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Oxidant-Antioxidant Status of Rats Treated with
Mesenchymal Stem Cells in Chronic Peritoneal Dialysis

Mezenkimal Kok Hiicre ile Tedavi Edilen Kronik Periton Diyalizindeki Ratlarda

Oksidan-Antioksidan Durum

M. Hakan Poyrazoglu', Sebahat Tiilpar', Ziibeyde Giindiiz', Funda Bastug', Hatice Ozbilge?, Ebru Cetin?,
Yasemin Torun*, Hiilya Akgtin®, Esma Kaya?, Ruhan Dustinsel’, Musa Diiduikcti®

Objective: The aim of the present study was to investigate the
effects of mesenchymal stem cell (MSC) transplantation on the
oxidant-antioxidant system in rat models of chronic peritoneal
dialysis (PD).

Material and Methods: A total of 50 Wistar albino male rats
were used. All rats were given PD fluid intraperitoneally
once daily during six weeks. Then, rats were divided into five
groups: PD, MSC-2, placebo-2, MSC-3 and placebo-3 groups.
The MSC group was treated with MSC while the placebo group
was treated with phosphate buffer solution via intraperitoneal
injection. Placebo and MSC groups were evaluated at the sec-
ond and third week of treatment. At the end of the study, perito-
neum samples were taken from all rats under anesthesia. Glu-
tathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD)
activities and malondialdehyde (MDA) levels were studied in
samples. Submesothelial thickness was measured.

Results: Submesothelial thickness was significantly increased
in PD and placebo groups compared with the MSC group.
There were no statistical differences between PD with placebo
and MSC groups in terms of MDA concentrations. Activities of
antioxidant enzymes in MSC and P groups were lower than
the PD group.

Conclusion: MSC transplantation has a beneficial effect on the
peritoneal membrane. It cannot be said that this effect occurs
via an antioxidant defense system according to the results of
our study.

Key words: Mesenchymal stem cells, peritoneal dialysis, oxi-
dant-antioxidant system

Giris

Amag: Bu calismada kronik periton diyaliz (PD) modelinde
mezenkimal kok hiicreler (MKH) naklinin oksidan-antioksidan
sistem dizerine etkisinin degerlendirilmesi amaclandi.

Gereg ve Yontemler: Calismada toplam 50 Wistar albino erkek
rat kullamldi. Tim ratlara PD sivisi intraperitoneal (ip) yolla
6 hafta suresince giinde bir defa verildi. Daha sonra ratlar 5
gruba ayrildi: PD, plasebo-2, MKH-2, plasebo-3 ve MKH-3
gruplari. MKH gruplarina MKH, plasebo gruplarina ise fosfat
tampon ¢ozeltisi ip yolla verildi. PD grubundaki ratlarda he-
men, plasebo ve MKH gruplarinda ise tedaviyi takip eden 2. ve
3. haftalarda periton dokulari elde edildi. Bu 6rneklerde glutat-
yon peroksidaz (GPx), superoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri
ve malondialdehit (MDA) dizeyleri 6lctldu ve submezotelyal
kalinlik degerlendirildi.

Bulgular: Submezotelyal kalinlik, PD ve plasebo gruplarinda
MKH gruplarina kiyasla belirgin olarak artmisti. MDA diizeyi
plasebo ve MKH gruplarinda PD grubu ile kiyaslandiginda ista-
tistiksel fark bulunmadi. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri ise
plasebo ve MKH gruplarinda PD grubuna gore diisiik bulundu.

Sonu¢: MKH naklinin periton zari tizerinde olumlu sonuglari
vardir. Calismamizin sonuglarina gore bu etkinin antioksidan
defans sistemi araciligiyla oldugu soylenemez.

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kok hiicreler, periton diyalizi,
oksidan-antioksidan sistem

Cocuklarda, 6zellikle erken cocukluk doneminde, son dénem bobrek yetmezliginin renal replasman tedavisinde
ilk tercih periton diyalizidir (PD). Periton diyalizinde en 6nemli sikinti periton zar buttnlagiintin uzun sureli koru-
namamasidir. Kronik PD programinda 5-10 yil icerisinde periton zar bittnligi bozulmakta ve yeterli ultrafiltras-
yon saglanamamaktadir (1). Periton zari, tek tabakali mezotel hiicreleri ile kaphdir. Kronik PD’de mezotel hiicreleri
stirekli olarak hiperosmotik, hiperglisemik ve asidik PD sivisina maruz kalir. Bunun sonucunda kronik inflamasyon
olusur ve periton zar yetersizligi gelisir. Periton zar yetersizliginin patogenezinde bircok etkenin yani sira oksidatif
stresin de rol oynadigi gosterilmistir (2-6).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), kemik iligi veya diger dokulardan kaynaklanip in vitro ortamda plastige yapisma
ozelligi olan hiicrelerdir (7). MKH’nin aralarinda kas, kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, adipoz doku,
bobrek, akciger ve bagirsaklarin da oldugu cesitli dokularin parankimal hiicrelerine farklilastiklari in vivo ve in
vitro caligmalarla gosterilmistir (8-10). MKH hasarli dokuya go¢ edip, hedef alandaki immun ve inflamatuvar yaniti
inhibe ederek hasarli dokunun tamirini kolaylastirabilmektedir (11). Ayrica MKH'nin antioksidan 6zelligi oldugu
gozlenmistir (12).
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Daha 6nce yayinlanmig calismalarda MKH tedavisinin peritonda-
ki fibrozisi azalttigi gosterilmistir (13, 14). Bu calismada, oksidatif
stresin gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyini ve antioksi-
dan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GPx) ve superoksit dismu-
taz (SOD) aktivitelerini ratlarin periton dokusunda 6lgcerek MKH
naklinin deneysel kronik PD modelinde oksidan-antioksidan siste-
me etkisini aragtirmayi amagladik.

Gereg ve Yontemler

Bu ¢alismada toplam 50 Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlara standart laboratuar sartlarinda bakildi, su ve yiyecek kisit-
lamasi yapilmadi. Calisma projesi Erciyes Universitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi.

Tam gruplara alti hafta stresince glinde bir kez %3,86 glukoz
konsantrasyonlu ticari PD sivisi intraperitoneal injeksiyon yoluyla
verildi. injeksiyonlar karin duvari alt kadraninin sag ve sol yani-
na donistimlu olarak yapildi. Alti haftanin sonunda ratlar bes gru-
ba ayrildi: PD, plasebo-2, MKH-2, plasebo-3 ve MKH-3 gruplari.
PD grubu, periton dokusu 6rnegi alindiktan sonra sakrifiye edildi.
MKH gruplarina intraperitoneal yolla, her bir rata 1.5 milyon hic-
re/kg dozunda olacak sekilde fosfat tamponu icinde MKH; plase-
bo gruplarina ise intraperitoneal yolla MKH gruplarindakine denk
miktarda fosfat tamponu ¢ozeltisi verildi. intraperitoneal tedaviden
iki hafta (plasebo-2 ve MKH-2 gruplari) ve ¢ hafta sonra (plase-
bo-3 ve MKH-3 gruplari) periton dokusu 6rnegi alindi.

MKH

Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uy-
gulama Merkezi’'nden satin alinan, rat kemik iliginden elde edilmis
MKH kullanildi. Kullanilacagi zamana kadar MKH -80°C’de sak-
landi. Ayrintisi daha 6nceki makalemizde anlatildigi sekilde ¢6z-
dirme ve pasajlama islemlerinin ardindan MKH, ratlara ip yolla
verildi (13).

Periton Dokusunun Alinigi

Ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (40 mg/kg) ip yolla verilerek anes-
tezi saglandiktan sonra ratlarin karinlari tiraglandi. Ratlar tespit tah-
tasina alindi. Karinlari orta hattan insizyon ile acildi. GPx, SOD ve
MAD o6l¢iimi igin pariyetal periton 6rnegi batin sag tst kadranin-
dan kas dokusundan siyrilarak alindi.

Submezotelyal kalinligin 6l¢iimii

Submezotelyal kalinligin (SMK) 6l¢iimi icin pariyetal periton 6rne-
gi batin sol st kadranindan kas dokusu ile birlikte alindi. Ardindan
ratlar sakrifiye edildi. Periton dokusu formol ile fikse edildi. Rutin
takip islemlerinden gecirilen periton dokularindan parafin bloklar
elde edildi. Parafin bloklardan 5 pm kalinhginda doku kesitleri
alindi. Doku kesitleri hemotoksilen-eozin boyama yontemi ile bo-
yandi. SMK, mezotel tabakasi ve kasin arasinda kalan i¢ yiizeyden
olcildi. Her bir rat icin 14 farkh alandan 6l¢tim yapildi ve bu 6l-
¢lmlerin ortalamasi hesaplandi, pm olarak ifade edildi.

GPx, SOD ve MDA Diizeylerinin Olciilmesi

Karin duvarinin sag tist kadranindaki periton dokusu diger dokular-
dan siyrilarak ¢ikarildiktan sonra tartildi. Periton dokusu 1 gram/7
mL oraninda fosfat tamponu ile buzlu ortamda, mekanik uglu ho-
mojenizatorde 16000 devir/dak hizda 30 sn homojenize edildi.
Homojenatlar +4°C’ye ayarli sogutmali santrifiijde 10000 x g’'de 30
dakika santrifiij edildi ve stipernatantlar ependorf tiiplerine alindi.

Poyrazoglu et al. MSC Treatment and Oxidative Stress in PD

Tum ornekler analiz zamanina kadar -80°C’de saklandi. GPx ve
SOD icin numuneler Eczacilik Fakultesi Mikrobiyoloji laboratua-
rinda Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical Com-
pany, USA) ve Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical
Company, USA) ticari kitleri kullanilarak ticari kitlerin kullanim
kilavuzlarindaki bilgilere uygun olarak calisildi ve ‘SynergyHT
(Biotek) Multidetection microplatereader ELISA cihazi’nda okuma
yapildi. GPx ve SOD aktiviteleri U/g yas doku olarak ifade edildi.
MDA diizeyi ise Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya labo-
ratuvarinda spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (15) yazdik-
lar metoda gore calisildi, pmol/mg yas doku olarak ifade edildi.

istatistiksel analiz

Arastirma verilerinin degerlendirilmesinde SPSS 15,0 istatistik pa-
ket programindan vyararlanildi. Verilerin normal dagihm gosterip
gostermedigine Shapiro-Wilk Normallik Testi ile bakildi. Normal
dagilim gosteren parametreler ortalama=SD, uymayanlar ise ortan-
ca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Normal dagilim gos-
teren degiskenlerde gruplar arasi karsilastirmalarda Tek Yonlt Var-
yans Analizi (ANOVA) ve post Hoc Tukey Testi kullanildi. Normal
dagihm gostermeyen degiskenlerde ise gruplar arasi karsilastirma-
larda Kruskal-Wallis Testi, fark ¢ikan gruplarin karsilastirilmasinda
ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Submezotelyal kalinhktaki de-
gisikliklerle oksidan-antioksidan sistem degisiklikleri arasinda iligki
olup olmadigi Spearman’s korelasyon analizi ile degerlendirildi.
P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular
Calismanin ilk 6 haftasi icinde 6 rat exitus oldu.

GPx aktivitesi plasebo-2 grubu hari¢ diger gruplarda PD grubun-
dan dusuk bulundu (hepsi icin p<0,05). SOD aktivitesi, hem plase-
bo hem de MKH gruplarinda PD grubundan diistik bulundu (hepsi
icin p<0,05). Plasebo-2 grubunda SOD aktivitesi diger tim grupla-
ra gore dustkti (PD grubu ile kiyaslandiginda p<0,05; diger grup-
larla kiyaslandiginda ise p<0,01 idi). Plasebo ve MKH grubunun
ortalama MDA konsantrasyonlari PD grubu ile kargilastirildiginda
istatistiksel fark yoktu, ancak plasebo-2 ve 3 gruplarinin MDA dii-
zeyi MKH-3 grubununkinden dustik bulundu (her ikisi icin p<0,05)
(Sekil 1).

Fibrozis gostergesi olan SMK; MKH-2 ve MKH-3 gruplarinda PD
grubundan (her ikisi i¢in p<0,05), plasebo-2 ve plasebo-3 grupla-
rindan dustik bulundu. Plasebo gruplarinda SMK artma egilimin-
deydi ve tim gruplar icinde plasebo-3 grubunun SMK’si en kalin
bulundu (Sekil 1, 2).

Submezotelyal kalinliktaki artis ile oksidan-antioksidan sistem de-
gisiklikleri arasinda iliski bulunmadi (p>0,05).

Tartisma

Bu calismada, MKH naklinin deneysel kronik PD modelinde ok-
sidan-antioksidan sisteme etkisini arastirdik. Bu calismadaki en
onemli bulgu MKH nakli yapilan ratlarda fibrozisin gostergesi olan
submezotelyal kalinligin azalmasiydi.

Uzun siireli PD sirasinda tremi, tekrarlayan peritonitler, biyou-
yumsuz diyaliz soltisyonlarina maruz kalma, PD katateri gibi se-
beplerle bazi yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ortaya ¢ikmakta-
dir. Mezotel hiicreleri arasindaki baglantilar gevsemekte, mezotel
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Sekil 1. Gruplarin (A) GPx aktivitesi, (B) SOD aktivitesi, (C) MDA diizeyi ve (D) Submezotelyal kalinlik acisindan karsilastiriimasi
GPx, glutatyon peroksidaz; SOD, superoksit dizmutaz; MDA, malondialdehit; SMK, submezotelyal kalinhk.

*p<0,05 PD grubu ile karsilastinildiginda

#p<0,01 Plasebo-2 grubu ile kargilastinldiginda

xp<0,05 MKH-3 grubu ile karsilastirildiginda

§p<0,001 MKH-2 grubu ile karsilastirldiginda

#p<0,01 MKH-3 grubu ile kargilastirildiginda

hiicrelerinde kayip meydana gelmekte, mezotel bazal membrani
kalinlasmaktadir. interstisyumda kollajen birikimi ve ekstrasell-
ler matriksteki artisin etkisiyle submezotelyal kalinlik artmakta-
dir. interstisyumda yeni damarlar olusmakta, ayrica damarlarin
yapisinda da degisim olmaktadir. Kapiller damarlarda kollajen
birikimine bagli olarak limen daralmaktadir. Bu degisikliklerin
klinik yansimasi UF yetersizligi olarak kendini gostermektedir (4,
16-19). Williams ve ark. (18) uzun siredir PD yapilan 130’dan
fazla hastanin biyopsisini saglikli kontrollerle ve tremik hasta-
larla karsilastirdiklari ¢alismada tGremik hastalarin submezotelyal
alanini saghkl kisilere kiyasla 3 kat daha kalin, PD hastalarinkini
ise 5 kat kalin bulmuslardir (18). Calismamizda da fibrozisin gos-
tergesi olan SMK, MKH tedavisi verilen ratlarda azalirken, MKH
tedavisi verilmeyen ratlarda ise artti. Calismamizdaki bu bulgu
MKH tedavisinin PD’de meydana gelen fibrozisi azaltabilecegini
ve onleyebilecegini dustindiirmektedir.

Periton diyalizi yapilanlarda antioksidan savunma sisteminde azal-
ma ve oksidatif streste artiglarin oldugu gosterilmistir (20-23). Erig-
kinlerde yapilan calismalarda PD hastalarinda MDA seviyesi sag-
likh kisilere kiyasla ylksek bulunurken, total antioksidan kapasite
ise saghkli kisilerdekinden dustik bulunmustur (20-22). Cocuklarda
yapilan bir ¢calismada da benzer sonuglar elde edilmistir (23). Hem
PD, hem de HD hastalarinda saglikli cocuklara gore MDA yiik-
sek, SOD ve GPX dustik bulunmustur (23). Bu ylzden uzun sureli
PD’de periton zarinin bozulmasindaki faktorlerden birinin de oksi-
dan-antioksidan sistemdeki dengenin bozulmasi ve oksidatif stres
meydana gelmesi oldugu ileri strtlmastir (4).

Mezenkimal kok hiicrelerin antioksidan 6zelligi oldugunu gosteren
cahsmalar vardir. in vitro bir calismada, MKH'nin oksidatif strese
direncli oldugu ve bu direncte urettigi SOD, GPx ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin etkisi oldugu gosterilmistir (12). Ratlarda
yapilan bir bobrek-iskemi modelinde, MKH’nin bébrek fonksiyon-

larini ve hasar diizelttigi, bobrek dokusundaki MDA'y1 azaltirken,
SOD ve GPx duzeylerini ise arttirdigi gozlenmistir (24). Ancak ¢a-
lismamizda MDA diizeyi, MKH gruplarinda PD grubu ile benzerdi.
Hatta MKH-3 grubunun MDA diizeyi plasebo gruplarindakinden
daha yuiksekti. Antioksidan enzimlerden SOD aktivitesi, MKH-2 ve
MKH-3 gruplarinda plasebo-2 grubuna gore daha yuksekti. Fakat
plasebo-3’tin SOD aktivitesi de plasebo-2 grubuna gore ytiksekti.
Lanza ve ark. (25) deneysel otoimmun ensefalomiyelitte MKH teda-
visinin etki mekanizmasini degerlendirdikleri calismalarinda MKH
verilen grupta antioksidan enzimlerin ekspresyonlarinin ve aktivi-
telerinin azaldigini, ayrica in vitro olarak néroblastoma hiicre kiil-
tir ortamina eklenen MKH’nin oksidan olan hidrojen peroksitten
sinir hicrelerini korudugunu gozlemlemislerdir. Lanza ve ark. (25)
calismalarinin sonuglarina gére MKH’nin bizzat kendisinin antiok-
sidan ve néron koruyucu 6zelligi oldugu yorumunda bulunmuslar-
dir. Calismamizin sonucuna gore kronik PD modelinde MKH'nin
antioksidan 6zelligi oldugunu soyleyemeyiz, ciinki oksidatif stre-
sin gostergesi olan MDA, MKH gruplarinda PD grubundakine ki-
yasla farkli bulunmadi.

Cahismanin kisithhig

Daha uzun streli takip yapilsa MKH’nin oksidan-antioksidan sis-
tem Uzerine etkisiyle ilgili belki de daha farkli bir sonug¢ bulunabi-
lirdi. Bu calisgmamizin eksik yonadur.

Sonucg

Periton diyaliz modelinde MKH tedavisi ile fibroziste diizelme
meydana gelmektedir, fakat calismamizda elde ettigimiz bulgula-
ra gore bu diizeltici etkinin oksidan-antioksidan sistemi tizerinde-
ki etki ile meydana geldigini soyleyemeyiz. Ayrica kronik PD’de
MKH tedavisinin fibrozis tizerindeki olumlu etkisinin ne kadar stire
devam edebilecegi ile ilgili daha ileri ¢calismalarin yapilmasina ih-
tiyag vardir.
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Sekil 2. Pariyetal peritonun histoloji ornekleri (A) PD grubu, (B) Plasebo-2 grubu, (C) MKH-2 grubu, (D) Plasebo-3 grubu, (E) MKH-3 grubu (H&E, x10)
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