire, D/Pproein Oranlarmda PD grubuna gore farklihk
yoktu. Bu bulgularla MKH verilmesini takiben 1.haftada MKH’nin glukoz
transferini azaltarak UF miktarmi arttirict etkisinin oldugu fakat iire, Cr, protein ve
Na gecirgenliginde olumsuz bir degisiklik yapmadigi belirlenmistir. Ozetle, bu
bulgular 1.haftada P-1 grubunda yiiksek gecirgenligin devam ettigi, MKH-1
grubunda ise periton gegirgenliginin kontrol grubu ile benzer oldugu yani MKH’ nin
periton gecirgenligini diizeltici etki gosterdigi yorumu yapailabilir.

Mezenkimal kok hiicre verilmesini takiben 2.haftada; MKH-2 grubunun
submezotelyal kalnligt PD ve P-2 grubuna gore belirgin olarak azalmisti.
Inflamasyon ve diger histopatolojik degisiklikler agismdan MKH-2 ve P-2 gruplari
arasinda anlamh fark bulunmamasi, peritonun dinlendirilmesi ile zamanla
inflamatuar hiicrelerin azaldigi anlamma gelebilir. Bununla birlikte submezotelyal
kalmhgm MKH-2 grubunda daha ince olmasi 2. haftada halen submezotelyal
0demin devam ettigini gosteriyor olabilir.

Kim ve ark (93) periton diyaliz modeli olusturduklari ratlarda 3 hafta periton
diyalizi sonrasit periton kalmligmm arttigin1 ve yiiksek gecirgenlikli periton zari
yetersizligi gelistirdiklerini yaymlamislar ve 4 hafta periton diyalizine ara vererek
peritonun dinlendirilmesinden sonra periton zarmin histopatolojik ve fonksiyonel
olarak iyilesme gosterdigini bildirmislerdir.

Ikinci hafta periton gegirgenligini degerlendirdigimizde MKH-2 grubunun
UF miktarlarmm, PD ve P-2 grubuna goére artmus oldugunu ve PD grubundaki
artmug Cr klirensinin ve glukoz transportunun MKH-2 grubunda normale
dondiigiinii, P-2 grubunda ise halen artmis Cr klirensinin ve yiiksek glukoz transport
oranmnm sebat ettigini belirledik. Bu bulgular ile PD sivisna maruziyet sonrasi
peritonda meydana gelen yiiksek gecirgenligin MKH nakli ile normale yaklastig
ileri siiriilebilir.

Mezenkimal kok hiicre verilmesini takiben 3.haftada; MKH-3 grubunun
submezotelyal kalmhgi PD ve P-3 grubuna gore belirgin olarak azalmsti. P-3
grubunda fibrozis ve yeni damar olusumu MKH-3 ve kontrol grubuna gore anlamh

diizeyde yiiksek bulunmasi ve submezotelyal kalmhgm 3. hafta P grubunda hala
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devam ediyor olmasi peritonun dinlendirilse de 3 hafta sonra fibrozisin ve
submezotelyal 6demin devam ettigini gostermektedir

Ugiincii hafta periton gegirgenligini degerlendirdigimizde MKH-3 grubunun
UF miktarlarmm, PD ve P-3 grubuna goére artmus oldugunu ve PD grubundaki
artmig Cr klirensi ile protein ve glukoz transportunun MKH-3 grubunda normale
dondiigiinii, P-3 grubunda ise halen artmus Cr klirensinin, yiiksek protein ve glukoz
transport oranimnin sebat ettigini belirlemis olmamiz 3. haftada MKH naklinin periton
gecirgenligine olumlu katkisinin devam ettigini gostermektedir.

Bu calismada submezotelyal kalinlik arttikga UF miktarmmn azaldigi, glukoz
transportunun, Cr ve iire klirensinin ise arttig1 belirlendi. Yine fibroblastik aktivite
artttkca UF nin azaldigi, inflamasyon arttikga da iire klirensinin arttigi belirlendi.
Yine beklendigi gibi glukoz transfer orami arttikca kreatinin klirensinin de arttigi
tespit edildi. Bu bulgular yiiksek gecirgenlikli periton zar1 yetersizliginin bir
gostergesi idi ve literatiir ile uyumlu bulundu (1,8,11,15).

Bu caligma ile hasarlanmis ve UF yetersizligi olusturulmus periton zarmi
tyilestirecegi ongoriilerek MKH naklinin etkisi arastirilmistir ve 6nemli sonuglara
ulasildig1 diistintilmektedir.

Calismamizda MKH’nin hasarli periton zarina mezotel hatti boyunca
yapistigimi gostermis bulunmaktayiz. Biz, bu mezotel hatti boyunca yapisan
MKH’lerin hem antiniflamatuar etki gostererek hem de mezotel hiicrelerine
doniiserek kronik PD sivisma maruz kalma sirasinda dokiilen mezotel hiicrelerinin
yerini aldigmni ve periton hasarmi tyilestirdigini diisiinmekteyiz.

Sonuglarimiza goére, MKH verilen grupta kontrol grubuna benzer UF
miktarlar1 goriilmiis ve PD grubuna goére de, plasebo gruplarma goére de anlamh

olumlu sonuglar alinmustir.

Bu c¢alisma intraperitoneal olarak verilen MKH naklinin UF yetersizligi
iizerine etkisini arastiran ilk calismadir. Biz elde ettigimiz sonuglar 1s18inda, PD’den
bagka secenegi olmayan, peritonu hasarlanmis ve UF yetersizligi gelismis olan
kronik PD hastalarmda MKH’nin intraperitoneal olarak naklinin peritonun

yenilenmesi ve fonksiyon kazanmasi i¢in bir umut olabilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda ratlara 6 hafta boyunca giinliik intraperitoneal PD sivisi
enjeksiyonu sonrasi periton zarmda yapisal ve fonksiyonel bozulma gelistigi,
bu degisikliklerin IP olarak verilen MKH transplantasyonu ile normale
dondiigii gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicre yerine plasebo verilen grupta
ise beklenen iyilesme goriilmemistir.

MKH transplantasyonu kronik periton diyaliz rat modelinde yetersiz

ultrafiltrasyon {izerine olumlu etkiler géstermistir.

Bu calisma intraperitoneal olarak verilen MKH naklinin ultrafiltrasyon
yetersizligi lizerine etkisini arastiran ilk c¢alismadir ve ultrafiltrasyon
yetersizligi gelismis kronik PD hastalarnda MKH transplantasyonun

peritonun yenilenmesi i¢in bir umut olabilecegini diisiindiirmektedir.
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