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OZET

Kok hicreler normal gelisimin silirdiridlmesinde ve eriskin doku rejenerasyonunda
birden ¢ok role sahip olan hicrelerdir. Eriskin kdk hiicreler, hayat siiresi sinirli olan hiicrelerin
yenilenmesini boylece organlarin biitlinlGglnin saglanmasini ve hasara yanit vererek hasar
gormis dokularin rejenerasyonunu saglarlar. Eriskin kok hiicrelerden biri olan mezenkimal kok
hicreler, birden fazla hicre serisine farklilasabilirler ve kendilerini yenileyebilirler.
Osteositlere, kondrositlere ve adipositlere farklilasabilen htcrelerdir. Bir ¢ok calismada
plasenta mezenkimal kok hiicre (MKH) kaynagi olarak gosterildigi gibi, ayni zamanda gdbek
kordonu stromasi, amniyon sivisi ve amniyon zari gibi bilesenler de MKH kaynagi olarak
gosterilmektedir. Daha onceki calismalarda amniyotik membranin kondrojenik, osteojenik ve
adipojenik farklilasmaya giden mezenkimal kok hiicrelerden zengin oldugu gosterilmistir.

Kronik bobrek yetmezliginin (KBY) o6zelligi, saglikh dokunun erozyonu ve fibrozis
nedeniyle zaman igerisinde silirekli olarak boébrek fonksiyonlarinin kaybidir. Daha 6nceki
calismalarda, hasari takiben boébregin yenilenme kapasitesi, zarar goren tibdiler hiicrelerin
degistiriimesi olarak gosterilmektedir. MKH’lerin tlbiler epitel hiicrelerine farklilastigi,
bdylece renal yapi ve fonksiyonunun yenilendigi gosterilmistir. Ayrica MKH’lerin KBY’de renal
fonksiyonu korudugu ve bobrege yerleserek ve bliyiime faktorlerini salgilayarak renal hasari
engelledigi gosterilmistir.

Aristolohik asit (AA) KBY’ye neden olmaktadir. Morfolojik olarak, AA, tiibiler atrofiye
sebep olan interstisyal fibrozis ile karakterizedir. Bu ¢alismada siganlara AA uygulanarak KBY
modeli olusturulmustur. Amniyon membranindan izole edilen mezenkimal kék hicreler,
deney grubundaki her bir sicana 6x10° hiicre olarak kuyruk venlerinden transplante edilmistir.
30 glin ve 60 giin sliren iyilesme donemi sonunda proliferasyon belirtecleri olan PCNA ve Ki67
proteinlerinin ekspresyonuna bakilmis ve kok hiicre gruplarinda bu proteinlerin ekspresyonu
KBY grubuna gore artis gostermistir. Ayrica KBY grubunda koék hiicre verilen gruplara gore
apoptotik PARP’In ekspresyonunun arttigi gosterilmis ve TUNEL yontemiyle de
desteklenmistir. Bunun yaninda yine KBY grubunda hiicre siklus inhibitori proteinlerinden
olan p57’'nin ekspresyonunun kontrol, kok hiicre ve sham gruplarina goére arttigl da
gosterilmistir. Bu calisma ile birlikte insan plasentasindan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin kronik bobrek yetmezligi sonucu olusan fibrozisin onarilmasinda proliferasyon ve
apoptoz mekanizmalarinda etkili oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal K6k Hiicre, Kronik Bobrek Yetmezligi, Proliferasyon,
Apoptoz, Amniyon Membrani



ABSTRACT

Stem cells have many important roles in progression of normal development and adult
tissue regeneration. Adult stem cells provide regeneration of life limited stem cells thus
permanence of tissues. They can response to injury and regenerate damaged tissues.
Mesenchymal stem cells (MSCs) are one of the adult stem cells and they can differentiate into
many cell lines and self-renewal. They can differentiate into osteocytes, adipocytes and
chondrocytes. Many experiments have shown that placenta can be used as a source of
mesenchymal stem cell as well stroma of umblical cord, amnion fluid and amniotic membrane.
Recent studies determined the amnion membrane has most of mesenchymal stem cells that
can differentiate into osteocyte and adipocyte.

The feature of chronic kidney failure (CKF) is lost of kidney functions due to erosion of
healty tissue and fibrosis. Following injury, the regenerative capacity of kidney is shown by the
replacement of damaged kidney tubules. Recent studies showed that MSCs differentiated to
tubular epitelial cells thus renal function and structures renewed. Furthermore, MSCs protect
renal function in CKF. They can engraft to kidney and secrete growth factors thus they prevent
renal injury.

Aristolochic acid (AA) gives rise to CKF. Morphologically, AA is characterized by
interstitial fibrosis that causes tubular atrophy. We constituted rat model of CKF by applying
AA in this study. 6x10° mesenchymal stem cells that were isolated from amnion membrane
transplanted into tail vein of rats. At the end of 30 day and 60 day recovery period, expression
of PCNA and Ki67 proliferation markers increased in stem cell groups according to CKF group.
Furthermore, expression of PARP-1 apoptosis marker increased in CKF group according to
control, stem cell groups and sham group and it was supported with TUNEL. Also p57 that is
cell cycle inhibitory protein increased in CKF group when compared to control, stem cell
groups and sham groups. In this study, mesenchymal stem cells isolated from human placenta
exhibited significant effects on proliferation and apoptosis mechanisms in the chronic kidney
failure.

Key Words: Mesenchymal Stem Cell, Chronic Kidney Failure, Proliferation, Apoptosis,
Amnion Membrane
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1.1. Hipotezin Temeli ve Amaci

21.ylzyilda rejeneratif tipla ilgili beklentiler arttikga kdk hiicre biyolojisine
olan ilgi de bu duruma paralel olarak artmistir. Kok hucrelerin 6zelliklerinin
tanimlanmasindaki hizli gelismeler, kok hiicrelerin farklilasarak farkli doku tiplerine
ait hiicrelerin elde edilebilecegini gostermektedir [1] .

Kok hicreler normal gelisimin slrdurilmesinde ve eriskin  doku
rejenerasyonunda birden ¢ok role sahiptir [2]. Erken evrede memeli embriyosundan
izole edilen pluripotent kok hiicreler (embriyonik kok hiicreler) cesitli hiicre soylarina
farklanma yetenegine sahiptir. Embriyonik koék hiicreler (EKH), uygun kosullarda
kiltire edildiklerinde, pluripotensi o6zelliklerini devam ettirirler [3]. Gelisimin
ilerlemesiyle, kok hiicreler viicudun organlarini ve dokularini olustururlar. Eriskin kok
hicreler tipik olarak sinirli potense sahiptirler ( 6rnegin; multi-, bi, veya unipotent)
[4]. Eriskin kok hiicreler, hayat siiresi sinirli olan hicrelerin yenilenmesini saglar,
boylece organlarin tamamlanmasina ve devamliligina hizmet ederler. Bununla
birlikte, ¢ogu erigskin kok hilicre, hasara yanit vererek hasar gérmis dokularin
rejenerasyonunu saglar. Bu sebeplerden dolayi, eriskin kék hiicrelerin yaslanma,
malignansi ve hastaliklarin etiyolojisi lizerinde etkiye sahip oldugu dislintilmektedir
[5, 6]

Multipotent mezenkimal kok hiicreler (MKH); fibroblast morfolojisine sahip
hiicrelerdir [7]. MKH’ler; kemik, vyag, kikirdak, kas ve endotel hiicrelerine
farklilasabilmektedir [8]. MKH’ler sahip olduklari 6zelliklerden 6tlirli rejeneratif tipta
yakin gelecekte ¢igir agabilir. Mezenkimal kdk hiicreler donorden kolaylikla izole
edilebilirler ve allojenik transplantasyon igin uygun olabilirler [9, 10].

Klinik denemelerde, MKH’leri elde etmek igin eriskin kemik iligi de kullanilir.
Fakat kemik iliginden mezenkimal kok hiicreleri elde etmede bazi sorunlarla
karsilasilabilinir. Eldesi zordur ve invaziv tekniklerin kullanilmasi gerekir. MKH’lerin
kemik iligindeki ylzdesi de diisliktiir (0.001-0.01%) ve donor yasiyla birlikte sayisinda
azalma meydana gelmektedir [11]. Bu yilzden plasenta, alternatif mezenkimal kok
hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira, plasentanin dogum sonrasi
atilan bir doku olmasi, etik tartismalara yol agmamasi, izolasyonu sirasinda cerrahi



yontemlere gerek olmayisi plasentayr MKH’ler igin iyi bir kaynak olma potansiyelini
arttirmaktadir. Plasenta, kok ve progenitor hiicreler icin 6nemli bir rezervdir [12].

Plasenta; amniyon zari, koryonik tabaka ve maternal komponent olan desidua
bazalis’den meydana gelir. Plasentada; MKH kaynagi olarak koryonik villuslar MKH
olabilecegi gibi ayni zamanda gdbek kordonu stromasi, amniyon sivisi ve amniyon zari
gibi bilesenler de MKH kaynagi olarak gosterilebilir [13]. insan amniyotik membrani
(IAM) ekstraembriyonik dokulardan gelisir ve plasenta amniyon zari, koryonik tabaka
ve maternal komponent olan desidua bazalis’den meydana gelir. iAM, avaskiiler
stromadan olusup tek katli epitelden meydana gelir [13-15]. IAM, farkli embriyonik
kokene sahip iki hicre tipini icerir: Embriyonik ektodermden koéken alan insan
amniyon epitel hiicreleri ve embriyonik mezodermden kdken alan insan amniyon
mezenkimal stromal hiicreleri [16]. Sonug olarak, insan amniyon membrani (IAM)
cesitli klinik denemeler igin kullanish progenitor hiicre kaynagidir [17].

In"t Anker ve ekibi, amniyotik membranin osteojenik ve adipojenik
farklilasmaya giden mezenkimal kdk hiicrelerden zengin oldugunu gostermislerdir
[17]. insan amniyotik membranindan izole edilen mezenkimal kék hiicreler, insan
kemik iliginden izole edilen kok hiicrelerle karsilastirildiginda morfolojik olarak hicbir
fark gozlenmez. insan amniyotik membranindan izole edilen kok hiicrelerin
immunofenotipik karakterleri kemik iliginden izole edilen kdk hiicrelerle uyum
gostermektedir [18].

Bobrek bosaltim sisteminin bir bolimunid olusturan kompleks bir organdir.
Bobregin metabolizma atik Urinlerini vicuttan atilmasini saglamak, vicut sivi
elektrolit dengesini dlizenlemek, viicudun asit baz dengesini diizenlemek, kan
basincini ayarlamak, alyuvar yapimini uyarmak gibi gérevleri mevcuttur. Bébregin
islevlerinde kayip meydana geldiginde bobrek yetmezligi ortaya ¢cikmaktadir. Bobrek
yetmezligi iki sinifa ayrilmaktadir: Akut bobrek hasari (ABH) ve kronik bobrek
yetmezligi (KBY) [24].

Bobrek yetmezligi ciddi kronik bobrek hasarinin sonucu olarak kabul
edilmektedir ve semptomlar genellikle bébrek fonksiyonlarinin bozulmasiyla kendini
gostermektedir. Semptomlarin siddeti arttiginda diyaliz ve transplantasyon
tedavisine gidilmektedir. KBY’nin belirgin 6zelligi, saglikh dokunun erozyonu ve
fibrozis nedeniyle zaman igerisinde surekli olarak bobrek fonksiyonlarinin kaybidir
[19]. Bobrek yetmezligi glomeriler filtrasyon oraninin (GFO) her 1.73 m%de 15
ml/min’den daha az olmasi olarak veya diyaliz ya da transplantasyon gerekliligi olarak
tanimlanir. Azalmis GFO komplikasyonunun diger sonuglari kardiyovaskiler
hastaliklar, akut bobrek hasari, enfeksiyon, onarilamaz fiziksel fonksiyonlar olarak
sayilabilir. Bu komplikasyonlar herhangi bir evrede meydana gelebilir [20].

Hasari takiben boébregin yenilenme kapasitesi, zarar géren tibller hiicrelerin
degistirilmesi olarak gosterilir [21]. Renal fibrozis, fibrozis olusumunu daha fazla
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arttiran ve ekstraselliiler matriks bilesenlerinin sentezinin arttirilmasini saglayan
surekli bobrek inflamasyonuyla birlikte kombine olan ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin asiri Gretiminden kaynaklanmaktadir [22, 23].

Renal fibrogenez sirecinde MKH'lerin bu sireci iyilestirici etkilerinin oldugu
belirtilmektedir. MKH’lerin, Transforme Edici Blylime Faktori B (TGF) nin profibrotik
hareketini inhibe eden insiilin Benzeri Biiyiime Faktor-1, Hepatosit Bilyiime Faktorii
(HGF), Vaskiler Endotel Blyime  Faktori (VEGF) gibi buylme faktorlerini
Uretilmesiyle fibrozis geri dondirilebilmekte boylece inflamasyon azalmakta ve
bobrek doku yenilenmesi tesvik edilmektedir [24, 25].

Renal fibrozis, endotel-mezenkimal gegisi gibi epitel-mezenkimal gegisi (EMG)
ve apoptozu kapsayan mekanizmalarla iliskilidir [26-28]. EMG esnasinda bdbrek
epitel hicreleri kendi fenotipik karakterlerini kaybeder ve mezenkimal hiicrelerin
karakteristik oOzelliklerini kazanirlar dolayisiyla, miyofibroblastlarin yenilenebilir
kaynagini saglarlar. Bu hiicreler, fibroblastlarin ve diiz kas hiicrelerinin
karakteristigine sahip olurlar [28].

Daha onceki calismalarda, MKH'ler tarafindan EMG'nin bloke edilmesinin,
fibrozisi azaltan ve kronik renal hastalik stirecinin yavaslatiimasinin, tedavi yontemi
olabilecegi 6ne surulmustir [29, 30]. Morigi ve ekibinin yaptig bir ¢alismada
MKH’lerin ve hematopoetik kok hicrelerinin (HKH) terapdétik potansiyellerini
belirlemek icin bu hiicreleri cisplatin- indikli akut bobrek yetmezligi modelinde
kullandiklarinda, hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) hicbir vyararh etki
gostermemesine ragmen, MKH’lerin tibller epitel hiicrelerine farklilastigini, béylece
renal yapi ve fonksiyonunun yenilendigi gdsterilmistir [31]. Ayrica MKH’lerin KBY’de
renal fonksiyonu korudugu ve bobrege vyerleserek ve bliyime faktorlerini
salgilayarak renal hasari engelledigi gosterilmistir [32].

MKH uygulanmasindan sonra iyilesme saglanmasi birka¢ mekanizmayla
aciklanabilir. MKH’ler bdbrek hicrelerine farklilasir [33]. Kanitlara gbre bu
mekanizmalarin basinda parakrin etki gelir [34]. Baska bir galismaya gore kronik
allograft nefropatide siirekli inflamasyon nedeniyle MKH’ler hasarli dokuya gocg
ederler ve entegre olurlar [35]. Kisacasi, KBY modelinde MKH uygulandiginda,
MKH’lerin fibrogenez siirecini iyilestirdigi belirlenmistir [37].

Yakin zamandaki calismalarda, Cin bitkisi olan Aristolochic fangchi’deki
Aristolohik Asitin (AA) renal hasar ve karsinomaya yol actig tespit edilmistir [36].
insanda AA’nin karsinojenik ve nefrotoksik etkilerinin gériilmesi icin sicanlarda,
tavsanlarda ve farelerde deneysel modeller olusturulmustur [37, 38].

Yapilan calismalar sonucunda Aristolohik asitin (AA) KBY’ye neden oldugu
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belirtilmistir. Genellikle medullar 15in ve dis korteks glomerule gére daha fazla
etkilenmektedir [37]. AA uygulanan bobrekler boyut olarak daha kiictiktir [39] ve
AA’nin ana hedefi proksimal tiibiler hicrelerdir [39]. AA nefropati (AAN), hizh bir
sekilde son evre renal yetmezlige ilerler ve hastaligin ilerlemesi AA uygulamasi
kesilse bile devam eder [40]. AA’'nin KBY’yi nasil olusturduguna dair bilgiler net
olmasa bile, bulgular aristolohik asit I'in (AAI) hipoksiye ve tiibiler hiicre 6limuyle
sonuclanan perittbuller kapillerin siddetli rediiksiyonunu indikledigini gostermistir
[41, 42].

Proliferatif Hlicre Nuklear Antijeni (PCNA), DNA replikasyonu ve hiicre
proliferasyonunda yer alan DNA polimeraz deltaya kofaktor olarak gorev yapan 36
kDa’luk, 262 aminoasit iceren nikleer proteindir. DNA polimeraz delta S fazinda,
DNA’nin replikasyonu sirasinda rol alir. DNA sentezi, tamiri ve hiicre siklusu
kontroliinde gorevli bircok protein, PCNA’ya baglanarak gorev yapar. Boylece PCNA,
DNA sentezi, tamiri ve hiicre siklusu diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. DNA
polimeraz deltanin, DNA replikasyonunda roli bulundugu ve hiicre siklusunda
dizenleyici bir protein oldugu kabul edilmektedir. Nukleusun G1 fazinda salinimi
baslar, S fazinda maksimuma ulasir ve G2, M fazinda azalmaya baslar [43-45]. PCNA
proliferasyon igin iyi ve yaygin olarak kullanilan bir belirtectir [46]. Ki-67, 345 ve 395
kilo dalton agirhginda iki molekiilden olusan, 10. kromozom (izerinde yerlesmis,
histon yapisinda olmayan bir proteindir. Ki-67 direkt hilicre proliferasyonu ile iliskili
bir proteindir. Ki-67 proteini G1, S, G2 ve mitoz gibi hiicre dongusiiniin tim fazlarinda
bulunup hiicrenin GO evresinde bulunmamasi nedeniyle bliyliyen ve ¢ogalan hiicre
populasyonunda essiz bir belirtectir. Molekiil G1 fazinin ortasinda eksprese olmaya
baslayarak, S ve G2 fazi boyunca diizeyinde artis olur. M fazinda pik yapar ve M fazi
sonunda c¢ok hizli katabolize olur [47]. Poly (ADP-ribose) polimeraz (PARP-1)
niikleusun igcinde lokalize olan 113 kDa agirligina sahip korunmus bir proteindir. PARP-
1, DNA replikasyonu, DNA onarimi, gen ekspresyonu, hiicresel farklilasma ve apoptoz
gibi fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynar [48]. PARP-1’in aktivasyonu, DNA
hasarinda en erken ve en hassas cevap olarak tanimlanir [49]. Bu sinyal modeli, PARP-
1‘in DNA tek ve cift zincir kiriklarini taniyip ve bu bélgeye hizli bir sekilde baglandigini
One sUrmektedir [51]. PARP-1'in nikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) iceren
domeininden, Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 tarafindan yariklanmasi sonucunda, 24 ve 89 kDa’luk
iki adet fragment olusmaktadir ve bu nedenle yariklanmis PARP (cPARP) apoptozun
biyokimyasal bir belirteci olarak siklikla kullanilmaktadir [50]. P57 ise, siklin D/CDK4,
siklin E/CDK2 ya da siklin A/CDK2 komplekslerine baglanarak onlari inhibe eder ve
boylece, G1/S, G2/S gecisini ve S fazinin tamamlanmasini engeller [173].

Bu calismada, sicanlara AA verilerek KBY modelinin olusmasi saglanmis, KBY
modelinin olusup olusmadigi ise 6zel boyama teknikleriyle anlasiimaya calisiimistir.
Plasentanin amniyon membranindan elde edilen mezenkimal kdk htcreleri KBY
olusturulan hayvanlara kuyruk veninden transplante edilerek 30 giin ve 60 giin
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iyilesme sireci icin beklenilmistir. Renal fibrozis’de glomeriiller, tubdller ve vaskiler
yapilar etkilenmektedir. Mezenkimal kok hicrelerin bu yapilarda gozlenen farkli
hasari onarma potansiyelleri arastiriimistir. Bu ¢alismanin amaciinsan plasentasindan
elde edilen mezenkimal kdk hiicrelerin kronik bobrek yetmezligi sonucu olusan
fibrozisin onarilmasinda proliferasyon ve apoptoz mekanizmalarinda etkili olup
olmadigini belirlemektir. Calismanin hipotezi ise, insan plasentasi amniyon
membranindan elde edilen mezenkimal kok hiicreler, kronik bobrek yetmezligi
nedeniyle meydana gelen hasarin onariminda rol oynayabilir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Rejeneratif Tip

21.ylzyilda rejeneratif tipla ilgili beklentiler arttikca, kdk hiicre biyolojisine
olan ilgi de bu duruma paralel olarak artmaktadir. Kok hicrelerin 6zelliklerinin
tanimlanmasindaki hizli gelismeler, kok hiicrelerin farklilasarak farkli doku tiplerine
ait hiicrelerin elde edilebilecegini gostermektedir [1]. On yili askin stredir rejeneratif
tip icin kok hucrelerin kullanimi, saglik hizmetlerinde yeni ¢agin habercisidir.
Rejeneratif terapotiklerin bulunmasina yonelik arastirmalar, eriskin kok hiicreleri
veya farkhlasmis hicreleri manipiile ederek yeniden programlama metodlarinin
arastirilmasi ve embriyonik kdk hiicrelere (EKH) benzer potansiyeldeki soylara sahip
olan indliklenmis pluripotent hucrelerin (iPH) elde edilmesi calismalarini
kapsamaktadir[7] .Rejeneratif tibbin amaci, hastalik, hasar veya yaslanmadan sonra
zarar goren veya kaybolan hiicreleri, dokulari veya vyapilari yenilemektir.
Gunlmuzdeki yaklasim ise, kok hiicre biyolojisi ve doku muihendisligi vasitasiyla
deney hayvanlarinda embriyonik gelismenin ve doku yenilenmesinin anlasilmaya
calisiimasi yonindedir [51-54]. Rejeneratif tip 3 sekilde gerceklesmektedir [54]: (1)
Kok hiicrelerin implantasyonunun yeni yapilari meydana getirmesi, (2) implante olan
hlcrelerin 6nceden yonlendirilerek belirli bir yonde gelismeleri (3) kayip yapilari
yenilemek icin endojen hicrelerin uyariimasi.

2.2. Kok Hiicreler

Kok hucreler, uzun siire boéliinebilen, kendini yenileyebilen, viicudun
ihtiyacina gore farkh hicre tiplerine farklilasabilen ve tiim bunlari kendilerine 6zgii
sinyaller ile gerceklestirebilen essiz hiicrelerdir [55]. Kok hiicreler, ana kok hiicrenin
karakterini koruyarak simetrik hiicre béliinmesiyle kendi kendilerini yenileyebilirler.
Ayrica kok hicreler, asimetrik béliinmeyle organ ya da dokuya 6zgii 6ncli hiicrelere
donisebilirler [56]. Asimetrik hiicre boliinmesi (AHB) kendini yenileme ile farklilasma
arasinda bir dengenin olusmasi icin gereken hiicre bolinmesi tipidir. Bir baska
ifadeyle, AHB sonucunda kok htlicre kendini yenileme islevini yerine getirirken ayni
surecte farklilasmak Uzere bir yavru hiicre de lretmis olur. Boylece, boliinen her kok
hiicre kendi sayisini, artma ve azalma olmaksizin sabit tutar. AHB’nin molekiler
mekanizmasi farkli canli tlirlerindeki kok hiicrelerde aydinlatildikca bunun son derece
korunmus bir siire¢ oldugu anlasilmaktadir [57].
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Sekil 2.2.1. K6k hiicrenin kendi kendini yenilemesi, cogalmasi ve farklilasmasi [56].

Bir dokudan elde edilen kok hiicrelerin, uygun ortam sartlarinda, uygun uyari
verildiginde farkh doku hticrelerine doniisebildigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir.
Bu kavram, plastisite (transdiferasyon) olarak tanimlanmistir [58]. Kok hicreler,
totipotent, pluripotent ve multipotent olmak lizere 3 gruba ayrilmaktadir [59]. ilk
embriyonik hiicre olan sperm ve oositin fertilizasyonu sonucu meydan gelen zigot,
vicuttaki tim hicrelere donlsebilecek yetenektedir ve bu hiicreye her hiicreye
farklilasabilen ‘totipotent hiicre’ denir. Totipotent hiicre terimi, erken embriyonik
dénemde 5. gline kadar olan tiim blastomerler icin gegerlidir. Totipotent kok hiicreler
tim hiicre tiplerine farklilasmanin yani sira, plasenta ve amniyon kesesi gibi embriyo
disi dokulara da farklilasabilirler. Totipotent kdk hiicreler, gelisimin ileri evrelerinde
pluripotent hiicrelere donlismektedirler [60]. Pluripotent kok hicreler, pre-
implantasyonun 5. gliniinde olusan blastosist agsamasindaki hiicrelerdir. Blastosist,
embriyo disi tabakalari olusturacak olan trofoblastik hiicreler, blastosdl ve i¢ hiicre
kitlesinden olusmaktadir. Embriyonik kok hiicrelere (EKH), blastosisteki i¢ hticre
kitlesi (embriyoblast hiicreleri) kaynaklik eder ve bu hiicreler pluripotent kok
hiicrelerdir. [61]. Ayrica, gastrulasyon sonucu gelisen ektoderm, endoderm ve
mezoderm hicreleri pluripotent o6zellige sahip kok hiicreler olup gelisimin
ilerlemesiyle birlikte herbiri somatik hiicrelere farklanabilir [62].

‘Multipotent kok hiicreler’, gelisimin ileri evresine (fotal, prenatal, posnatal,
infertil ve cocukluk donemleri) ait kok hiicreler olup, 6zellesmis hiicre tiplerine
farklilasabilirler (6rn. hematopoetik kok hiicre) ve yetiskin (dokuya 06zgili) kok



hiicrelere donisebilirler. Unipotent kok hiicreler ise, sadece bir hiicre grubuna
farkhlasabilen hiicrelerdir (6rn. Kas dokusundaki satellit hiicreleri). [63]

K&k Hiicre Farkhlagma Potansiyeli

Teotipetent
}
Pluripotent

Multipotent Multipotent

Hemapoetik kek hilere  Mezenkimal kok hiicre

Kirmizi kan Beyaz /
hitereleri  kan hicreleri

Diger kak hl'.'l:reler Unipotant

Kas Sinir Kemik Diger

Sekil 2.2.2. Kok hicrelerin farklilasma potansiyeli [64]

Multipotent hiicreler dogumla birlikte kordon kaninda ve eriskin viicudunda
ozellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar. Basta kemik iligi olmak Uzere
vlicudumuzun ¢esitli organlarinda ve bu organlarin belirli doku bélgelerinde lokalize
olan, gerektiginde kendini cogaltip, farklanabilen, multipotent kok hiicrelere ‘Yetiskin
Kok Hiicreler’ (YKH) denir. YKH, doku ya da organa 6zel doku bitinlGglinin devamini
saglayan kok hicrelerdir [63]. Multipotent bir kok hiicre olan yetiskin kok hiicreleri,
totipotent ve pluripotent kok hicrelerle karsilastirildiginda, daha az sayida hiicre
tirine farklanma kapasitesine sahiptirler [60]. Bu 6zelliklerinden dolayi, prekiirsér
(6ncl veya progenitor) hiicre olarak isimlendirilirler. YKH, retina, akciger, kalp kasi,
iskelet kasi, barsaklar, bobrek, dalak, kemik iligi, kan ve deri gibi dokularin olusumuna
katkida bulunabilmektedirler [65]. Ayrica, sahip olduklari asimetrik hiicre bolinme
potansiyeliyle, hemen hemen sinirsiz bir sekilde kendilerini yenileme kabiliyetine de
sahiptirler [66].

2.2.1. Kok Hiicre Tipleri

2.2.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Memeli embriyolari, bitiin omurgalilarin embriyolari gibi birbirine benzer
goriinimdeki blastosit, gastrula ve norula evrelerini gegirir. EKH’ler, déllenmeden
birkac glin sonraki blastosist asamasindaki i¢ hiicre kitlesinden izole edilmektedirler.
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Bu asamada blastosist, plasentayl olusturacak olan ve dis tabakayi olusturan
trofoblast hicreleri ile trofoblast hiicrelerine komsu olan i¢ hicre kitlesinden
olusmaktadir. Bu i¢ hiicre kitlesinden izole edilen EKH’ler pluripotent ozelliktedirler.
In  vitro’da, sinirsiz  olarak  c¢ogaltilip  istenilen her hiicre tipine
farkhlastirilabilmektedirler [67]

2.2.1.2. Uyarilmig Pluripotent Hiicreler (iPS)

2006 yilinda K.Takahashi ve S.Yamanaka’nin tarihi kesfi kok hiicre alaninda ¢ok
onemli bir devrin baslangici olmustur. Farklilasmis dermis fibroblastlarinin farklilasma
programi bir dizi transkripsiyon faktoriniin (Oct-4, Sox2, KIf4 ve c-Myc) eksprese
etmeleri saglanarak (yeniden programlama) ve disik verimli olsa da, somatik
hiicreler embriyo koék hticresinin bulundugu pluripotent diizeye getirilmis, yani
farklilasmada geriye gidilmis ve hatta buradan farklilastirilan yeni hiicreler ile canli
organizma yeniden olusturulmustur. Bu hiicrelere uyarilmis pluripotent hiicreler adi
verilmektedir [68]. Yaklasik bir yil sonra iPS hiicresi gelistirme teknolojisi insan
hiicrelerinde de basariyla uygulanmistir [69] ve ayni yil farkh transkripsiyon faktorleri
(Oct-4, Sox2, Nanog ve Lin28) kullanilarak insan hiicre dizileri olusturulmustur [70].

2.2.1.3. Yetigkin K6k Hiicreler (YKH)

Yetiskin kok hiicreler, erken embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada
bulunan multipotent kdk hicreler olarak tanimlanir. Yetiskin organizmadaki ¢cogalan
gecici hiicrelerin 6nclisi olan bu hicreler hasarlanan dokularin yenilenmesinde de
gorev alir [57].

Yetiskin kok hicreler, dokularda ve organlarda bulunurken 6ncelikli rolleri
homeostazi devam ettirmektir. Bunun yaninda organ veya doku icin yasam sliresince
gerekli olan kok hiicre miktarini karsilamak igin 6nemlidirler [71]. YKH’ler, cogunlukla
kemik iliginde, kanda, goziin kornea ve retinasinda, beyinde, iskelet kasinda, dis
pulpasinda, karacigerde, deride, ve pankreasta bulunur. YKH’ler genellikle, spesifik
sekil ve fonksiyona farklilasan progenitor ve prekiirsér hiicreleri olusturmak icin
bolundrler [59].

GUnumizde Uzerinde en ¢ok g¢alisilan YKH tipleri hematopoetik kok hicreler
(HKH), mezenkimal kdk hicreler (MKH), noral kok hicreler (NKH) ve endotel
kok/onci hucreleridir [57].

2.2.1.3.1. Hematopoetik Kok Hiicreler

Eriskin bir insanda hematopoetik kdk hicreler (HKH); kan trombsitlerini ve
diger olgun kan hicrelerini, her saatte yaklasik 1x10° kirmizi kan hiicresi ve 1x10%
beyaz kan hiicresini yasam boyu kesintisiz olarak olusturur. HKH bunu basarmak ve
sayisini korumak i¢in kendisini yenilemelidir. Yani bir yandan tiirevlerine farklilasmali,



bir yandan da kendi 6zelliklerini koruyacak olan yavru hiicreleri tretmelidir. HKH
hematopoetik homeostazi sirdiirmek icin ¢ok sayidaki dis uyarana birlikte yanit
vermelidir. Dolayisiyla HKH, kan hicreleriyle ilgili farklilasmanin s6z konusu oldugu
hiyerarsik siralamada en bastaki hiicredir [59].

Hematopoez memelilerin gelisim siirecinde, 6nce ilkel, daha sonra kalici kan
yapimi olmak Uzere birbirini izleyen iki asamada ortaya ¢ikar. Her ikisi de 6zgiin
hlcresel ve molekiler diizenleyicilerin yer aldigi, zaman ve yerlesim agisindan farkli
evrelerdir. ilkel kan hiicreleri prenatal yasamin erken evrelerinde embriyo disi
hematopoez bhoélgelerinden embriyo ici hematopoez bélgesine gegis ile meydana
gelir. Embriyoda hematopoez ilk olarak Aort-Gonad gikintisi-Mezonefroz (AGM)
bolgesinde dordiinci haftada ortaya ¢ikar, daha sonra fetts karacigerine ardindan da
kemik iligine geger [57].

Gunlmuzde gesitli hastaliklarin tedavisinde gerektiginde uygulanabilen HKH
transplantasyonu igin kdk hiicreler siklikla kemik iligi veya periferik kandan elde
edilirken; kordon kani, l¢linci bir HKH kaynagini olusturmaktadir. Gebelik boyunca
anneyle fetls arasindaki baglantiyi saglayarak bebegin besin ile oksijen gereksinimini
karsilayan gobek kordonunda yer alan bu kan, HKH y6éniinden olduk¢a zengindir.
Gegtigimiz donemlerde, dogumun ardindan ¢6pe atilan gébek kordonu bu nedenle
artik tedavi amaciyla kullanilan bir kék hiicre kaynagi haline gelmistir. Kordon kani,
kemik iligi ve periferik kan gibi dokularla karsilastirildiginda daha uzun telomere ve
dolayisiyla yliksek proliferatif kapasiteye, baska canlilarla yliksek uyum giiciine sahip
hiicreler icermesi nedeniyle, daha avantajlidir. Fakat tek bir vericiden toplanabilen
kan miktarinin sinirh olmasi kordon kaninin dezavantajidir [72].

2.2.1.3.2. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkim terimi epiblastin farklilasmasindan baslayarak embriyonun
gelismesinde ve daha sonra fetlislin yasaminda 6nemli yer tutan, gevsek bag dokusu
yapisindaki dokulara verilen isimdir. Genellikle mezoderm tabakasindan kdken
almaktadir. Bu dokuyu olusturan hiicreler; fenotip olarak, cevresindeki gevsek yapili
ve hilicre matriks ortami iginde nispeten serbest hareket eden ¢ok yulzli, ince uzun
uzantili htcrelerdir [57].

HKH’nin kesfinden kisa sire sonra Friedenstein ve ark. farede kemik iligi
stromasini bir baska dokuya naklettiklerinde kemik, yag, kikirdak ve retikulum
hiicrelerine donlsebilecegini gostermislerdir [73]. Bu bulgu kemik iliginde
hematopoetik olmayan bir grup 6nci hicrenin bulundugunu ortaya koymustur. Bu
hiicrelerin etkinligi daha sonra HKH’nin etkinligini 6lgmede kullanilan yontemin bir
benzeri olan fibroblast kolonisi olusturan birim (CFU-F) etkinligiyle olcilmis ve bu
hiicrelerin fibroblastlarin 6nciist hiicreler oldugu 6ne surilmistir [74]. Temel olarak
bu hicreler plastik ylizeye yapismalari ve in vitro olarak cogaltilabilmeleriyle
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tanimlanmislardir. Bu hiicreler tek bir koloniden ayristirilarak in vitro olarak
osteoblast, adiposit ve kondrosite faklilastirilmistir [75]. Birden fazla hiicre serisine
farklhlasabilmeleri(multipotensi) ve in vitro ¢ogalabilmeleri (kendilerini yenileme),
yani kisaca kok hiicre 6zelligi gostermeleri nedeniyle bu hiicreler mezenkimal kok
hiicreler (MKH) olarak adlandirilirlar [76, 77].

Genel olarak, MKH’ler olduk¢a heterojendir. Bu ylizden, MKH’lerin izolasyonu
icin sadece spesifik hiicre ylzey belirtecleri kabul gérmemistir. Bunun yerine,
MKH’lerin fonksiyonel 6zellikleri, multipotent farklilasmasi ve fenotipik belirteglerin
kombinasyonunu kapsayan in vitro karakterlerinin birlesimiyle tanimlanir [78].
Hicrelerin MKH olarak degerlendirilmesi igin hiicre popllasyonunun minimal
kriterleri sunlardir: (1) Kiltiirde izole edilen hiicrelerin plastik adherensi, (2) hiicre
kiltiriinde CD105, CD73 ve CD90 belirteglerinin ekspresyonunun %95’ten fazla
olmasi, (3) CD34, CD45, CD14, veya Cdllb, CD79a ya da CD19 ve HLA-DR
belirteclerinin ekspresyonlarinin ¢ok disik olmasi veya olmamasi, (4) MKH’lerin
kemik, yag ve kikirdaga farklilagmalari gerekmektedir [7].

MKH’ler genellikle kemik iliginden izole edilmelerine ragmen, plasentadan,
adipoz dokudan, periosteumdan, iskelet kasindan, dermisten, disten, perisitten,
trabekiler kemikten, artikiler kikirdaktan, kordon kanindan, karacigerden, dalaktan
ve timustan ve cesitli diger dokulardan da elde edilebilirler [79, 80]. MKH’ler farkli
kaynaklardan elde edilebilmelerine ragmen, aralarinda proliferasyon kinetigi, farkh
hicre hatlarina farklilasma kapasitesi ve gen aktivasyon kapasitesi gibi 6zelliklerinde
farkhlik yoktur [7].

AMEKHnin Farkhilasabildigi

MEH 'nin Elde Edildigi Bashca
Bashca

Yetiskin Doku Tipleri
Hiicre / Doku Tipleri

Kenuk 1lig1 Kemik, kkirdak, tendon. kas.
adipoz._ sinir
Adipoz doku Kemik, kikirdak, tendon, kas, sinir
Plasenta Kemik kikirdak kemik iligi kas.
SInir
Iskelet kast Kemik, kikirdak. tendon. diz we

¢izgili kas, sinir

Beyin Kas, simr
Sag folikiilii Der, diiz kas, adipoz. beyin
Kormmea, retina. pankreas, karaciger. ammvotik sivi Kemuk, kikirdak, tendon, simir, v.b.

Tablo 2.2.1.3.2. MKH kaynagi dokular ve MKH’lerin farkhlastiklari doku tipleri [79, 80]
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MKH’ler kemik iliginde g¢ekirdekli hicrelerin ¢ok kiguk bir fraksiyonu olarak
bulunur ve toplam popilasyonun sadece %0.01-0.1’ini olustururlar [75]. MKH'ler
doku kiltirinde yuksek oranda bulunurlar ve izole edilebilirler. Bununla birlikte,
spesifik sartlar altinda farklilasmalari icin indlklenebilirler. Fibroblastik morfolojiye
sahiptirler ve ig sekillidirler. Uygun ortam kosullari altinda, koloni olusumunu
saglamak igin kiltlir zeminine yapisirlar. Hicre kiltirinde MKH’lerin gogalmasi igin
genellikle serumla desteklenen bazal medyumlar kullanilir ve MKH farkhlastirmasiigin
bliyime faktorleri ilave edilebilir [2].

MKH’ler kiltiirde yliksek derecede ¢ogalma potansiyeline sahiptir. Bazi MKH
kilturleri on bes kereden fazla pasajlanabilirken, diger kok hiicre tiplerinin bazilari
ancak dort pasaja kadar gidebilmektedir. MKH’ler, ex vivo’da yiksek cogalma
potensiyeline ragmen, telomeraz aktivitelerini ve normal karyotip yapilarini
kaybetmezler. Bununla birlikte; asiri pasajlama yapildiginda senesenslerinin belirtileri
ve apoptoz gorulebilmektedir [81].

MKH’lerin kendilerini yenileme kapasiteleri vardir ve bu da onlarin klonojenik
ozelliklerini ve farkh hiicre hatlarina farklilasma potansiyellerini yansitir. Oliimsiiz
olmamalarina ragmen, biylime ve pluripotent potansiyellerini devam ettirerek
kiiltiirde pek cok kez bolliinebilme yetenegine sahiptirler. Osteositlere, kondrositlere
ve adipositlere farklilasmanin yaninda hematopoezi destekleyen stromal hiicreleri de
meydana getirebilirler [75]. MKH’lerin miyositlere ve kardiyositlere farklilagmalarinin
yaninda, mezodermal orijine sahip olmayan hepatositlere ve néronlara bile
farkhlasabilirler [82].
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Sekil 2.2.1.3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin farklilasma potansiyeli [83].

MKH’ler kilttr sartlarindan, oOzellikle de biyliime faktorlerinden oldukca
etkilenirler. Transforme edici blylime faktori-beta (TGF-B) slper ailesi, insilin
benzeri blylime faktori (IGF), Fibroblast biylme faktort (FGF), epidermal biylime
faktori (EGF), Platelet kokenli bliyime faktori (PDGF), vaskiiler endotel bliyime
faktord (VEGF) ve Wnt gibi blyiime faktorlerinin MKH’ler Gizerinde diizenleyici etkileri
vardir [78].

MKH’lerin bir diger 6nemli 6zelligi, uzun-sireli gocli ve immin cevabin
gelismesinden sonra bile cesitli dokulara yerlesebilmeleridir. implante olan MKH’ler,
doku hasarindan sonra salinan faktorlerin yardimiyla hasarin farkli bolgelerine gog
edebilirler. Bu 6zellik kemik kiriklarinda, miyokardiyal enfarktiiste ve iskemik serebral
hasarda gozlenmistir. MKH’lerin rejeneratif tip ve doku muihendisligi icin yuksek
potansiyele sahip olmasi, kendilerinin terapo6tik degerlerini arttirmaktadir [81].

Klinik denemelerde, MKH’ler igin genellikle erigskin kemik iligi kullanilir. Fakat
kemik iliginden mezenkimal kok hiicreleri elde etmekte bazi sorunlarla
karsilasilabilinir. Eldesi zordur ve invaziv tekniklerin kullaniimasi gerekir. MKH’lerin
kemik iligindeki yuzdesi duisiktiir ve yasla birlikte sayisinda azalma meydana
gelmektedir [84]. Bu ylizden plasenta, alternatif mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak
kullanilabilinir. Bunun yani sira, plasentanin dogum sonrasi atilan bir doku olmasi, etik
tartismalara yol agmamasi, izolasyonu sirasinda cerrahi yontemlere gerek olmayisi

13



nedeniyle oldukga iyi bir kaynaktir. Plasenta, kok ve progenitor hiicrelerin dnemli bir
rezervidir [85].

2.3. Plasenta

Sadece memelilerde goriilen plasenta, embriyo gelisimi sirasinda koryon ve
uterus mukozasinin farkl sekillerde kaynasmasi ile meydana gelen gegici bir organdir.
Plasenta anne ile fetis arasindaki baglantiyi olugturmaktadir. Plasenta fettistin gelisip
blylmesine olanak saglayan organdir. Fetlisiin yasamasi ve gelisimi icin vazgecilmez
fonksiyonlari vardir. Cesitli hormonlari sentezlemenin yani sira, maternal besin ve
oksijenin fetlise ulagsmasindan ayrica fetal metabolik atiklarin maternal dolagima
verilmesinden sorumludur. Fetlisle anne arasindaki etkilesimler, 6zellesmis feto-
maternal ylizeyin gelisimi ile mimkiin hale gelir. Bu yizeyin gelisimi plasentasyonun
bir pargasidir. Plasentasyon, plasentanin olusumu ve gelisiminin yanisira organi
desteklemek Uzere iliskili maternal dokularin anatomik modifikasyonlarini da igerir.
Plasenta ayrica, fetlsi korucu bir bariyer olarak fonksiyon goriir. Fetis, zararli
kimyasallardan ve immunolojik redden plasentanin varligiyla korunur. Plasenta
sadece mekanik bir bariyer ya da pasif bir transport organi degildir; iki yonli transfer
surecini kontrol eder. Fetlise ulastirilacak olan besinleri modifiye eder ve kendi
aktivitelerini desteklemek igin kendi enerji metabolizmasina sahiptir. Plasenta,
fetlstin saghkli gelisimi icin maternal metabolizmay! etkileyerek hormonlarin
sentezini gerceklestirir [86-91].

2.3.1. Term Plasentanin Yapisi

implantasyonun tamamlanmasindan 7-8 giin sonra plasenta gelismeye baslar. 5.
aya kadar insan plasentasi organizasyonu, fonksiyonu, bicimi ve blyuklGgu ile tam bir
olgunluga erisir. Bu durumunu gebeligin sonuna kadar korur. Term plasenta, %90
oranda disk benzeri, yuvarlak ya da oval bir organdir. Plasentanin ortalama ¢api 22cm,
merkezi kisminin kalinligi ortalama 2,5cm ve agirhg 470 gr'dir. 4. ayda plasenta
yaklasik 100gr agirhigindadir ve olgun yapisini kazanmistir. Term plasentada iki ayri
bolim vardir:

e Maternal kisim

e Fetal kisim [94]

2.3.1.1. Maternal Kisim

Anneye ait olan bu kisim, plasental septumlar ve bazal plaktan (desidua
bazalis) olusur. Plasental septalar, fibrinoid ve cesitli hiicrelerden meydana gelmis,
bazal plaktan intervill6z araliga dogru uzanan, hicbir zaman koryonik plaga ulasmayan
ve plasental villus agacini tam boélmeyen diizensiz yapilardir. Plasental septalarin
olusmasi, gelismenin 6-8. haftalarindan itibaren belirir, gebelik yasina bagh olarak
gelisirler. Bazal plak bliyimesine uterus duvari uyum saglayamaz, bazal plak
katlantilar yaparak septalari olusturur. Villoz aralik icine dogru uzanan, plasental villus
agacini kismen boélmelere ayiran septalar, ayni zamanda demirleyici villuslarin
tutunduklari ¢ikintilar olarak da kabul edilir [92].
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Sekil 2.3.1.1. insan plasentasinin maternal ve fetal kisimlarinin sematik diyagrami [93]

2.3.1.2. Fetal kisim

Koryon villuslarinin  olusturdugu bu bolim fetise ait olup koryon
frondosumdan gelisir. Yapinin fetal yiizi amniyon membrani ile értiiliidiir. intervill6z
bosluga bakan yizi ise sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinin olusturdugu
villuslardan olusur. Anneden gelen temiz kan uterusun spiral arterleri ile oldukga
dizenli araliklarla intervillz bosluklara acilir. Bu arterler [imenlerin agilma yerlerine
dogru daralir. Temiz kan intervill6z bosluklara yiliksek basin¢la dokilir ve koryon
agacinda bulunan kiglk villuslara carpar, villustaki kan ileri dogru itilir ve villuslarin
diklesmesi saglanir[92].

insan plasentasi fetal gelisimi, fetal beslenmesi ve immiinolojik toleransta
temel rol oynamasinin yani sira, ayni zamanda 6nemli bir progenitér/kék hicre
rezervidir. Plasental dokudan izole edilen hiicrelerin fetal orijine sahip oldugu
kanitlanmistir. Fetal plasenta; amniyon membrani(amniyon epiteli, kompakt
tabaka,fibroblast tabaka, siingerimsi tabaka), koryonik mezenkimal bolge ve koryonik

15



trofoblastik bolgeye ayrilir. Bu bodlgelerden degisik hiicre populasyonlari izole
edilebilir: insan amniyonik epitel hiicreleri (iAEH), insan amniyonik mezenkimal kok
hicreleri (IAMKH), insan koryonik mezenkimal kok hiicreleri (iKMKH), insan koryonik
trofoblast hiicreleri (iKTH) [94].

Amniyon epiteli
Kompakt tabaka
Fibroblast tabaka

Siingerimsi tabaka

Koryonik mezengim

: Prolifere olan trofoblastik kok huicreler
Sitotrofoblastlar iceren Langhans
fibrinoidi

Sinsisyotrofoblast tabakasi

intervilloz aralik

Sekil 2.3.1.2.1. Plasentanin fetal kisminin yapisi [92]
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Amniyon
. membrani

Maternal
Yuzey

Sekil 2.3.1.2.2.. Fetal ve maternal yiizeyler (http://www.adamimages.com/Anatomy-of-a-
normal-placenta-lllustration/PI7618/F4)

2.3.2. Amniyon Membrani

insan amniyon membrani, fetal zarlardan kéken alan plasentanin en ic
katmanidir. Yaklasik olarak 0,02 mm ile 0,5 mm kalinhgindadir. Tek katli mikrovilluslu
kiibik epitel, bazal membran ve avaskiler stromal matriks olmak (izere baslica (g
tabakadan olusur. Makroskopik olarak zarin; plrizsiz, parlak, saydam, yapiskan
olmayan epitel yiizi ile mat ve yapiskan olan stromal yiiz olmak tzere iki farkli yizi
vardir. Amniyon membran epitelinin amniyon sivisi ile temas eder. Epitel hiicreleri
cok sayida hormon ve inflamasyon mediyatori salgilayarak fetusun gelisimine katkida
bulunur. Stroma tabakasi; yogun bag doku tabakasi, fibroblast ve slinger tabakalari
olmak Uzere kendi icinde baslica lic tabakadan olusur. Yogun bag doku tabakasi siki
retikiler liflerden meydana gelen amniyon membraninin en gli¢cli destek tabakasidir.
Fibroblast tabakasi yogun fibroblast agi iceren amniyon membraninin en kalin
tabakasidir. Singerimsi tabaka ise koryonik membrana komsudur. [14, 95, 96].

insan viicudundaki en kalin bazal membran amniyon membraninda
bulunmaktadir. Bu 6zelligi sayesinde, klinikte —80° C'de dondurulup saklanmasina ve
boylece epitel hiicrelerinin uzun silre dizenli bir sekilde korunmasina ve canli
kalmasina olanak saglar. Stroma; damarsiz, disik hiicre yogunluklu matriksten
meydana gelmektedir. Tip 3 ve tip 5 kollajenin yani sira, tip 4 ve tip 7 kollajen,
fibronektin, laminin 1 ve 5, fibroblast ve fibroblast disi diger bliyiime faktorlerini de
icermektedir. Elektron mikroskobik incelemede; epitel hiicrelerin hemidesmosal
baglantilar ile bazal laminaya yapistigi gézlenmektedir [95, 97].
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Amniyon membran stromasinda; gesitli bliylime faktorleri, antianjiyojenik ve
antiinflamasyon proteinleri, ¢esitli proteaz inhibitorleri, steroid hormonlari, hidrolitik
enzimleri, oksidasyon-rediiksiyon enzimleri iceren fetlsii koruyucu bir yapidir.
Epitelizasyonu hizlandiran, kollajen sentezini arttirici, adezyonu, yeni damar
olusumunu, skar gelisimini ve enflamasyonu azaltici, yara ylizeyinden protein ve sivi
kaybini 6nleyici, antibakteriyel etkileri vardir [96].

Amniyon membrani, kollajenden zengin mezenkimal tabakaya sahiptir [15].
insan amniyon membrani, farkli embriyonik kékene sahip iki hiicre tipini icerir:
Embriyonik ektodermden kéken alan insan amniyon epitel hiicreleri ve embriyonik
mezodermden koken alan insan amniyon mezenkimal koék hiicreleri [16]. Sonug
olarak, insan amniyon membrani (iAM) cesitli klinik denemeler icin kullanisli
progenitor hiicre kaynagidir [98].

In"t Anker ve ekibi, amniyotik membranin osteojenik ve adipojenik
farklilasmaya giden mezenkimal kék hiicrelerden zengin oldugunu gostermislerdir
[17]. insan amniyon mezenkimal kdk hiicrelerin ekstraembriyonik mezoderminden
koken aldig1 dustiniilmektedir [99]. iIAMKH’lerin plastisite yetenegi vardir. Fibroblast-
benzeri sekilleri vardir. CD90, CD73, CD105 gibi spesifik hiicre ylizey belirteglerini
%95’ten fazla oranda eksprese edebilirlerken, CD45, CD34, CD14, HLA-DR gibi hiicre
ylzey belirteclerinin %2’den daha az oranda ekpresyonunu gosterirler. Osteojenik,
adipojenik, kondrojenik ve vaskuller/endotel gibi hiicre hatlarina farklilasma
potansiyelleri vardir ve fetal orijinlidirler [94]. insan amniyotik membranindan izole
edilen mezenkimal kék hicreler, insan kemik iliginden izole edilen kék hicrelerle
karsilastirildiginda morfolojik olarak hicbir fark gozlenmez. insan amniyotik
membranindan izole edilen kdék hicrelerin imminofenotipik karakterleri kemik
iliginden izole edilen kok hiicrelerle uyum gostermektedir [18].

iAMKH’ler birinci, ikinci ve Uglincli trimesterden izole edilebilir [100].
iIAMKH’ler maternal hiicrelerin varligini en aza indirgemek icin fetal ylizeyden ayrilan
amniyondan izole edilir. Homojen iAMKH populasyonu iki adim izlenerek elde
edilebilir: kiiglik pargalara ayrilan amniyonun, epitel hiicrelerden elimine edilmesiigin
tripsine maruz birakilmasi ve kalan parcalarin kollajenaz veya kollajenaz ve DNaz
sindirimine birakilmasiyla gerceklestirilir. Term amniyonun her bir gram dokusundan
yaklasik 1x10°® iAMKH elde edilebilir [101].

iAMKH’ler plastik ylizeye yapisabilir ve 5-10 pasaja kadar cogaltilabilir. Daha
Once yapilan calismalarda iAMKH proliferasyonunun 2.pasajdan sonra yavasladigi
belirtilmistir [102]. Teorik olarak, amniyondan toplamda 5x10% iAMKH elde edilebilir
[18] fakat pratikte baslangic materyalinin her bir 100 cm? icin yaklasik 4x108 iAMKH
elde edilebilmektedir [94].
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iAMKH’ler in vivoda basarili ve kalici olarak bir ¢ok organ ve dokuya
yerlesmektedirler. insan kimerizmi, insan amniyon hiicrelerinin neonatal domuz ve
sicanlara intrapretonal veya intraveno6z olarak transplantasyonundan sona bobrekte,
beyinde, akcigerde, kemik iliginde, timusta, dalakta, ve karacigerde gosterilmistir
[103]

2.4, Uriner Sistem

Uriner sistem bir ¢ift bobrek ve ireter ile tek mesane ve tek tiretradan olusur
[104]. Uriner sistemin iic édnemli gérevi vardir: (1) siizme ve bosaltim ile kanin
nitrojenli ve diger artik metabolit Grlinlerini temizlemek, (2) stizme ve bosaltim ile
vicut sivilarinin ve elektrolitlerinin yogunlugunu dengelemek, (3) geri emilim ile
kiicik molekilleri (aminoasitler, glukoz ve peptitler), iyonlari ve suyu yeniden elde
ederek kan homeostazini korumaktir.

Bobrek, renin enzimini Greterek kan basincini diizenler. Renin anjiyotensinin
aktif bilesen anjiyotensin IlI'ye donisimiini baslatir.

Bobrek,ayni zamanda endokrin bir organdir. Kemik iliginde, kirmizi kan hiicre
Uretiminin  bir uyarani olan eritropoietin’i Uretir. Ayni zamanda kalsiyum
metabolizmasinin  kontroli ile ilgili bir vitamin D tlrevi olan 1,25-
hidroksikolekalsiferol’t aktive eder [105].

2.4.1. Bobregin Gelisimi

Uriner ve genital sistem embriyoda yakin iliski icinde gelisirler. Bu yiizden
Urogenital sistem olarak adlandirilir [106]. Urogenital sistem, embriyonun dorsal
vicut duvari boyunca yerlesen, intermediyer mezoderm'den gelisir. Embriyonun
horizontal planda katlanmasi sirasinda, bu mezoderm ventrale dogru cekilir [106,
107]. Bu sirada s6lom bosluguyla olan iliskisini ve segmentasyonunu kaybeder,
orijinal segment basina iki, (¢ ve hatta daha fazla bosaltim tlibili olusturur. Sonucta,
segmente olmayan mezodermden, nefrojenik doku kordonlarini meydana getirir.
Bunlar da bosaltim tiibullerini ve s6lom boslugunun arka duvarinda her iki tarafta
uzunlamasina yer alan lirogenital kabarikliklari meydana getirir [108]. Bu doku daha
sonra Uriner ve genital sistemleri olusturacaktir [107]. Uriner sistemi olusturacak olan
Urogenital kabarti kismi “nefrojenik kordon” veya kabarti adini alirken, genital sistemi
olusturacak kismi, “genital (gonadal) kabarti” olarak adlandirilir [107]. Dérdinci
haftanin basinda servikal bolgedeki intermediyer mezoderm, somitle olan
baglantisini kaybederek nefrotom adi verilen segmental hiicre topluluklarini
olusturur [106, 108]. Bu ilkel bosaltim birimleri sadece rudimenter bosaltim
tlbdllerini meydana getirirler ve fonksiyon gérmezler. insanlarda intrauterin yasam
boyunca, kranialden kaudale dogru, birbirinden farkli {ic bdbrek sistemi pespese ve
kismen de Ust (iste binecek sekilde olusur [108]. ilk olarak olusan bébrek sistemi olan,
pronefroz rudimenterdir ve fonksiyonel bir 6zellige sahip degildirler.
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2.4.1.1.Pronefroz bobrek

Pronefrozu, 7 cift pronefrik tibill ve kloakaya erismek lizere embriyonun
kaudal bolimiine dogru uzanan bir pronefrik kanal olusturur [106]. Bu gegici,
fonksiyonel olmayan yapilar insan embriyosunda ilk olarak doérdinci haftanin
baslangicinda ortaya cikarlar. Pronefrozlar, servikal bolgedeki 7-10 adet solid hiicre
toplulugu tarafindan temsil edilirler [108]. Pronefrik duktus, kaudal olarak uzandiktan
sonra kloaka'ya agilir. Rudimenter olan pronefrozlara ait yapilar, kisa bir slire iginde
dejenerasyona ugrarlar ancak, pronefrik duktuslardan ¢ogu, belirli bir stire kalir ve bir
sonraki bobrek sisteminde bunlardan yararlanilir [107].

2.4.1.2. Mezonefroz bobrek:

Mezonefroz ve mezonefrik kanallar, Ust torasik ile Ust lumbar (L3)
segmentlerin intermediyer mezoderminden gelisirler [108]. Oldukg¢a genislemis ve
uzamis bosaltici organlar olan mezonefrozlar, dérdiincii haftanin sonuna dogru,
rudimenter yaplilar olan pronefrozlarin kaudalinde ortaya cikarlar. Bu yapilar daha iyi
gelismistir ve kalici bobrekler olusuncaya kadar ara bobrekler olarak, embriyoda
fonksiyon gorirler [107]. Bu tlbuller boyca hizla uzarlar, S seklinde bir halka halini
alirlar ve medial uzantilarinin ucunda bir glomerulus olustururlar. Burada tibdller,
Bowman kapsuluni olustururlar. Kapsil ve glomeril birlikte renal korpuskili
meydana getirirler. Tubulis lateralden, mezonefrik veya Wolff kanal olarak bilinen
longitudinal toplayici kanala girer. ikinci ayin ortasinda mezonefroz, orta hattin her
iki yaninda biyuk ve oval sekilli bir organ haline gelir [108]. Mezonefrik bobrekler
glomeriller ve mezonefrik tiibillerden olusmuslardir. Mezonefrik tiibiller, pronefrik
duktustan koken alan mezonefrik duktusa agilirlar. Mezonefrik duktus da kloakaya
acihr. Mezonefrozlar, birinci trimesterin sonuna dogru dejenere olurlar [107].

2.4.1.3. Metanefroz bobrek:

Metanefroz veya kalici bobrekler, 5. haftada belirirler ve yaklasik 4 hafta
sonra da fonksiyonel hale gelirler [107, 108]. Mezonefrik sistemde oldugu gibi bu
sistemin bosaltim birimi de metanefrik mezodermden gelisir. Ancak, kanal sisteminin
gelisimi diger bobrek sistemlerinden farkhdir [108]. Kalici bobrekler, mezoderm
kaynakh iki par¢adan olusur: Metanefrik divertikiil (Ureterik tomurcuk) ve
intermediyer mezodermin metanefrik kitlesi (metanefrojenik blastem). Mezonefrik
kanalin bir g¢ikintisi olan tomurcuk; Ureterler, renal pelvis, renal 4 kaliksler, toplayici
kanallar ve toplayici tiblleri olusturur [106-108]. Bu tomurcuk, metanefrik doku
icine penetre olur. Penetrasyonun ardindan lreter tomurcugu genisleyerek primitif
renal pelvisi olusturur ve gelecekteki ana kaliksleri olusturmak tizere kranial ve kaudal
parcalara ayrilir. Kalikslerin her biri, metanefrik dokuya penetre olurken iki yeni
tomurcuk olusturur. Bu tomurcuklar 12 ve daha fazla sayida tibdil olusturana kadar
boliinmeye devam ederler. Bu sirada, periferde de 5. ayin sonuna kadar bir miktar
tibil daha olusur. ikinci generasyondaki tibiiller genisleyerek, iic ve dérdiinci
generasyona ait tlbulleri absorbe ederek renal pelvisin mindr kalikslerini

20



olustururlar. Gelisimin daha sonraki evrelerinde, 5. ve takibeden generasyonun
toplayici tibdilleri hatiri sayilir sekilde boyca uzarlar ve minér kaliksler igine dogru
toplanarak renal piramidleri meydana getirirler [108]. Olusan kollektor tibuller, distal
uctan bir metanefrik doku sapkasi ile 6rtuliidiir. Bu metanefrik doku igindeki hiicreler,
tibdllerin indlkleyici etkisiyle renal vezikil olarak bilinen kigiik kesecikleri
olustururlar ve daha sonra bunlardan kiguk tlbuller meydana gelir. Bu tibdiller,
glomerul adi verilen kapiller yumaklariyla birlikte nefronlari olusturur [108]. Ara
mezodermin kaudal pargasindaki metanefrojenik doku; nefronlarin geri kalan
proksimal ve distal tiibilleri, Henle kulbu ve bobrek cisimciginin Bowman kapsuli
kisimlarini olusturur [106]. Bowman kapsuill, her nefrona ait proksimal ucun glomertiil
tarafindan derin sekilde yaylandirilmasiyla saglanir. Tlbilln distal ucu ise, Bowman
kapsulinden toplayici kanallara gecisi saglayacak sekilde, toplayici kanallardan biriyle
iliski kurar. Bosaltici tibullerin uzamaya devam etmesi sonucu proksimal kivrimli
tubduller, Henle halkasi ve distal kivrimli tibdiller meydana gelir [108]. Toplayici
tubdllerin son dallarinin distal uclar baslangicta metanefrojenik dokunun hiicre
kiimeleri ile sarilmigtir. Bu hicre kiimeleri, merkezi bir [imene sahip olan ilkel
tibullere donlserek, daha sonra nefronlari yapacak olan igi bos vezikiller
olustururlar. Tek kath epitel ile doseli tibuiller, distan devamli bazal membran ile
sarilir, uzar ve sonunda kivrimli eriskin yapisina ulasir. Tlbdllerin distal (serbest)
uclarini 6rten epitel, bébrek cisimcigini olusturmak Uzere yassilasir ve glomerdler
kapiller kiimesi tarafindan doldurulur. ilkel nefron ve toplayicl tibiil ile yan yana
siralanir ve iki yapi bir idrar yolu olusturmak (zere kaynasirlar [106]. Dogumda
bobrekler, lobile bir gériinimdedir. Sit cocuklugu déneminde nefronlarin biylimeye
devam etmesi ile bu lobile gériinim kaybolur. Ancak nefronlarin sayisinda bir artis
olmaz [108]. Metanefroz veya kalici bobrek, birinci trimesterin sonunda fonksiyonel
hale gelir. idrar amnion bosluguna geger ve amnion sivisiyla karisir. Bu karisim, fetus
tarafindan yutulur ve bebegin sindirim sistemine girer. Burada emilerek kan
dolasimina gecer ve tekrar bobrekler tarafindan amnion sivisina atilir. Fetal yasam
suresince yikim Urlnlerinin atilimindan plasenta sorumlu olup, boébreklerin bu
gorevde fonksiyonu bulunmamaktadir. [107, 108].
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Sekil 2.4.1.3. Metanefroz (kalici bobrek)’ un gelisimi, A: 5 haftalik embriyonun lateral gériniminde
metanefroz primordiumu. (B-E): metanefrik divertikilin (Greterik tomurcuk) gelisme
safhalari ve (5.-8. haftalar arasi) Ureter, renal pelvis, kaliksler ve toplayici tiballerin
gelisimi.

2.4.2.Bobregin Histolojisi

Bobrekler columna vertebralis’in iki yaninda, peritonun arkasinda, karin arka
duvarina yaslanmis olarak bulunurlar. Faslilyeye benzer bir gortinimleri vardir. Her
bir bébregin 6n ve arka iki yizi, konveks bir dis kenari ile konkav bir i¢ kenari vardir
[109, 110]. i¢ kisminda; lreterler, kan damarlari, lenfatikler ve sinirlerin gectigi
bobrege giris ve gikislarin yapildigi dik bir yarik olan hilum bulunur [106, 109, 110].
Ortalama agirliklari erkeklerde 150 gr ve kadinlarda 135 gr’dir. Karaciger nedeniyle
sag bobrek sol bobrekten yaklasik 2 cm daha asagida yer almaktadir [111].

Bobrekler siki bag dokusundan yapilmis ince bir kapsil ile sarilmistir.
Parankima; dista koyu kirmizi korteks, i¢ kisimda daha acik ¢izgili medulla ve sig bir
bosluk olan renal sinis icinde yer alan huni sekilli pelvis olarak ayrilir [106].

Kapsiil: Bobregin ylzeyi bag doku karakterinde bir kapsille 6rtiilmiis durumdadir. Bu
kapsul iki farkh katmandan olusur: dista bulunan katman fibroblastlar ve kollajen
liflerce zengindir, ic kisimda ise miyofibroblast hicre bilesenleri yer alir.
Miyofibroblastlarin kasilma yetenegi, bobregin fonksiyon gérmesi esnasindaki basing
ve hacim varyasyonlarina karsi bobregin korunmasinda yardimci olmaktadir. Fakat
spesifik 6zellikleri heniliz tam olarak bilinmemektedir. Bobregi saran kapsil hilumdan
iceri dogru giris yapar. Burada sinls bir bag doku tabakasi ile 6rtiilmis, kalikslerin ve
renal pelvisin duvarlari da surekli bir bag dokusuyla astarlanmistir [93]. Bobrek ve
bobrekisti bezini en distan saran bag doku karakterindeki 6rti ise renal fasya adini
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alir. Bu yaprak, hilumda renal damarlarin tunika adventisyasi ile kaynasmis
durumdadir [109].

Parankima: Ciplak gozle taze bir bobrek incelendiginde, farkli iki bolim gorilir. Kanin
%90-95’inin gectigi koyu renkli “korteks” kismi ve %5-10"unun gectigi soluk renkli
“medulla”’dir [93]. Medulla 12-15 konik renal piramitlerden olusur. Bu piramitlerin
her birinin korteksi sinirlayan genis bir tabani ve sinlise uzanan ve bir gikinti olusturan
tepesi (papilla) bulunur. Korteks parcalari renal situnlari olusturmak tzere piramitler
arasi alanlara sokulurlar (Bertin kolonlar). Ureterin yelpaze seklindeki genislemesi
olan renal pelvis, en genis yerinde iki ya da li¢ ganak benzeri major kaliksleri olusturur.
Bunlar, her birine bir piramidin papillasinin bosaldigi minor kalikslere ayrilir. Bir
papilla ve onunla iliskili parankima bolgesi bébrek lobu adini alir; her insan bobregi
12-15 lobdan olusur. idrar, piramitlerden ve kalikslerin icinden gecerek renal pelvise,
oradan da bobreklerin disina Greterlere akar [106]. Bir medulla piramiti, onu kaplayan
korteks bolgesi ile birlikte bir boébrek lobunu olusturur. Bu loblarin kaynasma
bolgelerinden arta kalan yapilar halinde bulunan boébrek situnlari (Bertin situnlari)
loblararasi siniri olusturur [105]. Henle kulplarinin ve toplayici kanallarin paralel
gruplari, daha derindeki medulladan kortekse uzanan medulla isinlarini olusturur. Her
medulla 1sini ve onun kortikal parankimasi bir bébrek lobilini olusturur [106].

Her bir bobrek 1 ile 4 milyon arasinda nefron igerir. Her nefron genislemis bir
bolim olan renal cisimcik (veya bobrek cisimcigi=Malpighi cisimcigi), proksimal
kivrimli tlibidl, Henle kulbunun ince ve kalin uzantilar ve distal kivrimli tibulden ve
toplayici tiibul ve kanallardan olusmaktadir. Nefron, bobregin islevsel birimidir [104].
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Sekil 2.4.2.1. Bobregin Histolojik yapisi sematik gériinimii [112].
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Sekil 2.4.2.2. Bobregin genel diizenlenmesi[93]

Nefronlar, kortekste Malpighi cisimciklerinin yerlestigi yere gore; kortikal
nefronlar ve jukstameduller nefronlar olarak ayrilirlar [106].

Kortikal nefronlar; Malpighi cisimcikleri korteksin dis kismina yerlesmis olan
nefronlardir. Piramitlerin dis bolgelerine dogru uzayan kisa bir Henle kulbuna
sahiptirler. Jukstameduller nefronlarda; Malpighi cisimcikleri meduller piramitlere
yakindir. Bunlar piramitlerin i¢ bélgelerine dogru uzayan uzun Henle kulbuna sahiptir.
idrar konsantrasyon mekanizmasinda 6zellikle rol oynarlar [105, 106]. Bir de buna ek
olarak intermediyer nefronlarin varligindan bahsedilmektedir. intermediyer
nefronlarda ise Malpighi cisimcikleri korteksin orta bélgesindedir. Orta uzunlukta bir
Henle kulbuna sahiptirler.

Nefron iki bilesenden olusur: 1- Bobrek cisimcigi (Malpighi cisimcigi) 2- Bobrek tibila

Bobrek tlibili birgok béliimden olusur: Bunlar proksimal kivrimli tiibil, Henle
kulbu ve toplayici tiblle bosalan distal kivrimli tlbillerdir. Toplayici tiibil, kortikal
bolim ile dis meduller ve ic meduller toplayic tibiller olmak tzere l¢ boélime
sahiptir: Henle kulbunun kalin inen ve kalin ¢ikan kollari sirasiyla proksimal ve distal
kivrintili tibulleri, Henle kulbunun ince koluna baglar [104, 105]
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Sekil 2.4.2.3. Kortikal ve jukstameduller Nefron ve buna bagli toplayici kanal ve tiibalin
bolumleri [104].

Bobrek Cisimcigi (Malpighi Cisimcigi): Bobrek cisimcigi, Bowman kapsili denilen,
epitelden olusan cift duvarli kese benzeri yapidan ve glomerdler kapiller kimesinden
olusur. Her renal cisimcigin cap! yaklasik 200 um'dir. Bowman kapsuli glomeriil
kapillerindeki kandan stzilen filtrati alir. Bu kapsil iki tabakaya sahiptir. Bunlar,
kapiller glomeritle tutunan viseral tabaka ve dis kisimda bulunan pariyetal tabakadir.
Visseral tabaka, podositler olarak adlandirilan ve bir bazal lamina ile desteklenen

epitel hiicreleri ile doselidir. Pariyetal tabaka, basit yassi epiteli destekleyen bir bazal
lamina ile kusatilir ve proksimal tibdiliin basit kiibik /prizmatik epiteli ile devam eder.
Plazma ultrafiltrati iceren idrar boslugu (lriner bosluk- Bowman boslugu), kapsilin
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visseral ve pariyetal tabakalari arasinda bulunur. idrar boslugu plazma ultrafiltratinin
icinden aktigi idrar kutbunda proksimal kivrimli tibulin limeni ile devam eder.
Afferent ve efferent glomeriler arteriyollerin giris ve ¢ikis bolgesi olan zit kutup ise
damar kutbu olarak adlandirilir [105].

Glomerdiil U¢ bilesenden olusur:
1- Pencereli endotel hiicreleri ile désenen glomeriler kapilerler,
2- Mezengiyal matrikse gomiili mezengiyal hiicrelerce olusturulan
mezangiyum,
3- Bowman kapsuliinin viseral tabakasini olusturan podositler [105].

Distal tabul
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Gefirici ———___
arter
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Sekil 2.4.2.4. Bobrek cisimciginin sematik gériuntlsi [104].

Embriyonik gelisim sirasinda pariyetal tabakanin epiteli nispeten
degismeksizin kalirken igteki viseral tabaka buylik 6lclide degisir. Bu i¢c tabakadaki
hiicrelerin govdelerinden birkac birincil uzanti sekillenir ve bu hiicreler ayakli hiicreler
(podositler) adini alir. Her bir primer uzanti ayakc¢ik (pedisel) denen glomerilin
kapilerlerini saran cok sayida ikincil uzanti olusturur. ikincil uzantilar, 25 nm'lik sabit
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bir mesafede, bazal lamina ile dogrudan temas halindedirler. Ancak podositlerin
hiicre gévdeleri ve birincil uzantilari bazal laminaya degmez [104].

Podositlerin sekonder uzantilari birbirleriyle aralarinda 25 nm’lik bosluklar
olusturacak sekilde kenetlenirler; bu araliklar stziilme ya da filtrasyon yariklari adi
verilen yapilari olusturur. Podositlerin sitoplazmasinda bunlarin kasilabilmesini
saglayan aktin mikrofilaman demetleri vardir [104].

Glomerdl kapilerlerindeki endotel hicreleriyle, bunlarin dis yizeyini orten
podositler arasinda kalin bir bazal membran bulunur. Podositler ve pencereli endotel
hicrelerinin her ikisi ve bunlarin ilisikte oldugu bazal lamina, glomeriler siizme
bariyerini (glomeriler filtrasyon bariyeri) olusturur [105]. Bu tabaka, kapilerlerdeki
kanla idrar boslugunu birbirinden ayiran bir siiziilme engeli olusturmaktadir. Bu bazal
membran kapilerin ve podositin olusturdugu bazal laminalarin kaynasmasindan
meydana gelmistir. Elektron mikroskobik diizeyde bakildiginda, ortada elektron
yogun bir tabaka (lamina densa) ve her iki yanda daha fazla elektron gecirgen bir
tabaka (lamina rara) yer alir [104]. Her iki elektron gecirgen lamina rara tabakasi,
hlcrelerin tutunmasina yarayabilecek olan fibronektin igerir. Lamina densa ise
negatif yukli bir proteoglikan olan ve katyonik molekillerin gecisini engelleyen
heparan siilfat iceren bir matriks icinde tip IV kollajen ve lamininin olusturdugu ag
seklinde bir yapidir. Yani glomeril bazal laminasi, lamina densanin fiziksel bir filtre
olarak is gordligl, lamina raradaki anyonik bodlgelerin ise elektriksel bir engel
olusturdugu secici bir makromolekdler filtredir. 10 nm'den daha buyik partikiller
bazal laminadan gecemez; molekil agirligi albiminin molekdl agirhgindan fazla olan
negatif yukll proteinler ise membrandan eser miktarda gegmektedir [104].

Ayni podositten veya komsu podositlerden hiicre uzantilarinin sonlanmalari
olan pediseller, bazal laminayl kaplamak igin birbirlerinin icine gegerler ve stizme
yariklari (filtrasyon yariklari) olan bosluklar ile ayrilirlar [105, 106].

Glomeriiler kapilerleri olusturan endotel hiicreleri arasinda, 70-90 nm g¢apta
bir fenestrata (pencere) bulunur. Ama burada, diger fenestratali kapilerlerde bulunan

|II

diyafram yapisi yer almaz. 3-4 kapiler birlesip “glomertler kangal” denen grupguklar
olustururlar. Bunlarin eksenlerini “mezangium” meydana getirir. Mezangium, kendi
salgiladigl matriks icine yerlesmis “mezangial hiicreler”’den olusur. Bu hiicrelerin
sitoplazmik uzantilari, kapiler [limenine ulasacak sekilde endotel hiicrelerinin arasina
sokulur. Ayrica mezangial hiicreler, kapilerleri saran ve destekleyen amorf yapida bir
madde salgilarlar [105, 106]. Mezangial hicreler; kasilabilir, cogalabilme
yeteneginde, matriks ve kollajen sentezleyen ve biyolojik olarak aktif maddeleri
(prostaglandinler ve endotelinler) salgilayan hiicrelerdir. Endotelinler, afferent ve

efferent glomeriler arteriyollerin kasilmasini uyarirlar [105].
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Malpighi cisimciginin vaskiler kutbunda yer alan Jukstaglomerilar aygit,
cesitli yapilardan olusan ve kigik bir endokrin fonksiyonu géren bilesendir. Bunlar;
distal kiviimli tibdlin baslangic kisminin ayri bir bolgesi olan makula densa,
ekstraglomeriiler mezangial hiicreler ve afferent glomeriler arteriyoliin, daha az
oranda da efferent glomerular arteriyoliin renin lireten hicreleri (jukstaglomeruler
hicreler) dir [104, 106].

Makila densa, NaCl derisimlerindeki degisikliklere duyarhdir ve
jukstaglomeriiler hiicrelerden renin salinimini etkiler. Renin, NaCl derisimi veya kan
basinci distlginde salgilanir. Ekstraglomeriler mezangial hiicreler, birbirlerine ve
jukstaglomeriiler hiicrelere gap-junction’larla baglanirlar [105].

Bobrek tiibuli: Bobrek cisimciginin idrar kutbunda, Bowman kapsuliiniin pariyetal
yapraginin tek kath yassi epiteli; proksimal kivrimh tibdllerin kibik ya da algak
prizmatik epiteli ile devam eder. Bu kisim distal kivrimli tiibillerden daha uzundur ve
bu ylzden korteks igindeki bobrek cisimciklerinin yaninda daha sik gorilir. Proksimal
kiveimh tUbdllerin hicreleri ¢ok sayidaki uzamis mitokondrisi nedeniyle asidofilik
sitoplazmaya sahiptir [104, 106]. Hicrenin tepesinde fircamsi kenari olusturan
yaklasik 1 um uzunlugunda, ¢ok sayida mikrovillus bulunur. Bu ylizden tibdllerin
[imeni biylik oranda kiiciImis ve daralmistir [104].

Proksimal tlbiller kortekste fazlaca kivrimlidir ve medullaya dogru dizlesir.
Nefronun en uzun pargasidir, kortikal parankimanin bilytk boliminG olustururlar.
Proksimal tibdller enine kesitlerde yuvarlak ya da ovaldir. Genellikle dértten sekize
kadar degisen sayidaki yuvarlak nukleus, her hiicrenin merkezinde ya da tabanina
dogru vyerlesir. Tek kath kiibik ya da alcak prizmatik epitelden olusan duvarlari,
merkezdeki dlzensiz sekilli limeni cevreler. Proksimal tlbillerin apikal hiicre
zarlarinda belirgin bir fircamsi kenar olusturan cok sayida mikrovillus bulunmasi
nedeniyle i¢ sinirlar piarizlidar. Lateral hiicre sinirlart kismen interdijitasyonlarin
yaygin olmasi nedeniyle 1stk mikroskobu ile genellikle belirgin degildir [106].

Proksimal tiibll hicrelerinin apikal sitoplazmalarinda, mikrovilluslarin
tabanlari arasinda cok sayida kanalcik bulunur. Bu kanalciklar proksimal tiibul
hiicrelerinin makromolekilleri emme yeteneginde etkin rol oynarlar. Apikal zarlarin
ice dogru yaptigi girintiler pinositotik vezikllleri olusturur ve bu vezikiiller iginde
glomeril stzgecinden gecen makromolekiiller (esas olarak molekdl agirhgr 70
kDa'dan duisiik olan proteinler) bulunur. Bu hiicrelerin taban bolimlerinde yogun ic
girintiler ve komsu hicreler arasinda yan kenetlenmeler bulunmaktadir.
Mitokondriler hiicrenin tabaninda yogunlasmistir ve hiicrenin uzun eksenine paralel
dizilim gosterirler. Mitokondrilerin bu sekilde yerlesimi ve hiicrenin tabaninda zarin
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ylzey alanini arttiran bu diizenlenme, aktif iyon tasinmasinda rol alan hiicrelere
Ozgudir. Lateral membran kenetlenmelerinin  yayginhg nedeniyle (isik
mikroskobunda) incelenen proksimal tiibil hiicreleri arasindaki hiicre sinirlari belirgin
olarak segilemez. Proksimal kivrimli tiibiller stzintldeki glikoz ve aminoasitlerin
timiind, suyun ve sodyum kloririin %85'ini ve ayrica fosfat ve kalsiyumu emer. Biitiin
bu fonksiyonlara ek olarak proksimal kivrimli tibller kreatinin gibi maddeleri ve
paraaminohippurik asit ve penisilin gibi viicuda yabanci olan maddeleri idrara
gegcirirler. Bu olay tubdler salgilama olarak tanimlanan aktif bir islemdir [104].

Distal kivrimh tubuldeki hiicreler iyon gegisinde islev gosteren daha incelikli
bazal membran ice kivrimlarina ve bunlara eslik eden mitokondrionlara sahiptirler.
Tubdller kortekste izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina ait bébrek cisimciginin
damar kutbu ile temas halindedirler. Bu yakin temas noktasinda distal tiblil, aferent
arteriyol gibi farklilasir. Distal kivrimh tlbal hiicreleri bu jukstaglomeriler bolgede
genellikle prizmatik hale donistr ve nukleuslari da biraraya toplanir. Cogu hiicrenin

bazal bélimiinde Golgi kompleksi bulunur.

Mikroskobik 6rneklerde nukleuslarin yakin yerlesimi ylziinden daha koyu
renkli goriinen bu distal tibdl alani makiila densa olarak adlandirilir. Makiila densa
hicreleri tbul igi sividaki klorir iyon igerigine ve su hacmine duyarlidir, dolasima
renin salgisini baslatan molekiler sinyaller Gretirler [104].
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Distal kivrimli tibdlun distal kismi ile toplayici kanallar antiditiretik hormon ve
vazopressin varliginda suya gegirgendir [105]. Distal kivrimli tiibillerde aldosteron
yogunlugu yeterince yiksek oldugunda iyon degisimi gerceklesir: sodyum emilir,
potasyum iyonlari disari verilir. Bu diizenek viicudun toplam su ve tuz igerigini etkiler
[104].

Distal kivrimh tliblllerden gecen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiyik,
diz toplayict kanallari olusturan toplayici tiibillere bosalir [104]. Distal kivrimli
tibulleri toplayici kanallara baglayan toplayici tlbillerin ¢aplari, proksimal
parcalarda 40 um'den, renal pelvis'teki toplayici kanallara yaklastikga 200 um'ye
kadar degisir. Bu kanallar, idrar iletmek igin kortekste, meddiller isinlarin iginde
medullaya dogru uzanan kavisli toplayici tiiblller olarak baslarlar. Bunlar daha sonra,
medullada seyreden diiz toplayici tubdlleri olusturmak Gzere diger kavisli tiibillerle
birlesirler. Medullanin i¢ kisminda alti ya da yedi diiz tibil ug¢ papiller Bellini
kanallarini olusturmak Gzere keskin agilarla birlesirler. Medulla piramitlerinin tepe
kisminda, papiller kanallar renal papillayi delerek area cribrosa'yr (delikli alan)
yaparlar [106].

Henle kulbu, proksimal kivrimli tibillere yapica ¢ok benzeyen bir kalin inen
kol; bir ince inen kol; bir ince ¢ikan kol ve bir kalin ¢ikan koldan olusan U seklinde bir
yapidir. Kalin ¢ikan kol yapica distal kivrimli tiibillere ¢ok benzer [104]. Kalin inen
parca, proksimal kivrimli tiibuliin devamidir. Kalin ¢ikan parga ise distal kivrimli tiibal
ile devam eder. ince parcalarin uzunlugu kortikal ve jukstameduller nefronlarda
farkhdir. Cikan kol suya gecirgen olmadigindan, stzllen suyun geri emilimi,
¢ogunlukla inen kolda, tlbller ve interstisyel sivi arasindaki osmotik gradyanla
gerceklestirilir. Henle kulbu, stiziilmls suyun %15 kadarini ve NaCl, K+, Ca+2, ve HCO-
3’tn %25 kadarini geri emer. Kollarin kalin pargalari, proksimal tibdllerin epitel
ortisu ile degisen alcak kiibik epitel ile doseli iken, ince pargalar ise basit yassi epitel
ile doselidir [105].

Jukstamediiller nefronlarin henle kulbu ¢ok uzundur ve medullanin
derinliklerine dek inerler. Bu kulplar kisa bir kalin inen kol, uzun ince inen ve ¢ikan
kollar ile kalin ¢ikan koldan olusmustur. Ote yandan kortikal nefronlarda inen ince
kollar ¢ok kisadir ve ¢ikan ince kol bulunmaz [104].

Henle kulbunun ¢ikan kalin kolu kortekse girer; belli bir yolu katettikten sonra,
biklimlenir ve distal kivrimli tiibulleri olusturur. Bu tlbil ¢cikan kol gibi tek kath kiibik
epitelle doselidir. Distal kivrimh tibdller proksimal kivrimli tlibullerden (her ikisi de
kortekste bulunur) fircamsi kenarlarinin ve apikal kanallarinin olmamasi ve
hiicrelerinin daha kigulk olmasi ile ayrilir. Fakat, hiicrelerde nadiren kisa ve kalin
mikrovillus bulunabilir. Bir diger fark da distal tibil hiicreleri proksimal tibdil
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hlcrelerine gore daha diz ve daha kiglk oldugu igin distal tiiblilde, proksimal
tibilde oldugundan daha fazla sayida nukleus gorilir [104, 106].

Kiguk toplayici tibuller kiibik epitelle doselidir ve ¢caplari ortalama 40 um'dir.
Bu tlbiller medullanin derinliklerine dogru indikge hiicrelerin boyu prizmatik olana
kadar uzar. Piramitlerin ucuna yakin bolimlerde toplayici kanalin capi 200 um'ye
ulasir. Toplayici tlbilleri olusturan hiicreler rutin boyalarla zayif boyanirlar.
Sitoplazmalari az sayida organel icerir ve elektron gecirgendir. Toplayici tliblllerde ve
korteksteki toplayici kanallarda koyu boyanan ara bir hiicre tipi de gérilmektedir; bu
hicrelerin 6nemi anlasilamamistir. Isik mikroskobu ile bakildiginda toplayici tibil ve
kanal hiicrelerinin hiicrelerarasi sinirlari net olarak secilebilir [104].

Tabanlari ince bir bazal membran Uzerine oturur ve apikal ylzeyleri genis bir
merkezi limen ile temas eder. Bunlarin lateral hiicre sinirlari, hiicrelerarasi ¢ikintilarin
ya da invajinasyonlarin olmayisi nedeniyle, Urinifer tubillerin diger pargalarinda
oldugundan daha belirgindir. Her bir hiicre yuvarlak, merkezi bir ¢ekirdege, soluk
sitoplazmaya ve Urinifer tiibullerin diger parcalariyla karsilastirildiginda nispeten
daha az sayida organele sahiptir. Nukleusun ¢evresinde cogu kez bir hale vardir. Bu
hale, ¢cogunlukla glikojenden dolayidir ki 1sik mikroskobu ile genellikle solmus olarak
goralur [106].

Toplayicl kanallar, farkli islevsel evreleri gosteren ince yapi farklari olan agik
(esas) hiicreler ve koyu (interkale) hiicreler denilen iki tip epitel hiicresine sahiptir.
Koyu hiicreler idrarin asitlestirilmesinde daha aktif rol oynarken, acik hiicreler daha
¢ok organeller, apikal vezikiller ve bazal katlantilar icerir. Koyu hiicrelerin apikal
ylzeylerinde de daha ¢ok sayida, kisa ve kalin mikrovilluslar bulunur; agik hiicreler tek
bir silyum tasiyabilir. Her iki hiicre tipi de siki baglantilar icerir; bazal plazma zarlari
ince bir bazal membran Uzerinde yerlesmistir. Toplayici tibdlller arka hipofizden
salgilanan antiditretik hormon tarafindan kontrol edilen bir miktar su absorbsiyonu
yaparak, idrari nefrondan renal pelvise tasir. ;Ayrica, aktif olarak H+ ve HCO3 salgilar
ve K+'u geri emerler. Toplayici kanallar yalnizca tasima islevi yapan kanalciklar
olmayip, ayrica idrari yogunlastirmada ve asit-baz dengesini diizenlemede rol oynar
[106].

2.4.3. Bobrek Hasari

Bobregin temel olarak fizyolojik gorevi, metabolik atiklari atiim maddesine
donistiren  osmoregiilasyon  olarak  bilinen  hemostatik  fonksiyonlari
gerceklestirmektir. Glinimizdeki bobrek hastaliklari Diinya capinda daha yiksek
oranlara tirmanmaya devam eden, epidemik oranlara ulasan genel toplum saglk
problemi haline gelmistir. Bu artis, yash populasyonun ve kardiyovaskiiler hastaliklar,
hipertansiyon ve diyabetin neden oldugu renal komplikasyonlarin yayginliginin
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artmasiyla iliskilendirilmektedir [113]. Bobrek hastaliklari akut bobrek hasari (ABH)
veya kronik bobrek yetmezliginden (KBY) kaynaklanan durumlarla birlikte konjenital
defektlerden ileri gelmektedir [114-118]. ABH, sepsisin, toksinlerin ve iskeminin
neden olabilecegi ani renal hiicre hasarindan bobrek fonksiyonlarinin hizli bir sekilde
kaybiniigerir [115-117]. KBY’nin belirgin 6zelligi, saglikh dokunun erozyonu ve fibrozis
nedeniyle zaman icerisinde siirekli olarak bobrek fonksiyonlarinin kaybidir [118].
Bobrek hastaliklari transplantasyon veya diyalizle birlikte renal degisim tedavisi
gerektiren son evre bdbrek yetmezligi (SEBY) olarak bilinen organ yetmezligine neden
olmaktadir. Renal yetmezlikle klinikte basa ¢ikilabilmesine ragmen, ¢ok yiksek 6lim
oranina sahiptir ve yogun bir sekilde uzun bir tedavi sireci gerektirmektedir. Tedavi
merkezleri hasta ve hasta yakinlarina ekonomik bir yiik olarak ve saglik sisteminde
sosyoekonomik bir ylik olarak distintlmektedir [113]

2.4.3.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), diinyada ve (ilkemizde epidemi halini almis,
kronik, renal veya sistemik hastaliklara baglh olarak bdébrek fonksiyonlarinin
donlsimsiz kaybi ile karakterize olan 6nemli bir halk saghgl sorunudur. Giderek
artan sikligi, yol actig1 yiksek morbidite ve mortalite oranlari ve bunlarla birlikte
yasam kalitesini ciddi sekilde etkilemesi nedeniyle toplumsal yuki biylk olan bir
hastaliktir [119].

Kronik bobrek yetmezligi, glomeril filtrasyon oraninin (GFO) 80 ml/dk’nin
altina inmesi olarak tanimlanir [120]. GFO’nun geriye donissiz bir sekilde azalmasi,
gelismekte olan KBY’nin en 6nemli gostergesidir [121] ve etken ajan ortadan kalksa
bile hastalik progresif seyretmekte ve son evre bobrek yetmezligine (SEBY) dogru
ilerleme gostermektedir [122]. Son evre bobrek yetmezligi olan hastalar, yasam
kalitesinin iyi olabilmesi igin uzun déonem ve diizenli olarak hemodiyaliz tedavisine
gereksinim duymaktadirlar [77].

Ulkelerin 2007 yilina ait SEBY prevalanslarina bakildiginda listenin basinda
Tayvan, Japonya ve ABD yer almaktadir. Ulkemizde ise Tiirk Nefroloji Dernegi
kayitlarina SEBY yillik ortalama %12’lik artis hiza sahiptir [119]. Birlesik Krallik’ta SEBY
gorilme orani 20 yil 6ncesine gore iki katina ¢ikmis olup, pek ¢ok gelismis llkede de
yillik %5-8 oraninda artig géstermesi beklenmektedir. Bu artisa etki eden iki dnemli
etmen bulunmaktadir; populasyondaki yash niifusun artisi ve tip 2 diyabet mellitusun
diinya genelinde epidemik hale gelmesidir [118]. Kronik bébrek yetmezliginin gelisim
sirecini etkileyen diger etmenleri ise yas, cinsiyet, irk, genetik, proteiniri, lipidler,
hipertansiyon, sigara vb. seklinde siralayabiliriz [120].

Ulkemizde KBY icin gereken organ naklinin yiiksek maliyeti nedeniyle, hastalar
hayat boyu hemodiyaliz ya da periton diyaliz tedavisine bagimli olarak yasamlarini
sirdarirler [119].
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Hemodiyaliz, bdbrek yetmezligi sebebiyle bébrek fonksiyonlarini kaybeden
hastalarin hayatlarini devam ettirebilmeleri icin viicutta olusan toksik madde ve
sivilarin viicuttan atilmalarini saglayan bir tedavi yéntemidir. Ozel membranlar ile
hasta kani makineler araciligi ile temizlenir. Hemodiyaliz isleminin gerceklesmesi igin
yeterli kan akimi, bir membran ve hemodiyaliz makinesi saglanmalidir. Hemodiyaliz
tedavisi hastanin bébrek yetmezliginin siddetine, ¢ikardigi idrar miktarina bagh olmak
Uzere haftada 2 - 3 kez, 4 - 6 saat slire ile uygulanir [123].

2.4.3.2. Klinik Ozellikleri ve Komplikasyonlar

KBY, GFQ’ya gore evrelendirilebilir. Uremi varliginda ilk belirtiler istahsizlik,
bulanti, kusma, halsizlik, kilo kaybi, biling diizeyindeki degisiklikler, kasinti, nefes
darhgi, bacaklarda huzursuzluk hissi, perikardit kanama gibi durumlarda gesitli doku
ve organ sisteminin Giremik havuzdan etkilenmeleri sonucu ortaya ¢ikar. Ozellikle yash
olgular disuk tre dizeylerinde (100-120 mg/dl) bu belirtileri gosterirken bazi olgular
yuksek tre diizeylerinde (200-250 mg/dl) bile asemptomatik kalabilmektedir [120].

Evre Klinik Tanim GFR (mL/dk/1,73 | Degerlendirme
m?2)
1 Normal GFO >90 Birincil hastalik,
kardiyovaskiiler hastalik riski
2 Dusuk derecede 60-89 Hiperparatiroidizmin erken
azalmis GFO evresi,
KBY’nin ilerlemesi
3 Orta derecede 30-59 Anemi, dislipidemi, hiicre
azalmis GFO disi sivi hacmi
4 Cok dusuk GFO 15-29 Elektrolit bozukluklari,
diyaliz ve organ nakli icin
uygunluk
5 Bdbrek Yetmezligi | < 15 ya da diyaliz | ileri KBY ve diyaliz

komplikasyonlari

Tablo 2.4.3.2.1. Kronik bobrek hastaliginin evreleri [124].

Kronik bobrek yetmezliginde temeldeki bobrek hastaligi ne olursa olsun
histolojik incelemede glomeruler skleroz, hiicreler arasi matriks artisi, periglomeruler
ve interstisiyel fibrozis, tlbuler atrofi gozlenir. Bu durumda birincil hastaliktan
bagimsiz olarak ilerleyici bdbrek hasarinda cesitli mekanizmalarin rol aldigi
diuslinilmektedir. Bundan dolayi evreler arasindaki ilerleyici bobrek hasari, yiiksek
tansiyon, hizlanmis lokal ateroskleroz, hipertrofi ve bu hastaliklarin mekanizmalariyla
iliskili blytume faktorleri ile aciklanmaya calisilmistir [124].
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Yapilan bir gcalismada SEBY’de mortaliteye etki ettigi belirtilen 128 etmen
degerlendirilmis ve etki sirasina gore asagida adi gecen dokuz faktoriin mortaliteyle
anlamli iliskisi oldugu ortaya konmustur: (1) Tiumoér nekrozis faktér- a (TNF-a), (2)
Hematokrit, (3) interlokin-6, (4)Troponin T, (5) Kreatinin/ Ure hacmi (Kt/Viire), (6)
Prealbumin, (7) Ure azalma orani, (8) Serum albumin (9) C-reaktif proteini [125].
SEBY’in olugsmasinda pay sahibi olan hastaliklar gésterilmistir [126].

Hastalik Oran (%)
Kronik glomerulonefrit 20
Diabetes mellitus 30
Yiksek tansiyon 20
Polikistik bobrek 10

Pyelonefrit / refluks nefropati

Dokular arasi nefrit
Diger 15

Tablo 2.4.3.2.2.50n evre bobrek yetmezligi sebepleri.

2.4.3.3. Nefron Tiibiil Hasari ve KBY’de Maladaptif (Uyumsuz) Rejenerasyon

ABH arastirmalari, nefron tibillerinin dogal tamir yetenegine 1sik tutsa da, bu
ozellik fibrotik mikrogevreye sahip KBY tibuler hasarlarini karsilamakta yetersiz
kalmaktadir. KBY, heterojen bir klinik spektruma sahiptir. KBY patogenezinde, siklikla
glomerl veya tlbiilde, primer bir hasar sonrasi gelisen artan fibrozis ortak 6zelliktir.
Fibrozis, glomerilde ya da tibdlointerstisyal alanda ilerleyebilir. Bu lezyonlar zamanla
ilerleyerek, nefron disfonksiyonuna, atrofi ve tam fonksiyon kaybina neden olur ki bu
duruma fibrogenezin ilerlemesini tetikleyen vaskiiler hasarin katilmasi da soz
konusudur [127].

Uyumsuz Cevap

Nefron atrofi

Sekil 2.4.3.3.1. Kronik bobrek yetmezliginin gelisimi. Sol: KBY’de tiibiler hasar uzun sureli
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inflamasyonla birlikte gerceklesir ve miyofibroblast aktivasyonu meydana gelir. Sag:
Miyofibroblastlardan olusan lezyonlar saglikli renal dokuyla yer degistirir ve kalici nefron
erozyonu gergeklesir [128]

Bobrek fibrozisi sireci, tersine isleyen bir yara iyilesme sirecine
benzetilmektedir [129]. Renal hicre hasarinin, sitokinleri ve miyofibroblastlarin
ortaya ciktigi inflamatuvar silirecleri baslatan diger sinyalleri tetikledigi bilinmektedir.
Nefron tubdler rejenerasyonu hakkinda daha fazla sey bilmek, KBY hastalarinda
nefron kaybinin azaltilmasi igin hayati ipuglari saglayabilir. Aslinda, ABH sonrasi
gelisen anormal tibdler rejenerasyonun KBY’ye neden olan mekanizmalardan biri
oldugu duslintilmektedir ve ABH’nin siddeti, KBY gelisimi icin glgli bir 6ngoricidir
[130]. Tubdler rejenerasyon kapasitesinin tekrarlayan hasarlarda azaldigini gésteren
hayvan calismalari mevcuttur [131]. Azalan tlbil rejenerasyonunu arttiracak ¢6ziim
yollarinin kesfi nefron kaybini énlemede hayati bir bulvar saglar ve miyofibroblast
aktivitesinin iyilestirilmesi KBY tedavisinde anahtar rol oynama olasiligl yuksektir
[128].

Glomerdiil en az 4 hiicre ¢esidinden olusmaktadir: ekstra-glomeriler demeti
olusturan parietal epitel hiicreler (PEH), podositlerden olusan merkezi glomeriler
demet, endotel hiicreler ve mezangiyal hiicreler [132]. Glomeriiler hasar sonrasinda,
PEH hicrelerinin anormal proliferasyonunun KBY’ye yol acan maladaptif glomerular
lezyonlara neden oldugu deneysel olarak ortaya konmustur [133, 134] (Sekil
2.4.3.3.1.A). Patolojik degisiklikler arasinda, ekstrakapiller alanda prolifere olan
hicrelerin akiimilasyonu ile olusan glomeriler hilal seklinde gézlenen hiperplastik
lezyonlar yer almaktadir [133]. Zamanla, bu hilal bicimli lezyonlar glomerilerden
tubullere akisi/sizintiyi tikayabilir ve tibul dejenerasyonuna ve nefron yikimina neden
olabilir. ilaveten, aktive olan PEH’ler, artan glomeriiler yaralanmaya [134] neden olan,
hicrelerin ekstraselller matriks depositlerini ve kapsill invaze ettigi sklerotik lezyon
yapilarina katilabilirler. Glomeriler yaralanma glomerlii harap eder ve proteiniiri'ye
neden olarak nefronu tamamen parcalar (Sekil 2.4.3.3.1.B). Maladaptif PEH
davranisina care bulmak ve anlamak i¢in anormal PEH proliferasyonuna neden olan
sinyallerin arastiriimasi gerekmektedir [135].
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Endotel

Kopmus
Ro

prekiirsor
hiicre

Anormal PEH
proliferasyonu

SAGLIKLI GLOMERUL YAPISI HASARLI GLOMERUL YAPISI

Sekil 2.4.3.3.1. Glomeriil homeostazisi ve hasardaki degisimi. A. Saglikh bobrek. B.Glomerdler hasar,
Bowman kapsilinde hicrelerin ve ekstraselliler matriksin (ECM) birikmesiyle ve
glomeriiler bazal membranin (GBM) asinmasindan meydana gelir [83].

2.4.3.4. Renal Fibrozis

Renal fibroz, fibréz olusumunu daha fazla arttiran ve ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin sentezinin arttirilmasini saglayan sirekli bobrek inflamasyonuyla
birlikte kombine olan ekstraselliiler matriks bilesenlerinin (ECM) asiri Gretiminden
kaynaklanmaktadir [22, 23].

Renal fibrogenez siirecinde MKH’lerin , TGF-B'nin profibrotik stimilasyonunu
inhibe eden insilin benzeri biytime faktor-1, HGF, vaskiler endotel bliyiime faktori
gibi buylme faktoérlerinin Gretimini saglamasiyla fibrozisin geri dondirilebildigi
boylece inflamasyonun azaldigi ve bébrek doku yenilenmesinin tesvik edildigi hala
tartismahdir [24, 136].

Renal fibrozis, endotel-mezenkimal gegisi gibi epitel-mezenkimal gegisi (EMG)
ve apoptozu kapsayan mekanizmalarla iliskilidir [26, 27]. EMG esnasinda bdbrek
epitel hicreleri kendi fenotipik karakterlerini kaybeder ve mezenkimal hiicrelerin
karakteristik oOzelliklerini kazanirlar dolayisiyla, miyofibroblastlarin yenilenebilir
kaynagini saglarlar. Bu hiicreler fibroblastlarin ve diz kas hicrelerinin
karakteristigine sahip olurlar. Bu hiicreler TGF-B, anjiyotensin Il ve PDGF tarafindan
diizenlenir. EMG’nin basamaklari Yang ve Liu tarafindan su sekilde siralanmistir:

1. Epitel hiicre adezyon kaybi
2. Vimentin ve a-SMA ekspresyonu
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3. Tabiller membran yiizeyinin bozulmasi
4. Bozulmus membrana karsilik farklilasmamis hiicrelerin gogi [28].

Yapilan ¢alhismalarda, MKH'ler tarafindan EMG'nin bloke edilmesinin, fibrozisi
azaltan ve kronik renal hastalik sirecinin yavaslatilmasinin tedavi yontemi
olabilecegi 6ne strilmistir [29, 30].

KBY sirecindeki inflamasyonun roli iyi bilinmektedir. Proinflamatuvar sitokin
ler epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere gecisi saglar (EMG). inflamatuvar
hlcreler TGF-B, platelet kokenli bliyime faktori, endotel kokenli bliylime faktori ve
fibroblast bliyime faktort 2 gibi birkag faktorl salgilayabilir, bu durumda EMG
meydana gelir [137]. TGF- B, EMG'yi tetikleyen ana molekildir. Bununla birlikte,
EMG’nin, proteindri, kronik hipoksiya, oksidatif stres ve inflamator sitokinlerin
olusumuna neden olan faktorler belirlenmistir [137, 138]. KBY sirasinda tim bu
faktorler bulunmaktadir. MKH uygulandigina bu faktérler azalmaktadir ve boylece
MKH uygulamasinin EMG’yi azalttigi disinilmektedir. Bunun yanisira, MKH
uygulanmis hayvanlarin boébreklerinde proinflamatuvar sitokin olan interlokin-6
(IL-6) ve TUmor nekrozis faktor a (TNF-a) miktari azalmistir [34].

2.4.3.5. MKH ve Bébrek Onarimi

Hasari takiben bobregin yenilenme kapasitesi, zarar goérmis ve tubduler
hlcrelerin degistirilmesi olarak gosterilir [21]. Bununla birlikte, hasar gérmis
bobrekteki bu sireg, ic renal medullanin dis seridinde bulunan saglkli progenitor ve
yetiskin hiicrelerin sayisi kadarla sinirlanabilir [21, 139].

Renal doku yenilenmesini  aciklayan  mekanizmalar ise, (1)
transdifferansiyasyon (MKH’lerin baska dokunun eriskin hicrelerine farkhlasma
sureci ; (2) hiicre fiizyonu (kemik iligi MKH’leriyle, etkilenen organdan elde edilen
hiicreler arasinda, hasar gormis organin fenotipiyle birlikte hibrit hicrenin
meydana getirilmesi) ve (3) MKH’lerin parakrin etkisi , kalan doku lizerinde
inflamat6ér cevabi modile eden c¢esitli bliyime faktorlerinin  ve inflamatér
sitokinlerin salgilanmasidir. Ek olarak, niste bulunan renal hiicrelerle MKH’lerin
etkilesimi, bu hicrelerde elde edilen parakrin mekanizmalari indikleyerek cesitli
hiicre soylarina farkhlasabilir. Yine de, renal doku onariminda MKH’lerin rold, iki
veya daha fazla slire¢ veya baska sirecler vasitasiyla tabii sonug gerektirebilir [22].

Deneysel KBY'nin farkli modellerinde c¢esitli yollarda hiicre terapisinin
uygulandigi rapor edilmistir. Daha once yapilan calismada kemik iliginden
kokenlenen hicreler KBY'li sicanlarin renal parankimalarina implante edildiginde,
stabilize edilmis orandaki kreatinin klerensinde azalma veya 6nemli derecede bir
disls gozlenmistir. Cavaglieri ve grubu, nefroktomiyle indiiklenen KBY’li hayvanlarin
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renal subkapsuler bolgesine MKH’lerin  enjeksiyonundan sonra kan basincinin,
protenirinin, serum kreatinin azalmasiyla MKH’lerin renoprotektif etkilerini
gostermislerdir. Ayrica bu ¢alismada, MKH’lerin go¢ etmesi ve kortikal ve medulla
bolgesi icine dagiimasi gosterilmistir [140-145].

Morigi ve ekibinin yaptigi bir calismada MKH’lerin ve hematopoetik kok hiicre
lerinin (HKH) terapotik potansiyellerini belirlemek icin bu hiicreleri cisplatin- indkli
akut bobrek yetmezligi modelinde kullandiklarinda, HKH’lerin higbir yararl etki
gostermemesine ragmen, MKH’lerin tlbiler epitel hiicrelerine farklilastigini, boylece
renal yapi ve fonksiyonunun yenilendigi gosterilmistir [31].

Choi ve grubu ise, renal fonksiyonlarinin korunmasi icin MKH enjeksiyonu
yapmislardir. Yapilan calismada saglikli erkek sicanlardan izole edilen MKH’ler, KBY’li
disi sicanlara verilmistir. Saghkli erkek sicanlardan elde edilen MKH’lerin hasar
olusturulduktan sonra sican kuyruk veninden 1x10° hiicre seklindeki enjeksiyonu
yapilmis ve KBY’li sicanlarda proteiniri ilerlemesini azalttigi goérulmugstir. Ayrica
MKH’lerin KBY’de renal fonksiyonu korudugu ve bobrege yerleserek ve blylime
faktorlerini salgilayarak renal hasari engelledigi gosterilmistir [32].

Semedo ve ekibinin yaptigi calismada, MKH’lerin KBY bobrek modellerine
uygulanmasi sonucu proteiniri, serum kreatin, lire seviyesi gibi bazi fonksiyonel
parametrelerde iyilesme meydana getirdigi gosterilmistir. Bu calismada, fibrozis ve
glomerulosklerozis Gizerine odaklaniimistir. Masson Trikrom ve Sirius Red boyama ile
MKH uygulanan grubun fibrotik bolgesinde 6nemli derecede azalma gorilmustir.
Glomerulosklerozisin seviyesinde de bir azalma meydana gelmistir. FSP-1,vimentin,
kollajen | gibi miyofibroblastlar tarafindan eksprese edilen molekiller MKH
uygulanan hayvanlarda ciddi 6lctide azalmistir. Tip Ill kollajen, fibronektin ve a-SMA
gibi diger molekiller MKH uygulanan gruplarda azalma gostermistir. Epitel-
Mezenkimal gecis (EMG) ile ilgili olan transforme edici bliyime faktori B (TGF-B) ve
Smad3 ‘ln ekspresyonlari 6nemli 6l¢lide azalmistir [34].

Wu ve ekibi, albumin-indtkli tibller inflamasyon ve fibrozis Uzerindeki
mezenkimal  kok hicrelerin etkisini inceledikleri ¢alismada, kemik-iligi kdkenli
MKH’ler kullanilmistir. MKH’lerin tlbiler inflamasyon ve epitel-mezensimal gegisi
Uzerinde dlizenleyici oldugu ortaya konmaya calisiimistir. MKH’lerin ve insan
proksimal tibll epitel hiicreleri (PTEH) arasindaki iletisimin anlasiimasi i¢in kiltlr
sistemi kurulmustur. MKH’lerin onarici etkisinin KBY’nin bir cok formundan biri olan
albumin yiklemesi durumunda tlibller inflamasyonu ve fibrozisi azalttig
gosterilmistir. Bu durum, MKH’lerin Hepatosit bliyime faktori (HGF) ve TSG-6 ve
diger faktorlerin parakrin etkisi albumin-indikli NF-kB aktivasyonunun azalmasina
neden olur. Bu azalmayla birlikte inflamatuvar kemokinler artis gosterir ve bunun
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sonucunda tubdler hicrelerin  EMG fenotipik degisimi gergeklesir. Fenotip degisimi
sonucunda olusan hiicre tibilointertisyal inflamasyon ve fibrozisi dlizenler.Ayrica,
MKH’lerin a-SMA ve kollajen IV gibi fibrotik belirteclerin PTEH’lerdeki artan
ekspresyonlarini 6nemli olglide azalttigl gosterilmistir [146].

MKH uygulanmasindan sonra iyilesme saglanmasi birkag mekanizmayla
aciklanabilir.  MKH’ler bobrek hiicrelerine farklilagir [33]. Kanitlara goére bu
mekanizmalarin basinda parakrin etki gelir [34]. Baska bir galismaya gore kronik
allograft nefropatide slrekli inflamasyon nedeniyle MKH’ler hasarli dokuya gog¢
ederler ve entegre olurlar [35]. Kisacasi, KBY modelinde MKH uygulandiginda,
MKH’lerin fibrogenez siirecini iyilestirdigi belirlenmistir [34].

2.5. Aristolohik Asit (AA)

Yakin zamandaki calismalarda, Cin bitkisi olan Aristolochic fangchi’deki
aristolohik asitin (AA) renal hasar ve karsinomaya yol actigl tespit edilmistir [36].
insanda AA’nin karsinojenik ve nefrotoksik etkilerinin gorilmesi icin sicanlarda,
tavsanlarda ve farelerde deneysel modeller olusturulmustur [37, 38, 147]. AA, ¢ogu
Ulkede yasaklanmistir fakat AA-igerikli ilag Grlnlerinin tiketimi ytzinden hala risk
bulunmaktadir. Suanki tedaviler, hastalarda fibrozis ilerlemesini yavaslatmaktadir
fakat hasar goren tibiilleri yenilemekte basarisizdirlar [148].

Aristolohik asit (AA) KBY’ye neden olmaktadir[147]. Genellikle medullar isin
ve dis korteks glomeruliye gore daha fazla etkilenmektedir [37]. AA uygulanan
bobrekler boyut olarak daha kiguktiir [39] ve AA’'nin ana hedefi proksimal tibdler
hicrelerdir [149] . AA nefropati (AAN) hastalar yliksek serum kreatinin oraniyla
birlikte anemi, proteindiri, glikozliri ve |6kositiri géstermektedir [150].

AAN, hizl bir sekilde son evre renal yetmezlige ilerler [40] 4 gesit AA vardir:
bunlardan biri AAI'dir ve bdbrek hasariyla sonuglanan en yiliksek toksisiteye sahip
oldugu dustnilmektedir. AA'nin KBY’yi nasil olusturduguna dair bilgiler net olmasa
bile, bulgular aristolohik asit I'in (AAI) hipoksiya ve tilbiler hiicre olimuyle
sonuclanan peritibiller kapillerin siddetli rediiksiyonunu indikledigini gostermistir
[41, 42]. AAI, tibller epitel hiicrelerinde eksprese olan epidermal biyime faktoriini
(EGF) azaltarak bu hiicrelerde rejenerasyonu engeller [42]. Bunun yaninda, AAI,
fibrojenik sitokinleri TBFB1 ve konnektif doku blylime faktérinin ekspresyonunu
arttirir [42]. Tim bunlarin 1siginda AAl, tiibulointerstisyal fibrozise neden olan geri
doénisimsiz hasari indikler.

AAN toksik kokenli tiibiilointerstisyal (Ti) nefrit olarak tanimlanir ve hizli bir
sekilde ilerler [151]. AAN sireci lenfosit infiltrasyonu, kalici tibller atrofi ve

bozulmamis glomeriili ile birlikte Ti fibrozisin degisken yogunluyla karakterizedir
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[152]. Daha 6nceki donemlerde AA’ya maruz kalma bobrek dokusunda AA’nin
DNA’ya baglanmasi ile sonuglanir ve boylece DNA onarim mekanizmasinda bozulma
meydana gelir [153, 154]. Bir calismada, insan AAN’si olusturulan Wistar sicanlarinda
AA toksisitesi, AA uygulandiktan 35 giin sonra renal yetmezlige yol agan tiibiler atrofi
ve interstisyal fibrozisle sonuglanmistir. AA enjeksiyonundan yaklasik 20 giin sonra
proksimal tlbil enzimiriide gecisin azaldigl ve proksimal tiibil epitel hiicrelerinin
(PTEH) yenilenmesinin engellendigi gozlemlenmistir [155]. Fizyolojik olarak, akut
hasardan sonra renal onarim, hayatta kalan epitel hicrelerinin yenilenmesi ve
¢ogalmasiyla meydana gelir [156]. AA uygulandiginda, PTEH c¢ogalma kapasitesinin
engellendigi ve yenilenmeyi de negatif yonde etkiledigi in vivo ve in vitro ¢alismalar
ile gosterilmigtir [156].

Pozdzik ve grubu, AA nedenli toksisitenin PTEH rejenerasyonunu degistirdigini
ve apoptozun geri donlisimi olmayan proksimal tibil atrofisine neden oldugunu
ileri sirmustlr. Ayrica, atrofik tibullerde interstisyal fibrozis ve EMG incelenmistir
[157]. Pozdzik ve grubunun g¢alismasinda, kronik faz sirasinda tibuller atrofik hale
gelir ve tipik olarak membran yizeyi kalinlagmasi gosterirler. AA uygulanan siganlar
kontrollerle karsilastirildiginda, 35. ginde toplam boébrek doku ylzeyi 6nemli
derecede azalmistir [157].

Li ve ekibinin yaptigi ¢calismada, kronik aristolohik asit nefropatili (AAN) sigan
modellerinde kemik- iligi kdkenli kok hicrelerinin terapdtik potansiyelini
incelemislerdir. AAN’deki tlbller nekrozis ve interstisyal fibrozisde TBF-B1 ve HGF
yer almaktadir. Calismada, renal dokularda TGF-B1 ve HBF'nin ekspresyonu lzerinde
MKH transplantasyonunun etkisi gosterilmistir. Aristolohik asit indiikli akut tibler
nekrosizinin TGF-B1’'in artisi ve EGF'nin azalisiyla iliskili oldugu ve MKH’den sonra
TGF-B1’in renal ekspresyonunun onemli derecede azalisi gosterilmistir. MKH
gruplarinda HGF'nin arttigi ve HGFnin proliferasyonu ve farklilasmayi uyardigi
gorilmustir. HGF, TGF-B1’'nin antagonistidir. TGF-B1, a-SMA aktivasyonunu arttirir
ve tim bobrekte, bébrek kollajen igerigi, interstisyal matriks artar. MKH’den sonra
HGF’'nin ekspresyonunun artmasi, TGF-B1’nin seviyesini azaltarak renal fibrozisi
azaltir [158].

2.6. Hiicrenin Yasam Dongiisii

Hicreler canlilarin blylylp gelismesi, dokularinin yenilenmesi ya da tireme
faaliyetlerinin gergeklestirilmesi amaciyla bollinir. Hicre siklusu bir bélinmeden,
onu izleyen diger bir bolinmeye kadar gecen siiredir. Hiicrelerin ikiye boliinmesi
mitoz (veya gonadlarda mayoz) ile gerceklesmektedir.

Hiicre bolinmesi; gen transkripsiyonunda degisiklikler, yeni proteinlerin
olusturulmasi, organellerin hareketi ve cogalmasi ve DNA sayisinin iki katina ¢tkmasini
iceren bir slirectir. Ancak bu siirecin ilerlemesi oldukga iyi bir sekilde diizenlenmelidir
ki, bu sayede hiicre farkh durumlara kolayca adapte olabilmeli ve bu sayede zarar
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gormemelidir. Hicre siklusu bolinmenin yani sira, farklilagsma ve apoptoz gibi temel
hicresel fonksiyonlari da diizenlemektedir. Bu diizenlemenin olmasi, organizmadaki
hemen hemen her tir fizyolojik ve patolojik durumda (6rnegin timor olusumu) hiicre
siklusunun ne denli kritik bir éneme sahip oldugunu gostermektedir. Nitekim
kanserlerde hiicre siklusunun regulator proteinlerinin diizeylerinde anormallikler
saptanmaktadir [152]

Hiicre, bliyime faktorleri, mitojenler veya sitokinler gibi cesitli bolinme
sinyallerinin varhginda siklusa girer. Hiicre siklusu gok iyi kontrol edilmektedir. Bu
kontroliin proliferasyon belirtegleri olarak adlandirilan degisik tip proteinler
tarafindan saglandigi bilinmektedir [153].

2.6.1. Proliferatif Hiicre Niiklear Antijeni (PCNA)
PCNA, cekirdekte bulunan 36 kDa agirliginda bir proliferasyon belirtecidir
[159]. Hicre siklusunun geg G, fazinda DNA sentezi baslamadan hemen once

sentezlenmeye baslar, S fazinda maksimum miktara ulasir ve G,veM fazlarinda ise

miktari azalir [160]. PCNA, erken S fazinda tanecikli dagihm sergiler ve ¢ekirdekgikte
bulunmaz ama S fazinin sonunda ¢ekirdekgige gecer. DNA sentezi, tamiri ve hiicre
siklusu kontroliinde gorevli bircok protein, PCNA’ya baglanarak gorev yapar. Boylece
PCNA, DNA sentezi, tamiri ve hicre siklusu dizenlenmesinde o6nemli rol
oynamaktadir . DNA polimeraz deltanin bir kofaktori olan PCNA, bir homotrimer
halka olusturarak DNA ¢ift sarmalini sarar. DNA replikasyonu sirasinda, DNA
polimeraz deltanin DNA’ya tutunmasini saglar ve onci iplikcik (leading strand)
sentezine vyardimci olur [161]. Ayrica, DNA hasarina yanit olarak, PCNA
ubikutinlenerek RAD6-bagimli DNA tamirinde rol alir [162]. PCNA ekspresyonu,
proliferasyon igin iyi ve yaygin olarak kullanilan bir belirtegtir [46].

2.6.2. Ki67

Ki67 antijeni, 345 ve 395 kDa agirhiginda iki izoformu olan, prolifere olan
hiicrelerde gorilen bir cekirdek proteinidir [163]. Hiicre siklusunun gec¢ G1, S, G2 ve
M fazlarinda eksprese edilir, fakat GO ve erken G1 evrelerindeki hiicrelerde bulunmaz
[164]. Farkli hicre siklusu fazlarinda, Ki67’nin hiicre igindeki lokasyonu
degismektedir. G1’de, baslica periniikleolar bdlgede yerlesim gosterirken, sonraki
fazlarda cekirdek matriksi basta olmak Ulizere ¢ekirdek boyunca gozlenir [165]. Ki67
antijeninin fonksiyonu bilinmemektedir ancak hiicre siklusu boyunca eksprese
edilmesinden dolayi, hiicre proliferasyonunun sirdirilmesinde 6nemli bir roli
oldugu dustnilmektedir [166]. Ki67 proteinin fosforilasyonu ile defosforilasyonu in
vivo olarak hiicrelerin mitoza gegisi ile ayni zamana rastlar. Bu islemler diizenleyici
kompleks olan siklin B/CDK1 kompleksi tarafindan kontrol edilir [167]. Ki67, genel
olarak mitoz sayisi ile iyi korelasyon gosterir ve rutin olarak kullanilan bir
proliferasyon belirtecidir [47].
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2.6.3. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar (CDK)

Hicre siklusunun dlzenlenmesi, siklusa 6zgl Okaryotik proteinler olan
siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CKi)
tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu proteinlerin seviyeleri, hiicre siklusunun gesitli
evrelerinde farkhliklar gosterir ve kompleks bir sekilde siklusun ilerlemesini diizenler
[168].

2.6.3.1. CDK Aktivitesinin Regililasyonu

Hiicre déngusinin ilerlemesi esnasinda CDK aktivitesi en az 4 molekuler
mekanizmayla diizenlenir Diizenlemenin ilk basamagi CDK’larin kendilerine 6zgi
siklinlerle eslesmesidir. Ikinci adim, siklin/CDK kompleksinde CDK’nin  160.
pozisyonundaki threoninin fosforile edilerek aktive edilmesidir. CDK’larin
fosforilasyonla aktivasyonu CAK (CDK aktive edici kinaz) ile katalizlenir. Uglinci
dizenleme CDK proteinlerinin amino ucundaki threonin ve tirozin ile gerceklesen
inhibisyondur. Ozellikle CDK1 ve CDK2, threonin 14 ve tirozin 15’in fosforilasyonu ile
inhibe edilir. Son diizenleme ise siklin/CDK komplekslerine inhibitér proteinlerin (CKi)
baglanmasiyla gerceklestirilir [168].

2.6.3.2. CDK inhibitorleri (CKi)

Diizenli olarak kontrol edilmeyen CDK aktivitesi, artmis hiicre cogalmasina ve
genomik instabiliteye neden olmaktadir ve bu durum, kanserle sonuclanabilir. CDK
inhibitdrleri (CKi) hiicre déngisiiniin negatif kontroliinden sorumludurlar ve timér
baskilayici fonksiyonlari vardir [169]. CKi’lerin seviyelerindeki degisiklikler, bazi
timorlerde veya hiicre yaslanmasinda goriilebilir [170]. CKi’ler siklinlere, CDK’larin
kendisine ya da siklin/CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe
ederler. Giiniimiize kadar, memelilerde yedi farkli CKi bulunmustur ve bunlar yapisal
ve fonksiyonel benzerliklerine dayanarak iki sinifa ayrilirlar: Ink4 ve Cip/Kip aileleri
[171, 172].

Cip/Kip (CDK inhibitor protein/Kinaz inhibitor protein) ailesinde ise (g farkl
CKi tanimlanmis olup, bunlar p21Cip1(p21, cdknila), p27Kipl (p27, cdknlb) ve p57
Kipz(p57, cdknlc)’dir[152]. Cip/Kip ailesi Uyeleri, siklin D, -E, -A veya B/CDK
komplekslerine baglanarak aktivitelerini inhibe edebilir [173]. Bazi insan dokularinda

Cip/Kip CKi ekspresyon paterni, proliferasyon belirtecleri olan PCNA ve Ki67’nin tam
olarak zittini géstermektedir [174].

P57 ise, siklin D/CDK4, siklin E/CDK2 ya da siklin A/CDK2 komplekslerine
baglanarak onlari inhibe eder ve bdylece, G1/S gecisini ve S fazinin tamamlanmasini
engeller [173].
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2.6.4. Poli ADP-Riboz Protein (PARP)

PARP, hiicrenin yasamsal faaliyetleri ve programli hiicre olimi ve diger
biyolojik islevleri de diizenleyen bir proteindir. Bu islevler arasinda, transkripsiyonun
diizenlenmesi, telomer kohezyonu, hiicre boélinmesi esnasinda mitotik igcik
sekillenmesi, hiicre ici beslenme ve enerji metabolizmasi sayilabilir [175]. PARP sliper
ailesinin Gzerinde en ¢ok galisilan Gyesi PARP-1'dir. DNA hasarina bagl olarak NAD+ i
kullanarak daima kromatin ile iliskili cekirdekteki kabul edici (akseptor) proteinlere
cok dalli veya diiz olacak sekilde ADP-riboz polimerlerini sentezler [176]. PARP-1,
1941-q42 kromozom bdlgesinde bulunan ADPRT geninin 113 kDa agirhgindaki
transkripsiyon Grlintidir [177]. PARP-1'in yapi-islev iliskisi oldukga iyi anlasilmistir. Alti
domainden dordinin 6zel fonksiyonlari gosterilmistir;

e Domain A, DNA baglayici domain olarak bilinir ve DNA kiriklari ile PARP-1 arasindaki
iliskiden sorumlu olup 2 adet cinko parmak modeli icermektedir.

e Domain B, NLS icin cift tarafli bir PARP-1 ve boélgesinin bulundugu Kaspaz-3
yariklanma domainidir.

e Domain D, otomodifikasyon bolgesidir.

e Domain F, PARP-1'in katalik bolgesidir [176].

DNA Otomodifikasyon Katalitik
Baglanma Domaini Domain
Domaini _

Parmakciklar Bilge

Sekil 2.6.4. PARP-1 proteininin yapisi [177].

Cinko parmak modelleri PARP-1'in hasarli DNA {izerindeki bolgesini tanimasi
icin gereklidir [176, 178]. ilk ¢inko parmak hem tek hemde cift zincirdeki kiriga
baglanirken ikinci cinko parmak yalnizca tek zincir kiriklarini tanimaktadir [177].
Merkezi otomodifikasyon domaini poli(ADP-riboz)ilasyon (PARilasyon) bdlgesini
icermektedir ve PARP-1'in DNA ile baglantisini diizenlemekle gorevlidir. C-terminal
bolgesi ise, NAD'In baglandigi bolgedir [178]. PARP-1, DNA hasarlarinda devreye
girerek DNA tamirini gerceklestirirken, yliksek miktardaki DNA hasari PARP-1
aktivasyonunu tetikleyerek PARP-1'in hiicredeki substrati olan NAD’in hiicrede
tikenmesine sebep olur. Bu durumda NAD'in yeniden sentezlenmesi icin ATP kaybina
neden olarak hicrenin enerji kaybindan dolayi 6limine sebep olmaktadir [179].
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PARP-1, DNA kiriklari ve DNA kiriklarinin uzaysal onariminda anahtar bir role sahip
olup bu kiriklarin tanimlanmasinda rol alan molekiler algilayicidir. Oldukga iyi
korunmus cok islevsel bir enzim olup, katalitik faaliyet, DNA kiriklarinin {izerinde
500'den fazla katlanti ile ortaya c¢ikar. Bu fiziksel birliktelik boyunca DNA
metabolizmasi ve kromatin yapisi, PARilasyon ve yardimci proteinler (histonlar, HMG
proteinleri, topoizomeraz | ve Il, DNA helikaz, tek zincir kirik onarimi proteinleri
(SSBR), baz g¢ikarim onarimi proteinleri (BER) ve cesitli transkripsiyon faktorleri
tarafindan diizenlenir [176]. PARP-1'in niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) iceren
domeininden, Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 tarafindan yariklanmasi sonucunda, 24 ve 89 kDa’luk
iki adet fragment olusturmaktadir ve bu nedenle yariklanmis PARP (cPARP) apoptozun
biyokimyasal bir belirteci olarak siklikla kullaniimaktadir [50].
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GEREC VE YONTEM

3.1. insan Term Plasentasindan Amniyon Mezenkimal K6k Hiicre izolasyonu
Kullanilan Kimyasallar

Penicillin-Streptomycin P/S (10,000 U/mL) (100 X) (Life Tech, #15140-122)
Amphotericin B solution 250 pug/mL Fungizone (Sigma, #A2942-100ML)
HBSS (Invitrogen, # 14065-056

Dispase 2.5 U/ml(Roche, #10103586001)

RPMI 1640 (Lonza, # BE12-167F)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Life Tech, #10270106)

L-Glutamin (Lonza, BE17,605E)

Collagenase A (Roche, #10103586001)

DNasel (Roche, #10104159001)

DMEM W/low glucose (Lonza,#BE12-708F)

Akutaz (Sigma, #A6964-100ML)

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum bélimii
dogumhanesinden temin edilen plasentanin koryoamniyonik zarlarinin yapisi kontrol
edildi. Amniyon zari, kenarlardan baslanarak koryon zarindan nazikge uzaklastirildi.
Amniyon steril bir kaba alindi, Serum fizyolojik (SF) + %2P/S +%2 Fungizone
solisyonuyla yikandi. isleme amniyon kandan uzaklasincaya kadar devam edildi.
Kalan kan pargaciklari ve jolemsi kisimlar bisturi ile kesilerek uzaklastirildi. Tamamen
seffaf renkte, kan icermeyen bir amniyon kalincaya kadar isleme devam edildi.
Amniyon bisturi yardimiyla 3x3 cm? lik parcalara ayrildi. Kesilen parcalar sayilarak +
%1 P/S + %1 Fungizone iceren steril bir kapta toplandi. Bu adim 2 kez tekrarlanarak
kandan olabildigince uzaklastirma saglandi.

Enzim Sollsyonu 1: (Dispase 2.5 U/ml)

Parcalar pens ile kabin kenarindan sizdirerek steril bir kaptaki Enzim
Soliisyonu 1’e alinir, hizlica galkalanir. Bir amniyon zarindan yaklasik 11-30 parga
¢itkmaktadir ve bunun igin 15 ml Enzim Soltisyonu 1 kullanildi. Pargalar 9 dk 37° C’'deki
su banyosunda calkalamadan inkiibe edildi. (Bazal membran sindirimi icin). Parcalar
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pens yardimiyla hizli sekilde 40 ml complete RPMI 1640 medyumu igeren steril kaba
konularak en az 3 dk bekletildi.

Complete RPMI 1640: RPMI 1640 icine, %10 FBS +%1 P/S olarak hazirlandi.

%5 FBS’li RPMI 1640 medyumu: RPMI 1640 icine %5 FBS, %1 P/S ve %1 L-Glu eklendi.
Enzim Soliisyonu 2: %5 FBS'li RPMI 1640 medyumu icine collagenase, DNasel
eklendi.

Pargalar pensle kabin kenarindan sizdirilerek steril kaptaki enzim
sollisyonu 2’ye alindi. 2-2.5 saat 37° C'de su banyosunda inkiibe edildi. Sire sonunda,
sollisyon ve igindeki pargalar 2 adet 50 ml steril falkona esit olarak paylastirildi,
Uzerine HBSS + %1 P/S + %1 Fungizone eklenerek 50 ml’'ye tamamlandi. Tupler 900
rom’de 3 dk 20° C santrifiij edildi. Sipernatantlar steril 100 um cell strainer (Corning,
#352360)’dan gecirilerek falkonlara alindi. Falkonlarin tizerlerine HBSS + %1 P/S + %1
Fungizone eklenerek 50 ml’'ye tamamlandi ve 1300 rpm’de 10 dk 20°C santrifiij edildi.
Supernatantlar atildi ve falkonlardaki pelletler falkona hafif¢ce vurularak reslispanse
edildi.

DMEM W/low glucose medyumu: DMEM W/low glucose icine %15 FBS, %1 P/S ve
%1 L-Glu eklendi.

Pelletin Gizerine DMEM W/low glucose medyumu eklenerek ve trypan blue
kullanilarak thoma laminda hiicre sayimi yapildi. Thoma laminin her iki kenarindaki
ortada bulunan blyik karelerdeki hiicreler sayildi, ikiye boliinerek ortalamasi alindi.
Gikan rakam 2 X 10.000 X 5 ile garpildi. Hicreler flaska ekildi. Ertesi glin (24 saat
sonra), hicrelerin medyumu degistirildi. Hiicrelerin medyumu 3 giinde bir DMEM
W/low glucose medyumuyla degistirildi. Hlcreler konfliient oldugunda pasajlama
yapildi. 25’lik fask icin 2 ml ve 75’lik flasklar icin 3 ml akutaz kullanildi. Eski medyum
cekildi, HBSS ile 1 kez yikandi, flaska 2 ml akutaz konuldu ve 37 °C inkiibatérde 1-3 dk
beklendi. Mikroskopta kontrol edildi. Hiicrelerin tamami kalkinca Gzerine 5 ml
medyum ilave edildi. 900 rom’de 7 dk 20° Cde santrifiij edildi. SGpernatant atildi ve
DMEM W/low glucose medyumu ile restispanse edilerek flasklara dagitildi.

3.2. Hiicrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu
Kullanilan kimyasal: Mezenkimal koék hiicre kiti (BD, 562245)

Hicreler Akkutaz ile kaldirildi ve yikandi ( BD marka stain buffer ile) . 1400
rom +4°C 5dk santrifj edildi. 1x108 hiicre/ml olacak sekilde pelet “BD marka Stain
buffer” ile restipanse edildi. 1-10 arasi tupler yazildi (1.5 ml’lik steril eppendorf).1x108
hicre/ml hicre stispansiyonundan 100 pl hiicre tiim tliplere pipetlendi. Boylece her
bir eppendorfa 1.10° hiicre/ml konsantrasyonda hiicre konuldu. Her bir tip igin
belirlenmis olan antikorlardan uygun miktarda pipetleme yapildi.

1.tip: - /(Sadece hicre (100 pl))
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2. PE hMSC Negatif izotip Kontrol Kokteyl (20 pl)
3. hMSC Pozitif izotip Kontrol Kokteyl (20 pl)

4. hMSC Pozitif izotip Kontrol Kokteyl (20011) + PE Mouse IgG2b Izotip kontrol (5 pl)(4
pozitifin izotip kontrol kokteyli)

5. FITC Mouse Anti Human CD90 (5 ul)

6. PE Mouse Anti Human CD44 (5 pl)

7. PerCP Mouse Anti human CD105 (5 pl)

8. APC Mouse Anti human CD73 (5 pl)

9. hMSC Pozitif Kokteyl (20 ul) + PE hMSC Negatif Kokteyl (20 ul)

10. hMSC Pozitif Kokteyl (20 ul) + PE Mouse Anti Human CD44 (5 pl) (4 pozitif marker)

Tupler kisaca vortekslendi. Tiipler 45 dakika inkilibe edildi. Hiicre 1 ml Stain buffer ile
2 kez yikandi. (2 yikama arasi 1400 rpm, 4°C derecede 5 dk santrifiij). Santriflij sonrasi
pelet 300-500ul Stain buffer ile resiispanse edildi ve flow sitometri analizine alindi.

3.3. Mezenkimal Hiicrelerin Adiposit, Kondrosit ve Osteositlere Yonlendirilmesi
Osteositlere Yonlendirme igin StemPro Osteogenesis kiti (Life Tech, #A10072-01)
kullanildi.

Flaskta hticrelerin konfliient oldugu belirlendi. Eski medyum cekildi ve flask HBSS ile
yikandi. Flaska 2 ml akutaz konuldu. 1-3 dk inkibatorde bekletildi. Mikroskopta
hiicrelerin kalktigi belirlendi. Uzerine 5 ml medyum eklendikten sonra 900 rpm’de 7
dk santriflj edildi. Stpernatant atildi. Hicre canliiginin belirlenmesi igin triphan
mavisi kullanildi. Thoma laminda hicreler sayildi. Hiicreler 96’lik well plate’e ekildi.
Hucrelerin tizerine DMEMIlow glukoz+FBS+P/S medyumu konularak hicreler %5 CO,,
37°C'lik inkliibatorde minimum 2 saat boyunca inkiibe edildi.

Medyum c¢ekildi ve su banyosunda isitilmis Complete Osteogenesis
Differentiation = medyumu eklendi. Bu medyum 3 giinde bir degistirilerek 21 giin
boyunca hiicreler inkiibe edildi.

Osteogenesis Differentiation Medyum: 100 ml icin, 90 ml StemPro Osteosit Bazal
Medyum+ 10 ml StemPro Osteogenesis Supplement+ 50 pul P/S

21 glin sonunda Alizarin Red S boyamasi yapilarak invert mikroskopta
goriuntilendi ve fotograflari cekildi.

Alizarin Red S Boyamasi: 2 gr Alizarin Red S(Santa Cruz, #205998) 100 ml dH,0
icerisinde ¢ozildi ve pH olcildi (pH 4.1-4.3). Filtreden gecirildi. Hiicrelerin Gizerindeki
medyum cektirilerek 1 kez PBS ile yikandi. Hiicreler formalin ile 30 dk oda sicakliginda
fikse edildi. Formalini uzaklastirmak icin hicreler dH,0 ile 2 veya 3 kere yikandi.
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Alizarin Red S hcrelerin tGzerine konuldu ve 30 dk beklenildi. dH,0 ie 3 kez yikandi.
PBS konularak invert mikroskopta gorintiilendi.

Adipositlere yonlendirme igin bulunan StemPro Adipogenesis kiti (Life
Tech, #A10070-01) kullanildi.Osteosite farklilagtirmada oldugu gibi akutazla
kaldirilan hiicreler santrifiij edilip slipernatantlari atildiktan sonra 96 kuyucuklu
plate’te her bir kuyucuga 1 x 10% cells/cm2 hiicre ekildi. Hiicrelerin Gizerine DMEMIow
glukoz+FBS+P/S medyumu konularak hicreler %5 CO,, 37°Clik inkibatérde
minimum 2 saat boyunca inkibe edildi. Medyum cekildi ve su banyosunda isitiimis
Complete Adipogenesis Differentiation medyumu eklendi. Bu medyum 3 giinde bir
degistirilerek 21 giin boyunca hiicreler inkiibe edildi. 21 giin sonunda Qil Red O
boyamasi yapilarak invert mikroskopta goriintiilendi ve fotograflari cekildi.

Adipogenesis Differentiation Medyum: 100 ml icin, 90 ml StemPro Adiposit Bazal
Medyum 10 ml StemPro Adipogenesis Supplement+ 50 pul P/S

Oil Red O Boyamasi: 50 ml izopropanol icine 250 mg Qil red O (Sigma, 00625)
konularak stok sollisyon hazirlandi. Hicrelerin tGzerindeki medyum gektirildi 1 kez PBS
ile yikandi. Hiicrelerin fikse olmasi igin formalin konuldu ve 30 dk oda sicaklhiginda
beklenildi. Formalini uzaklastirmak igin hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. 30 ml Oil Red O
stok sollisyonuna 20 ml dH,O eklenerek boyama soliisyonu hazirlandi. %60’lik
izopropanol sollisyonu hazirlandi. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra hazirlanan
%60’ likizopropanol sollisyonu hiicrelerin Ulzerine konuldu ve 5 dk beklenildi.
izopropanol soliisyonu cektirildikten hemen sonra Qil Red O soliisyonu eklendi ve 1
saat oda sicakhiginda beklenildi. Hicreler dH,0 ile 3 kez yikandi ve zit boyama
yapildi.PBS eklenerek invert mikroskopta gorintilendi.

Kondrositlere yonlendirme icin StemPro Kondrogenesis kiti (Life Tech,
#A10072-01)  kullanildi.Osteosite farklilastirmada oldugu gibi akutazla kaldirilan
hicreler santrifij edilip stpernatantlar atildiktan sonra 1x10° hicre ependorfa
ekilerek pellet kiltird yapildi. 21 giin inklibe edilerek ve 3 giinde bir eski medyum
cektirilerek 1 ml Complete Kondrogenesis Differentiation medyumu eklendi.

Complete Kondrogenesis Differentiation Medyum: 100 ml igin, 90 ml StemPro
Kondrosit Bazal Medyum + 10 ml StemPro Kondrogenesis Supplement+ 50 pl P/S621
glin sonunda Alcian Blue ve Sirius Red boyamasi yapildi ve fotograflandi.

Alcian Blue Boyamasi: Pellet halindeki hiicreler parafine ekildikten sonra kesitleri
alindi.

%1’lik Alcian Blue ve %3 asetik asit iceren boyama sollisyonu hazirlandi.
Kesitler boyama soltisyonunda 30 dk bekletildi. Kesitler 3 kez %1’lik HClI'de yikandi.
Zit boyama yapilarak kapatma yapildi.
Sirius Red Boyamasi: 0,1 gr Direct Red 80 (Sigma, #365548), 100 ml pikrik asit (Sigma,
#P6744-1GA) icerisinde ¢ozilerek Sirius Red boyasi hazirlanir. Kesitler sollisyona
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konularak 1 saat oda sicakhiginda bekletildi. %2’lik asetik asit iceren sollisyonda
kesitler yikandi. Zit boyamasi yapilarak kapatma yapildi.

3.4.immiinofloresan Boyamalar

imminofloresan deneyleri sonucunda CD90, CD105 ve Vimentin boymalari
yapiimigtir. Akutazla kaldirilan hiicreler santrifiij edilip stipernantantlari atildiktan
sonra Thoma laminda sayildi. Chamber slide’lar jelatinle kaplandi ve en az 2 saat
beklenir. Chamber slide’lara hiicre-medyum siispansiyonu konuldu. (4’lu chamber
slide icin kuyucuk basina 10* hiicre - 500 pl medyum icinde). Gece boyunca 37°C’lik
inkibatorde tutuldu. Chamber slide’lar PBS’le yikandi ve ters kapatilarak en az 1 saat
oda isisinda kurumalari saglandi. Hicreler soguk, 1:1 metanol-aseton karisimi ile -
20°C’'de 10 dk boyunca fikse edildi. Fazla fiksatif uzaklastirilir. PBS ile yikanir (2x5 dk)
.Ultra V Block ile 5 dk boyunca bloklandi. 1 saat oda sicakliginda primer antikor ile
inkiibasyon yapildi. Primer antiko Antibody diluentle ile dilue edilip hazirland. izotip
kontrolleri de primer antikorlarla ayni konsantrasyonda hazirlandi. Antikorlar:

o Vimentin: Monoklonal Mouse 1gG1 (Clone V9,# M0725)
0 CD105: Rabbit IgG, (Abcam, #ab107595) (1:200)
o0 CD90: Rabbit IgG, (Abcam, #ab133350) (1:100)

PBS ile 3x5 dk yikama yapildi. Florasan isaretli, primer antikora uygun sekonder
antikor hazirlandi ve 1 saat, karanlikta, oda isisinda inkiibasyon yapildi.

Sekonder antikorlar:

o Goat anti-rabbit IgG-FITC: (Santa Cruz, #sc-2012), yesil (1:250)

o Goat anti-mouse IgG-PE: (Santa Cruz, #sc-3738), kirmizi (1:250)

PBS ile 3x5 dk yikama yapildi. DAPI’li kapama sollisyonu ile kapatma yapildi.

3.5. Aristolohik Asit Kullanilarak KBY Modelinin Olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilen 4 haftalk
yaklasik 150-200 g agirligina sahip Wistar tlirt erkek sicanlar kullanildi. Aristolohik asit
| (Sigma, #A5512) kullanimiyla KBY meydana gelmektedir. 100 mg AA 10 ml DMSO
(Sigma, #D2650) icerisinde ¢ozlldi. KBY modeliicin her 3 glin de bir 10 mg/kg olacak
sekilde intraperitonal olarak AA enjeksiyonu 6 hafta boyunca yapildi. Enjeksiyon
sonrasinda KBY’'nin meydana gelmesi icin 6 hafta beklendi. Sham grubuna ise 6 hafta
boyunca DMSO verildi ve 6 hafta beklenildi.

6 hafta boyunca AA verilip 6 hafta beklendikten sonra 6 adet hayvan sakrifiye
edildi. Ketamin HCl ve %2 xylazine ile birlikte intraperitonel anesteziden sonra
bobrekler hizh bir sekilde alinip isleme sokuldu.
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AA verilen 11 hayvana amniyon zarindan izole edilen 6x10° mezenkimal kok
hiicre enjeksiyonu 0.5 ml medyum icerisinde kuyruk veninden verildi. Hayvanlara
mezenkimal kok hiicre verilmesinden 1 giin 6nce Cyclosporin A (Cell Signaling,
#9973S) subkutan verildi ve bu islem hiicre verilmesinden 7 glin sonraya kadar devam
etti. 100 mg cyclosporin 10 ml DMSO igerisinde ¢6zuldl ve hayvan basina 1mg/giin
olmak Uzere verildi. Cyclosporinin verilmesinin amaci, siganlarin insan plasentasi
kokenli mezenkimal kdk hiicrelerini reddetmesini engellemek igindir.

K6k hiicre enjeksiyonunu takiben, 11 hayvandan 5 adet hayvan 30 giin
bekletilirken (AA+KH+30 grubu) (n=5) diger kalan 6 hayvan ise 60 giin bekletildi
(AA+KH+60 grubu)(n=6). 30 giin ve 60 gin bekletilen hayvanlar sakrifiye edilerek
bobrekleri hizli bir sekilde isleme alindi.

Gruplar:

Sham+30 (n=5): 6 hafta DMSO verildikten sonra 6 hafta daha beklenildi. AA verilen
gruplara kék hicre verilmesini takiben bu grup da 30 gilin daha bekletildi.

Sham+60 (n=6): 6 hafta DMSO verildikten sonra 6 hafta daha beklenildi. AA verilen
gruplara kok hicre verilmesini takiben bu grup da 60 gilin daha bekletildi.

AA grubu (n=6): 6 hafta AA verildikten sonra 6 hafta hastalik gelisiminin saglanmasi
icin bekletildi.

AA+KH+30: 6 hafta AA verildikten sonra 6 hafta hastalik gelisiminin saglanmasi igin
bekletildikten sonra kuyruk veninden mezenkimal kok hiicre verildi ve 30 giin iyilesme
suresi icin bekletildi.

AA+KH+60: 6 hafta AA verildikten sonra 6 hafta hastalik gelisiminin saglanmasi icin
bekletildikten sonra kuyruk veninden mezenkimal kok hiicre verildi ve 30 giin iyilesme
suresi icin bekletildi.

Bobrekler alindiktan sonra formaline maruz tutularak fikse olmalari saglandi.
Fikse edilen dokular, 2-3 saat musluk suyunda yikandi ve ardindan sira ile %70, %80,
%90’lik alkol serilerinde 24’er saat ve %100’liik alkolde 3 saat tutularak dehidrasyon
isleminden gegirildi. Ksilol icinde 3 defa 2’ser dakika bekletilerek seffaflastirildi.
58°C’ye ayarli etlivde, dokular 3 defa 1’er saatlik parafin banyosunda tutuldu. 3.saatin
sonunda icerisinde dokular bulunan temiz parafin etlivden cikarildi ve oda isisinda
donmasi saglandi. Daha sonra, hazirlanan parafin bloklardan alinan 5 mikrometre
kalinhgindaki kesitlere rutin 1stk mikroskopik ve imminohistokimyasal teknikler
uygulandi.

AA ‘nin KBY’ye neden olup olmadigini gérmek icin 6zel boyamalar yapildi.
Daha once yapilan calismalarda Kronik bdbrek yetmezligi sonucunda fibrozisin
meydana geldigi ve ekstraselliiler matrikste artisin oldugu gosterilmistir. Bu
calismada da fibrozisi gostermek icin Masson Trikrom ve Sirius Red boyasi yapildi.
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3.6. Ozel Boyamalar
3.6.1.Masson Trikrom Boyamasi
Solisyonlar:

1.Regaud Hematoksilen

1 gr Hematoksilen (Merck, #1.04302.0025)
10 ml %95 alkol

10 ml Gliserin(Sigma, #G-5516)

80 ml dH,0

2. Pikrik Alkol

2 hacim %95 alkol
%7 doymus Pikrik asit (Merck, #1.08685.2500)
1 hacim %95 alkol

3.Ferric Ammonium Sulfat (FeNH4)S0,.12H,0 (Merck, #A146895):

dH,0’da %5 ‘lik olarak hazirlandi. 45°C’de isitild1.

4.Fosfomolibdik asit (Merck, #1.00532.0100) : dH,0’da %1’lik olarak ¢ozuldi.

5.Anilin Blue

2,5 gr Anilin Blue (Merck, #42755)
2 ml Asetik asit
100 ml dH,0

6. Biebrich Scarlet-Acit Fuksin

90 ml dH,0’da %1’lik . Biebrich Scarlet
10 ml dH,0O’da %1’lik Asit-Fuksin
1 ml asetik asit

Boyama protokoli:

1. Bloklardan alinan kesitler deparafinize edildi ve alkol serilerinden gecirilerek suya
getirildi

2.45°C'de isitilan Ferric Ammonium Sulfatta kesitler 5 dk bekletildi.
3. Kesitler musluk suyunda yikandi.

4. Regaud Hematoksilende 5 dk bekletildi.
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5.Kesitler %95’lik alkolde yikandi.
6.Pikrik alkolden gegirildi.

7. Biebrich Scarlet-Acit Fuksin’de 3 dk
8. dH,0’da yikandi.

9.Fosfomolibdik asitte 5 dk

10.Anilin Blue 5 dk

11. dH,0’da yikandi.

12. Fosfomolibdik asitte 5 dk

13. Once %95’lik alkolden daha sonra %100’liik alkolden gecirildi ve ksilolden de
gecirilerek kapatma yapildi.

3.6.2.Sirius Red Boyamasi

Bloklardan alinan kesitler deparafinize edildi ve alkol serilerinden gecirilerek suya
getirildi.

0,1 gr Direct Red 80 (Sigma, #365548), 100 ml pikrik asit (Sigma, #P6744-1GA)
icerisinde ¢oziilerek Sirius Red boyasi hazirlandi. Kesitler sollisyona konularak 1 saat
oda sicakhginda bekletildi. %2’lik asetik asit iceren sollisyonda kesitler yikandi. Zit
boyamasi yapilip alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek kapatma yapildi.

3.7. immiinohistokimya Yéntemi

Deneklere ait doku bloklarindan alinan 5 mikrometre kalinligindaki kesitler
superfrost plus (manyetik olarak statik) lamlar Gzerine alinarak 1 gece boyunca
56°C'lik etlivde bekletildi. Deparafinizasyon asamasi icin, parafin kesitler 2 defa 10’ar
dakika ksilolden gegcirildi. Kesitler daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinde
(%100, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika muamele edildi.
Dokudaki antijenik epitoplarin ortaya gikmasi igin kesitler, sitrik asit tamponu (pH:6.0;
900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) icine alinarak lg¢ defa 5’ser dakika mikrodalga
firnda 750 watta tutuldu. Mikrodalga uygulamasindan sonra kesitler sitrik asit
icerisinde 30 dakika boyunca oda isisinda sogutuldu. Kesitler PBS’e alindiktan sonra
dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle cizildi. Daha sonra kesitler 3 defa 5’er dakika
PBS’ten gecirildi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek icin metanolle
hazirlanan %3’lik hidrojen peroksit solisyonunda 30 dakika inkilibe edildi. Kesitler
PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandiktan sonra dokulardaki 6zgil olmayan antikor
baglanmasini 6nlemek amaciyla, bloklama solliisyonu (Ultra V Block, LabVision
Corporation, #TA-125UB) ile 8 dakika oda sicakhginda inkiibe edildi. Serum kesitler
Uzerinden uzaklastirildiktan sonra, kesitler fare monoklonal PCNA (PC-10)(Cell
Signaling,#2586S) 1:1000, tavsan monoklonal Ki67(Abcam, #16667) 1:100 ve fare
monoklonal insan mitokondriyal antikor 1:250 (Abcam, #92824) primer antikorlariyla
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+4°C'de gece boyu muamele edildi. Kesitler primer antikorlar ile inkiibasyondan
sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra kesitler, biyotinlestirilmis ve
primer antikora baglanma 6zelligi olan kegi anti-fare ve anti-tavsan sekonder antikoru
(Biotinylated Goat Anti-Polyvalent) (Dako LSAB 2 System-HRP #K0609) ile 45 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler, 45 dakika
streptavidin peroksidaz kompleksi (Streptavidin Peroxidase (Ready-To-Use) Dako
LSAB 2 System-HRP #K0609) ile inklibasyona birakildi. PBS ile tekrar 3 kez 5 ’er dakika
yikamadan sonra, immunoreaktiviteyi saptamak icin kesitler AEC (AEC substrate
system (Ready-To-Use) (Scytek,#SHP125) ile 1-5 dakika muamele edildi. Daha sonra
kesitler distile suya alindi ve sonrasinda Mayer’in hematoksileni ile 20 saniye zit
boyama yapilarak akar musluk suyunda yikandi. Kesitler Kaiser’'in gliserol jelatini
(MERCK Darmstadt Almanya, OB514196) kapatma sollisyonu ile kapatildi, Axioplan
1Istk mikroskopunda (Zeiss, Almanya) bobrek kesitlerindeki PCNA, Ki67, insan
mitokondriyal antikor proteinlerinin dagilimlari ve immunoreaktiviteleri tespit edilip
incelendi ve fotograflandi.

3.8. TUNEL( Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz Aracili dUTP ug etiketi) Yontemi

Deneklere ait doku bloklarindan alinan 5 mikrometre kalinligindaki kesitler
superfrost plus lamlar Gzerine alinarak 1 gece boyunca 56°C’lik etlivde bekletildi.
Deparafinizasyon asamasi icin, parafin kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden gegirildi.
Kesitler daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70)
5’er dakika bekletildi. Kesitler suya konarak TUNEL islemine baslandi. PBS
solisyonunda 2 kez 5’er dk yikama yapildi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek igcin metanolle hazirlanan %3’lik hidrojen peroksit solliisyonunda 30
dakika inkiibe edildi.Sogutulmus Permeabilizayon soliisyonunda +4°C’de 8 dakika
inklibe edildi. PBS’de 2x5 dk yikandi.

Permeabilizasyon Sollisyonu: 100 ml dH,O+ 100 pl Triton-X(Sigma, #t8787)+ 0.1 gr
Sodyum Sitrat

TUNEL soliisyonunun hazirlanmasi:
In situ cell detection kiti (Roche, #11684817910) kullanildi.

Enzim sollsyonu (vial 1) 50 pl pipetlendi
isaretleme soliisyonu (vial 2) 450 pl pipetlendi
Ek olarak TUNEL diliisyon soliisyonu eklenerek diliisyon orani %’ye distrild.

TUNEL solisyonu orneklerin Gzerine uygulandi ve kesitler 37°C'de, 1 saat,
nemli ve karanlik ortamda inkiibe edildi. . PBS’de 2x5 dk yikandi. 30 pl Converter-POD
kesitler tizerine damlatildi ve 30 dk, nemli ve karanlik ortamda inklibe edildi. . PBS’de
2x5 dk yikandi. AEC kromojen ile gelistirme yapildi. Zit boyama yapilarak Kaisers
jelatin ile kapatma yapildi. Isik mikroskopunda incelenerek fotograflandi.
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3.9. Western Blot Yontemi

3.9.1.Bobrek Dokusundan Lizat Hazirlama
Kullanilan soliisyonlar

Lizis Buffer:

10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)
90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #56508)

1gr SDS (Sigma,# L4390)
Proteaz inhibitor kokteyli (Protease inhibitor coctail tablet, Roche,
#1169749800120)

Doku temini esnasinda kriyotlipler igine alinan ve sivi nitrojende (-196°C)
muhafaza edilen bébreklerden asagida anlatilan sekilde lizatlar hazirlandi. Bobrek
ornekleri, icerisinde sivi nitrojen bulunan havanda doévilerek dokularin tamamen
parcalanmasi saglandi. Toz haline gelen bdbrekler eppendorf tliplerine alinarak
agirliklari tartildi. 0,2 gr doku basina 600 mikrolitre lizis buffer ve 24 mikrolitre proteaz
inhibitor kokteyli olacak sekilde hesaplama yapilarak eppendorflara lizis buffer ve
proteaz inhibitdr kokteyli eklendi. Ornekler 10 dakika buz tizerinde bekledikten sonra
sonikasyon ile homojenizasyonlari saglandi. 30 dakika daha buz lizerinde bekletilerek
toplam 40 dakika lizis buffer ile inkiibasyonu saglandi. Ardindan 6rnekler 15.000
rom’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Slpernatantlar alinip pelet kismi atilarak
lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C de muhafaza edildi.

3.9.2. Protein miktarinin belirlenmesi
Kullanilan soliisyonlar ve Cihazlar

Bovine Serum Albiimin ( Sigma,# A 9647)

BioRad DC Protein Assay Kit (BD, #500-0116)

Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

BioRad DC Protein Assay Kitinin igerisinde 3 sollisyon bulunmaktadir:
A sollisyonu (BD,#500-0113)

B sollisyonu (BD, #5000-114)

S sollisyonu (BD, #5000-115)

1.Kitin  icerisindeki  hazirlama  sartlarina goére o6nce A’  sollisyonu
hazirlandi.(A’solisyonu: 1ml A+20 pl S)

2.BSA 1mg/ml dH,0 icerisinde hazirlandi. BSA icin, 8 tane ependorf tlip Gizerine 0-7'ye
kadar numara yazildi. SO numuneye mililitresinde 1 mg BSA’dan 1000 ul konuldu,
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diger tiiplere ise 500 ul dH,0 eklendi. ilk tiipten (SO), 500 ul alinarak diger tiipe (S1)
500 plilave edildi ve boylece numune dilue edilmis olur. S1 den de S2 ye 500 pl ilave
edilir ve bu sekilde devam edilerek diliie edildi.

Standart BSA hazirlanisi: Ciftli olarak hazirlandi, her bir kuyucuga 5 pl BSA+25 ul A’
sollisyonu ve 200 ul B soliisyonu konuldu.

Kor: Ciftli olarak hazirlandi, her bir kuyucuga 5 pl dH,0 +25 ul A’ sollisyonu ve 200 pl
B sollisyonu sirasiyla konuldu.

Numune: Slipernatant halindeki ana numuneden 5 pl 6rnek +25 pl A’ sollisyonu ve
200 ul B solusyonu sirasiyla konuldu. Numunelerin dilGsyonlari hazirlandi (1/20,
1/50). Numuneler 96 kuyucuklu plate’e konularak absorbans degerleri 750nm’de
okutuldu.

3.9.3.SDS-PAGE Western Blot Protokolii

Kullanilan Soliisyonlar
5X Yiiriitme Tamponu:

9 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

43.2 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

3gr SDS (Sigma,# L4390)

600 ml Distile Su

Distile su ile 1X seklinde dille edilerek kullanildi

Transfer Tamponu:

14.3 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

3 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

700 ml bidistile su icerisinde ¢6zlldli. Bu sollisyona 200 ml Metanol
(Merck,#1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 ml'ye
tamamlandi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
S5gr st tozu (Bio-Rad) 100 ml TBS-T icerisinde ¢ozlldi ve +4°C’de en fazla 24 saat
kalacak sekilde muhafaza edildi.

10X TBS Tamponu:

60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

87.66 gr NaCl

800 ml distile suda ¢oézdurilir. PH HCl ile 7.4’e ayarlanir. PH ayarlandiktan sonra
toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.
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TBS-T Soliisyonu:
1 litre 1X TBS icerisine 1000ul Tween-20 (Sigma, P9416) eklendi ve oda isisinda
saklandi.

Thick Blot Paper (Bio-Rad,#165-0921)

Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, # 170-6404)
West Pico Chemiluminescent substrates (Pierce, #34080)

Nitroselliiloz Membran (Amersham,#RPN203D)

Kaleidoscope Prestained Standards, broad range (Bio-Rad,#161-0324)
CL- Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific,# 34089)

PQ Universal Developer 5L (ILFORD,#1757314)

Hypam Fixer 5L (ILFORD,#1758285)

Calisilacak olan proteinin kilo dalton (kDa) agirligi dikkate alinarak uygun
yluzdelerde jeller hazirlandi. Her kuyucuga 8 mikrolitre numune yiklenerek jel
elektroforezi gerceklestirildi. Elektroforez sonrasinda immunoblotting yapilarak
jeldeki proteinlerin membrana gec¢mesi saglandi. Proteinlerin nitroselllloz
membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda isinda pH’si 7.2-7.4 olan
,% 0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Sollisyonu ile hazirlanan % 5 lik yagsiz sit tozu ile
bloklandi. Membran PCNA, p57, PARP-1 ve Beta Aktin antikorlari ile uygun sicaklik ve
strede karistirici Gzerinde inklibe edildi. Kullanilan primer ve sekonder antikorlar liste
halinde asagida goriilmektedir. inkiibasyon sonrasinda, 3 kez 10 dakika TBS-T ile
yikamanin ardindan membran, sekonder antikorla oda isisinda karistirici Gzerinde 2
saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile
yikandi. Membran SuperSignal Chemiluminisans’la uygun slrede gelistirilip,
membrandaki protein bandlari karanlik odada hiperfilme aktarildi.

Primer Antikor | Dillsyon Katalog Numarasi | Sekonder Antikor

PCNA (PC-10) 1:2000 Cell 1:2000 BioRad 170-6516
Signaling,#2586S

P57 1:250 Santa Cruz, #sc- | 1:1000 BioRad 170-6515
1040

PARP-1 1:500 Abcam, 1:1000 BioRad 170-6515
#ab32138

Beta Aktin 1:5000 Abcam, #ab6276 | 1:5000 BioRad 170-6516

Tablo 3.9.3. Western Blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

3.10. Kreatinin ve Ure Testleri

Deney gruplarindaki hayvanlar sakrifiye edilmeden 6nce kanlari alindi. Kanlar
3500 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek serumlari toplandi. Kreatinin assay kit ve (re
assay kit kullanilarak firmanin verdigi protokol dogrultusunda élciimler yapildi. Ure
Olcimiine dayali olarak da kan (re nitrojen (BUN) hesaplandi.

57



3.11.istatistik

Tum deney gruplarindaki hayvan agirliklari hassas terazi ile 6lglildikten sonra
GraphPad programi kullanilarak One Way ANOVA testinde Tukey metodu ile ¢oklu
karsilastirma yapildi ve p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Western Blot bantlarin yogunluklari DigiDog 1000 programinda 6lgilda.
Degerler Beta Aktin yogunluklarina goére normalize edildi Elde edilen verilere
GraphPad programi kullanilarak One Way ANOVA testinde Tukey metodu ile ¢oklu
karsilastirma yapildi ve p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Amniyon Membranindan Kok Hiicre izolasyonu Bulgulari
Normal gebelik siireci gegirip dogum yapan kadinlardan plasenta temini

saglanmistir. Plasenta temini saglandiktan sonra Term plasentasi amniyon
membranindan mezenkimal kok hicrelerin izolasyonu protokolli laboratuvar
sartlarina oturtulmaya calisilmistir ve dogum sonrasi alinan plasentalar, hiicre kiiltir
laboratuvarinda laminar kabin icine alinarak plasentadaki amniyon membrani,
koryon membranindan ayrilmistir. Ayrilan amniyon membranindan kék hicre
izolasyonu yapilmistir. izolasyon yapilan hiicreler her giin takip edilerek 3 giinde bir
medyumu degistirilmistir ve pasajlanarak hiicre sayisinda artis saglanmistir.

izolasyon sonucunda hiicre kiiltiiriindeki insan amniyotik kdk hiicreleri invert
mikroskop ile fotograflanmistir.

Sekil 4.1. Amniyotik kbkenli mezenkimal kok hiicrelerin invert mikroskobundaki gérintisa.

4.2.Hiicrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu Bulgulan

Hlcreler izole edildikten sonra yeterli sayiya ulastiklarinda Mezenkimal kdk
hiicre belirtecleri olan CD44, CD90, CD73, CD105 pozitif, CD34, CD45, CD14, CD19 ve
HLA-DR negatif olacak sekilde flow sitometri ile karakterizasyonu yapildi.
izole edilen hiicreler flow sitometri sonuglari asagidaki sekildedir. CD 90, CD73, CD105
ve CD44 kok hiicre markerlariyla yapilan Flow sitometri deney sonuglarina gore pozitif
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hiicrelerin oranlari, CD90, 98.8, CD73 %93.5, CD105 %95,3, CD44 % 88,6 iken negatif
kokteylin (CD34, CD11b, CD19, CD44, HLA-DR ) orani %3.9’dur.
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CD 44.
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4.3. immiinofloresan Boyamalari Bulgulan
immunofloresan deneyler sonucunda CD90, CD105, CD73, CD44 ve
mezenkimal hiicre belirteci olan Vimentin boyanmalari yapilmistir.
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Sekil 4.3. immiinfloresan boyamalar. CD90 boyamasi x20 (a). CD105 boyamasi x20 (b). CD73
boyamasi x20 (c). CD44 boyamasi x20 (d). Vimentin boyamasi x20 (e).

4.4. Mezenkimal hiicrelerin Adiposit, Kondrosit ve Osteositlere Yonlendirilmesi
Bulgular

Kondrojenik farklilastirmayr gostermek icin yonlendirilen hicrelerde igin
Alcian Blue ve kollajen liflerin gosterilmesi icin Sirius Red boyamasi yapilmistir.
Kondrosite yonlendirmede yapilan pellet kiiltiiriinde farklilasan MKH’ler kikirdak
yapisini olusturmaya baslar. Alcian blue ile kikirdak proteoglikanlar boyanirken, sirius
red ile de kikirdak kollajenleri boyanmistir.
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Sekil 4.4.1. Mezenkimal kok hiicrelerin kondrositlere yonlendirilmesi. (a) Alcian Blue ile boyama (20x)
(b) Sirius Red ile boyama (20x)

Osteojenik farkhlastirmayr gostermek icin yonlendirilen hicrelerde kalsiyum
depolanmalarini belirlemek icin Alizarin red S boyamasi yapilmistir.

Sekil 4.4.2. Mezenkimal kok hiicrelerin osteositlere yonlendirilmesi. Alizarin Red S boyamasi x20.

Adipojenik farkhlastirmayi gdstermek igin yonlendirilen yag hiicreleri igin Qil red O
boyasi yapiimistir.
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Sekil 4.4.3. Mezenkimal kok hiicrelerin adipositlere yonlendirilmesi. Oil Red O boyamasi.

4.5. Aristolohik Asit ile Kronik bébrek Yetmezligi Modeli Olugturulmasi

4 haftalik yaklasik 150-200 gr agirhgina sahip Wistar turi siganlar erkek
kullanilmistir. Kronik bobrek yetmezligi modeli icin her 3 giin de bir 10 mg/kg olacak
sekilde intraperitonal olarak AA enjeksiyonu 6 hafta boyunca yapilmistir. Kontrol
grubuna ise DMSO verilmistir.6 hafta AA enjeksiyonu yapildiktan sonra 6 hafta
beklenmistir. Bunun sonucunda Kronik Bobrek Yetmezligi olusmasi beklenmistir.

Deney baslangicindal6.haftada, 20.haftada ve 24.haftada AA, Sham ve AA
uygulandiktan sonra kdk hiicre verilen gruplarin agirliklari 6l¢tilmustir. AA’'nin deney
hayvanlarinda anlamli olarak agirlik azalmasina neden oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.5.1.).
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Sekil 4.5.1. AA gruplarinin ve sham gruplarinin agirliklari. 16. Hafta ise 6 hafta AA uygulandiktan sonra
6 hafta bekleme sireci sonundaki agirliklardir. 20. hafta AA+KH+30 gruplarinin
agirliklariyken, 24. hafta AA+KH+60 gruplarinin agirliklaridir. Sham gruplarina sadece 6
hafta DMSO uygulanmistir.

4.6. Ozel Boyamalar: Masson Trikrom ve Sirius Red Boyamalari Bulgulari

Daha 6nce yapilan calismalarda Kronik bobrek yetmezligi sonucunda fibrozisin
meydana geldigi ve ekstraselliiler matrikste artisin oldugu gosterilmistir. Bu
calismada da fibrozisi gostermek icin Masson Trikrom ve Sirius Red boyasi yapilmistir.
Aristolohik asit uygulanan gruplarin yani sira sham grubuna, AA uygulandiktan sonra
kok hiicre verilip 30 ve 60 glin bekleyen gruplara da Masson Trikrom ve Sirius Red
boyamasi yapilarak aralarindaki farkliliklarin gésterilmesi amacglanmistir.

Renal fibrozis, fibrozis olusumunu daha fazla arttiran ve ekstraselliler matriks
bilesenlerinin sentezinin arttirlmasini saglayan sirekli bobrek inflamasyonuyla
birlikte kombine olan ekstraselliler matriks bilesenlerinin asirt Uretiminden
kaynaklanmaktadir. Bu calismada AA grubundaki ekstraselliiler matriksteki artis ve
kok hiicre enjeksiyonu yapilan gruplardaki ekstraselliiler matriks Masson Trikrom
boyaslyla gosterilmistir (Sekil 4.6.1,2). Kollajen artisi ise Sirius Red boyasiyla (Sekil
4.6.3,4) gosterilmistir.

AA uygulanan grupta bag doku alanlari sham, AA uygulandiktan sonra kok
hiicre verilen gruplara goére daha fazla oldugu ve bu alanlarin anilin blue ile koyu mavi
olarak daha koyu boyandig gosterilmistir. AA uygulanmasindan sonra bag doku
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alanlari artmistir ve oOzellikle korteks bdlgesinde proksimal ve distal tibdllerin
cevresinde yogun oldugu anilin blue ile boyanarak tespit edilmistir.

AA uygulanan grupta kollajen miktari; sham ve AA uygulandiktan sonra kok
hicre verilen gruplara gére daha fazladir. Bu kollajen birikimleri 6zellikle proksimal
ve distal tbullerin ¢cevresinde yogun olarak gozlenmistir ve sirius red ile boyanmistir.
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Masson Trikrom Boyamasi:

Sekil 4.6.1. Masson Trikrom Boyamasi. Glomeriil ve ¢evresi. Kontrol x10 (a). x20 (b). x40
(c). Aristolohik asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g).
X20 (h). X40 (i). Aristolohik asit uygulanip kok hticre enjeksiyonundan sonra 30 giin
bekletilen grup (AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (I). Aristolohik asit uygulanip kok hiicre
enjeksiyonundan sonra 60 giin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o)
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Sekil 4.6.2. Masson Trikrom Boyamasi. Proksimal ve distal tubiil. Kontrol x10 (a). x20 (b). x40
(c). Aristolohik asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g).
X20 (h). X40 (i). Aristolohik asit uygulanip kok hticre enjeksiyonundan sonra 30 giin
bekletilen grup (AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (). Aristolohik asit acid uygulanip kék hiicre
enjeksiyonundan sonra 60 giin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o).
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Sirius Red Boyamalari:

Kontrol
j

a
AA
e il paios

e i
d % ‘_/. ) 2
‘Sham+30

g
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"":/((j‘

“v_:j Ly
AA+KH460
m

Sekil 4.6.3. Sirius Red Boyamasi. .Proksimal ve distal tiibil. Kontrol x10 (a). x20 (b). x40

(c). Aristolohik asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g).
X20 (h). X40 (i). Aristolohik asit uygulanip kok hiicre enjeksiyonundan sonra 30 giin
bekletilen grup (AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (l). Aristolohik asit uygulanip kok hiicre
enjeksiyonundan sonra 60 giin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o).
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Sekil 4.6.4. Sirius Red Boyamasi.Glomeriil ve gevresi.. Kontrol x10 (a). x20 (b). x40 (c). Aristolohik
asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g). X20 (h). X40 (i).
Aristolohik asit uygulanip kék hiicre enjeksiyonundan sonra 30 giin bekletilen grup
(AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (l). Aristolohik asit uygulanip kdk hiicre enjeksiyonundan
sonra 60 giin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o).
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4.7. immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari

Mezenkimal kok hiicrelerin bébrek dokusuna transplante oldugu belirlenmesi
icin insan Mitokondriyal Antikor ile immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Pozitif
kontrol olarak da insan desidua dokusu kullanilmistir.
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Sekil 4.7.1. insan mitokondriyal antikor ile immiinohistokimya boyamasi. Kék hiicre enjeksiyonu
uygulanan sican bobrek kesiti x40 (a). X100 (b). Pozitif kontrol olarak kullanilan insan
desidua kesiti x40 (c). X100 (d).

Bu c¢alismada, PCNA’nin immiinohistokimyasal boyanmasi tim gruplar icin
yapilmistir. PCNA ekspresyonu Aristolohik asit gruplarinda azalirken, Sham ve
Aristolohik asit uygulandiktan sonra kék hiicre enjeksiyonu yapilan gruplarinda arttig
gozlenmistir. PCNA ekspresyonu bobrek cisimciginde, proksimal ve distl tubdil
hiicrelerinde boyanmistir (Sekil 4.7.2).

Bu calismada, Ki67’nin immunohistokimyasal boyanmasi tim gruplar icin
yapilmistir. Ki67 ekspresyonu Aristolochic acid gruplarinda azalirken, Sham ve
Aristolohik asit uygulandiktan sonra kdk hiicre enjeksiyonu yapilan gruplarinda arttigi
ve Ozellikle distal ve proksimal tiibil hiicrelerinde boyandigi gbzlenmistir (Sekil 4.7.3).
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4.8. TUNEL Bulgulari

Bu c¢alismada, TUNEL testi tim gruplar igin yapilmistir. Aristolohik asit
gruplarinda boyanma daha fazla iken, Sham ve AA uygulandiktan sonra kok hiicre
enjeksiyonu yapilan gruplarinda boyanmanin azaldigi gézlenmistir (Sekil 4.8.1,2). AA
grubunda distal tlbillerde ve oOzellikle proksimal tiibillerde boyanmanin oldugu
belirlenmistir.
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PCNA immunohistokimyasal boyamasi:

Sekil 4.7.2. PCNA immiinohistokimyasal boyamasi Kontrol x10 (a). x20 (b). x40 (c).
Aristolohik asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g).
X20 (h). X40 (i). Aristolohik asit uygulanip kok hiicre enjeksiyonundan sonra 30 giin
bekletilen grup (AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (). Aristolohik asit uygulanip kok

hiicre enjeksiyonundan sonra 60 glin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n).
X40 (o). Negatif kontrol x10 (K)
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Ki67 imminohistokimya boyamasi:

Sekil 4.7.3. Ki67 immiinohistokimyasal boyamasi Kontrol x10 (a). x20 (b). x40 (c). Aristolohik
asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g). X20 (h). X40 (i).
Aristolohik asit uygulanip kok hiicre enjeksiyonundan sonra 30 giin bekletilen grup
(AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (I). Aristolohik asit uygulanip kék hiicre enjeksiyonundan
sonra 60 gln bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o). Negatif Kontrol (K)
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TUNEL Boyamasi :

Sekil 4.8.1.: TUNEL Boyamasi. Glomertiil ve gevresi. Kontrol x10 (a). x20 (b). x40 (c).
Aristolohik asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g). X20
(h). X40 (i). Aristolohik uygulanip kék hicre enjeksiyonundan sonra 30 giin bekletilen grup
(AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (I). Aristolohik asit uygulanip kék hiicre enjeksiyonundan
sonra 60 gin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o). Negatif kontrol x10 (K)
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Sekil 4.8.2.: TUNEL Boyamasi. Proksimal ve distal tiibul. Kontrol x10 (a). x20 (b). x40 (c).
Aristolohik asit uygulanan grup (AA) x10 (d). X20 (e). X40 (f). Sham+30 grubu x10 (g). X20
(h). X40 (i). Aristolohik asit uygulanip kok hiicre enjeksiyonundan sonra 30 gtin bekletilen
grup (AA+KH+30) x10 (j). X20 (k). X40 (I). Aristolohik asit uygulanip kok hicre
enjeksiyonundan sonra 60 giin bekletilen grup (AA+KH+60) x10 (m). X20 (n). X40 (o).
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4.9. Western Blot Analizi Bulgulari

Kontrol, Sham+30, Sham+60, AA, AA+KH+30 ve AA+KH+60 gruplariyla iliskin
deneylerin sonrasinda alinan bobrek dokularina proliferasyon ve hiicre siklusu iliskili
proteinlerin western blot analizi yapiimistir. Elde edilen bulgulara gére PCNA
proteinin western blot analizinde, AA grubunun sham ve kék hiicre verilen gruplarla
karsilastirilmasinin sonucunda anlamli derecede ekspresyonunun azaldigi (p<0,05)
teyit edilmistir. Bunun yaninda hiicre siklus inhibitori olan p57 ekspresyonunun da
AA grubunda diger sham ve kok hiicre gruplarina gére arttig (p<0,05) teyit edilmistir.
Western Blot bantlarin yogunluklari DigiDog 1000 programinda o6lgllerek degerler
Beta Aktin yogunluklarina gore normalize edilmistir.
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Sekil 4.9.2. AA ve kék hiicre uygulamasindan sonra PCNA ekspresyon diizeyleri. istatistiksel grafikler.
AA grubundaki PCNA ekspresyonu Kontrol, Sham gruplari (Sham+30 ve Sham+60) ve kok
hicre transplante edilen gruplara (AA+KH+30 ve AA+KH+60) gére anlamli derecede azalma
gostermistir. ( p<0.05) Kontrol, Sham gruplari ve Kok hiicre transplante edilen gruplar da
birbirleriyle kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p<0.05).
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Sekil 4.9.3. AA ve kék hiicre uygulamasindan sonra p57 ekspresyon diizeyleri. istatistiksel grafikler. AA
grubundaki p57 ekspresyonu Kontrol, Sham gruplari (Sham+30 ve Sham+60) ve kok hiicre
transplante edilen gruplara (AA+KH+30 ve AA+KH+60) gore anlamli derecede artis
gostermistir ( p<0.05). Kontrol, Sham gruplari ve Kok hiicre transplante edilen gruplar da
birbirleriyle kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p<0.05).

Kontrol, Sham+30, Sham+60, AA, AA+KH+30 ve AA+KH+60 gruplariyla iliskin
deneylerin sonrasinda alinan bébrek dokularina apoptoz iliskili proteinlerin western
blot analizi yapilmistir. Apoptoz belirteci olan PARP-1 proteinin western blot
analizinde, AA grubunun sham ve kok hiicre verilen gruplarla karsilastiriimasinin
sonucunda diger gruplara gore anlamli derecede ekspresyonunun arttigi (p<0,05)
teyit edilmistir. PARP-1 proteini 25 ve 89 kDa’luk proteinlere yariklanmaktadir.
Western blot analizinde PARP’In yariklanmis formu olan Asp214(25 kDa)’tiin Western
Blot bantlarin yogunluklari DigiDog 1000 programinda olclilerek degerler total (113
kDa) formunun yogunluklarina gére normalize edilmistir.
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Sekil 4.9.5. AA ve kdk hiicre uygulamasindan sonra apoptotik PARP ekspresyon diizeyleri. istatistiksel
grafikler. AA grubundaki p57 ekspresyonu Kontrol, Sham gruplari (Sham+30 ve Sham+60) ve
kok hicre transplante edilen gruplara (AA+KH+30 ve AA+KH+60) gbre anlamli derecede artis
gostermistir (p<0.05). Kontrol, Sham gruplari ve Kok hiicre transplante edilen gruplar da
birbirleriyle kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p<0.05).

4.10.Serum Kreatinin, Serum Ure ve Kan Ure Nitrojen (BUN) Bulgular

Kreatinin ve Ure degerlendirme kitleri kullanilarak deney hayvanlarindan
alinan serumlarda kreatinin, Gre ve BUN degerlerinin analizi yapildi. Bulgulara gore,
AA grubunda serum kreatinin, Gre ve BUN degerleri kontrol, sham gruplari ve kdk
hiicre verilen gruplara gére 6nemli derecede artis gostermistir.
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Sekil 4.10.1. Serum kreatinin, serum lire ve BUN degerleri.



TARTISMA

KBY, major toplum saglik problemi olarak giinden gline artmaktadir. Kanitlar
son evre renal yetmezlige dogru giden KBY’nin kardiyovaskiler hastaliklarin ve felcin
meydana gelmesinde dnemli bir risk faktorii oldugunu gostermistir. Bu ylizden KBY
tedavisi icin ¢ozimler aranmaktadir. Bobrek hasarinin onarimi icin hiicre bazl
tedaviler uygulanmaktadir. Bir ¢ok ¢alismada renal onariminin saglanmasi icin hasarh
bobrege mezenkimal kok hiicrelerin transplantasyonu gergeklestirilmistir [180].

Van Koppen ve ekibinin yaptigl ¢alismada, kosullu medyumun(CM) (MKH
salgilari ile yasamalari igin kullanilan besiyerinin toplami), KBY olusturulmus sigan
modeli lizerinde yapisal ve fonksiyonel etkilerinin olabilecegi ve KBY ilerlemesini
azaltabilecegi yonundedir. KBY, sicanlarda 5/6 nefrektomi (NPX) midahalesiyle
indiklenmistir. NPX'ten 6 hafta sonra, KBY si¢anlarina, giinde iki kere olmak lzere
CM ya da sadece besiyeri (NCM) intravendz olarak ardisik olarak 4 giin boyunca
uygulanmistir. CM uygulamali tedaviden 6 hafta sonra fonksiyonel olarak etki
gorulmustir: glomerdler filtrasyon orani (indlin klerens) ve etkin renal plazma akisi
(PAH klerens) CM tedavisinde NCM’ye gore onemli ol¢lide yiksektir. Sistolik kan
basinci CM’de NCM’ye gore daha distktir. Proteliniiria, CM’den sonra daha disiik
bir oran gostermistir. Tlbuler ve glomeriler hasar azalmistir ve CM’den sonra daha
fazla glomertler endotel hiicreler bulunmustur. DNA hasari onarimi CM’den sonra
artmistir. KBY modeli olusturulan sicanlarda, MKH-CM uygulamasinin uzun sireli
terapotik iyilestirme fonksiyonu, KBY ilerlemesini, hipertansiyonu ve glomeriiler
hasari azaltmasiyla belirlenmistir [181] .

MKH’lerin KBY’nin ilerlemesi Uizerindeki etkisi ve rejeneratif etkiyle ilgili olan
molekiler belirteclerin ekpresyonlari degerlendirilmistir. 5/6 NPX’e (nefrektomi) tabi
tutulan eriskin erkek Sprague-Dawley tiirt sicanlara kiltiir mediumu veya 0.5x10°
MKH’nin tek intravendz inflizyonu uygulanmistir. Sedece medyum injeksiyonuna
maruz kalan grup da kontrol olarak kullanilmistir. MKH inflizyonundan 5 hafta sonra
siganlar sakrifiye edilmistir. MKH’lerin immiinofloresans analizi yapiimistir. Bobrek
fonksiyonu plazma kreatinin kullanilarak degerlendirilmistir. Yapisal hasar
hematoksilan-eozin boyamasiyla, ED-1 miktari ve a-SMA ile degerlendirilmistir.
Onarim stireci; fonksiyonel ve yapisal analizler ve anjiyojenik/epiteliyojenik protein
ekspresyonu tarafindan belirlenmistir. MKH uygulanmis NPX grubu plazma kreatinin
seviyesinde ve isaretli hasar belirtecleri ED-1 ve a-SMA’da azalma gosterir. Buna ek
olarak, tedavi goren sicanlar epiteliyojenik [Pax-2, bFGF (temel fibroblast bliyime
faktori) ve BMP-7 (kemik morfojenetik protein-7)] ve anjiyojenik [VEGF (vaskiler
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endotel biyime faktorli ) ve Tie-2 ] proteinlerinde 6nemli 6lg¢lide indiksiyon
gostermektedir. Bu belirteglerin ekspresyonunun artigi rejenerasyonun meydana
geldigini gostermektedir [182].

Bir baska c¢alismada kronik bobrek yetmezligi olusturulan modeller
kullanilarak MKH’lerin fibrogenezisdeki roli arastirilmistir. MKH’ler erkek Wistar
sicanlarin uyluk ve kavalkemiginden elde edilmistir. Disi Wistar siganlari KBY modeli
olarak kullanilmistir ve 2x10° MKH intraven6z olarak her bir sicana transplante
edilerek 12 hafta takip edilmistir. SRY gen ekpresyonu, erkek MKH’leri uygulanan disi
sicanlarda gozlemlenmistir ve CD73+CD90+ hiicrelerinin immin lokalizasyonu 8.
haftada belirlenmistir. Serum ve Ure analizi MKH uygulanan hayvanlarda fonksiyonel
parametrelerinde iyilesme gostermistir. Masson trikrom ve Sirius kirmizi boyama,
MKH-uygulanan hayvanlarda fibrozisin seviyesinin azaldigini géstermektedir. Bu
sonuglar, vimentin, tip-1 kollajen, transforme edici buylme faktori B, fibroblast
spesifik protein 1 (FSP-1), monosit kemoatraktan protein 1 ve Smad3 mRNA
ekspresyonu ve a-SMA (diiz kas aktin) ve FSP-1 protein ekspresyonu tarafindan teyit
edilmistir. Renal interlokin (IL.-6) ve TNF-a’'nin mRNA ekspresyonu MKH
uygulamasindan sonra onemli 6l¢liide azalmistir oysaki IL-4 ve IL-10 ekspresyon
miktari artmistir. Tim serum sitokin ekspresyon miktari MKH-uygulanan hayvanlarda
azalmistir. Tim bunlar bir araya getirildiginde, bu sonuglar, MKH terapisinin baslangi¢
fazdaki kronik renal hasarini takip eden inflamatér cevabin modile edebildigini
onermektedir. immiinosupresif ve MKH’lerin &zelliklerinin yeniden modellenmesi,
bobrekte fibrozisi azaltabilecegini gostermistir [34].

Amniyotik membran, fetlisii cevreleyen en icteki membrandir. Hamilelik
boyunca kok hiicrelerin rezervuari oldugu disinilmektedir. Clinkl gastrulasyondan
once embriyonik epiblast hiicrelerinden meydana gelmektedir [183]. Ge¢mis yillarda,
IAM plastik cerrahi, dermatoloji ve jinekoloji prosediirleri icin biyolojik membran
olarak kullaniimistir. Bu nedenlerden dolayl eriskin MKH’lerin kaynagi olarak
iIAMKH’ler, hiicre transplantasyonu ve rejeneratif tipta ilgi odagi olmustur [98].

Diaz-Prado ve ekibinin yaptigi ¢alismada, iAMKH’lerin izolasyonu,
lokalizasyonu, morfolojik ve fenotipik karakterizasyonlari ve farkli hicrelere
farklilasma potansiyelleri belirlenmistir. iIAMKH’ler plastik adherens gosterirler ve
kemik iliginden elde edilen MKH’lerde gortlen fibroblast benzeri bliyime gozlenir.
Ayrica, bu hicrelerin immiinofenotipik karakterizasyonu genel olarak tanimlanan
insan MKH belirteclerinin varligini gosterirler (CD90, CD44, CD73, CD166, CD105 ve
CD29). Pasaj 9’a kadar iAMKH’ler fenotipik 6zelligi gostermeye devam eder [98].

Bizim calismamizda da literatlire uygun olarak, plasentanin amniyon
membranindan mezenkimal kok hticreler izole edilmistir. Fenotipik karakterleri flow
sitometri ile belirlenmistir ve diger calismalarla uygun olarak pozitif hicrelerin
oranlari CD44 % 88,6, CD73 %93.5, CD90, 98.8 ve CD105 %95,3 ve negatif belirtecler
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olan CD34, CD116, CD19, CD45 ve HLA-DR’nin pozitif ylzdesi %3.9 olarak
belirlenmistir. Boylece flow sitometri analiziyle amniyonik membrandan elde
ettigimiz hicrelerin MKH olduklari belirlenmistir.

Plasentadan izole edilen MKH’ler kondrojenik, osteojenik, adipojenik,
endotel, hepatositik, miyojenik ve ndérojenik hatlara farklilasabilirler. Diaz-Prado
ekibinin yaptigl calismada, insan amniyon kdkenli hiicreler uyarildiginda osteosit,
kondrosit ve adiposit hiicrelere farklilasmistir. Adipojenik farklilasmada, adipojenik
medyumda 21 gin kiltire edilen hiicrelere Oil Red O boyamasi yapilarak
gosterilmistir. Osteojenik farklilasma potansiyeli ise Alizarin Red boyasi kullanilarak
kalsifikasyonun varhgi gosterilmistir. Kondrojenik farklilagmada toluidine mauvisi
kullanilarak proteoglikanlar boyanmigtir [96].

Bu calismada da iAMKH’ler uyarilarak, adiposit, osteosit ve kondrositlere
farkhlastinlmistir. Adipositler igin Oil Red O, osteositler igin Alizarin Red ve
kondrositler icin Alcian Blue ve Sirius Red boyamalari yapilarak farklilasma
gosterilmistir. Kondrositlerdeki farklilasmada Alcian Blue glikozaminoglikanlari
boyarken Sirius Red ile kollajen boyamalari yapilmistir. Yapilan farkhlastirma diger
calismalarla [20, 99, 180] paralellik gostermistir.

Yapilan c¢alismalarda, Cin bitkisi olan Aristolochic  fangchi’'deki
aristolohik asitin renal hasar ve karsinomaya yol actig1 tespit edilmistir [36]. AA
KBY’ye neden olmaktadir. Genellikle medullar i1sin ve dis korteks, glomeruliye gore
daha fazla etkilenmektedir [37]. AAN hastalarindan alinan boébrekler boyut olarak
daha kuguktlr [39]. AA’'nin nasil KBY’ye neden olduguyla ilgili mekanizma kesin
degildir. Bulgular, AAl’in peritibuller kapillerin siddetli rediiksiyonunu indiikledigi ve
bu durumun hipoksiye ve hiicre olimuiyle sonuclandigini gosterir [41, 42]. AAl,
tlbdller epitel hiicrelerinde epidermal bliyiime faktériniin ekspresyonunu azaltir ve
bu hiicrelerde rejenerasyon eksikligi ortaya ¢ikar [45]. Boylece AAI, tibilointertisyal
ile sonuglanan geri donislimsiiz tibul hasarini indikler [147]. Huang ve ekibinin
yaptigi calismada, bobrek fibrosizinin hasarin 9. haftasinda dis korteks bolgesinin
cevresinde olustugu Masson Trikrom boyamasiyla gosterilmistir ve kollajen birikimi
12.haftaya kadar arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte glomerilide herhangi bir
degisiklik gbzlenmemistir. Ayrica bébrek kollajeninin AA uygulandiginda 9. haftadan
itibaren basladigi ve 12. haftaya kadar arttigi gosterilmistir [147].

Bu calismada da 6 hafta AA enjeksiyonundan sonra 6 hafta beklenerek toplam
12 haftada hastalik modeli olusturulmustur. 12 hafta sonunda bobrekler isleme
alindiktan sonra fibrozisi belirlemek icin Masson Trikrom boyamasi yapilmistir.
Sadece AA uygulanan grupta sham gruplarina gore fibrozisde dnemli derecede artis
vardir. Ozellikle kollajen birikimi glomeriiliin cevresinde proksimal ve distal tiibiillerde
gerceklesmektedir. Daha Once yapilan ¢alismalardaki gibi AA’'nin hedefi 6ncelikle
proksimal tlbller hicreleridir. Kok hicre transplante edilen gruplarda yapilan
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Masson Trikrom boyanmasinda ise, kollajen birikiminin azaldigi gorulmugstir ve
MKH’lerin fibrozisi engelledigi diistinilmektedir. Huang ve ekibinin yaptigi calismada
AA uygulanan bobreklerde intertisyal alanda kollajenin arttigi gosterilmistir [147]. Bu
¢alismada da kollajen birikiminin gosterilmesi igin Sirius Red boyamasi yapilmistir. AA
enjekte edilen grup ile sham gruplari karsilastirildiginda, korteks bolgesinde 6zellikle
glomeriil ¢cevresinde, proksimal ve distal tiibullerde kollajen birikimine rastlanmistir.
Kok hicre transplante edilen gruplarda ise bu kollajen birikiminin sadece AA enjekte
edilen gruplara gore azaldig tespit edilmis ve bdylece tiibliler hasarin MKH
enjeksiyonundan sonra iyilesme gosterdigi diistinlilmektedir.

Tubulointertisyal (Tl) lezyonlarinin ilerlemesinde tibdiler epitel hiicrelerin ve
inflamatuvar hicrelerin  epitel-mezensim gecisinin  (EMG) roli tartismalidir.
Aristolohik Asit Nefropatide (AAN) renal fonksiyonlar hizl bir sekilde bozulmaktadir
ve birkag ay icinde son evre renal yetmezlik ortaya ¢ikmaktadir. AA progresyonu,
lenfosit infiltrasyonlarinin gesitli yogunluklari, kalici tiibuler atrofi ve Tl fibrozis ile
karakterizedir. AA enjeksiyonundan yaklasik 20 glin sonra proksimal tiibil enzimiride
gecici azalma gorilmektedir ve bu PTEH rejenerasyonunun olabilecegini ileri
sirmektedir. Fizyolojik olarak, akut hasardan sonra renal onarim, epitel hiicrelerinin
rejenerasyonu ve proliferasyonuyla degerlendirilmektedir. In vivo ve in vitro
calismalarinda renal epitel hiicrelerinde spesifik AA-DNA eklenmesinin olusumu
gosterilmistir, bu olusum PTEH proliferasyon kapasitesini engelleyebilir. Bununla
birlikte kronik bébrek yetmezligi modelinde apoptoz gosterilmistir ve bunun tibiler
epitel hiicre delesyonunun mekanizmasi olabilecegi 6ne siirtilmektedir [157].

Pozdzik ve ekibi, AA tlbilotoksisitesinin antioksidatif enzimlerin ve
mitokondriyal hasarin defektif aktivasyonuyla sonuclandigini gostermislerdir.
llerleyen tiibiiler atrofi, PTEH nin onarilamayan rejenerasyonu ve apoptozuyla
iliskilidir. PTEH’nin transmembran migrasyonu EMG’nin belirtisini gostermektedir.
intertisyal bdlgede vimentin ve o-SMA pozitif hiicrelerin birikimi ve TGFB1’in
ekspresyonunun artisi yerlesik tubuler fibroblastlarin arttigini ve AAN sirasinda
kollajen birikiminin ana kaynagi oldugu disunilmektedir. Kronik faz sirasinda dig
medulladaki boélgede tlbillerin atrofik hale geldigi ve tipik bazal membranin
kalinlastig1 gérilmistiir. Kronik faz sirasinda, Ki67 hiicrelerin sayisi PTEH ve tiibiiler
atrofideki hiicrelerle iliskili olarak negatifitir. Ek olarak, Ki67 ve PCNA boyamasi, DNA
hasari hakkinda bilgi verir. PTEH’lerde PCNA ekspresyonunun azalmasi, AA-DNA
eklenmesi olusumuna karsi cevapta DNA onariminin bozulmasi olarak
dislinilmektedir ve bu durum defektif hiicre proliferasyonuna ve tiibiler atrofinin
gelismesine neden olur. Benzer bilgi cisplatin modelinde de kanitlanmistir. Dahasi,
in vitro’da PTEH’nin hiicre siklusunun tutulmasi AA uygulamasindan sonra
gerceklestigi rapor edilmistir. PTEH proliferasyonunun defektif farklilasmayla birlikte
azalmasi tibller atrofinin gelismesiyle sonuclanir. Bu modelde, PTEH te aktif kaspaz-
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3’tn induksiyonu tibdller atrofide PTEH apoptozuna neden oldugu goérilmuistir
[156].

Bu calismada da, PCNA ve Ki67 immunohistokimya boyamalari yapilmistir. AA
enjekte edilen grupta sham grubuna gore proliferasyon belirtegleri olan hem PCNA
hem de Ki67 boyamalarinda azalma gorilmustir. Bunun nedeni AA-DNA eklenmesi
olusumu ve bunun sonucunda DNA onarim mekanizmasindaki bozulma olabilir. Bu
durum, AA enjekte edilen grupta proliferasyonun azaldigina isaret etmektedir. Bunun
yaninda, PCNA proteinin ekspresyonunun belirlenmesi icin western blot bulgularinda
PCNA ekspresyonunun AA enjekte edilen grupta kontrol grubu ve sham gruplarina
gore anlamli derecede azalmasi da AA enjekte edilen grupta proliferasyonun
azaldigini desteklemektedir. Hiicre 6lim ise, western blot analiziyle apoptotik PARP
proteininin miktari ayrica TUNEL boyama yontemi yapilarak gosterilmistir. AA enjekte
edilen grup ile kontrol ve sham grubu kiyaslandiginda, AA grubunda tubuler alanda
ve Ozellikle PTEHIerde daha fazla boyanma gérilmektedir. Western blot analizinde
ise apoptotik PARP protein ekspresyonunun AA enjekte edilen grupta kontrol grubu
ve sham gruplarina gore anlamli derecede artis gosterdigi bulunmustur. Diger
calismalarla [180, 184] uyumlu olarak, hem TUNEL bulgulari hem de western blot
bulgulari AA grubunda apoptozun arttigina isaret etmektedir. Cinki AA geri
doénisimsiz olarak hasar vermektedir ve AA-DNA eklenmesiyle DNA onarim
mekanizmasi bozuldugundan hiicre DNA hasarini onarimina gidemeden apoptoza
gidebilir. Yapilan bir ¢alismada, PTEH’nin hicre siklusunun tutulmasi AA
uygulamasindan sonra gerceklestigi rapor edilmistir[185]. Burada hiicre siklus
inhibitorleri devreye girebilir. Hiicre siklus inhibitorlerinden biri olan p57’nin
ekspresyonu AA enjekte edilen grupta sham gruplarina gore artis gostermistir.
Boylece onarilamayan PTEH'ler apoptoza yonelebilir.

Sun ve ekibinin yaptigl ¢calismada, insan amniyonik sivi kdk hicrelerinin
(iASKH) hiicre bazli terapide kullanimlari degerlendirilmistir. KBY modellerinden biri
olan unilateral Uretal darlik modelinde iASKH’lerin renal intertisyal fibrozis lizerinde
etkili olup olmadigl incelenmistir. Bu ¢alismada, iAMSKH enjeksiyonunun terapotik
etkisini degerlendirmek igin tlbdler hicrelerin proliferasyon ve apoptoz
mekanizmalari incelenmistir. Sonuclarina goére, iIAMSKH enjeksiyonunun tibller
epitel hicrelerin hasar goren kisimlarinda proliferasyonu arttirdigi ve apoptozu
engelledigi gorulmdistir. Tibller epitel hiicre proliferasyonunu ve apoptozunu
kapsayan mekanizma parakrin etkiyi kapsamaktadir. Ayrica yerlesik epitel
hiicrelerinin proliferasyonu iskemi-indikli tiibuler hasari modelinde de temel onarim
mekanizmasi olabilecegi 6ne siriilmustiir [180].

Bir baska calismada ise, mezenkimal kok hiicre kokenli mikrovezikillerin
uygulanmasinin, iskemi-reperflizyon hasariyla indliklenen KBY ve ABHYyi
iyilestirebilecegi  degerlendirilmistir.  Mikrovezikil  enjeksiyonundan sonra,
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mikrovezikiller glomerulide ve hasarli tiibillerde gegici olarak birikmisler ve tibiler
hicre proliferasyonunu induklemislerdir. Ek olarak, mikrovezikiller renal koruma
mekanizmasi gibi davranarak hasar genisligini sinirlandirmiglar ve énemli 6lglide
tibller hiicre apoptozunu azaltmislardir. Bu biyolojik etkiler MKH kokenli
mikrovezikuller igin spesifiktir ¢linkl fibroblastlardan elde edilen mikrovezikiillerde
bu etkiler gérilmemistir [184].

Bu calismamizda, insan amniyonik kok hicrelerinin Aristolohik asit indikla
kronik bobrek yetmezligi modelindeki terapotik etkilerini inceledik. iAMKH’lerin
enjeksiyonu sonrasinda renal dokuda proliferasyon ve apoptoz degerlendirilmistir.
PCNA ve Ki67 immiinohistokimyasal boyamalarinda iAMKH verilen hem AA+KH+30
hem de AA+KH+60 grubunda AA grubuna gore 6nemli derecede artis gdzlenmistir. Bu
durum tubulointertisyal hasar meydana gelen renal dokuda iAMKH’lerin renal doku
hiicrelerinin proliferasyonunda etkili oldugunu goéstermektedir. Yukarida belirtildigi
gibi, 6zel boyamalar da tlbdulointertisyal fibrozisin iAMKH enjeksiyonundan sonra
azaldigini gostermektedir ve proliferasyon belirtecleri olan PCNA ve Ki67
hicrelerindeki boyanmalar proliferasyon artisini gdéstermektedir. Bununla birlikte,
western blot analizinde de iIAMKH enjekte edilen gruplarda AA grubuna gore PCNA
ekspresyonunda 6nemli derecede artis tespit edilmistir. Boylece western blot analizi
de imminohistokimyasal boyama sonuglarini desteklemektedir. iAMKH'lerin
enjeksiyonuyla renal doku hicrelerindeki proliferasyonun artisiyla, meydana gelen
fibrozisin iyilestirilebildigi dusiinlilmektedir. Bu ¢alisma literatiirde oldugu gibi
MKH’lerin tibuler atrofide etkin bir rol oynadigini 6zellikle PTEHlerde ve diger
hiicrelerde meydana gelen hasari engelleyebilecegi hipotezini desteklemektedir. Bu
durum iAMKH’lerin terapotik ozellige sahip olabilecegini gostermektedir. Bunun
yanisira, proliferasyondaki bu artis iAMKH’lerin hasar goéren hiicrelerle vyer
degistirerek eriskin doku hiicrelerine farklilasmasiyla ve parakrin etki gosterek cesitli
blylime  faktorlerini ve  sitokinlerin  salinmasina neden  olabilecegini
dislindirmektedir.

AA indukli KBY’de renal doku hiicrelerinde 6zellikle tibuler hiicrelerde
apoptoz meydana gelmektedir. Sonuclarimiza gore, AA verilen gruplarda apoptotik
PARP proteinin ekspresyonunun arttigini ve TUNEL boyamalarinda da AA grubunda
artis oldugunu tespit ettik. iAMKH enjeksiyonu sonrasinda TUNEL boyamalarinda kék
hiicre gruplarinda AA grubuna gore daha az boyama belirlendi. Bu sonuca uyumlu
olarak, apoptotik PARP protein ekspresyonunda iAMKH verilen gruplarda (AA+KH+30
ve AA+KH+60) AA grubuna gore anlamli derecede azalma meydana gelmistir. Bunun
yaninda hiicre siklusu inhibitorii olan p57 proteininin ekspresyonu da iAMKH verilen
gruplarda AA grubuna gore azalma meydana geldigi gortlmustir. Bu durum, AA
enjeksiyonundan sonra renal hicrelerdeki AA-DNA eklenmesi olusunun etkisiyle
hiicrenin apoptoza gittigi fakat iAMKH enjeksiyonundan sonra mezenkimal kok
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hicrelerin hasarli hiicrelerle yer degistirdigi ve boylece saglikh tubiler hiicre
rejenerasyonunun gerceklesmesiyle apoptozun engellendigi diisiiniiimektedir.

Yapilan c¢alismalarda, ¢esitli KBY modellerinde MKH transplantasyonu
sonrasinda serum kreatinin, lire ve BUN degerlerinin énemli 6lclide azaldigi rapor
edilmistir [34, 145, 184]. Bu ¢alismada da; serum kreatinin, serum ure ve BUN
degerleri analiz edildiginde, AA grubundaki degerler diger kontrol, sham gruplari ve
kok hticre verilen gruplarin degerleriyle karsilastirildiginda 6nemli derecede artis
gosterdigi belirlenmistir. Kok hiicre verilen gruplardaki degerler ile sham gruplari ve
kontrol gruplari arasinda anlaml bir fark bulunmamistir. AA-indikli KBY modelinde
iIAMKH’lerin transplantasyonu sonucu, serum kreatinin ve Ure seviyesinin azalmasi
iIAMKH’lerin renoprotektif etkilerinin oldugunu gosterebilir.

Sonug olarak, iAMKH’ler AA indikli KBY’de etkin rol oynayarak renal hasari
iyilestirebilecegi ve fibrozis sonucu meydana gelen apoptozu engelleyebilecegini 6ne
surebiliriz. Sonug olarak iAMKHlerin KBY’de terapdétik etkilerinin oldugu sdylenebilir.
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SONUGCLAR

Bu tezde insan plasentasi amniyon kokenli mezenkimal hiicrelerin kronik
bobrek yetmezligi modelinde apoptoz ve proliferasyon mekanizmalarina etkisi
arastirilmig ve asagidaki sonuglar ortaya gikmistir:

1. Aristolohik asitin uygulanmasi renal dokuda fibrozise neden olmaktadir.

2. Aristolohik asit uygulanarak olusturulan KBY modelinde mezenkimal kok
hiicrelerin transplantasyonu sonucunda PCNA ve Ki67 bulgularn
dogrultusunda proliferasyonun arttigi belirlenmistir.

3. Apoptotik PARP ve TUNEL bulgulari sonuglarina dayanarak aristolohik asit
indiikli KBY’de renal doku hiicrelerinde apoptoz artmaktadir.

4. Hiucre siklus inhibitori olan p57 proteinin ekspresyonu iAMKH transplante
edilen gruplarda AA uygulanan gruplara gore azalma gostermektedir. Bu
bulgular, AA grubunun hiicre siklusunda duraklama evresine girdigini ve
bunun sonucu olarak apoptoza yonelebilecegini gostermektedir.

5. Fonksiyonel olarak (re, kreatinin ve BUN konsantrasyon miktarlarinin
diger gruplarda, AA uygulanan gruplara gére azalmasi iAMKH’lerin renal
fibrozisde etkili olabilecegini diistindirmektedir.

6. Bu calisma, Ozetle AA-indikli KBY'de iAMKH’lerin renal dokuda
proliferasyon ve apoptoz mekanizmalarini etkiledigini gbstermistir.
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