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ABSTRACT
ÖZET

Giriş

Çocuklarda, özellikle erken çocukluk döneminde, son dönem böbrek yetmezliğinin renal replasman tedavisinde 
ilk tercih periton diyalizidir (PD). Periton diyalizinde en önemli sıkıntı periton zar bütünlüğünün uzun süreli koru-
namamasıdır. Kronik PD programında 5-10 yıl içerisinde periton zar bütünlüğü bozulmakta ve yeterli ultrafiltras-
yon sağlanamamaktadır (1). Periton zarı, tek tabakalı mezotel hücreleri ile kaplıdır. Kronik PD’de mezotel hücreleri 
sürekli olarak hiperosmotik, hiperglisemik ve asidik PD sıvısına maruz kalır. Bunun sonucunda kronik inflamasyon 
oluşur ve periton zar yetersizliği gelişir. Periton zar yetersizliğinin patogenezinde birçok etkenin yanı sıra oksidatif 
stresin de rol oynadığı gösterilmiştir (2-6).

Mezenkimal kök hücreler (MKH), kemik iliği veya diğer dokulardan kaynaklanıp in vitro ortamda plastiğe yapışma 
özelliği olan hücrelerdir (7). MKH’nın aralarında kas, kıkırdak, kemik, sinir, karaciğer, kalp, beyin, adipoz doku, 
böbrek, akciğer ve bağırsakların da olduğu çeşitli dokuların parankimal hücrelerine farklılaştıkları in vivo ve in 
vitro çalışmalarla gösterilmiştir (8-10). MKH hasarlı dokuya göç edip, hedef alandaki immun ve inflamatuvar yanıtı 
inhibe ederek hasarlı dokunun tamirini kolaylaştırabilmektedir (11). Ayrıca MKH’nın antioksidan özelliği olduğu 
gözlenmiştir (12).

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

Amaç: Bu çalışmada kronik periton diyaliz (PD) modelinde 
mezenkimal kök hücreler (MKH) naklinin oksidan-antioksidan 
sistem üzerine etkisinin değerlendirilmesi amaçlandı.

Gereç ve Yöntemler: Çalışmada toplam 50 Wistar albino erkek 
rat kullanıldı. Tüm ratlara PD sıvısı intraperitoneal (ip) yolla 
6 hafta süresince günde bir defa verildi. Daha sonra ratlar 5 
gruba ayrıldı: PD, plasebo-2, MKH-2, plasebo-3 ve MKH-3 
grupları. MKH gruplarına MKH, plasebo gruplarına ise fosfat 
tampon çözeltisi ip yolla verildi. PD grubundaki ratlarda he-
men, plasebo ve MKH gruplarında ise tedaviyi takip eden 2. ve 
3. haftalarda periton dokuları elde edildi. Bu örneklerde glutat-
yon peroksidaz (GPx), superoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri 
ve malondialdehit (MDA) düzeyleri ölçüldü ve submezotelyal 
kalınlık değerlendirildi.

Bulgular: Submezotelyal kalınlık, PD ve plasebo gruplarında 
MKH gruplarına kıyasla belirgin olarak artmıştı. MDA düzeyi 
plasebo ve MKH gruplarında PD grubu ile kıyaslandığında ista-
tistiksel fark bulunmadı. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri ise 
plasebo ve MKH gruplarında PD grubuna göre düşük bulundu.

Sonuç: MKH naklinin periton zarı üzerinde olumlu sonuçları 
vardır. Çalışmamızın sonuçlarına göre bu etkinin antioksidan 
defans sistemi aracılığıyla olduğu söylenemez.

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kök hücreler, periton diyalizi, 
oksidan-antioksidan sistem
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Daha önce yayınlanmış çalışmalarda MKH tedavisinin peritonda-
ki fibrozisi azalttığı gösterilmiştir (13, 14). Bu çalışmada, oksidatif 
stresin göstergesi olan malondialdehit (MDA) düzeyini ve antioksi-
dan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GPx) ve superoksit dismu-
taz (SOD) aktivitelerini ratların periton dokusunda ölçerek MKH 
naklinin deneysel kronik PD modelinde oksidan-antioksidan siste-
me etkisini araştırmayı amaçladık.

Gereç ve Yöntemler

Bu çalışmada toplam 50 Wistar albino cinsi erkek rat kullanıldı. 
Ratlara standart laboratuar şartlarında bakıldı, su ve yiyecek kısıt-
laması yapılmadı. Çalışma projesi Erciyes Üniversitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu tarafından onaylandı.

Tüm gruplara altı hafta süresince günde bir kez %3,86 glukoz 
konsantrasyonlu ticari PD sıvısı intraperitoneal injeksiyon yoluyla 
verildi. İnjeksiyonlar karın duvarı alt kadranının sağ ve sol yanı-
na dönüşümlü olarak yapıldı. Altı haftanın sonunda ratlar beş gru-
ba ayrıldı: PD, plasebo-2, MKH-2, plasebo-3 ve MKH-3 grupları. 
PD grubu, periton dokusu örneği alındıktan sonra sakrifiye edildi. 
MKH gruplarına intraperitoneal yolla, her bir rata 1.5 milyon hüc-
re/kg dozunda olacak şekilde fosfat tamponu içinde MKH; plase-
bo gruplarına ise intraperitoneal yolla MKH gruplarındakine denk 
miktarda fosfat tamponu çözeltisi verildi. İntraperitoneal tedaviden 
iki hafta (plasebo-2 ve MKH-2 grupları) ve üç hafta sonra (plase-
bo-3 ve MKH-3 grupları) periton dokusu örneği alındı.

MKH
Kocaeli Üniversitesi Kök Hücre ve Gen Tedavileri Araştırma ve Uy-
gulama Merkezi’nden satın alınan, rat kemik iliğinden elde edilmiş 
MKH kullanıldı. Kullanılacağı zamana kadar MKH -80°C’de sak-
landı. Ayrıntısı daha önceki makalemizde anlatıldığı şekilde çöz-
dürme ve pasajlama işlemlerinin ardından MKH, ratlara ip yolla 
verildi (13).

Periton Dokusunun Alınışı
Ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (40 mg/kg) ip yolla verilerek anes-
tezi sağlandıktan sonra ratların karınları tıraşlandı. Ratlar tespit tah-
tasına alındı. Karınları orta hattan insizyon ile açıldı. GPx, SOD ve 
MAD ölçümü için pariyetal periton örneği batın sağ üst kadranın-
dan kas dokusundan sıyrılarak alındı.

Submezotelyal kalınlığın ölçümü
Submezotelyal kalınlığın (SMK) ölçümü için pariyetal periton örne-
ği batın sol üst kadranından kas dokusu ile birlikte alındı. Ardından 
ratlar sakrifiye edildi. Periton dokusu formol ile fikse edildi. Rutin 
takip işlemlerinden geçirilen periton dokularından parafin bloklar 
elde edildi. Parafin bloklardan 5 µm kalınlığında doku kesitleri 
alındı. Doku kesitleri hemotoksilen-eozin boyama yöntemi ile bo-
yandı. SMK, mezotel tabakası ve kasın arasında kalan iç yüzeyden 
ölçüldü. Her bir rat için 14 farklı alandan ölçüm yapıldı ve bu öl-
çümlerin ortalaması hesaplandı, µm olarak ifade edildi.

GPx, SOD ve MDA Düzeylerinin Ölçülmesi
Karın duvarının sağ üst kadranındaki periton dokusu diğer dokular-
dan sıyrılarak çıkarıldıktan sonra tartıldı. Periton dokusu 1 gram/7 
mL oranında fosfat tamponu ile buzlu ortamda, mekanik uçlu ho-
mojenizatörde 16000 devir/dak hızda 30 sn homojenize edildi. 
Homojenatlar +4°C’ye ayarlı soğutmalı santrifüjde 10000 x g’de 30 
dakika santrifüj edildi ve süpernatantlar ependorf tüplerine alındı. 

Tüm örnekler analiz zamanına kadar -80°C’de saklandı. GPx ve 
SOD için numuneler Eczacılık Fakültesi Mikrobiyoloji laboratua-
rında Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical Com-
pany, USA) ve Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical 
Company, USA) ticari kitleri kullanılarak ticari kitlerin kullanım 
kılavuzlarındaki bilgilere uygun olarak çalışıldı ve ‘SynergyHT 
(Biotek) Multidetection microplatereader ELISA cihazı’nda okuma 
yapıldı. GPx ve SOD aktiviteleri U/g yaş doku olarak ifade edildi. 
MDA düzeyi ise Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya labo-
ratuvarında spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (15) yazdık-
ları metoda göre çalışıldı, µmol/mg yaş doku olarak ifade edildi.

İstatistiksel analiz
Araştırma verilerinin değerlendirilmesinde SPSS 15,0 istatistik pa-
ket programından yararlanıldı. Verilerin normal dağılım gösterip 
göstermediğine Shapiro-Wilk Normallik Testi ile bakıldı. Normal 
dağılım gösteren parametreler ortalama±SD, uymayanlar ise ortan-
ca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Normal dağılım gös-
teren değişkenlerde gruplar arası karşılaştırmalarda Tek Yönlü Var-
yans Analizi (ANOVA) ve post Hoc Tukey Testi kullanıldı. Normal 
dağılım göstermeyen değişkenlerde ise gruplar arası karşılaştırma-
larda Kruskal-Wallis Testi, fark çıkan grupların karşılaştırılmasında 
ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. Submezotelyal kalınlıktaki de-
ğişikliklerle oksidan-antioksidan sistem değişiklikleri arasında ilişki 
olup olmadığı Spearman’s korelasyon analizi ile değerlendirildi. 
P<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

Bulgular

Çalışmanın ilk 6 haftası içinde 6 rat exitus oldu.

GPx aktivitesi plasebo-2 grubu hariç diğer gruplarda PD grubun-
dan düşük bulundu (hepsi için p<0,05). SOD aktivitesi, hem plase-
bo hem de MKH gruplarında PD grubundan düşük bulundu (hepsi 
için p<0,05). Plasebo-2 grubunda SOD aktivitesi diğer tüm grupla-
ra göre düşüktü (PD grubu ile kıyaslandığında p<0,05; diğer grup-
larla kıyaslandığında ise p<0,01 idi). Plasebo ve MKH grubunun 
ortalama MDA konsantrasyonları PD grubu ile karşılaştırıldığında 
istatistiksel fark yoktu, ancak plasebo-2 ve 3 gruplarının MDA dü-
zeyi MKH-3 grubununkinden düşük bulundu (her ikisi için p<0,05) 
(Şekil 1).

Fibrozis göstergesi olan SMK; MKH-2 ve MKH-3 gruplarında PD 
grubundan (her ikisi için p<0,05), plasebo-2 ve plasebo-3 grupla-
rından düşük bulundu. Plasebo gruplarında SMK artma eğilimin-
deydi ve tüm gruplar içinde plasebo-3 grubunun SMK’sı en kalın 
bulundu (Şekil 1, 2).

Submezotelyal kalınlıktaki artış ile oksidan-antioksidan sistem de-
ğişiklikleri arasında ilişki bulunmadı (p>0,05).

Tartışma

Bu çalışmada, MKH naklinin deneysel kronik PD modelinde ok-
sidan-antioksidan sisteme etkisini araştırdık. Bu çalışmadaki en 
önemli bulgu MKH nakli yapılan ratlarda fibrozisin göstergesi olan 
submezotelyal kalınlığın azalmasıydı.

Uzun süreli PD sırasında üremi, tekrarlayan peritonitler, biyou-
yumsuz diyaliz solüsyonlarına maruz kalma, PD katateri gibi se-
beplerle bazı yapısal ve fonksiyonel değişiklikler ortaya çıkmakta-
dır. Mezotel hücreleri arasındaki bağlantılar gevşemekte, mezotel 
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hücrelerinde kayıp meydana gelmekte, mezotel bazal membranı 
kalınlaşmaktadır. İnterstisyumda kollajen birikimi ve ekstrasellü-
ler matriksteki artışın etkisiyle submezotelyal kalınlık artmakta-
dır. İnterstisyumda yeni damarlar oluşmakta, ayrıca damarların 
yapısında da değişim olmaktadır. Kapiller damarlarda kollajen 
birikimine bağlı olarak lümen daralmaktadır. Bu değişikliklerin 
klinik yansıması UF yetersizliği olarak kendini göstermektedir (4, 
16-19). Williams ve ark. (18) uzun süredir PD yapılan 130’dan 
fazla hastanın biyopsisini sağlıklı kontrollerle ve üremik hasta-
larla karşılaştırdıkları çalışmada üremik hastaların submezotelyal 
alanını sağlıklı kişilere kıyasla 3 kat daha kalın, PD hastalarınkini 
ise 5 kat kalın bulmuşlardır (18). Çalışmamızda da fibrozisin gös-
tergesi olan SMK, MKH tedavisi verilen ratlarda azalırken, MKH 
tedavisi verilmeyen ratlarda ise arttı. Çalışmamızdaki bu bulgu 
MKH tedavisinin PD’de meydana gelen fibrozisi azaltabileceğini 
ve önleyebileceğini düşündürmektedir.

Periton diyalizi yapılanlarda antioksidan savunma sisteminde azal-
ma ve oksidatif streste artışların olduğu gösterilmiştir (20-23). Eriş-
kinlerde yapılan çalışmalarda PD hastalarında MDA seviyesi sağ-
lıklı kişilere kıyasla yüksek bulunurken, total antioksidan kapasite 
ise sağlıklı kişilerdekinden düşük bulunmuştur (20-22). Çocuklarda 
yapılan bir çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiştir (23). Hem 
PD, hem de HD hastalarında sağlıklı çocuklara göre MDA yük-
sek, SOD ve GPX düşük bulunmuştur (23). Bu yüzden uzun süreli 
PD’de periton zarının bozulmasındaki faktörlerden birinin de oksi-
dan-antioksidan sistemdeki dengenin bozulması ve oksidatif stres 
meydana gelmesi olduğu ileri sürülmüştür (4).

Mezenkimal kök hücrelerin antioksidan özelliği olduğunu gösteren 
çalışmalar vardır. İn vitro bir çalışmada, MKH’nın oksidatif strese 
dirençli olduğu ve bu dirençte ürettiği SOD, GPx ve katalaz gibi 
antioksidan enzimlerin etkisi olduğu gösterilmiştir (12). Ratlarda 
yapılan bir böbrek-iskemi modelinde, MKH’nın böbrek fonksiyon-

larını ve hasarı düzelttiği, böbrek dokusundaki MDA’yı azaltırken, 
SOD ve GPx düzeylerini ise arttırdığı gözlenmiştir (24). Ancak ça-
lışmamızda MDA düzeyi, MKH gruplarında PD grubu ile benzerdi. 
Hatta MKH-3 grubunun MDA düzeyi plasebo gruplarındakinden 
daha yüksekti. Antioksidan enzimlerden SOD aktivitesi, MKH-2 ve 
MKH-3 gruplarında plasebo-2 grubuna göre daha yüksekti. Fakat 
plasebo-3’ün SOD aktivitesi de plasebo-2 grubuna göre yüksekti. 
Lanza ve ark. (25) deneysel otoimmun ensefalomiyelitte MKH teda-
visinin etki mekanizmasını değerlendirdikleri çalışmalarında MKH 
verilen grupta antioksidan enzimlerin ekspresyonlarının ve aktivi-
telerinin azaldığını, ayrıca in vitro olarak nöroblastoma hücre kül-
tür ortamına eklenen MKH’nin oksidan olan hidrojen peroksitten 
sinir hücrelerini koruduğunu gözlemlemişlerdir. Lanza ve ark. (25) 
çalışmalarının sonuçlarına göre MKH’nın bizzat kendisinin antiok-
sidan ve nöron koruyucu özelliği olduğu yorumunda bulunmuşlar-
dır. Çalışmamızın sonucuna göre kronik PD modelinde MKH’nın 
antioksidan özelliği olduğunu söyleyemeyiz, çünkü oksidatif stre-
sin göstergesi olan MDA, MKH gruplarında PD grubundakine kı-
yasla farklı bulunmadı.

Çalışmanın kısıtlılığı
Daha uzun süreli takip yapılsa MKH’nin oksidan-antioksidan sis-
tem üzerine etkisiyle ilgili belki de daha farklı bir sonuç bulunabi-
lirdi. Bu çalışmamızın eksik yönüdür.

Sonuç

Periton diyaliz modelinde MKH tedavisi ile fibroziste düzelme 
meydana gelmektedir, fakat çalışmamızda elde ettiğimiz bulgula-
ra göre bu düzeltici etkinin oksidan-antioksidan sistemi üzerinde-
ki etki ile meydana geldiğini söyleyemeyiz. Ayrıca kronik PD’de 
MKH tedavisinin fibrozis üzerindeki olumlu etkisinin ne kadar süre 
devam edebileceği ile ilgili daha ileri çalışmaların yapılmasına ih-
tiyaç vardır.

Şekil 1. Grupların (A) GPx aktivitesi, (B) SOD aktivitesi, (C) MDA düzeyi ve (D) Submezotelyal kalınlık açısından karşılaştırılması
GPx, glutatyon peroksidaz; SOD, superoksit dizmutaz; MDA, malondialdehit; SMK, submezotelyal kalınlık.
*p<0,05 PD grubu ile karşılaştırıldığında
#p<0,01 Plasebo-2 grubu ile karşılaştırıldığında
xp<0,05 MKH-3 grubu ile karşılaştırıldığında
§p<0,001 MKH-2 grubu ile karşılaştırıldığında
ǂp<0,01 MKH-3 grubu ile karşılaştırıldığında
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