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OZET

Amag: Kronik glomeriiler ve tiibiilointerstisyel fibrozis, son déonem bobrek yetmezliginin en yaygin
sebebidir. Bobrek, sinirli kosullarda organin kendisini yenilemesine izin veren intrinsik rejeneratif
kapasiteye sahiptir. Mezenkimal kék hiicre (MKH) tedavisi, bdbrek hasarinin rejenerasyonu igin umut
verici sonuglar sunmaktadir. MKH'lerin terapotik etkilerinin gosterilebilmesi agisindan oSlgiilebilir
biyobelirtegler biiyiik 6nem tasimaktadir. Adiponektin, kronik bobrek yetmezligi (KBY) gelisimi i¢in
Onerilen biyobelirteclerden biridir. Calismamizda, sicanlara subtotal nefrektomi yaparak kronik
bobrek yetmezligi olusturuldu ve insan plasentasindan elde edilen mezenkimal kok hiicreler enjekte
edilerek bobrek hastaliginda 6nemli bir biyobelirte¢ olabilecegi onerilen adiponektinin rolu ve bu rol

izerine mezenkimal kok hiicrelerin etkisi incelendi.

Yontem: Calismamizda ilk olarak term plasentalarindaki amniyon membranindan mezenkimal kok
hiicrelerin izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen hiicrelerin flow sitometre ile karakterizasyonu
yapildi ve ardindan mezenkimal hiicrelerin adiposit, kondrosit ve osteositlere yonlendirilmesi
saglandi. Deney gruplarimi olusturmak igin Wistar tiirii erkek ratlarin sol bobreklerine ligasyon
yapildiktan iki hafta sonra sag bobrekleri tamamen alinarak 5/6 nefrektomi yapilmis oldu. Daha sonra
bazi gruplara kok hiicre enjeksiyonu uygulandi. Tiim gruplarda Adiponektin, Adiponektin Reseptdr 1
(AdipoR1) ve Fibronektin'in protein diizeyleri western blot yontemi ile, mRNA ekspresyonlar ise
Real-Time PCR yontemi ile tespit edildi. Ayrica, Adiponektin, sinyalizasyonu agisindan AMPK
fosforilasyonu Western Blot yontemi ile degerlendirildi. Son olarak da adiponektinin idrar ve serum

diizeyleri sigana 6zgii ELISA kiti kullanilarak dlgiildii.

Bulgular: Adiponektin, AdipoR1 ve Fibronektin protein ve mRNA ekspresyonlarinda ve AMPK
fosforilasyonunda nefrektomi yapilan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla bir artma gézlenirken; 5/6
nefrektomi yapildiktan sonra k6k hiicre verilmis olan si¢anlarda, kok hiicre verilmemis KBY'li gruplar
ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma belirlendi. Ayrica, kok hiicre
verilen gruplarda serum adiponektin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artma gozlenirken,

idrar adiponektin diizeylerinde ise anlaml1 bir azalma tespit edildi.

Sonug: Sonug olarak, kan ve idrarda Olcilebilir bir biyobelirte¢ olan adiponektin kronik bdbrek
hastaliginin ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir. KBY'de klinik denemeler ve deneysel sistemlerin

dizayni agisindan MKH'ler terapétik olarak rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, kronik bobrek yetmezligi, adiponektin, fibrozis.



ABSTRACT

Objective: Chronic glomerular and tubulointerstitial fibrosis is the most common cause of
end-stage renal failure. The kidney has an intrinsic regenerative capacity that allows the
organ to regenerate itself under limited conditions. Mesenchymal stem cell therapy offers
promising results for regeneration of kidney damage. measurable biomarkers are of great
importance for demonstrating the therapeutic effects of mesenchymal stem cells.
Adiponectin is one of the recommended biomarkers for the development of chronic renal
failure. In our study, we performed subtotal nephrectomy in rats to establish chronic renal
failure and injected mesenchymal stem cells from human placenta to investigate the role of
proposed adiponectin and the effect of mesenchymal stem cells on this role as an important

biomarker in renal disease.

Methods: In our study, mesenchymal stem cells were isolated from the amnion membrane
of term placentas. The obtained cells were characterized by flow cytometry and then
mesenchymal cells were directed to adipocytes, chondrocytes and osteocytes. In order to
construct the experimental groups, 5/6 nephrectomy was performed after two weeks after the
ligation of the left kidneys of male Wistar rats. Some groups were then injected with stem
cells. Protein levels of Adiponectin, Adiponectin Receptor 1 (AdipoR1) and Fibronectin
were determined by western blot method and mRNA expressions by Real-Time PCR method
in all groups. In addition, adiponectin was evaluated for signaling by AMPK
phosphorylation by Western Blot method. Finally, urine and serum levels of adiponectin

were measured using a rat specific ELISA kit.

Findings: Adiponectin, AdipoR1 and Fibronectin protein and mRNA expressions and
AMPK phosphorylation were increased in the nephrectomy groups compared to the control
groups. After 5/6 nephrectomy, there was a statistically significant decrease in stem cell-
injected rats compared with groups with untreated stem cells. In addition, there was a
statistically significant increase in serum adiponectin levels and a significant decrease in

urinary adiponectin levels in the stem cell group.

Conclusion: As a result, adiponectin, a measurable biomarker in blood and urine, plays an
important role in the progression of chronic kidney disease. mesenchymal stem cells may
play a therapeutic role in terms of clinical trials and design of experimental systems in

chronic renal failure.

Key words: Mesenchymal stem cell, chronic renal failure, adiponectin, fibrosis.
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), diinya populasyonunun %8-16'sim etkileyen
global bir hastaliktir (Eirin ve ark., 2014). KBY, glomertiler filtrasyon degerinde
azalma sonucu bobregin metabolik fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma
hali olarak tammlanabilir. KBY'nin belirgin 6zelligi, saglikli dokunun erozyonu ve
fibrozis nedeniyle zaman igerisinde siirekli olarak bobrek fonksiyonlarinin kaybidir.
Kronik, glomeriler ve tabulointerstisyel fibrozis, son evre bobrek yetmezliginin
(SEBY) en yaygin sebebidir. Bobrek, simirli kosullarda organin  kendisini
yenilemesine izin veren intrinsik rejeneratif kapasiteye sahiptir. Ancak bu rejeneratif
potansiyel, kronik kosullar altinda simrhdir ve ilerleyici glomeriilosklerozis ve
tiibiilointerstisyel fibrozisi onlemek icin etkili degildir. Giincel tedaviler, renal
hastaligin progresyonunun altinda yatan ana sebepleri hedef almak adina ¢ok basarili
degildir. Yardimer hiicresel rejenerasyon tedavi stratejileri, KBY hastalar1 icin iyi

alternatifler sunmaktadir.

Mezenkimal kok hicreler (MKH) ve MKH-benzeri hiicrelerin multipotent olmalar
ve Kkiiltiir kosullarinda kolayca ¢ogaltilabilmeleri nedeniyle 6zellikle doku
onarimlarindaki ve gen tedavilerindeki potansiyelleri g6z Oniine alinarak Onemleri
artmistir. Bu nedenle, MKH'ler birgok klinik tarafindan bir dizi hastalikta
denenmektedir. Kok hiicrelerin, kendi kokeni disinda birgok farkli dokuya ait
hiicrelere farklilasabilme yetenegi (transdiferansiyasyon/ plastisite) cok buyik ilgi
uyandirsa da aslinda bu degisimin ¢ok az sayida hiicreyi kapsadigi bilinmekte ve
iyilesmeye olan katkida, ozellikle ¢oziilebilir faktorlerin salinimi olmak tizere diger
mekanizmalarin da etkisinin diisiiniilmesi geregi vurgulanmaktadir (Pittenger ve ark.,
1999; Krause ve ark., 2001; Anderson ve ark., 2001; Verfaillie ve ark., 2002; Krause
2002; Lee ve ark., 2004; Pomerantz ve Blau 2004; Lakshmipathy ve Verfaillie 2005;
Lemoli ve ark., 2005).

Mezenkimal kok hicre tedavisi, bobrek hasarinin rejenerasyonu igin umut verici
sonuclar sunmaktadir. Son yillarda, ¢esitli deneysel kronik bobrek hasar1 (KBH)
modellerinde ve klinik c¢aligmalarda, MKH'lerin renal hasar1 diizeltme potansiyeli

iizerine ¢ok sayida calisma mevcuttur. Ancak MKH'lerin terapétik etkileri ile iliskili



hiicresel mekanizmalar tam olarak ag¢iklanamamistir. MKH'lerin umut verici
sonuglarinin terclimesi i¢in, terapdtik cevaba erken indikatorler olarak hizmet veren
oOlcllebilir faktorlerin (biyobelirteg) belirlenmesi buyiuk 6nem tasimaktadir. Kan ve
idrarda olcilebilir biyobelirteclere ait artan bilgiler, KBY'ye terapttik mudahelede
MKH'erin klinik denemeler ve deneysel sistemlerin dizayni agisindan oldukca

biiylik 6nem tasimaktadir (Tomas ve ark., 2016).

Adiponektin, KBY gelisimi icin Onerilen biyobelirteclerden biridir. ~ Anti-
inflamatuvar, anti-aterosklerotik ve instlin-duyarh etkiler ile iliskili oldugu 6nerilen
bir adipoz doku proteinidir. Karaciger, kalp, pankreatik 8 hiicreleri, bobrek ve cesitli
dokulardaki diger hiicre tiplerinde etkilerini gosterir. Adiponektin, glomeruler
filtrasyon bariyerini gegerek inflamasyonu, fibrozisi ve bobreklerdeki AMP-aktive
edici protein kinazin (AMPK) aktivasyonu ile oksidatif stresi inhibe eder.
Adiponektin, glomeruler filtrasyon bariyerini muhtemelen, glomeriler hicreler

uzerinde etki ederek AMPK'nin AdipoR 1-aracili aktivasyonuna sebep olarak gecer.

Caligmamizda nefrektomi yapilarak siganlarda kronik bdbrek yetmezligi
olusturulmus ve bu siganlara insan plasentasindan elde edilmis olan mezenkimal kok
hiicreler enjekte edilmistir. Bobrek hastaliginda 6nemli bir biyobelirte¢ olabilecegi
Onerilen adiponektin tizerine mezenkimal kok hiicrelerin etkisi incelenmistir. Bu
amagcla; ilk olarak MKH enjekte edilmis ve edilmemis si¢anlarda adiponektinin idrar
ve serum duzeylerini belirledik. Adiponektin etki mekanizmasini incelemek igin,
MKH enjekte edilmis ve edilmemis sicanlarin bdbreklerinde adiponektin ve
AdipoR1'in mRNA ve protein diizeylerini tespit ettik. Ayrica, adiponektin etki
mekanizmasinda merkezi bir rol oynayan sinyal molekili AMPK'nin protein
diizeylerini belirledik. Son olarak da KBY olusturulup MKH verilmis si¢anlarin
bobreginde olusan fibrozisin onarilmasinda MKH'nin etkisini degerlendirebilmek

amaciyla fibronektinin mRNA ve protein diizeylerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek

Bobrekler, karin duvarinin arkasinda, periton boslugunun disinda ve lomber
bolgedeki belin hemen iizerinde yer alan islevsel organlardir. Sag bobrek, karacigerin
pozisyonu nedeniyle sol bobrege gore biraz daha asagida yer alir. Bobrekler oldukga
vaskiilerdir ve birgok kan damart igerir. Yapisal olarak, korteks, renal medulla ve

renal pelvis olmak iizere ii¢ ana bdlgeye ayrilirlar.

Bobrekler, onlerinde yer alan karin yapisi, omurgaya baglanan kaslar tarafindan ve
yag tabakasiyla korunurlar. "Nefron" bobregin fonksiyonel birimidir ve her yetigkin
bobreginde neredeyse bir milyon nefron vardir ve yapi kan damarlar ile ¢evrelenir.
Nefronun temel bilesenleri glomerulus, proksimal tiibiil, Henle kulbu, distal tiibiil ve

toplama kanallaridir (Humphreys ve ark., 2008).

Glomeriiler epitelyal hiicreler olarak adlandirilan podositler, komsu hiicre pedikiilleri
ile i¢ ige gecer ve pedikiiller arasinda filtrasyon isleminin segiciligini diizenlemeye
yardimci olan, evrim gecirmis bir hiicre i¢ci baglant1 noktas1 vardir. Tibiiler yapilar
renal epitelyumunun yapisal ve fonksiyonel olarak bir dizi aktiviteyi
gergeklestirmesine izin verir. Proksimal tiibiil, filtrattan iyonlar, glukoz ve amino
asitler ile birlikte s1vi alimindan sorumludur. Ayrica agir metaller ve gentamisin gibi
nefrotoksik antibiyotikler de dahil olmak Uzere bir dizi toksik materyali reabsorbe
eder ve akut tiibiiler nekroz gibi patolojik durumlarda yer alir. Henle Kulbu idrarin
konsantre edilmesi icin gerekli olan konsantrasyon gradientinin yaratilmasina
yardimer olur. Distal tiibiil ve toplama kanalinin birlesmesi ile adlandirilan distal
nefron ise idrarin kompozisyonuna son ayarlamalar1 saglar. Bobregin genel yapisi ve

birimleri Sekil 2.1'de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Bobregin genel yapisi

Bobregin yapist ve her bir birimin fonksiyonu asagidaki maddeler seklinde

siralanabilir:
*Renal Kapsiil: Bobregi ¢evreleyen dis zar; ince ama saglam ve lifli yapidadir.

*Renal Korteks: Kortikal dokunun uzantilarim igeren bobregin dis bdlgesi, yaklagik

bir milyon nefron igerir.

*Medulla: 8-12 renal piramit i¢eren bobregin i¢ bolgesidir; piramitler kalikse bosalir.
*Meddller Piramitler: Toplama kanallar1 tarafindan olusturulan bobregin i¢ kismi.
*Nefron: Bobreklerdeki filtrasyon birimleridir.

*Renal Arter: Aorttan ¢ikan dallar, nefron i¢inde siiziilmek iizere bobrege atik dolu

kan getirir.
*Renal Ven: Filtrelenmis kan1 bébreklerden inferior vena cava'ya ¢ikarir.

*Renal Kaliks: Renal pelvisin uzantisi; idrar1 piramitlerden renal pelvise

yonlendirirler.
*Renal Pelvis: Nefrondan idrar toplayan ve iireterin iist ucuna dogru daralan yapi.

Ureter: Bobrek pelvisinden siiziintii ve idrar1 toplar ve mesaneye gétiiriir.



Bobrek gelisimi ve fonksiyonel devamliligi iiriner sistem basta olmak {izere pek ¢cok

yapi igin kritik Gneme sahiptir.

2.1.1. Bobrek Hasan

Bobrek hasarlar1 parankima, biiylik kan damarlari veya toplama sistemleri iginde
olabilir ve c¢ogunlukla bobrek dokusunun dogrudan muayenesinden ziyade
belirtegleri araciligiyla ortaya cikarilabilir. Bobrek hasari belirtegleri, siklikla bobrek
icindeki olas1 hasar bolgesine ve diger klinik bulgulara ve bobrek hastaligimin

nedenine dair bir ipucu verir.

Cesitli bobrek hastaliklari, podositler, tiibiiler epitel hiicreleri, mesanjiyal hiicreler
veya endotelyal hicreler dahil olmak tizere farkli hiicre tiplerinin yaralanmasina
neden olur. Bu durum, ¢esitli derecelerde bobrek fonksiyonunu bozmasina ragmen,
ayn1 zamanda, yarali bobrek dokularinin rejenerasyonundan sorumlu mekanizmalari
harekete gecirir (Humphreys ve ark., 2008). Mevcut galismalara gore, endojen renal
hiicrelerin yeniden programlanmasi, kemik iligi tiirevli hiicrenin ve makrofajin
bobrek icine gocii, renal progenitdr hiicre farklilagsmasi ve neoanjiyogenez dahil
olmak ftizere dort ana rejenerasyon siireci vardir. Artan kanitlar, rejenerasyon
siirecinin hiicre dediferansiyasyonu yoluyla bobrek gelisimine benzer oldugunu
gostermistir. Nefrogenez sirasinda hayati olan genler, yetiskin bdbreklerde
yaralanmay1 takiben hiicresel rejenerasyonu ve doku tamirini diizenleyebilir (Martin
ve Parkhurst 2004; Monte ve ark., 2007). Makrofajlar, akut fazdaki 6lii dokular
temizleyebilir ve onarim sirasinda tiibliler epitelyal hiicrelerin rejenerasyonunu

destekleyebilir (Lin ve ark., 2010; Lee ve ark., 2011; Lin ve Duffield 2012).

Lokal bolgeden veya dolasimdan alinan farkli renal progenitor hiicreler, hedef
hiicrelere farklilasma potansiyeline sahiptir ve hayatta kalan bobrek hiicresi

cogalmasini ve bobrek onarmminin yaralanmadan sonra gelismesini destekler

(Benigni ve ark., 2010).

Neoanjiyogenez, vaskiler buylme faktorleri ve endotelyal progenitdr hcreler

yoluyla uyarilir ve oksidatif stresi ve nefron kaybim azaltabilir.

Bobrek hasart genel olarak proteiniiri, albliminiiri, idrar sediment anormallikleri ve

tiibiiler bozukluklara bagh elektrolit ve diger anormallikler ile iligkilidir.



Proteindri

"Proteiniiri" idrarda protein miktarimin artmasi durumunu ifade eden genel bir
terimdir. Proteiniiri, artmig glomeriiler permeabilite sebebiyle biiylik molekiil
agirlikl proteinlerin plazmada anormal azalisi, diisiik molekiil agirlikli proteinlerin
tamamlanmamis tiibiiler reabsorbsiyonu (tiibiiler proteiniiri) veya diisiik molekiil
agirlikli proteinlerin plazma konsantrasyonlarinda anormal artis1 durumlarinda ortaya
cikabilir. Ayrica bobreklerden ve alt idrar yolundan elde edilen anormal protein
kayiplarin1 da yansitabilir. Tiibiiler proteiniiri bobrek hasarinda patognomoniktir. Ek
olarak, deneysel ve klinik calismalardan elde edilen bulgular, KBY'nin hastalik
progresyonu patogenezinde proteiniiri i¢in Onemli bir roli oldugunu ortaya

koymustur (Silva 2005).

Albuminuri

Alblimin, saglikli bireylere kiyasla bobrek hastaligi olan hastalarda daha biiyiik
miktarda idrarda bulunan bir tip plazma proteinidir. Albimindri, idrardaki anormal
albiimin kaybina karsihik gelir. idrar proteinlerinin 6lctlmesi icin son veriler, total
protein yerine albiiminiiri miktarin1 vurgular. Diinya ¢apinda yapilan ¢alismalardan
elde edilen yeni epidemiyolojik veriler, idrar albiimin miktar1 ile hem bobrek hem de
kardiyovaskiiler hastalik (KVH) riski arasinda giiglii bir iliski oldugunu
gOstermektedir. Bu nedenle klinik terminolojide "proteintri” yerine "alblmindri”
terimine daha sik rastlanilmaktadir. Diyabetik glomeriloskleroz da dahil olmak tizere
glomeriiler hastaliklarin en erken belirtecidir ve genellikle glomeriiler filtrasyon
oranindaki azalmadan dnce gorulur. Albiiminiiri ve proteiniiri i¢in normatif degerler

genellikle "idrar kayb1 oran1” olarak ifade edilir.

Idrar Sediment Anormallikleri

Hucreler, dokintiuler, kristaller ve mikroorganizmalar, bébrek ve idrar yollarinin
cesitli rahatsizliklarinda idrar tortusunda gorulebilir; fakat renal tibdler hicreler,
kirmiz1 kan hiicresi atiklari, beyaz kan hicresi dokinttleri, iri granuler dokuntuler,

ve ¢ok sayida dismorfik kirmizi kan hiicresi, bobrek hasarinda patognomoniktir.

Tiibiiler Bozukluklara Bagh Elektrolit ve Diger Anormallikler
Elektrolitlerin ve diger c¢oziinenlerin anormallikleri renal tiibiiler reabsorpsiyon ve
sekresyon bozukluklarindan kaynaklanabilir. Bu sendromlar nadirdir ancak bobrek

hastaliginda patognomoniktir. Siklikla hastaliklar altta yatan patolojik anormallikler



olmadan genetiktir. Diger hastaliklar, ilaglar veya toksinler nedeniyle edinilir ve

genellikle belirgin tubtler patolojik lezyonlarla olur.

2.1.2. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezIligi tiim diinyada epidemi haline gelmis ve total popiilasyonun
yaklasik %8'ini etkilemekte olan, kronik, renal veya sistemik nedenlerle bdbrek
fonksiyonlarindaki geri doniisiimsiiz kayip ile karakterize olan hastalik durumu
olarak tammlanir (Arik ve ark., 2009). Kronik bobrek hastaliginin tanimlanmasi ve
evrelenmesi glomeriiler filtrasyon orani (GFO) ve proteiniiri ile degerlendirilir
(Tesauro ve ark., 2012). Uluslararas1 kayitlar, kronik diyaliz tedavisine bagimli hasta
sayisinda (kronik bobrek hastaliginin 5. evresi) dramatik bir artis oldugunu

gostermektedir (Coresh ve ark., 2007).

Kronik bobrek hasarinin baslangicina ve ilerlemesine birgok 6ge katkida bulunur.
Yas, akrabalik, azalan nefron kitlesi, diisik dogum agirligi, dezavantajli sosyal
durum gibi duyarlilik unsurlari, bobrek hasarinin artmasi riskini doguran
durumlardir. Diyabet, hipertansiyon, otoimmiin hastaliklar, sistemik enfeksiyonlar,
tekrarlayan idrar yollar1 enfeksiyonlari, bobrek tasi olusumu, idrar yolu tikanikligi
veya ilaglar gibi baslatma elemanlan, o6zellikle yiiksek riskli hastalarda bdbrek
hasarin belirleyebilen faktorlerdir. Protein kaybi, hipertansiyon, diyabetik hastalarin
yetersiz glisemik kontrolii, sigara dumam gibi faktorler ise bobrek hasarinin

kotiilesmesine ve bobrek fonksiyonunun azalmasini hizlandirmaya sebep olur.

Baslangigtaki travmalara bakilmaksizin, kronik hastalik, fibriler kollajendz
matriksinin patolojik depolanmasi (fibrozis), patolojik olarak glomeriiloskleroz
(glomeriiler fibrozis ve iliskili kilcal halka tahribati), interstisyel fibrozis, tiibiiler
atrofi, peritiibiiler kapiller yogunlugunda azalma ve inflamasyon olarak goriilen
stereotiplenmis bobrek hasari yamitlari ile karakterize edilir (Grgic ve ark., 2012;

Schrimpf ve Duffield 2011).

Histolojik acgidan renal hasarin ilerlemesi ise esas olarak glomeriiloskleroz,
interstisyel 10kosit infiltrasyonu ve tiibiilointerstisyel fibrozis ile karakterizedir
(Schlondor ff 2008; M. /
kollajenlerin (esas olarak kollajen tipleri I ve III) asir1 birikmesine ek olarak

lamininler, fibronektin, sisteince zengin tip IV kollajen, elastin, vitronektin,



trombospondin, perlekan, heparan silfat, kondroitin stlfat, versikan ve dekorin gibi
diger hiicre dis1 matriks proteinlerini igerebilir. Bu proteinlerin/proteoglikanlarin
cogu, esas olarak normal bazal membranlarda ve interstisyel matrikslerde belirtilen
ayni bilesenlerle benzerdir. Glomerulus ve arterioler duvarda, siklikla ekstra damarli
plazma proteinlerinden kaynaklanabilecek hiyalin birikimi vardir. Bu matriks
proteinlerinin, 6zellikle de fibriler kollajenin birkag¢inin biyokimyasal modifikasyonu,
lizil oksidazlar ve transglutaminazlar tarafindan kovalent c¢apraz baglanma ile
meydana gelir ve fibrozis ilerledik¢e, bunlarin proteolize karsi direngli hale
gelmesini saglar (Eddy 2005). Kronik bobrek hastaliklart ilerleyici ve geri
doniisiimsiiz fonksiyonel bobrek parankimi kaybina yol acar. KBH'deki bobrek
patolojisi, miyofibroblastlar tarafindan {iretilen asin matriks birikimi olan
tiiblilointerstisyel fibrozis ile karakterizedir. Bu yara izi olusturan hiicrelerin
olusumunu bloke etmek, ilerleyici fibrotik bobrek hastaligi olan hastalar i¢in
mantiksal bir terapotik hedefi temsil ettigi icin, renal miyofibroblastlarin kaynagi

yogun bir aragtirmanin konusudur.

Miyofibroblastlar
Miyofibroblastlar kasilma o&zelligine sahip olan fibroblastlardir ve bobrekteki
miyofibroblastlarin kokenleri son 20 yildir yogun olarak calisilmakta ve biraz

tartigmalidir (Zeisberg ve Duffield 2010).

Son zamanlarda, fare fibrozis modellerinde genetik haritalama tekniklerinin
uygulanmasi, fibrotik bobrek hastaliginda hiicre hiyerarsileri hakkinda yeni bilgiler
saglamig ve epitelden mezenkimale gegisin in vivo olarak myofibroblast aliminin bir
kaynag1 oldugu konusunda siiphe uyandirmaktadir, fakat daha ziyade, myofibroblast

progenitdr havuzu olarak, yerlesik perisit / perivaskiiler fibroblasti isaret eder (Grgic,
2012).

Miyofibroblastlarin ¢aligilmasinda problemin bir kism1, mevcut isaret¢ilerdeki tek tip
belirtecler ve ara organ ve tiirler arasi farkliliklarin olmayisidir. Cok yakin zamana
kadar, yaygin epitelyal hicrelerin, epitelden mezenkimale gegis (EMT) olarak
bilinen bir transdiferansiyasyon islemiyle miyofibroblastlarin birincil kaynag: olarak

hizmet ettigi diistiniilmiistiir (Kalluri ve Neilson 2003; Zeisberg ve Kalluri 2008).



Epitelden mezenkimale gecisin bobrek fibroblast/miyofibroblastlarinin ortaya ¢ikisini
acikladig1 kavram, esas olarak, transforme edici biiyiime faktori f (TGF-B) gibi
profibrotik faktorlerle tedavide epitelyal ozellikleri yitiren, kiiltiirlenmis epitelyal
hiicrelerin in vitro ¢alismalarindan evrimlesmistir (Zeisberg ve ark., 2003; Ivanova
ve ark., 2008). Bu in vitro EMT imzasi, bobrek tiibiiler epitelyal hiicrelerinin, bobrek
fibrozisi sirasinda miyofibroblastlarin ana kaynaklarindan biri oldugu dolayl kanitlar
olarak onerilmistir; bununla birlikte, birka¢ bagimsiz kanit, in vitro fenotipik gegisin
gerceklestigi veya in vivo miyofibroblast goriiniimiine katkida bulundugu hipotezine
karst ¢ikmistir (Kuusniemi ve ark., 2005; Humphreys ve ark., 2010; Koesters ve ark.,
2010; Asada ve ark., 2011).

Miyofibroblastlar fibrozis sirasinda renal interstisyumda de novo goriinen benzersiz
bir hiicre populasyonudur (Grande ve Lopez-Novoa 2009). Bu hiicrelerin varlig1 skar
olusumu icin gerekli goriinmektedir ve insan calismalarindan elde edilen sinirh
verilere ragmen, bobrek sonuglari ile iliskili gortinmektedir. Cesitli in vitro
caligmalar ve bobrek dokularinda mRNA in situ hibridizasyon c¢aligmalar
miyofibroblastlar1 skar olusturucu matriks proteinlerinin birincil kaynagi olarak
tanimlamaktadir ve bu da onlarin varligimin fibrozis ig¢in gerekli oldugunu
diistindiirmektedir. Merkezi 6nemleri g6z oniinde bulunduruldugunda, bu hiicrelerin
hiicresel kokenleri, hayvan modellerinde kapsamli bir sekilde arastirilan kritik bir
sorudur, ancak c¢elisen veriler bunu devam eden bir tartisma konusu olarak

birakmaktadir.

Makrofajlar

Kronik bobrek yetmezligi, makrofajlarin interstisyel infiltrat1 ile karakterize olup,
yogunlugu bdbrek sagkalimi ile ters orantilidir (Yu ve ark., 2010). Yerel ¢evresel
ipuclarma bagli olarak, makrofajlar fibrogenezi etkileyen ¢esitli {riinleri
sentezleyebilir ve salgilayabilir. Bunlar arasinda biiylime faktorleri ve sitokinler
(TGF-P, fibroblast biiylime faktorii, tiimor nekroz faktorii o, interferon y, hepatosit
biilyiime faktorii), enzimler ve inhibitorleri (anjiyotensin doniistiiriicii enzim,
plazminojen aktivatorleri, plazminojen aktivator inhibitéri-1, kollajenazlar,
metalloproteinazlarin doku inhibitorii), matriks proteinleri (kollajen, fibronektin,

trombospondin) ve digerleri (kompleman proteinleri, koagiilasyon faktorleri,



biyoaktif lipidler, reaktif oksijen tdrleri, nitrik oksit, endotelin vb.) yer alir (Eddy ve
Neilson 2006).

Cesitli deneysel ¢aligmalar, interstisyel makrofajlarin sayisinin azaltilmasinin bobrek
fibrozisi azalttigin1 gostermistir. Doku hasart ile iligkili makrofajlarin ¢ok islevli
potansiyeli uzun zamandan beri bilinmesine ragmen, farelerde yapilan ¢alismalardan
elde edilen son on yildaki 6nemli bilimsel gelismeler, fonksiyonel yapinin molekiiler

temelini agikliga kavusturmaya baslamistir (Ricardo ve ark., 2008).

Makrofajlarin hasar onarimindaki rolii, tersine c¢evrilebilir bir karaciger hasar1
modelinde agik¢a ortaya konmustur. Hasar indiiksiyon fazi sirasinda makrofaj
azalmasi, fibrozisin derecesini azaltmustir, fakat bunlarin tiikenmesi, hasarin
¢coziinme evresine kadar ertelendiginde, fibrozis siddeti daha kotiidiir (Duffield ve

ark., 2005).

Tubduler Epitelyal Hicreler

Kronik bobrek hasarinin indiiksiyon fazi sirasinda, tubtler epitelyal hiicreler; reaktif
oksijen tirleri ve inflamatuar mediyat6rler gibi Urlnleri sentezleme kabiliyetleri
vasitasiyla ve bazolateral sekresyon yoluyla interstisyuma dogru yol alan
kemokinlerden kagarak paraseliiler mekanizmalar araciligiyla zararli yolaklara aktif
olarak katilirlar. Sistemik plazma havuzundan veya yukar1 akish glomeriler
hiicrelerden tiiretilmis anormal olarak filtrelenmis ¢esitli idrar proteinleri, bu

olaylarda ttbtler epitelyumu gecebilir (Zandi-Nejad ve ark., 2004).

Biyokimyasal olarak modifiye edilmis veya konjuge edilmis {iriner albiimin
tarafindan tetiklenen alternatif bir aktivasyon yolu, protein endositozuna aracilik
eden proksimal tlbiiler megalin reseptorlerini igerir ve koreseptorleri ile ortaklasa
spesifik sinyal yanitlarini aktive eder (Christensen ve ark., 2012). Bir diger yol ise,
enflamatuvar kemokinlerin profibrotik molekulleri (TGF-B, endotelin) ve a-SMA+

hiicreleri ile uyarilmis sentezi ile iligkilendirilmistir.

Hiicre kiiltiirii sistemlerinde kapsamli olarak arastirilan, proteiniirinin in vivo olarak
bu tiibliler hiicre yanitlarimi tetikleme derecesi hala net degildir. Ancak bu
paradigmanin proteiniiri derecesinin kronik bdbrek hastaligini tipik olarak belirleyen
kronik inflamatuar ve fibrozis yollartyla yakindan iligkili oldugu gergegini agikladigi

distiniilmektedir.
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Fibrozis siddeti arttik¢a, normal olarak giiclii bir rejeneratif kapasiteye sahip olan
tiibliler epitel bu yetenegini kaybeder ve apoptoza ya da hizlandirilmis yaslanmaya
bagli olarak iyilesir. Rejeneratif 6zellikten 6lmekte olan hiicreler olusumuna gegisin
nedeni iyi anlasilmamustir, fakat bu gecis hiicre dongiisiine 6zgli faktorleri, otofaj
basarisizligini, endoplazmik retikulum stresini, oksidatif stresi ve bilinmeyen
"rejeneratif sinyallerin" kaybini igerir (Yang ve ark., 2010; Li ve ark., 2010;
Humphreys ve ark., 2011). Tubdler hiicre 6limu, fonksiyonel olmayan atibiler
glomertilleri ardinda biraktigi igin ciddi negatif sonuglara yol agan renal parankimal
hasarin ayirt edici bir 6zelligidir. Tiibiiler hiicre alaninin histolojik 6lgiimleri bobrek

fonksiyonu ile yakindan iliskilidir (Mackensen ve ark., 1992).

Etkili KBY tedavisinin temel bileseni, saglam ve fonksiyonel nefronlar1 korumak
icin fonksiyonel epitelyumun muhafaza edilmesi ve/veya yenilenmesidir. Bu
rejeneratif yamtlarin, bobrek gelisiminin normal nefrojenik yollarimi tekrarlamasi

olasidir.

Interstisyel Kapillerler

Bobregin metabolik aktivitelerini desteklemek icin yiiksek oksijen ihtiyaci géz oniine
alindiginda, ilerleyici fibrozis ve KBY arasinda bir analoji yapilmistir (Mimura ve
Nangaku 2010). Kronik bobrek hasari ile ilgili ilk olaylardan biri, interstisyel
mikrovaskiiler yapiin gegirgenliginde bir artistir (Yamaguchi ve ark., 2012).
Fibrinojen ve albiimin konjugatlar1 gibi normal olarak bircok plazma proteini
interstisyuma sizar ve inflamatuar ve potansiyel olarak profibrotik bir yaniti tetikler.
Kritik plazma proteinleri KBY'de tammlanmamistir, ancak bunlarin bir tanesi
fibrinojen olarak gériinmektedir, ¢iinkii genetik fibrinojen eksikligi deneysel KBY'de
a-SMA+ interstisyel hiicre sayisini azaltir (Sorensen ve ark., 2011). Birgok kronik
patolojik bozukluk asir1 anjiyogenez ile karakterize olmasina ragmen KBY,
anjiyogenezin basarisizlig1 ve interstisyel kilcal damarlarin yiizey alanindaki azalma
ile iligkilendirilmistir. Bu, aragtirmacilarin, KBY i¢in tedavi olarak pro-anjiyogenik
faktorlerin olasihigint diisinmelerine ya da alternatif olarak, ilerleyici bdbrek
yaralanmasi sirasinda diizensiz ve zararli oldugu kabul edilen anti-anjiyogenik

faktorlerin bloke edilmesine yol agmistir (Long ve ark., 2012).

Hipoksi-oksidan stres baglantisinin, bobrek fibrozunun zarar verici sonuglart ile

yakindan iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Onemli tiibiiler hiicre oksidan stresine dair
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kanitlar, kronik olarak hasar gormiis bobreklerin evrensel bir 6zelligidir, bu da
muhtemelen asir1 miktarda reaktif oksijen tiirlerinin ve yetersiz antioksidan

savunmalarin bir sonucudur.

Fibrotik Cevabin Genetik ve Epigenetik Regilasyonu

Ayn1 primer bobrek hastaligi olan hasta gruplari arasinda sonu¢ ve uzun donem
prognozdaki yiiksek degiskenlik derecesi iyi bilinmektedir. Bu degiskenligi
anlamaya yonelik arayis, kisisellestirilmis ilacin KBY hastalar1 i¢in hayati 6neme
sahip hale gelmesi durumunda temel bir adimdir. Genetigin, belki de bdbrek
sonuglarinda etnisiteye bagl varyasyonlarin en iyi sekilde gosterdigi 6nemli bir rol
oynadigi soru isareti barindirmayan bir durumdur. Afrika kokenli Amerikalilarda
apolipoprotein L1 genotipinin prognozu etkilemesi fibrozis siddetinin genetik

belirleyicilerinin yeni bir 6rnegidir (Wasser ve ark., 2012).

Yakim gegmiste, KBY nin risk ve ciddiyeti ile anlamli iligkiler kurmak adina genom
capinda iliskilendirme c¢aligmalarinin kullanilmasiyla yeni anlayislar ortaya ¢ikmustir,
ancak bu iligkiler nedensellik olusturmamistir ve gen polimorfizmleri protein

fonksiyonunda degisikliklere neden olmaz.

Bununla birlikte, insan KBY'deki genom ¢ap1 iliski ¢alismalari, KBY'ye yol agan
fibrojenik yanitlarda potansiyel rolleri i¢cin daha fazla arastirmayi1 hak eden yeni
adaylar1 tamimlamak adina tarafsiz bir yaklagim temsil etmektedir. Insan genetik
calismalart i¢in hizli bir sekilde azalan maliyet ve analiz siiresi ile, KBY riskinin ve
prognozunun genetik temeli ile ilgili 6nemli yeni bakis ac¢ilarimin yakinda ortaya
cikacagi Ongoriilmektedir. Diger kalitimsal faktorler, protein kodlayici gen
sekanslarini degistirmeden fibrojenik tepkileri de etkileyebilir. Ozel mekanizmalar
arasinda  DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve mikroRNA aktiviteleri
bulunabilir. Bu islemlerin her biri renal fibrotik yanitlar1 degistirme potansiyeline
sahiptir ve ortaya c¢ikmast muhtemel olan spesifik Ornekler yakin zamanda
yaymlanmistir. Ornegin, deneysel modellerde, bobrek fibrozisi, interstisyel
miyofibroblastlarin sayisi, bir demetilasyon maddesi, bir histon deasetilaz inhibitorii
ve anti-mikroRNA-21 tedavisi ile Onemli Olglide azaldigi gosterilmistir ve
mikroRNA-21 regiilasyonu da birka¢ hayvan ve insan KBY doku Orneginde rapor
edilmistir. (Wang ve ark., 2012; Ben-Dov ve ark., 2012; Glowacki ve ark., 2013; Luo
ve ark., 2013)
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Fibrotik yanitlarin epigenetik diizenlemesi, bobrek fibrozisi gibi genetik olarak
diizenlenmis yollarda gevresel etkilerin arastirilmasi i¢in yeni bir yol saglar.
Bobrekte ilk ortaya cikan hasarlar azalmis veya tedavi edilmis olsa bile, KBY
patolojisi genellikle tam olarak iyilesmez, fakat kendi kendini idame ettirir, bobrek
hasar1 uyarilir ve KBY 'nin ilerlemesine neden olur. KBY yaygin olmasina ragmen,
anjiyotensin reseptorii ve ligandinin inhibitorleri disinda spesifik terapileri yoktur ve

bunlar KBY 'nin ilerlemesini organ yetmezligine yoneltmistir.

Bobrek Transplantasyonu Tarihi
KBH'nin yiiksek prevalansi ve dagilimi iyi bilinmektedir. KBH'nin tim birincil
nedenlerinin, skarlasmanin (fibrozis) yikict sonuglarindan dolayi, ilerleyici

yaralanmanin ortak bir patojenik yolunu paylastig1 genellikle kabul edilir.

KBY ile yasayan yetiskin popiilasyonun tahmini % 13-16'ik bir kismi 1.73m?de
glomerdler filtrasyon oram < 60 mL/dk olan bireyler olarak tanimlanmistir ve bu
hastalar gelecekte bir noktada diyaliz ve/veya bobrek nakli ihtiyaci ile kars1 karsiya
kalacaktir. Bununla birlikte, ne yazik ki, ¢cogunluk bu noktaya asla erismeyecektir,
cunkli KBY, hizlandirilmig kardiyovaskiiler hastalik nedeniyle en az bes kat artan

erken Oliim riskini ortaya ¢ikarir.

Bobrek nakli alicilarmin, GFO seviyesine veya bobrek hasar1 belirteglerinin
mevcudiyetine bakilmaksizin KBY oldugu kabul edilir. Bu durum igin gerekge,
bobrek nakli alicilarinda biyopsilerin GFO veya albiiminiirisi azalmamis hastalarda
bile patolojik anormallikleri ortaya koymasidir. Bobrek nakli alicilart genel
popiilasyona gore daha yiiksek mortalite ve bobrek sonuglari riskine sahiptir ve 6zel

tibbi tedavi gerektirmektedir (Silva 2005).

Bobrek transplantasyonu diinyada ilk kez 1954 yilinda Boston'da gerceklestirilirken
Turkiye'de ilk kez 1975 yilinda gergeklestirilmistir.

Fibrozisin kritik hiicresel ve molekiiler aracilarini belirlemek i¢in yapilan kapsamli
arastirma c¢abalarina ragmen, bu hizla biiyliyen yeni bilgi heniiz klinikte rutin
uygulamaya donistiiriilememistir. Potansiyel terapotik repertuar genistir ve temel
bilim arastirmalarindaki son ¢alismalar ve devam eden ilerlemeler, KBY hastalarinin
talihsiz kaderini degistirmek igin yeni terapilerin tasarlanmasi ve test edilmesi igin

gereklidir.
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2.2. Kok Hucreler
Kok hiicreler, insan viicudundaki her dokuyu olusturma yetenegine sahiptir, bu
nedenle doku rejenerasyonunda ve onariminda gelecekteki terapotik kullamimlar igin

buyuk bir potansiyele sahiptir.

Genel olarak “kok hiicre” tanimi, bir¢ok farkli hiicre tipini kapsar. Yaygm olarak,

3

“embriyonik” ve “yetigkin” tammlari, kok hiicrelerin geldikleri hayvanmn gelisim
evresiyle ayirt edilmesinde kullanilir, ancak yeni aragtirmalar tamamen farklilagsmis
yetiskin hiicrelerin nasil geri dondiiriilecegini kesfettikge bu terimler yetersiz
kalmaktadir. Embriyonik kok hiicrelere ve tersine, “viicuttan” anlamina gelen
“somatik” kok hicreler olarak adlandirilan yetiskin kok hiicreleri, fetus, plasenta,

gobek kordonu kani ve bebeklerde bulunur (Bajada ve ark., 2008).

Kok hiicreler farklilagma yeteneklerine gore totipotent, pluripotent ve multipotent

olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir (Weissman 2000).

[lk embriyonik hiicre olan zigot, viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek yetenekte
oldugundan ‘totipotent hiicre' olarak adlandirilmistir. Totipotent kok hiicreler tim
hiicre tiplerine farklilagsmanin yani sira, plasenta ve amniyon kesesi gibi embriyo dis1
dokulara da farklilagabilirler ve bu kavram erken embriyonik donemde 5. giine kadar
olan tim blastomerler igin gegerlidir. Totipotent kok hiicreler, gelisimin ileri
evrelerinde pluripotent hiicrelere doniismektedirler (Chapman ve ark., 1999).
Pluripotent kok hucreler, vicuttaki tim hicre tiplerine farklilasma yetenegine
sahiptirler. Multipotent hiicreler dogumla birlikte kordon kaninda ve eriskin
viicudunda o6zellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar. Kok hicrelerin

olusum ve farklanma mekanizmas1 Sekil 2.2'de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Kok hiicrelerin olusum ve farklanma mekanizmasi (Hayes ve ark., 2012)

Basta kemik 1ligi olmak tizere viicudumuzun g¢esitli organlarinda ve bu organlarin
belirli doku bolgelerinde lokalize olan, gerektiginde kendini ¢ogaltip, farklanabilen,
multipotent kok hiicrelere "Yetiskin Kok Hiicreler” (YKH) denir. YKH, doku ya da
organa Ozel doku biitiinliigiiniin devamimi saglayan kok hucrelerdir (Can 2009).
Multipotent bir kok hiicre olan yetiskin kok hiicreleri, totipotent ve pluripotent kok
hiicrelerle karsilastirildiginda, daha az sayida hiicre tiiriine farklanma kapasitesine
sahiptirler (Chapman ve ark., 1999). Bu 6zelliklerinden dolay1, prekiirsér (6ncii veya
progenitdr) hiicre olarak isimlendirilirler. YKH; retina, akciger, kalp kasi, iskelet
kasi, barsaklar, bobrek, dalak, kemik iligi, kan ve deri gibi dokularin olusumuna
katkida bulunabilmektedirler (Grove ve ark., 2004). Ayrica, sahip olduklar1 asimetrik
hiicre boliinme potansiyeliyle, hemen hemen sinirsiz bir sekilde kendilerini yenileme

kabiliyetine de sahiptirler (Schwab ve ark., 2005).

Hiicrelerin “kok hiicreler” tanimina uygun olmasi i¢in kendiliginden hiicrenin
aynisini iretmeleri ve sinirsiz kendi kendini yenileme yetenegine sahip olmalar
gerekir. Bu 6zellikler, kontrolsiiz bir sekilde boliinen kanser hicreleri igin de

dogrudur; oysa kok hiicre boliinmesi oldukca diizenlenmis bir mekanizmadir. Kok
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hiicrelerin tanimlayict bu iki 6zelligine dayanarak bunlarin dort sonucu veya kaderi

oldugu sdylenebilir (Molofsky ve ark., 2004).

Cok hticreli kok hiicreler igin ortak bir kader, bélinmeden veya farklilasmadan sessiz
kalarak kok hiicre havuzundaki yerini korur. Bunun bir 6rnegi, viicuttan aktive edici
sinyalleri bekleyen kemik iligindeki kok hiicrelerdir.

Kok hicrelerin ikinci bir kaderi simetrik kendi kendini yenilemedir, bu iki kok
hucresi, aynen ana hiicre gibi, hiicre bolinmesinden ortaya ¢ikar. Bu, farklilasmig dol
ile sonuglanmaz, ancak sonraki hiicrelerde uzmanlagmis hiicrelerin gelisebilecegi kok
hiicre havuzunu arttirir.

Asimetrik kendiliginden yenilenme, bir kok hiicre digerinin bir kopyasini
olusturdugunda veya somatik ya da progenitor bir hiicre olarak adlandirilan daha
uzmanlagsmis bir hiicreye boliindiigiinde ortaya c¢ikar. Asimetrik kendiliginden
yenilenme, dogal doku gelisimi/rejenerasyonu icin gerekli farklilastirilmis dol
nesillerinin Uretilmesini ve aym zamanda kok hiicre havuzunun gelecekte de
korunmasini saglar.

Bir kok hiicrenin, ana hiicreden farkli iki yavru hiicreyi iiretmek icin boliinmesidir.
Bu kok hiicre havuzunda net bir kayip ile farklilasmis dol proliferasyonuna neden

olur.

Kok hiicrelerin kaderini belirleyen faktorler yogun arastirmamn odak noktasidir.
Bilgilerin artis1 klinik olarak yararli olabilir. Ornegin, klinisyenler ve bilim adamlari,
bir kok hiicre popiilasyonunu, ¢ok katmanli veya daha 6zel progenitor hiicrelere
farklilasmadan 6nce simetrik kendi kendini yenileme yoluyla birka¢ kat genigletmeye
yonlendirebilirler. Bu, basarili bir doku rejenerasyonu icin hastalara verilebilecek
yararli bir farklilasma asamasinda biiyiik ve homojen bir hiicre poputlasyonunu

saglayacaktir.

Embriyonik kok hiicreler (EKH), blastositin i¢ hiicre kitlesinden izole edilir ve her
i¢ germ katmaninin hiicrelerine doniisebilir (Thomson ve ark., 1998). EKH'lerden
farkl olarak, yetiskin kok hiicreleri sinirlt proliferasyon ve soy farklilagsmasi gosterir.
Yetiskin kok hiicreler, erken embriyo gelisimini tamamlamig bir organizmada
bulunan multipotent kok hiicreler olarak tanimlanir. Yetiskin organizmadaki ¢ogalan
gecici hiicrelerin onciisii olan bu hiicreler hasarlanan dokularin yenilenmesinde de

gorev alir (Can 2014). Yetigkin kok hiicrelerin oncelikli gérevleri homeostazi devam
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ettirmektir. Bunun yaninda organ veya doku i¢in yasam siiresince gerekli olan kok
hiicre miktarim karsilamak i¢in 6nemlidirler (Serakinci ve ark., 2006). YKH'ler,
cogunlukla kemik iliginde, kanda, gdziin kornea ve retinasinda, beyinde, iskelet
kasinda, dis pulpasinda, karacigerde, deride ve pankreasta bulunur. YKH'ler
genellikle, spesifik sekil ve fonksiyona farklilagan progenitor ve prekiirsor hiicreleri

olusturmak i¢in boliiniirler (Weissman 2000).

Glinlimiizde {izerinde en cok calisilan YKH tipleri hematopoetik kok hiicreler
(HKH), mezenkimal kék hucreler (MKH), néral kok hicreler (NKH) ve endotel
kok/oncu hicreleridir (Can 2014).

Sekil 2.3. Renal hasarlarin deneysel modellerinde kullanilan MKH kaynaklari. Preklinik ¢aligmalar
renal hasar tedavilerinde kullanilmak tizere MKH’lerin belirtilen dokulardan izole edildigini ortaya
koymustur:

A) Dis pulpast; B) Bobrek; C) Adipoz doku; D) Umbilikal kord; E) Amniyotik sivilar; ve F)
Kemik iligi (Peired ve ark.., 2016)
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2.2.1. Mezenkimal Kok Hucreler

Mezodermal soyuna spesifik olarak osteositlere, adipositlere ve kondrositlere
dontisebilen yetiskin kok hiicreler, "mezenkimal kok hicreler" olarak adlandirilir.
Friedenstein, kemik iliginden klonojenik, proliferatif fibroblastik hiicrelerin

izolasyonunu ve kemik ile osteositlere doniismelerini gosteren ilk arastirmacidir

(Mundra ve ark., 2012).

Mezenkimal kok hicreler, mezenkimal stromal hiicreler, multipotent stromal
hicreler, ilik stromal hiicreleri ve koloni olusturan birim-fibroblastik olan hiicreler
gibi pek c¢ok farkli isimle aniliyor olsa da MKH'ler, orijinal olarak "kemik iliginden
koloniler olusturan yapiskan hiicreler” olarak tanimlanmistir (Friedenstein ve ark.,
1976). Daha sonra, bu hiicrelerin, kemik, adipoz ve kikirdak iiretebilen bag dokusu
hiicre tiplerini olusturabildikleri icin, ¢ok yonlii farklilasma potansiyeline sahip
olduklart bulunmustur (Caplan 2009). Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi (ISCT),
insan MKH'lerini, CD73, CD90 ve CD105 icin pozitif olan ancak CD11b, CD14,
CD34, CD45, CD79a ve insan lokosit antijeni (HLA-DR) ylzey belirtecleri icin
negatif olan osteogenezis, adipogenezis ve kondrogenezis yapabilen plastik yapisik
hiicreleri olarak tanimlar (Dominici ve ark., 2006). Bu yonergelere ragmen, MKH
fenotipinin karakterizasyonu ve tanimlanmasi, devam eden bir sorunu temsil
etmektedir (Karp ve Leng Teo 2009). MKH'lerin yag ve hemen hemen tiim diger
olgun dokulardaki kesfi (da Silva Meirelles ve ark., 2006) MKH 6zelliklerinin izole
edildigi dokuya bagli oldugu i¢in ek niianslar getirmistir (Prockop ve 2009).

MKH'ler baglangigta multiliner diferansiyasyon kapasitesine gore tedavi igin
diistiniilse de, antiapoptotik, proanjiyojenik ve skarlagsmay1 ve enflamasyonu azaltma
potansiyeline sahip olan sitokinleri ve biiylime faktorlerini salgilama yetenekleri,
MKH'leri daha genis bir klinikk uygulama yelpazesi i¢in konumlandirmistir
(Burchfield ve Dimmeler 2008). Ozellikle, iltihaplanmay1 azaltmak icin MKH'lerin
kullanilmasi, enflamatuar hastaliklarin tedavisi icin énemli bir terapotik potansiyel
sunmaktadir. Spesifik olarak, MKH'ler, T-duizenleyici hicre indlksiyonu ve 1L-10
salgilanmasini1 tesvik ederken [-hiicresi proliferasyonu, monosit olgunlasmasi ve
interferon-y ve TNF-a'nin sekresyonunu azaltma yetenegine sahiptir (Nauta ve Fibbe
2007; Németh 2009).
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2.3. Plasenta

Plasenta, fetiisiin besin, sivi, mineral, oksijen ve diger gerekli maddeleri alarak
beslenmesi; bunun yanisira  bebekteki artik maddelerin  uzaklastirilip
temizlenmesinde rol oynayan fonkisyon olarak olduk¢a ©6nemli bir organdir.
Plasentanin karmasiklig1 g6z 6niine alindiginda, bu doku kavramsal olarak amniyon,
gbobek kordonu ve desiduadan olusan maternal kisim ile koryondan meydana gelen
fetal kistm olarak ikiye ayrilabilir. Plasentadaki farkli bolgelerden elde edilen
MKH'lere dair bir¢ok rapor yaymlanmistir (In 't Anker ve ark., 2004; Yen ve ark.,
2005; Miao ve ark., 2006; llancheran ve ark., 2009; Pappa ve Anagnou 2009;
Nekanti ve ark., 2010; Manuelpillai ve ark., 2011; Castrechini ve ark., 2012;
Abumaree ve ark., 2013; Kusuma ve ark., 2015; Abomaray, ve ark., 2016).

Plasental doku tibbi atik olarak kolayca elde edilebilir. Plasentadan tiiretilen
MKH'ler, bu tibbi atiktan, adipoz doku toplanmasi gibi invaziv prosediirlerden
arindiridmig olarak temin edilebilir ve embriyonik kok hiicrelerden farkli olarak
kullanimim g¢evreleyen higbir etik zorluk yoktur. MKH'leri umbilikal korddan izole
etmek icin mevcut yontemler, miktar1 az fakat proliferasyon potansiyeli degisken

hucreler tretir (Beeravolu ve ark., 2017).

Umbilikal kord (UC), amniyotik membran (AM), koryonik plak (KP) dahil olmak
iizere perinatal kaynaklarin bircogunun, hiicrelerin safligi, dokudaki kok hiicrelerin
bollugu ve yiiksek proliferasyon kapasitesi gibi kolayliklar1 nedeniyle yetiskin kok
hiicre kaynaklara gore avantajlar1 vardir (Ilancheran ve ark., 2009; Yang ve ark.,

2013; Abumaree ve ark., 2016).

Simdiye kadar plasenta, MKH'leri ¢aligmak icin bliyiik oOl¢iide kullanilmigtir ve
gesitli caligmalar, farkli plasental dokulardan izole edilen MKH'lerin fenotip ve
fonksiyonel 6zelliklerini karsilastirmistir (Hwang ve ark., 2009; Wang ve ark., 2012;
Yamabhara ve ark., 2014; Zhu ve ark., 2014; Talwadekar ve ark., 2015; Chen ve ark.,
2015; Deihim ve ark., 2016; Qin ve ark., 2016; Heo ve ark., 2016; Asgari ve ark.,
2017; Dabrowski ve ark., 2017). MKH'lerin plasentadan tiiretilmis dokulardan
izolasyonu, fibroblastlar, plasentadan tiiretilmis epitel hiicreleri ve plasentadan
tiiretilen retikiiler hiicreler gibi ¢cogu zaman MKH'lerle birlikte var olmalar gergegi

ile karmagiklagmaktadir (Shen ve ark., 2015).
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Fibroblastlar ve MKH'ler benzer bir morfolojik goruntime sahiptirler. Her ikisi de iyi
cogalir ve bircok benzer hiicre yiizeyi isaretleyicisine sahiptir (Linge ve ark., 1989;
Lorenz ve ark., 2008). MKH'ler ve fibroblastlar arasindaki ana fark, fonksiyonel
Ozelliklerdir. MKH'ler multipotent koklilik ve immunomodilasyon kapasitesini
korur, ancak fibroblastlar bu fonksiyonel alanlarin her ikisinde de daha simrl
gorinmektedir. Bu nedenle, umbilikal kord ve plasentadan tiretilen MKH'lerin
genom c¢apinda degerlendirilmesi, MKH'ye 6zgii genleri tamimlamak i¢in negatif
kontrol olarak fibroblastlar1 dikkate almalidir.

2.4. MKH'lerin KBY'de Uygulanmasi

Son evre bobrek yetmezliginin yasam kalitesi ve etkilenen bireylerin yasam
beklentisi iizerinde biiyiik bir etkisi vardir (Wyld ve ark., 2012). Bu nedenle, bobrek
yetmezliginin ilerlemesini onlemek, hafifletmek veya yavaslatmak igin terapdtik

miidahaleler gelistirmek zorunludur.

Diyabet ve hipertansiyon, ABD'de KBY 'nin baslica nedenleridir ve diyaliz siirecini
baglatmaktadir (Collins ve ark., 2012). Ek olarak, glomeriiler hastaliklar,
malniitrisyon, bulasici hastaliklar ve akut bobrek hasari, bu durumla iliskili artan
kiiresel yiikiine katkida bulunarak SEBY"ye ilerleyebilir (Perico ve Remuzzi 2012).
Mevcut tedavi yontemleri genellikle renal hastaligin ilerlemesi i¢in temel altta yatan
katki maddelerini hedef almamaktadir (Rivera 2012). Kronik glomeriiler ve
tibiilointerstisyel fibrozis, siklikla apoptoz, oksidatif hasar ve mikrovaskuler
yogunlukta azalma ile iliskili SEBY'nin ortak bir yoludur. Gergekte, renal
disfonksiyonun, glomeriiler hasara kiyasla tiibiilointerstisyal dereceyle daha iyi

korele oldugu ileri siiriilmektedir (Nangaku 2004).

Onemli olarak, bobregin simirl icsel rejeneratif kapasitesi vardir (Kaneko ve ark.,
2012). Ne yazik ki, bu rejeneratif potansiyel kronik kosullar altinda sinirlidir ve bu
nedenle progresif glomerilosklerozu ve tibdlointerstisyel fibrozu 6nlemek icin
verimsizdir (Benigni ve ark., 2010). Hiicresel rejenerasyonu artiran tedavi stratejileri
bu nedenle kronik bobrek yetmezligine sahip olan hastalar icin iyi alternatifler

sunabilir.

Son yillarda, deneysel calismalar MKH'lerin ¢esitli KBY modellerinde bobrek

fonksiyonlarini iyilestirme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir ve bir¢ok klinik ¢aligma
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KBY'de giivenlik ve etkinligini gostermistir. Bununla birlikte ilk olarak birtakim
engellerin ele alinmasi gerekmektedir. Son birkag yildir, MKH'ler diyabet,
hipertansiyon ve kronik allogreft nefropati gibi KBY deney modellerinde basariyla

uygulanmistir.

Ornegin, MKH'lerin tek bir intravendz dozu, p-pankreatik adacik rejenerasyonu ile
sonuglandigi, C57BL/6 farelerinde streptozotosin ile indlklenen tip 1 diyabette
bobrek hasarim onledigi ve enjeksiyondan 2 ay sonra devam eden hiperglisemi ve
glikoziirinin azaldig1 belirtilmistir (Ezquer ve ark., 2008). Benzer sekilde Lee ve
meslektaglari, ¢oklu diisiik dozlarda streptozotosin ile tiretilen tip 2 diyabetli immiin
yetmezlikli farelerde insan kemik iliginden intrakardiyak inflizyonlarin etkinligini
test etmistir. (Lee ve ark., 2006). Yapilan bir baska calismada MKH'lerin kan sekeri
diizeylerini diislirdiigli ve mezangiyal kalinlasma ve makrofaj infiltrasyonunu
azalttig1 ortaya konmustur; bu durum diyabetli hastalarda renal lezyonlarin gelisme
potansiyellerini akillara getirmistir. Ilging bir sekilde, MKH ile tedavi edilmis
diyabetik farelerin bdbreklerinde, glomeriiler endotelyal hiicrelere farklilagsmalar
ortaya ¢ikmistir. Buna ek olarak, modifiye 5/6 nefrektomi yapilan siganlarda,
nefrektomi sonrasi 1 giin siireyle tek bir venéz MKH enjeksiyonunun bdbrek
fonksiyonu ve zayiflatilmis bobrek hasarina karsi1 koruma sagladigi ortaya konmustur
(Choi ve ark., 2009). Degismemis kan {ire azotu ve kreatinin seviyelerine ragmen,
MKH ile tedavi edilen hayvanlar proteiniirinin zayiflatilmis ilerlemesini gosterdi.
Kronik bobrek yetmezligi olan siganlarin bobreklerinde MKH'lerin  nadiren
asilanmasi, sitokinler veya bliylime faktorleri gibi aracilarin parakrin sekresyonunun

yararl etkilerini agikladigim diisindiirmektedir.

Sicanlarda bobrek transplantasyonundan 11 hafta sonra tek bir kemik iliginden elde
edilen MKH'ler, interstisyel fibrozis, tlbller atrofi, T hicresi ve makrofaj
infiltrasyonu ve enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azaltmistir (Franquesa ve

ark., 2012).

MKH ile tedavi edilen hayvanlardaki enflamatuar ve profibrotik sitokin
seviyelerindeki zamana bagli bir azalma ve goriilmiistir ve bu durumun anti-
enflamatuar sitokin IL-10'daki artig ile iliskili oldugu ortaya koyulmustur. Bu
gOzlemler, MKH'lerin yararli etkisinin, esas olarak parakrin immiinomodiilatér

ozelliklerine bagli oldugunu belli etmektedir.
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Arastirmacilar, domuz aterosklerotik renovaskiiler hastalikta, subkutan adipoz
dokudan izole edilen MKH'lerin intrarenal yolla bulagmasim, siirekli hipertansiyona
ragmen stenotik bobregi korudugu ortaya koymuslardir (Zhu ve ark., 2013). Bir
bagka ¢alismada ise MKH'lerin huicresel mekanizmalar yoluyla renal inflamasyon,
endoplazmik retikulum stres ve apoptozu da azalttig1 gosterilmistir. Ayrica, yardimei
MKH'lerin bdbrek revaskilarizasyonu ve stenotik bobrekte inflamasyon, oksidatif
stres, apoptoz, mikrovaskiiler yeniden bigimlenme ve fibrozisin azalmasindan sonra

bobrek fonksiyon ve yapisini diizelttigi belirtilmistir (Eirin ve ark., 2012).

KBY azaltilmis bobrek rejeneratif kapasitesi ile karakterizedir. Cesitli in vivo
calismalarda, KBY hayvan modellerinde hiicre bazli tedavilerin yararl rejeneratif
etkileri gosterilmistir (Papazova ve ark., 2015). Hem kemik iliginden elde edilmis
MKH'nin hem de adipoz dokudan elde edilen MKHin uygulanmasi, intrarenal
enflamatuar infiltratin, azalmig fibrozun ve glomeriilosklerozun azaltilmasi dahil
olmak iizere 6nemli renoprotektif etkiler gostermistir. MKH, bobrek hastaliklarimin
cok sayida deney modelinde etkili olan terapotik o6zelliklere sahip, iyi karakterize
edilmis, kolayca elde edilebilen hiicrelerden olusan bir popiilasyon olusturur.
MKH'nin altta yatan etki mekanizmalar1 kapsamli bir sekilde tarif edilmistir ve esas
olarak immunomodulatér ve parakrin etkileri icerir. Ancak, Klinik 6ncesi
calismalarin saglam, etkili ve gilivenli hasta terapilerine doniistiiriilmesi sinirh

kalmaktadir.

Gergeklestirilen ve tamamlanan bir¢ok klinik ¢alisma, bobrek patolojilerindeki MKH
tabanli tedavinin giivenilirligi ve etkinligi konusunda daha fazla bilgi saglayacaktir
(Pileggi ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2014; Squillaro ve ark., 2016). Son
caligmalar, onkosullama veya genetik modifikasyon yoluyla MKH'nin igsel tamir
kapasitesini kuvvetlendirme olasiligin1 diisiindiirmektedir (Pasha ve ark., 2008;
Polchert ve ark., 2008; Mastri ve ark., 2014; D'Souza ve ark., 2015). Tam olarak test
edildikten sonra, gelismis MKH, kesfedilmemis terapétik alanlarin yam sira, giincel

icin onemli bir arag olabilir.

Diyabet global bir salgin hastaliktir (van Dieren ve ark., 2010). Bu global salgin
hastaligin sonucu olarak, diyabet ile baglantili makro ve mikro vaskiiler
komplikasyonlarda artis diyabetik nefropati (DN) ve diyabetik bobrek hastaligi
(DBH)) ile iligkilidir (Gross ve ark., 2005; de Boer ve ark., 2011).
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Diyabet genel olarak mevcut en iyi tibbi uygulamalara ragmen ilerleyici kronik
bobrek hastaligina yol agar. DBH'nin patogenezi, bobrek igi ve sistemik
komponentlerin her ikisinin primer ve sekonder mekanizmalarinin kompleks bir
agmi igerir. Kok veya progenitor hiicre terapileri kompleks hastalik proseslerinin
birden ¢ok patojenik yolaklar1 baskilayarak modiile etmede ve projeneratif

mekanizmaya onculik edilmesine alternatif bir strateji 6nermektedir.

Suanda diyabet, KBY ve SEBY 'nin en yaygin sebebidir. Gegen on yilda bazi gruplar
tarafindan, DBH hayvan modelleri zerindeki MKH'lerin faydalarinin ele alindigi
deney sonuclar agiklanmistir. Bu pre-klinik calismalar otolog, genetik olarak 6zdes
(Ezquer ve ark., 2008; Ezquer ve ark., 2009; Fang ve ark., 2012) alojenik (Zhou ve
ark., 2009; Lv ve ark., 2013; Lv ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014; Abdel Aziz ve ark.,
2014) ve ksenogenik MKH'lerinin uygulamalarini igermektedir. Calismalarin
cogunlugunda MKH'lerin damar yolu ile sistemli verilisi yontemi uygulanmistir. ki
caligmada sol karincik yolu ile intrakardiyak uygulama gergeklestirilmisken, bir
bagka calismada ise sol renal arter lizerinden lokal uygulama yapilmistir (Wang ve
ark., 2013). Yapilan bu c¢alismalar MKH'lerin; albimindri, serum kretinin/lre,
glomertiler hipertropi, mesanjiyal genlesme ve skleroz; podosit sayisi, tiibiiler hasar
ile interstisyal fibrozis gibi DBH ile klinik olarak baglantili géstergelerinin siddetini
azalttigina dair genel kanitlar saglamistir. Bu veriler birlikte ele alindiginda bugtine
kadar gozlemlenen sonuclar, bir ya da daha fazla MKH dozunun sistemli
uygulamasinin genetik/tiirsel uyumluluk ve doku kaynagindan bagimsiz olarak
kiigtik hayvan modelleri iizerindeki proteiniirik DBH {izerinde yararh etkiler ortaya

koydugu sonucuna ulasilabilir.

[lerlemis KBY'nin gelisiminin riski icin, artmus idrar albiimin salgilanmas1 énemli bir
belirtectir (Viberti ve ark., 1982; Parving ve ark., 1982; Mogensen ve ark., 1984).
Ama son yillarda, diyabetli pek ¢ok bireyde zamanla dalgalanmalar oldugu
goriilmiistiir. Bundan dolayi, albiiminiiriye dair alternatif veya KBY'nin
patofizyolojisinin anlasilmasinin artis1 ile baglantili biyobelirteglerin arastirilmasi

Oonemli bir arastirma konusu haline gelmistir (Fassett ve ark., 2011; Currie ve ark.,

2014; Pena ve ark., 2014).

Giintimiizde KBY tanis1 hala genel olarak kan iire ve serum kreatinin diizeyleri ile

(sCr) yapilmaktadir, ancak sCr'nin yiiksek prediktif degerden yoksun oldugu
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gOsterilmistir. Ayrica Steubl ve ark., (2016) serum kreatinin ve tahmini glomertler
filtrasyon oram1 arasindaki egrisel iliski nedeniyle, kreatinin serum
konsantrasyonlarimin sadece renal parankimin % 40-50'sinin geri doniislii veya geri
doniigsliz olarak hasar gordiigii durumlarda serumda arttigim ileri stirmiistiir. Bu,
akut veya kronik bobrek yetmezliginin erken evrelerinin tespit edilmemesine ve bu
nedenle detayli tamilarin ve terapdtik miidahalelerin uygulanmasinin gecikmeli

uygulanmasina yol agabilir.

Azaltilmis tahmini glomertiler filtrasyon orani ve artmis idrar proteini ve albiimin
atilimu ile daha yuksek derecelerde tubulointerstisyel atrofi ve fibrozis daha koti
KBY prognozu ile iliskilidir. Bu patolojik degisiklikler, inflamatuar hicrelerin
infiltrasyonu, fibroblast aktivasyonu ve proliferasyonu, asir1 liretim ve ekstraseliiler
matriks bilesenlerinin birikmesi ve peritiibiiler kilcal damarlardaki azalma ile
uyartlmistir (Khurana ve ark., 2017; Liu 2011; Mayer 2011). Erken evrelerde, KBY
semptomlart genellikle belirgin degildir. Bobrek fonksiyonunun oOnemli Olgiide
azaltilmasi, hastaligin ilk belirgin belirtisidir. Erken teshis edilirse (evre 1 ve 3),
KBY 'nin ilerlemesi degistirilebilir ve komplikasyonlar azalir (Fink ve ark., 2012). 4.
ve 5. evrelerde, genellikle son donem bobrek yetmezligi ile sonuglanan genis bobrek

hasar1 gortiliir.

KBY'nin izlenmesi i¢in uygun olan biyobelirteg, hastalik esnasinda siiregelen
degisikliklerin degerlendirilmesini i¢cin minimum biyolojik degiskenlige sahip
olmalidir. Ayrica, yas, beslenme durumu gibi faktdrlerden etkilenmemelidir. Iyi bir
biyobelirte¢, bobrek dokusu patolojisi ile iyi korelasyon gosteren hizli, invaziv
olmayan ve spesifik olciimler saglamalidir (Wasung ve ark., 2015). lyi
biyobelirteglerin bobrek hastaliklari i¢in yliksek duyarliliga sahip olmasi gerektigi,
bobrek biyopsisi ve hastalik progresyonunun histopatolojik sonuglar ile iliskili
olmasi gerektigi ve bobrek yetmezligi hastaliginin ve prognozunun erken evrelerinin

tanimlanmasin1 miimkiin kilmas1 gerektigi ortaya konmustur (Mok 2010).

Idrar, klinik teshis i¢in kandan daha iyi bir materyal gibi goriinmektedir, ¢lnki
invaziv olmayan bir sekilde toplanabilir ve muhtemelen mesane icindeki uzun
“depolama” siireleri nedeniyle nispeten stabildir. Kan toplanmasi kaginilmaz olarak
proteazlarin aktivasyonu ile ve bunun sonucu olarak, onun miktart ile ka¢mnilmaz

olarak baglantis1 olan proteolitik pargalanma {irlinleri ile iligkilidir (Kolch ve ark.,
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2005; Good ve ark., 2010). Giiniimiizde idrar 6rnegi igine daldirilarak bakilan ve
proteiniiri, mikroalbiiminiiri, kan, irin, bakteri ve seker gibi anormalliklerin
varhiginda renk degistiren bazi test stripleri (¢ubuklar1) bulunmaktadir. Bu stripler,
idrar tahlili, kronik bobrek hastaligi, mesane enfeksiyonlar1 ve bobrek taglart gibi cok
sayida bobrek ve idrar yolu rahatsizligini tespit etmek i¢in kullamlabilir. Geleneksel
yontemlerin yani sira tiikiiriik ve solunan nefes de yeni, potansiyel olarak yararl
saglik bilgisi kaynaklari olarak test edilir. Tikiiriik tire azotu stripleri, akut ve kronik
bobrek hastaligi i¢in potansiyel bir tarama araci olarak onerilmistir (Raimann ve ark.,
2011; Calice-Silva ve ark., 2014; Evans ve ark., 2016). Raimann ve ark., (2011)
tikiirtik lire azotu striplerinin, tek basna uygulandiginda kronik bobrek hastaligini
saptamak icin daha yiiksek tarama duyarliligina sahip oldugunu, ancak diyalizde
KBY evre 1-5 olan hastalarda hasta tarafindan bildirilen idrar ¢ikisi ile kombinasyon
halinde kullamldiginda daha iyi bir tanisal 6zgiilliige sahip olduklarim gdstermistir.
Dahasi, baska bir calisma, tiikiiriik lire azotunun Malawi popiilasyonunda 6lim
zamani i¢in bagimsiz bir prediktor oldugunu ortaya koymustur; bu da tiikiiriik iire
azotunun hastanin hastaliginin siddeti ve prognozunun bir biyo-belirleyicisi olarak
islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (Evans ve ark., 2016). Ayrica, ekshale edilen
nefesin insan patolojilerinde tan1 degerine sahip kimyasallar igerdigi gosterilmistir
(Zeng ve ark., 2016). Kreatininin in vivo nefes analizinde ekstrakt elektrosprey
iyonizasyon kutle spektrometresi (EESI-MS) ile KBY''li hastalarda yiiksek duyarlilik

ve yiiksek 6zgiilliige sahip oldugu bulunmustur.

Yiiksek verimli teknolojilerin ve bilgisayar bilimlerinin hizli gelisimi ve sistemik
yaklasimlarin uygulanmasi, kisisellestirilmis ilacin etkileyici bir sekilde ilerlemesine
neden olmustur. Genomik, epigenetik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik
gelismeler nedeniyle, yeni tekniklerin tamitimi1 bobrek hastaliklarinda yeni

biyobelirteglerin tanimlanmasini saglayacaktir (Gentile ve Remuzzi 2016).
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2.5. Adipositokinler

Son yirmi yilda viicut yaglarimin roliine dair algilar degisti. Adipositler,
"adipositokinler" olarak bilinen yuzlerce hormonu sentezleyerek endokrin ve immin
homeostazi modiile eder. Birgok ¢alisma bu adipositokinlerin etkilerini aragtirmistir
ve bunlarin besinsel ve immiinolojik ortam tarafindan modiile edildigini ileri

sirmektedir.

Salgilanan adipositokinler yoluyla adipoz dokusunun kompleks ve oldukga aktif bir
metabolik ve endokrin organ olusturdugu iyi bilinmektedir. Sadece reseptorleri ile
adipositokinler, obezite kosullarinda ve de atilim bozukluklarinda anormalliklerini
eksprese eden endokrin ve parakrin modunda hareket edebilirler (Szczepanska ve
ark., 2015).

Saglikli bireylerde, adipositokinlerin ¢esitli yolaklar {izerindeki rolii genis Olgiide
aragtirllmigtir. Bununla birlikte, bobrek fonksiyonunun ve renal replasman
tedavisinin bu iligkileri nasil degistirdigi hakkinda pek az sey bilinmektedir (Tilg ve
Moschen 2006).

Yag dokusu, viicuttaki icerigine bagl olarak zararli veya yararl bir etkiye sahip
olabilir. KBY'de gesitli adipositokinler (Tablo 2.1) endotel disfonksiyonunu,
oksidatif stresi, enflamasyonu, aterosklerozu, bdbrek sempatik aktivitesini, kan
basincim ve anemiyi artiran bir rol oynayabilir (Miyamoto ve Sharma 2013; Riister
ve Wolf 2013). Bobrek transplant alicilar1 adipositokinlerin fonksiyonlarinin
degistirilebildigi, adipositokin metabolizmasinin degistirilmis beslenme ve bagisiklik
durumlar1 ve daha sonra disregilasyonu goéz Oniine alindiginda, benzersiz bir
popiilasyondur. Ornegin, az sayida calisma, adipositokinlerin, bdbrek transplant
alicilarinda, greft kaybi ve Olim gibi uzun vadeli sonuclar Gzerindeki etkisini
incelemigtir.  Adipositokin konsantrasyonlart tipik olarak serumda Olgiiliir, ancak
bobrek transplant alicilarinda normal araliklar heniiz tamimlanmamustir. inflamasyon,
potansiyel olarak wretimi indikleyebilir ve bobrekler bu hormonlarin klirensinin
cogunda temel bir rol oynadigindan, bobrek fonksiyonlarinda bozulma dolagimdaki

yuksek adipositokin seviyelerine yol agabilir.
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Tablo 2.1. Major adipositokinlerin karakteristikleri ve KBY'deki etkileri (Ruster ve Wolf, 2013)

Adipokin Molekiil agirhg: Major kaynak KBY'deki degisim KBY’deki klinik
etkiler

Adiponektin 26.4 kDa

Leptin 16 kDa

TNF-a 26 kDa

IL-6 21 kDa (suda
¢ozUnir)
28 kDa
(membranéz)

Rezistin 12.5 kDa

Visfatin 52 kDa

Anjiyotensinojen  49.8 kDa (1.05 kDa)
(efektor:

Beyaz adipoz doku

Beyaz adipoz doku

Adipositler,
makrofajlar

Viseral adipoz doku

Makrofajlar
Viseral adipoz doku

Inflamatuvar
hiicreler (esas
olarak makrofajlar)
Viseral adipoz doku

Adipoz doku, esas
olarak viseral adipoz
doku

Anti-inflamatuvar
Anti-aterojenik
Oksidatif stres |,
Proteindri J
Kemik turnover
regalasyonu
Aterojenik
Iinflamatuvar
Oksidatif stres T
Bagisikhk diizenleyici
Kemik turnover |
Renal simpatik
aktivasyonu T
Eritropoetin hassasiyeti
4

inflamatuvar
Makrofaj infiltrasyonu
P
Profibrotik
Epitel = mezenkimal
degisimi
Aterojenik
Inflamatuvar
Mortaliteyi arttinr

Aterojenik
Inflamatuvar
Renal simpatik
aktivasyonu T
Inflamatuvar
Aterojenik
Profibrotik

Inflamatuvar
Aterojenik
Profibrotik

anjiyotensin 1)

2.5.1 Adiponektin

Adiponektinin Kesfi ve Yapisi
Adiponektin, yapisal olarak ¢oziiniir kollajen siiper ailesine ait olan 244 amino

asitten olusan 30 kDa'lik bir proteindir (Berg ve ark., 2002).

Farkli komplekslerin isimlendirilmesi farkli yayinlarda farklilik gosterse de, genel
bulgular tamamen tutarlidir. Adiponektin plazmada, ii¢ adiponektin molekiiliiniin
kollajen domainlere baglandig1 form olan diisiikk molekiil agirlikli (LMW) trimer, iki
trimerin disiilfit baglar araciligiyla kollajen bolgesinden baglanmasiyla olusan
hekzamer (orta molekiil agirlikli adiponektin, MMW), ve MMW oligomerlerinin

birlesmesiyle 12-18merden olusan bir buket benzeri yapi olan yiiksek molekiil

27



agirlikli (HMW) izoformlar1 olmak tizere (Sekil 2.4) ¢ farkli oligomer seklinde
bulunur (Wang ve ark., 2006). Farkli izoformlar farkli biyolojik fonksiyonlarda
gorev alir (Bobbert ve ark., 2005). Hiicre disinda sekresyon i¢in hormonu hedefleyen
bir amino-terminal sinyal peptid bdlgesinden, kisa bir hiperdegisken bdlge, bir 65-
amino asitlik uzun kollajen bolgesi ve reseptdrlerine adiponektin baglanmasini
kolaylastiran bir karboksi terminal globiiler domain olmak iizere adiponektinin yapisi
4 domainden olusur (Scherer ve ark., 1995; Maeda ve ark., 1996; Nakano ve ark.,

1996).

A 1 17 45 110 247
. Hiper :
S:;ilyal degi§ken I((iolla_].en Globﬁler
sckansi bolge omain domain
B C
e - -t ol o
I [l I |
Yiiksek molekiil Orta molekiil agirlikli Di"isiilkkrlngluelkiil
agirhkh bolge (HIMW) bolge (MMW) SET I L0 Be
(LMW)

30kDa —{"——

RVl

Sekil 2.4. Adiponektinin biyokimyasal yapisi

(A) Adiponektinin genel yapisi. (B) 30 kDa'lik adiponektinin, SDS-PAGE bant gérunttsii. Mindr st
bant, adiponektinin ek translasyon sonrasi modifikasyonlari ile daha kiigiik bir havuzu yansitir. (C)
Adiponektinin ti¢ farkli kompleks formu, yitksek molekiiler agirlikli 12-18mer, orta molekiler
agirlikli heksamer ve diisiik molekiiler agirlik trimer yapilari (Wang ve Scherer 2016)

1995 yilinda adiponektin (30 kDa, Acrp30 adiposit kompleman iligkili protein olarak
amlmaktaydi) adiposit-spesifik genler ile zenginlestirilmis bir cDNA
kitlphanesinden tanimlanan ilk rapor yaymlanmigstir. Adiponektinin adipoz dokuda
ve doku Kkiiltiiriinde tamamen farklilasmis adipositlerde spesifik olarak eksprese

oldugunu bulunmustur (Scherer ve ark., 1995).
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Adiponektin, tire spesifik hiper-degisken bolgeye karsi yetistirilen bir antikor
kullanilarak fare serumunda kolayca tespit edilebilir. Bu antikor, insan, tavsan veya
baldir kaynakli adiponektine karsi reaksiyona girmez. Hem boyut fraksiyonasyon
analizi hem de kimyasal capraz baglama deneyleri, adiponektinin c¢oklu
komplekslerde var oldugunu gdstermektedir ve orijinal caligmalar, adiponektinin
biyokimyasal oOzelliklerinin, alt birimlerin  birbirleriyle nasil  kompleks

olusturulduguna bagl olarak, farkli sekilde etkilenme olasiligini ortaya ¢ikarmstir.

Benzer sekilde, Spiegelman ve arkadaslar1 bir mRNA diferansiyel goriintii testinden
fare adiponektini tamimladilar ve baslangigta AdipoQ olarak adlandirildilar (Hu ve
arkadaglar1  1996). Adiponektin transkripsiyon ve translasyonunun adiposit

farklilagsmasi ile kuvvetli bir sekilde indiiklendigini gosterdi.

Yiiksek tuz ile eliisyondan sonra, protein dizilemesi ile tanimlanan adiponektin,
Scherer ve ark., (1995) tarafindan kemirgenlerde yapilan ¢alismalarla uyumludur.
Nakano ve ark., (1996), adiponektinin farkli molekiiler agirliklara sahip c¢oklu
kompleksler olarak var oldugunu gostermistir. 1996 yilinda, iki Japon grubu farkl
yaklagimlar kullanarak insan homologunu rapor etmistir. Maeda ve ark., (1996) insan
adipoz dokusundan bir cDNA kiitiiphanesi insa etmistir. Adiponektini en bol bulunan
transkriptor olarak tamimlamislar ve transkript 1 adipozu (apM1) olarak

adlandirmiglardir (Maeda ve ark., 1996).

Kemirgenlerde yapilan c¢alismalara benzer sekilde, northern blot g¢alismalariyla
adiponektinin insan yag dokusunda yiiksek oranda zenginlestigini gdstermistir. Diger
bir ¢aligmada, Nakano ve ark., (1996) adiponektini insan plazmasindan izole etmek
icin jelatin esasl afinite kromatografisi kullanarak tanimlama i¢in farkli bir yontem

kullanmiglardir.

Adiponektin, tip 2 diyabet ve obeziteye genetik yatkinliga bagl bir bolge olan 3q27
kromozomunda yer alan APM1 geni (AdiPoz En bol Gen transkript 1) tarafindan
kodlanir (Kissebah ve ark., 2000).

Plazmada  sirkiille olan  adiponektin, ¢esitli  molekiiler  agirliklardaki
homooligomerlerin yani sira az miktarda toplam dolasimdaki adiponektini temsil
eden "globiler adiponektin® (Tsao ve ark., 2003) adi verilen bir proteolitik

parcalanma fragmam olarak bulunur. Globiler adiponektin, kollajen benzeri alan
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olmadan globuler bas kismi igerir ve miyositler ile iskelet kas membranlarinda
baglanmay1 artirir; ancak hepatosit ve karaciger membranlarinda baglanmay1 azaltici

yonde etkiye sahiptir.

Adiponektinin, insan kaminda zengin oldugu ve plazma diizeylerinin mg/mL
araliginda oldugu ve bdylece toplam plazma proteininin % 0.01'ini igerdigi
bildirilmistir  (Guebre-Egziabher 2005). Adiponektin diizeyleri, kadmlarda,
erkeklerde goriilen diizeylerin iki katina cikarak, testosteron etkisi ile perinatal
donemde gii¢lii bir cinsel dimorfizm gosterir. Testosteron ayrica yetigkinlerde,
iretim, kompleks olusumu ve adiponektinin klirensi modiilasyonu yoluyla dogrudan
etkilere sahip olabilir (Wang ve ark., 2005). Adiponektinin dogal durumu, sodyum
dodesilsulfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) gorulen denatiire ve
indirgeyici kosullar altinda basit goriinimle ortaya ¢ikar. Bu 6nemli bir konudur,
clinkii sadece adiponektinin toplam seviyeleri degil, aym1 zamanda kompleks
dagilmi asagi yonde biyolojik etkilere katkida bulunabilir (Qi ve ark., 2004).
Ornegin, erkeklerde ve kadinlarda toplam adiponektin diizeylerinin farki, erkeklerde

diisik HMW seviyeleri nedeniyle olabilir.

Ayrica, HMW ve total seviyelerinin, hem kemirgen hem de insan caligmalarinda
insiilin duyarlilignr ile korelasyon icin daha giivenilir bir indeks oldugunu

bulunmustur.

Gercekten de, HMW adiponektin intraperitonel olarak farelere enjekte edildiginde
daha giiclii glukoz dusiiriicii etkiler ortaya cikarmaktadir (Qi ve ark., 2004).
Peroksizom proliferator aktive edici reseptor y agonistlerine (tiazolidinedionlar) ait

anti-diyabetik ilag sinifi, adipositlerde ve plazmada HMW'yi spesifik olarak arttirir.

Ek olarak, Li ve ark., (2012) , hidroksilasyon ve glikozilasyondan sonra (Lys68, 71,
80 ve 104) dort lizin bolgesini tanimlamiglardir. Dort lizinin tiimiiniin arjininlere
mutasyonunun, HMW'in toplanmasint ve salgilanmasini tamamen ortadan
kaldirdigim ve dolayisiyla biyolojik fonksiyonu in vivo olarak azalttigini
gostermiglerdir (Mao ve ark., 2006).

Benzer sekilde, Waki ve ark., (2003) implantasyonu olan HMW olusumu ile insan

mutasyonlarin1  incelemislerdir.  Adiponektin  hekzamerlerin  trimerik  yapi1
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bloklarindan montaji, sistein 39'da (insan adiponektininde sistein 36) inter-trimerik

disiilfit bag olusumunu gerektirir.

Adiponektinin Reseptorleri ve Fonksiyonlari
Adiponektinin yagdan tiiretilen bir faktdr olarak bulunmasindan kisa bir siire sonra
reseptorii (reseptorleri) arastirilmaya basladi. Kadowaki ve meslektaslart bu hedefi

2003 yilinda tamamladilar (Yamauchi ve ark., 2003).

Adiponektin, iki ana reseptorii olan AdipoR1 ve AdipoR2'nin aracilik ettigi cesitli
biyolojik etkileri uygular. AdipoR1, globiiler adiponektin icin yuksek afiniteli, tam
uzunlukta adiponektin i¢in diisiik afiniteli bir reseptor iken; AdipoR2 tam uzunlukta
ve globdiler adiponektin icin bir ara afinite reseptoridir (Yamauchi ve ark., 2003).
Hem AdipoR1 hem de AdipoR2, bircok doku ve organda yuksek oranda eksprese
edilir. AdipoR1, iskelet kasi, karaciger ve makrofajlarda bolca eksprese edilir ve
glukoneogenezisi inhibe eden AMPK yollarinin aktivasyonuna baghdir. AdipoR2 en
sik karaciger, beyaz yag dokusu ve vaskiilatiirde bulunur. AdipoR2, inflamasyonun
ve oksidatif stresin inhibisyonunun yani sira yag asidi oksidasyonunu ve enerji
tiketimini destekleyen peroksizom proliferatori ile aktive olan reseptor-a (PPAR-a)
yolaklarinin aktivasyonu ile daha yakindan iliskilidir (Yamauchi ve ark., 2002;
Kadowaki ve Yamauchi 2005; Yamauchi ve ark., 2007).

Periferik dokularda islev gérmenin yam sira, adiponektinin istah ve enerji
harcamalarini diizenleyen merkezi sinir sisteminde de etkili oldugu bulunmustur.
Hem AdipoR1 hem de AdipoR2, bu beyin bdlgelerinde adiponektin eyleminin
fizyolojik bir tutulumunu diisiindiiren, paraventrikiiler hipotalamusta saptanmistir
(Kubota ve ark., 2007; Coope ve ark., 2008). AdipoR1 ve AdipoR2'nin kesfinin
ardindan Hug ve ark., (2004) adiponektin igin ek bir reseptor olarak T-kadherin'i
tanimlamistir. T-kadherin spesifik olarak adiponektinin MMW ve HMW formlarina
baglanir. Ilginctir ki, T-kadherin ile globiiler veya bakteriyel olarak (Uretilen
adiponektin arasinda saptanabilir bir etkilesim yoktur, bu da yiiksek mertebeden
komplekslerin 6nemini ve uygun biyolojik fonksiyon icin adiponektinin okaryotik
post-translasyonel ~modifikasyonlarint ~ vurgulamaktadir.  T-kadherin, endotel
hiicrelerde ve duz kas hucrelerinde bol miktarda ifade edilir. T-kadherin ayrica
kronik iskemiden sonra adiponektin aracili revaskiilarizasyonda kritik rol oynar

(Parker-Duffen ve ark., 2013). Bunun yaninda, Denzel ve ark., (2010) T-kadherin'in
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kardiyak miyositlerde eksprese oldugunu bulmustur. Bununla birlikte, T-kadherin bir
glikozil fosfatidilinositol (GPI) capasi vasitasiyla plazma membranina baglanir.
Adiponektin igin htcre igi sinyal iletimi, bu nedenle, diger tek tarafli olmayan ko-
reseptorleri veya AdipoR1/2'yi gerektirebilir. T-kadherin yetmezligi ayrica
iskemi/reperfiizyon ve AMPK indiiksiyonunun azalmasiyla enfarktiis boyutunun

artmis oldugunu gostermektedir.

Adiponektin, antiinflamatuvar sitokin olarak islev goriir ve metabolik sendromda
onemli bir rol oynar. Adiponektin, anjiyotensin II indiiklenmis inflamasyonu inhibe
eder ve albiiminiiriyi azaltir. Son zamanlarda elde edilen veriler, adiponektinin
nekroz faktér kB (NFxB) transkripsiyonunu aktive ettigini ileri siirmektedir. NF-kB,
T hiicre aktivitesi ile bagisiklik sistemini duzenleyen ve akut rejeksiyonda 6nemli bir
rol oynayan bir protein kinazdir (Vu ve ark., 2013). Dahasi, bazi veriler
adiponektinin T htcreleri Gzerinde diizenleyici etkisi oldugunu 6nermektedir. Anti ve

pro-inflamatuar etkiler adiponektinin molekiiler izoformuna gore degisebilir.

Adiponektin, karaciger tarafindan metabolize edilir ve metabolitler bobrekler

tarafindan elimine edilir (Tacke ve ark., 2005).

Adiponektin metabolitleri, glomerulus yoluyla filtre edilebilir ve proksimal ve distal
tiiblillerde oldugu gibi renal arteriol kas ve endotel hiicrelerinde de bulunurlar.
Proksimal tiibiil hiicreleri adiponektini sentezleyebilir ve salgilarlar; bu nedenle

idrarda olcilebilirler (von Eynatten ve ark., 2009; Perri ve ark., 2013)

Beyinde adiponektinin biyoaktif oligomeri ile ilgili baz1 belirsizlikler olsa da, artan
kamtlar LMW izoformunun aktif form olabilecegini gdstermektedir (Aroda ve ark.,
2008; Glintborg 2008). Kubota ve meslektaslarma gore (2007) LMW izoformu,
merkezi sinir sisteminde beslenme davranisini diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenle, adiponektinin periferik etkilerine agirlikli olarak HMW multimerleri
aracilik ederken, LMW formlar1 merkezi etkilerinden sorumlu olabilir. Sonug olarak,
adiponektin sinyal yolu, adiponektinin molekiler formuna, reseptorlerinin relatif

bolluguna ve hedef dokuya baglidir.

Adiponektin reseptorleri bobrek hicrelerinde de bulunur. Adiponektin, AdipoR1
araciligiyla, AMPK yolunu aktive eder. AMPK, o, B ve y olmak lizere ii¢ alt
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birimden olusur ve memeli hiicrelerinde o alt tinitesinin iki izoformu, [ alt {initesinin

iki izoformu ve bunlarin alt tinitelerinin 3 izoformu vardir (Carling 2004).

HMW Tam HMW
Trimer Hekzamer \J) uzunlukta J .
Trimer J J J &jﬁ:f}g ; {.‘J adiponek| g;,) ‘_:, Vh‘a
Globiiler = W T g oy
= . adiponektin = ;_5 : J‘w - v 'Jy = »3)

T-Kadherin

A A > |
CULLOLLLLA, I (ARARAARAA AN R R AR AR ARR AR R AR AL AARRARRA AR AR AR AR RARR (R (L0 | @ CRARKAARR AR EARARAARARA A KRR AR AR RN AR AR RAARA L]
Hin e L L L L e e

""""""""" Kadherin J
tekrarlar

AMPK

Sekil 2.5. AdipoR1, AdipoR2 ve T-Kadherin araciligiyla adiponektin sinyal iletimi. Adiponektin,
AdipoR1 ve AdipoR2 araciligiyla AMPK aktivitesini uyararak biyolojik fonksiyonlarini ger¢eklestirir
(Kadowaki ve ark., 2006)

a alt birimi, N-terminalinde tipik bir serin / treonin protein kinaz alan1 ve bir C-
terminal diizenleyici alani igerir. B alt birimi i¢inde, birincil sekansi, oligosakkaritlere
baglanan bir protein familyasinda muhafaza edilen sekanslara benzer oldugu igin,
glikojen baglanma alanmi veya karbohidrat baglanma modiilii olarak adlandirilan bir
alan vardir (Hudson ve ark., 2003; Polekhina ve ark., 2003). B alt {initesinin C-
terminal bolgesi, a ve y alt birimleri ile etkilesir ve heterotrimerik kompleksin
etkilesimi icin iskele gorevi goriir (Woods ve ark., 1996). Memelilerde hem 1 hem
de B2 N-terminal miristoilasyonuna ugrar ve o ve B alt birimleri fosforilasyona tabi
tutulur. y alt birim izoformlari, sistatiyonin-p-sentazda tanimlanmig olan bir motifin
dort kopyasini igerir (Bateman 1997). AMPK'da, sistatiyonin-f-sentaz alanlari,
adenin niikleotit baglayici bolgelerini olusturur. AMPK, evrim boyunca biiyiik
Ol¢iide korunmustur ve homologlar hemen hemen tiim oOkaryotlarda mevcuttur
(Hardie ve ark., 2011). AMPK, apoptozu, TGFf-1, nefrin ve Nox-4 sentezinin
fibrotik etkilerini inhibe eder. Endotelyal hiicrelerde, proinflamatuvar ve
vazodaraltic1 faktorleri ve oksidatif stresi azaltir. Ayrica, endotelyal nitrik oksit
sentaz konsantrasyonunu yiikseltir ve anabolik sirecleri kontrol eder (Christou ve
Kiortsis 2014).
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2.6. KBY'de Adiponektin

Ozgiin yeni KBY biyobelirteglerinin erken safhalardaki dogrulamalarina ragmen,
hala sadece birkagi1 gelecegi parlak ¢alismalarin 6znesi haline gelmistir. MKH'lerin
KBY iizerindeki terapétik etkilerine dair ¢alismalar literatiirde kan ve idrarda
Olgiilebilir biyobelirtegler hakkinda dikkatli bir degerlendirme yolu ile gelistirilmistir.
Arastirmacilar bu amacla simdiye kadar, MKH terapisinin KBY {izerindeki
etkilerinin tahmini i¢in spesifik potansiyeli olduguna inanilan 6zgiin biyobelirteclerin

sec¢imi tlizerine odaklanmiglardir.

Adiponektinin, kemirgen denemelerinde renal-koruyucu bir etkisi oldugu rapor
edilmistir (Sharma ve ark., 2008; Ohashi ve ark., 2008; Nakamaki ve ark., 2011).
Yapilan bir bagka ¢alismaya gore serum adiponektin seviyelerinin, diyabetli fakat
normal albiiminiiri ve glomeriiler atiim oranina sahip bireylerde idrar albiimin
eksresyonu ile negatif iligkili oldugu goézlenmistir. Buna ragmen, bu iliskinin mikro-
albiiminiiri iceren bireylere gore daha az tutarli oldugu ortaya koyulmustur (Tsioufis
ve ark., 2005; Barlovic ve ark., 2009; Barlovic ve ark., 2010; Tamba ve ark., 2010).
Buna ek olarak, KBY'li bireylerde serum ve idrar adiponektin seviyelerinin
albiiminiiri 1le pozitif iliskili, GFO ile negatif iliskili oldugu gosterilmistir
(Koshimura ve ark., 2004; Looker ve ark., 2004; Costacou ve ark., 2005; Frystyk ve
ark., 2005; Fujita ve ark., 2006; Schalkwijk ve ark., 2006; Kacso ve ark., 2012;
Jorsal ve ark., 2013).

Saraheimo ve arkadaslar tip I diyabetli denekler ile yaptiklar1 bir ¢calismada, artmig
serum adiponektinden normo-albiiminiiriden son evre bdbrek hasarina gelisimi
tahmin etmistir (Saraheimo ve ark., 2008). Buna benzer olarak, Panduruve ark.,
(2015) idrar adiponektini ve tip I diyabetteki son evre bobrek hasar1 gelisimi

arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmustir.

Tip II diyabet, obezite ve insiilin direnci ile iligkili olan adiponektinin agagi

reglilasyonu ile baglantilidir (Christou ve Kiortsis 2014).

Alam ve ark.,, (2013) artmis adiponektin konsantrasyonunun, bdbrek
transplantasyonu sonrasi eriskin KBH hastalarinda daha yiiksek 6liim riskine bagh
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, bu hastalardaki daha yiiksek allogreft
yetmezligi orani kanitlanamamistir. Niemczyk ve dig. KBY'deki adipositokin
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diizeylerinin ¢ogu durumda yiiksek oldugu ve bunlarin bozulmus atilim ile iligkili

oldugunu bildirilmiglerdir. (Seeger ve ark., 2008).

Adiponektin eksikligi endotel disfonksiyonu, arteriyel hipertansiyon, koroner kalp
hastalig1 ve diger kardiyovaskiiler komplikasyonlar igin bagimsiz bir risk faktoradur
(Kershaw ve Flier 2004). Bu nedenle, KBH olan c¢ocuklarda diisiik adiponektin
diizeyindeki gozlemler, bu adipositokinin koruyucu etkisinin kayboldugunu
dogrulayabilecegi yondedir (Szczepanska ve ark., 2015). Kamariski ve ark.,
yaptiklar1 ¢alismada adiponektin seviyelerinin yasla dogrudan iliskili oldugunu; fakat
yetiskinlerde bu adipositokinin daha yiiksek seviyelerinin sadece ileri yastan ve GFO

diisiisiinden kaynaklanamadigi belirtmislerdi (Kamariski ve ark., 2009).

Kaynar ve ark., KBH olan erigskin hastalarda adiponektin ve resistin diizeylerinin
protein-enerji kaybi varligi ile anlamli derecede pozitif iliskili oldugunu bulmuslardir

(Kaynar ve ark., 2014).

Bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda serum adiponektin diizeyleri yiikselir.
Uremik ortam ve proinflamatuar sitokinler, bobrek eliminasyon bozuklugu igin
adiponektin sentezini biyolojik geri bildirim ile bozar (Bruun ve ark., 2003). Y uksek
adiponektin diizeyleri de artan enerji harcanmasi nedeniyle kilo kaybi yoluyla
yetersiz beslenmeye yol acabilir (Qi ve ark., 2004). Renal replasman tedavisi alan
yetersiz beslenen hastalarin daha yiiksek adiponektin diizeylerine sahip oldugu

gozlenmistir (Ekramzadeh ve ark., 2013).

Deneysel ¢alismalarda yiiksek adiponektin diizeylerinin yiiksek dansiteli lipoprotein,

apolipoprotein Al ve hepatositlerin diizensizligini azalttig1 gosterilmistir (Liu ve
ark., 2012).

Ozet olarak, adiponektinin daha yiiksek seviyelerinin bobrek tzerinde koruyucu
etkileri olabildigi ortaya koyulmustur. Arastirmacilar idrar adiponektininin alblimin
eksresyon oranindan daha iyi bir tahmin edici oldugu sonucuna varmistir. Bundan
dolayi, serum veya idrar adiponektini, agik¢a proteiniiri ve azalmig GFO
ayarlanmasinda DKD gelisiminin tahmin edicisi olarak spesifik bir deger olabilir;

belki de MKH tedavisi i¢in en ¢ok calisilmasi hedeflenen gruptur.
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Obezite ve ilerleyici bobrek hastaligr arasindaki iliskinin altinda yatan mekanizmalar
iyi anlagimamistir. Yiiksek yagh bir diyete maruz kalmak, bobrek de dahil olmak
uzere birgok organda AMPK hiicresel enerji seviyesini azaltir, ancak AMPK'nin
yiiksek yagl bir diyetin neden oldugu bobrek hastaliginin patofizyolojisine katkida

bulunup bulunmadig: bilinmemektedir.

@— T Dolanmdald adiponektin

Renal b t Adiponektin-mBNA
enal hasar p | Renal sess=p TADIPOR1
ADIPOR1-mRNA
T Adiponektin aracihgryla
Endotelyal AMPK aktivazyonu
. yiizeylerden cikan
Tlerlemis adiponektin
renal hasar
(+)
- [ ey Lokal i i
l Adiponektin icin glomeriler | Oksidatif stres 'm'éamasyon Fibrozis
endotelyal boyanma . /
,_.'f ™ @ \‘

Renal hasarh nefronlarda
hasarm ilerlemesini
engelleme prosesi

Hasarlanmanns nefronlarda renal hasara
karsi koruma

Sekil 2.6. Renal hasarda adiponektin (Christou ve Kiortsis 2014)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Term Plasentalarindaki Amniyon Membranindan Mezenkimal Kok
Hiicrelerin Izolasyonu

Plasenta, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Balimii
dogumhanesinden temin edilip, koryoamniyonik zarlarinin yapist kontrol edildi.

Amniyon zar1, kenarlardan baslanarak koryon zarindan nazikge uzaklastirildi.

Amniyon steril bir kaba alindi, serum fizyolojik (SF) + %2 penisilin/streptomisin
(P/S) + %2 Fungizon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemine amniyon kandan
uzaklagincaya kadar devam edildi. Kalan kan pargaciklar1 ve jolemsi kisimlar bisturi
ile kesilerek uzaklastirildi. Tamamen seffaf renkte, kan icermeyen bir amniyon
kalincaya kadar isleme devam edildi. Amniyon bistiri yardimiyla 3x3 cm?lik
parcalara ayrildi. Kesilen parcalar sayilarak + %1 P/S + %1 Fungizon igeren steril bir
kapta toplandi. Bu adim 2 kez tekrarlanarak kandan olabildigince uzaklastirma

saglandi.

Pargalar pens ile kabin kenarindan siizdiirerek steril bir kaptaki Enzim Solisyonu 1
(Dispaz 2.5 U/mL)'e alind1 ve hizlica calkalandi. Bir amniyon zarindan yaklasik 15-
30 parca ¢iktigindan dolay1r 15 mL enzim soliisyonu 1 kullanildi. Bazal membran
sindirimi icin parcalar 9 dakika (dk) 37°C'deki su banyosunda ¢alkalamadan inkiibe
edildi ve daha sonra pens yardimiyla hizli sekilde 40 mL RPMI 1640 medyumu
iceren steril kaba koyularak 5 dk bekletildi.

Pargalar pensle kabin kenarindan stizdurulerek steril kaptaki Enzim Soltsyonu 2 (%5
fetal bovin serum i¢eren RPMI 1640 medyumu, kollajenaz ve Dnaz I)'ye alindi ve 2 -
2.5 saat 37°C'de su banyosunda inkiibe edildi. Stre sonunda, solisyon ve igindeki
parcalar 2 adet 50 mL steril falkona esit olarak paylastirildi, tizerine HBSS+ %1 P/S
+ %1 Fungizon eklenerek toplam hacim 50 mL'ye tamamlandi. Tipler 900 rpm'de 3
dk 20°C'de santriflij edildi. Stpernatantlar steril 100 um cell strainer (Corning,
#352360)'dan gegirilerek falkonlara alindi. Falkonlarin iizerlerine HBSS + %1 P/S +
%1 Fungizon eklenerek toplam hacim 50 mL'ye tamamlandi ve 1300 rpm'de 10 dk
20°C'de santriftj edildi. Siipernatantlar atildi ve falkonlardaki pelletler falkona

hafifce vurularak resuspanse edildi.
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Pelletin tizerine DMEM W/ diisiik glukoz medyumu eklenerek ve tripan mavisi
kullanilarak toma laminda hiicre sayimi yapildi. Toma laminin her iki kenarindaki
ortada bulunan biiyiik karelerdeki hiicreler sayildi, ikiye boliinerek ortalamasi alindi.
Cikan rakam 2 X 10.000 X 5 ile ¢arpildi. Hiicreler flaska ekildi. Ertesi giin (24 saat
sonra), hucrelerin medyumu degistirildi. Hiicrelerin medyumu 3 giinde bir DMEM
W/ diistik glukoz medyumuyla degistirildi. Hiicreler konfliient oldugunda pasajlama
yapildi.

25 mL'lik flask i¢in 2 mL ve 75 mL'lik flasklar i¢in 3 mL akutaz kullanildx.

Eski medyum cekildi, HBSS ile 1 kez yikandi, flaska 2 mL akutaz konuldu ve
37°C'lik inkiibatérde 1 dk beklendi. Mikroskopta kontrol edildi. Hiicrelerin tamami
kalkinca tizerine 5 mL medyum ilave edildi. 900 rpm'de 7 dk 20°C'de santriftj edildi.
Siipernatant atildi ve DMEM W/ diisiik glukoz medyumu ile resiispanse edilerek
flasklara dagitildi.

3.2. Hicrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu

Hucrelerin karakterizasyonu icin Mezenkimal Kok Hicre Kiti (BD, 562245)
kullanildi. Hiicreler Akkutaz ve BD marka stain buffer ile kaldirildi ve yikandi; 1400
rpm'de +4°C'de 5dk santriftij edildi ve 1x10° hiicre/mL olacak sekilde pellet BD
marka Stain buffer ile resupanse edildi. 1-10 arasi tiipler yazildi (1.5 mL'lik steril

mikrosantrifij tipu). Daha sonra 1x10° hucre/mL hicre suspansiyonundan 100 pL
hiicre tim tuplere pipetlendi. Bdylece her bir tiipe 1.10° hiicre/mL konsantrasyonda

hiicre konulmus oldu.

Her bir tiip i¢in asagida belirlenmis olan antikorlardan uygun miktarda pipetleme

yapild.

1. - /(Sadece hicre (100 uL)

2. PE hMSC Negatif Izotip Kontrol Kokteyl (20 uL)
3. hMSC Pozitif Iizotip Kontrol Kokteyl (20 pL)

4. h(MSC Pozitif Izotip Kontrol Kokteyl (20 pL) + PE Mouse IgG2b Izotip kontrol
(5 pL) (4 pozitifin izotip kontrol kokteyli)
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5. FITC Mouse Anti Human CD90 (5 pL)

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 puL) + PE hMSC Negatif Kokteyl (20 pL)

10. hMSC Pozitif Kokteyl (20 pL) + PE Mouse Anti Human CD44 (5 uL) (4 pozitif

marker)

Tipler kisaca vortekslendi ve 45 dk inkiibe edildi. Hiicreler 1 mL Stain buffer ile 2
kez yikandi (2 yikama arasi1 1400 rpm, 4°C derecede 5 dk santrifiij). Santrifiij sonrasi
pellet 300-500 pL Stain buffer ile restispanse edildi ve flow sitometri analizine

alindu.
3.3. Mezenkimal Hucrelerin Adiposit, Kondrosit ve Osteositlere Yonlendirilmesi

3.3.1 Osteositlere Yonlendirme
Osteositlere yonlendirme igin StemPro Osteogenesis kiti (Life Tech, #A10072-01)
kullanild.

Flaskta hiicrelerin konfliilent oldugu belirlendi. Eski medyum ¢ekildi ve flask HBSS
ile yikandi. Flaska 2 mL akutaz konuldu. 37°C'lik inkibatorde 1 dk bekletildi ve
mikroskopta hiicrelerin kalktig1 belirlendi. Uzerine 5 mL medyum eklendikten sonra
900 rpm'de 7 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Hiicre canliliginin belirlenmesi
i¢cin tripan mavisi kullamldi. Toma laminda hiicreler sayildi. Hiicreler 96'lik well
plate'e ekildi. Hiicrelerin iizerine DMEM/diisiik glukoz + FBS + P/S medyumlar
koyularak hticreler %5 CO., 37°C'lik inkiibatérde 2 saat boyunca inkiibe edildi. 2
saatin sonunda medyum c¢ekildi ve su banyosunda 1sitilmig Complete Osteogenesis
Farklilasma Medyumu (100 mL ic¢in, 90 mL StemPro Osteosit Bazal Medyum+10
mL StemPro Osteogenesis Supplement+50 pL P/S) eklendi. Bu medyum 3 giinde bir
degistirilerek 21 giin boyunca hiicreler inkiibe edildi. 21 giin sonunda Alizarin Red S

boyamasi yapilarak invert mikroskopta goriintiilendi ve fotograflar ¢ekildi.
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Alizarin Red S Boyamasi: 2 gr Alizarin Red S (Santa Cruz, #205998) 100 mL
distile su (dH-O) igerisinde ¢ozuldu, pH's1 dlgiildii (pH 4.1-4.3) ve filtreden gegirildi.
Hiicrelerin tizerindeki medyum cektirilerek 1 kez PBS ile yikandi. Hiicreler formalin
ile 30 dk oda sicakliginda fikse edildi. Formalini uzaklastirmak i¢in hiicreler dH:O
ile 3 kere yikandi. Alizarin Red S hucrelerin tzerine konuldu ve 30 dk bekledikten

sonra dH - O ile 3 kez yikandi. PBS konularak invert mikroskopta goriintiilendi.

3.3.2 Adipositlere Yonlendirme
Adipositlere yoénlendirme icin StemPro Adipogenesis Kiti (Life Tech, #A10070-01)
kullanildi.

Osteosite farklilagtirmada oldugu gibi akutazla kaldirilan hiicreler santriftij edilip
stipernatantlar1 atildiktan sonra 96 kuyucuklu plate'te her bir kuyucuga 1 x 10*
hiicre/cm?® hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerine DMEM/diisik glukoz + FBS + P/S
medyumu konularak hiicreler %5 CO., 37°C'lik inkubattrde 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda medyum cekildi ve su banyosunda 1sitilmis Complete
Adipogenez Farklilasma Medyumu (100 mL igin, 90 mL StemPro Adiposit Bazal
Medyum 10 mL StemPro Adipogenesis Supplement+ 50 upL P/S) eklendi. Bu
medyum 3 giinde bir degistirilerek 21 giin boyunca hiicreler inkiibe edildi. 21 giin
sonunda Oil Red O boyamasi yapilarak invert mikroskopta goriintiilendi ve

fotograflar ¢ekildi.

Oil Red O Boyamasi: 50 mL izopropanol igine 250 mg Oil red O (Sigma, 00625)
konularak stok soliisyon hazirlandi. Hiicrelerin tizerindeki medyum c¢ektirildi 1 kez
PBS ile yikandi. Hiicrelerin fikse olmasi i¢in formalin konuldu ve 30 dk oda

sicakliginda beklenildi. Formalini uzaklastirmak icin hiicreler 2 kez PBS ile yikandi.

30 mL Oil Red O stok soliisyonuna 20 mL dH:0 eklenerek boyama sollisyonu

hazirlandi. %60'11ik izopropanol soliisyonu hazirlandi. Hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra hazirlanan %60'lik izopropanol soliisyonu hiicrelerin tUizerine konuldu ve 5 dk
beklenildi. izopropanol soliisyonu ¢ektirildikten hemen sonra Qil Red O soliisyonu
eklendi ve 1 saat oda sicakliginda beklenildi. Hiicreler dH:O ile 3 kez yikand1 ve zit

boyama yapildi. PBS eklenerek invert mikroskopta goriintiilendi.
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3.3.3 Kondrositlere Yodnlendirme

Kondrositlere yonlendirme igin StemPro Kondrogenesis kiti (Life Tech, #A10072-
01)  kullanildi. Osteosite farklilastirmada oldugu gibi akutazla kaldirilan hiicreler
santrifiij edilip sipernatantlart atildiktan sonra 1x10° hiicre ependorfa ekilerek pellet
kiiltiirti yapildi. 21 giin inkiibe edilerek ve 3 giinde bir eski medyum ¢ektirilerek 1
mL Complete Kondrogenesis Farklilasma Medyumu (100 mL i¢in, 90 mL StemPro
Kondrosit Bazal Medyum + 10 mL StemPro Kondrogenez Supplement+ 50 uL P/S)
eklendi. 21 giin sonunda Alsiyan Mavisi ve Sirius Kirmizi boyamasi yapildi ve

fotograflandi.

Alsiyan Mavi Boyamasi: Pellet halindeki hiicreler parafine ekildikten sonra kesitleri
alindi. %1'lik Alsiyan Mavisi ve %3 asetik asit iceren boyama soliisyonu hazirlandu.
Kesitler boyama solisyonunda 30 dk bekletildi. Kesitler 3 kez %1'lik HCl'de
yikand1. Zit boyama yapilarak kapatma yapildi.

Sirius Kirmiz1 Boyamasi: 0,1 gr Direct Red 80 (Sigma, #365548), 100 mL pikrik
asit (Sigma, #P6744-1GA) icerisinde cozllerek Sirius Kirmizi boyasi hazirlanir.
Kesitler soliisyona konularak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. %2'lik asetik asit

iceren soliisyonda kesitler yikandi. Zit boyamasi yapilarak kapatma yapildi.

3.4 KBY'li Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi'nden B.30.2.AKD.0.05.07.00/79
say1l etik kurul karar ile Wistar cinsi toplam 42 erkek sigcan (250 - 300 gr) temin
edildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Unitesi'nde
12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22°C oda sicakliginda barindirildi.
Hayvanlar musluk suyu ve standart yem ile beslendi. Gruplar Tablo 3.1.'de gosterilen

sekilde olusturuldu.
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Tablo 3.1. Hayvan gruplarinin olusturulmasi

Grup isimleri

Gergeklestirilen islemin icerigi

Grup (n=7) Kontrol Grubu (Sham) Hayvan deney giinlerinde sadece agilip, kapatildi. Bunun
disinda herhangi bir cerrahi miidahale yapilmadi.
Hayvan temin edildikten sonra sol bébrekte bulunan renal
arterin polar 3 dalindan 2'sine ligasyon yapildi. 2 hafta sonra
Grup (n=7) 5/6 Nefrektomi (60. Giin) ise sag bobrek tamamen ¢ikarilarak nefrektomi
(NEF) gerceklestirildi. Boylece toplam 5/6 renal arter ligasyonu
saglanmusg olup, 8 hafta siire ile beklendi.
Hayvan temin edildikten sonra sol bébrekte bulunan renal
arterin polar 3 dalindan 2'sine ligasyon yapildi. 2 hafta sonra
Grup (n=7) 5/6 Nefrektomi (60. Glin) ise sag bobrek tamamen ¢ikarilarak nefrektomi
+ 15. Giin gerceklestirildi. Boylece toplam 5/6 renal arter ligasyonu
(NEF+15) saglanmis olup, 8 hafta siire ile beklendikten sonra hastaligin
ilerlemesi icin 15 giin daha beklendi.
Hayvan temin edildikten sonra sol bébrekte bulunan renal
arterin polar 3 dalindan 2'sine ligasyon yapildi. 2 hafta sonra
Grup (n=7) 5/6 Nefrektomi (60. Gun) ise sag bobrek tamamen ¢ikarilarak nefrektomi
+ 30. Gin gerceklestirildi. Boylece toplam 5/6 renal arter ligasyonu
(NEF+30) saglanmis olup, 8 hafta siire ile beklendikten sonra hastaligin
ilerlemesi i¢in 30 giin daha beklenerek hayvanlarin "son evre
renal hastalik" durumuna sahip olmasi saglandi.
Hayvan temin edildikten sonra sol bébrekte bulunan renal
arterin polar 3 dalindan 2'sine ligasyon yapildi. 2 hafta sonra
Grup (n=7) 5/6 Nefrektomi (60. Glin) ise sag bobrek tamamen ¢ikarilarak nefrektomi
+ Kok hiicre sonras1 15. gerceklestirildi. Boylece toplam 5/6 renal arter ligasyonu
Gln saglanmis olup, 8 hafta siire ile beklenerek, KBY yapilmis
(KHS+15) siganlara kok hiicre enjekte edilerek iyilesmenin gézlenmesi
icin 15 giin daha beklendi.
Hayvan temin edildikten sonra sol bébrekte bulunan renal
arterin polar 3 dalindan 2'sine ligasyon yapildi. 2 hafta sonra
Grup (n=7) 5/6 Nefrektomi (60. Giin) ise sag bobrek tamamen ¢ikarilarak nefrektomi

+ Kok hiicre sonras1 30.
Gin
(KHS+30)

gergeklestirildi. Boylece toplam 5/6 renal arter ligasyonu
saglanmis olup, 8 hafta siire ile beklenerek, KBY yapilmis
siganlara kok hiicre enjekte edilerek iyilesmenin gézlenmesi

i¢in 30 gun daha beklendi.
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Kok hiicre gruplarindaki hayvanlara amniyon zarindan izole edilen 1 x10°
mezenkimal kok hiicre enjeksiyonu 0.5 mL medyum icerisinde kuyruk veninden
verildi. Hayvanlara mezenkimal kok hiicre verilmesinden 1 giin 6nce Siklosporin-A
subkutan olarak enjekte edildi ve bu islem hiicre verilmesinden 7 giin sonrasina
kadar devam etti. 100 mg siklosporin 10 mL DMSO icerisinde ¢ozildi ve hayvan
bagma 1 mg / giin olmak iizere verildi. Siklosporinin verilme amaci, siganlarin
bagisiklik sistemlerini baskilayarak insan plasentasi kokenli mezenkimal kok

hucreleri reddini engellemektir.

Her bir hayvan deney siresi tamamlanarak sakrifiye edilmeden 24 saat Once

metabolik kafese alinarak, son giin idrar1 toplanmis oldu.

Ertesi giin hayvanlar ketamin HCI ve %2 kslazin ile birlikte intraperitonel anestezi
etkisindeyken abdomen arterinden kanlari alindiktan sonra sakrifiye edilmis ve
bobrekleri buz igine alinarak muhafaza edilmistir. Elde edilen bobrek dokular
western blot ve Real-time PCR deneyleri i¢in kullanildi. Hayvanlar sakrifiye
edildikten sonra alinan bobrek dokulari deneyler i¢in kullanilincaya kadar -80°C'de
muhafaza edildi. Alinan kanlar ise 3500 rpm'de 7 dk santrifilj edildi ve serumlar -
20°C'de saklanda.

3.5. Western Blot

3.5.1. Lizat Hazirlama

Bobrek dokularimin agirliklar 6l¢iildii.

0,2 gr doku basma 600 pL lizis tamponu ve 24 pL proteaz inhibitor kokteyli olacak
sekilde hesaplama yapilarak tiiplere lizis tamponu ve proteaz inhibitér kokteyli
eklendi. Ornekler 10 dk buz (zerinde bekledikten sonra sonikasyon ile
homojenizasyonlar1 saglandi. 30 dakika daha buz iizerinde bekletilerek toplam 40

dakika lizis tamponu ile inkiibasyonu saglandi.

Ardindan 6rnekler 15.000 rpm'de 15 dk +4°C'de santriftij edildi. Supernatantlar
alinip pelet kismi atilarak lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C'de muhafaza
edildi.
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3.5.2. Protein Miktar Tayini
Hazirlanan lizatlarin protein miktarlart Bradford Kit (Thermo Scientific™, Pierce™

Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit) kullanilarak hesaplanmustir.

Protein igeriklerine gore her bir grup igerisine distile su ve Laemlie eklenerek
ornekler sodyum dodesil stlfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE)

ylriitiilmeye hazir hale getirilmistir.

3.5.3. SDS-PAGE Metodu

Kullanilan Soliisyonlar

* Ayirma Soliisyonu

18,17 g Tris + 0,4 g SDS 80 mL dH,O'da ¢ozulir, pH 8.8'e ayarlamir ve 100 mL'ye

tamamlanur.
* Toplama soluisyonu

6,06 g Tris + 0,4 g SDS 80 mL dH,O'da ¢ozilir, pH'1 6,8 ayarlanir ve 100 mL'e

tamamlanur.
o Akrilamid - Bisakrilamid (Poliakrilamid)

7,5 g hazir akrilamid — bisakrilamid 37,5:1 toplam hacim 25 mL oluncaya kadar

distile suda ¢o6ziilerek hazirlanir.

* TEMED (TEtra Metil Etilen Diamin)

* %10'luk APS (Amonyum PerSiilfat)

* Elektroforez yiritme sollisyonu (5X)

9 g TRIS, 43.2 g Glisin ve 3 g SDS 600 mL dH,0O'da ¢ozundr.
Kullanilacag1 zaman 1x seklinde seyreltildi.

* Blotlama Soliisyonu
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3 g TRIS ve 14,3 g Glisin 700 mL dH,O'da ¢6zlindikten sonra tzerine 200 mL
Metanol eklenerek hazirlanir. Soliisyonun pH' 8,3-8,6 arasinda ¢ikmalidir, ayarlama

yapilmaz.
* TBS (10X)

60,55 g TRIS ve 87,66 g NaCl 800 mL dH,QO'da ¢Ozinir, pH 7,4'e ayarlandiktan

sonra toplam hacim dH,0O ile 1000 mL'ye tamamLanarak hazirlanr.

Kullanilacagi zaman Ix seklinde seyreltildi. 1000 mL TBS'e 1 mL Tween-20

eklenerek yikama soliisyonu olan TBST-T hazirlanr.

Calisilacak olan proteinin molekil agirligi dikkate alinarak uygun yuzdelerde jeller
hazirlandi. Jel yilizdeleri igin kullanilmasi gereken miktarlar Tablo 3.2 ve Tablo

3.3."te belirtilmistir:

Tablo 3.2. Ayirma jeli hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari

(uL) %5 % 7,75 % 10 % 12,5 % 15
Distile su 4680 4000 3300 2640 2000
Ayrilma 2000 2000 2000 2000 2000
Soliisyonu

Poliakrilamid 1320 2000 2640 3300 4000
TEMED 10 10 10 10 10
%10'luk APS 60 60 60 60 60

Tablo 3.3. Toplama jeli hazirlamak igin gerekli kimyasallar ve miktarlari

(uL) 1 jel igin 2 jel icin 3jeligin
Distile su 1155 2310 3465
Toplama 500 1000 1500
Solisyonu

Poliakrilamid 330 660 990
TEMED 2,5 5 7,5
%10'luk APS 15 30 45
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Jeller hazirlandiktan sonra 95°C'de 5 dk kaynatilmis olan orneklerin (her bir
kuyucukta 20 pg protein olacak sekilde hesap yapildi) ve calisilan proteinin molekiil
agirhigina bagl olarak secilmis olan uygun marker yiiklemeleri gergeklestirildi ve
ornekler elektroforez soliisyonu igerisinde 80 Volt'ta yaklasik 2 saat yiiritildu.
Jeldeki ornekler yiiriime tamamlandiktan sonra PVDF (Poli-viniliden floriir) ya da
nitroseliiloz membrana aktarildi. 350 mA'de 1 saat oda sicakliginda blotlama agamasi
yapilarak jeldeki proteinlerin membrana ge¢cmesi saglandi. Blotlama isleminin
sonunda 1 saat oda sicakliginda ve shaker iizerinde %5'lik BSA (TBS-T iginde

hazirlandi) ile bloklama agamas1 gergeklestirildi.

Bloklama asamasindan sonra membranlar adiponektin, AdipoR1, Fibronektin,
pAMPK ve Beta-aktin antikorlar1 ile Tablo 3.4.'te belirtilen uygun dillisyonlarda
gece boyu +4°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, 3 kez 10 dk TBS-T ile
yikandiktan sonra membranlar sekonder antikorla oda sicakliginda karistiric
Uzerinde 2 saat inklbe edildi. Sure sonunda tekrar 3 kez 10 dk TBS-T ile yikama
islemi gerceklestirildi. Membranlar Supersignal Chemiluminesans (Thermo) kiti ile

gelistirildi ve membrandaki protein bantlar karanlik odada filme aktarildi.

Tablo 3.4. Western Blot yonteminde kullanilan antikorlar ve seyreltmeleri

Primer antikor Seyreltme Sekonder antikor Seyreltme
Adiponektin 1/2000 Anti-Mouse 1/5000
Adiponektin Reseptor 1/2000 Anti-Rabbit 1/5000
1

Fibronektin 1/1000 Anti-Rabbit 1/10000
pAMPK 1/2000 Anti-Rabbit 1/12500
AMPK-q 1/2000 Anti-Rabbit 1/12500
B-Aktin 1/500 Anti-Rabbit 1/5000

3.6. Real-Time PCR Protokoli

3.6.1. Total RNA izolasyonu
Doku 6rneklerinden Total RNA izolasyonu Trizol (Invitrogen) reaktifi kullamlarak
gerceklestirildi. Bobrek dokulart MagNa Lyser Gren Beads tiiplerine alindi ve

uzerlerine 1'er mL Trizol reaktifi eklendi. Homojenizasyon MagNa Lyser cihazinda
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6000 rpm 25 saniyede gerceklestirildi. Homojenizasyon isleminden sonra
Invitrogen'in protokoluna gore RNA izole edildi. Protokol sonunda elde edilen RNA
pelletleri Gzerine RNaz-icermeyen su konuldu. Elde edilen RNA igin konsantrasyon
olcumii spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapildi. Islem
sonunda tiipler -80°C'ye kaldirildh.

3.6.2. DNaz Muamelesi
RNA (3 nug) 1U DNaz | (Invitrogen) ile muamele edildi ve komplementer DNA
(cDNA) sentezi i¢in kullanild1.

3.6.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin, High-Capacity cDNA Reverse Transcription kiti (Thermo
Fisher Scientific) kullanildi. DNaz ile muamele edilmis olan 3 ug RNA O6rnegine,
10xRT tamponu, 25xdNTPmix, 10xRT random primerler, RNase inhibitor ve
Multiscribe reverse transcriptase (50 U/pL)'den olusan toplam 10 pL'lik cDNA
sentez karisimi ilave edildi. Elde edilen karigim sirasiyla, 25°C'de 10 dakika, 37°C'de
120 dakika ve 85°C'de 5 dakika inkube edildi. Elde edilen cDNA'lar PCR denemeleri
icin kullamlincaya kadar -20°C'de sakland.

3.6.4. Real-Time PCR Reaksiyonu

Sican Adiponektin, AdipoR1 ve fibronektin igin spesifik primerler Tablo 3.5.
kullanilarak QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems) cihazinda,
Power SYBR® Green Master Mix protokoliine gore Real-time PCR c¢alisildu.
Reaksiyon karisimi; 10 pL Power SYBR® Green PCR Master Mix, 10 uM
forward, 10 uM reverse primer, 2 uL cDNA ile toplam hacim 10 pL olacak sekilde

nukleaz-icermeyen su ile hazirlandi.

Amplifikasyon kosullari; 95°C'de 10 dakika, 95°C'de 15 saniye ve 60°C'de 30 saniye
olacak sekilde gergeklestirildi. QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied
Biosystems) cihazina ait software programi yardimiyla CT (siklus esik degerleri)
degerleri belirlendi. Elde edilen CT degerleri 272CT formiiliinde kullanilarak her
genin kontrol grubuna kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplandi. Amplifikasyon,
40 siklusta gerceklestirildi. Ayrica, Melting Curve analizi ile trlinlerin beklenen ve

gbzlenen Tm degerleri karsilagtirilarak PCR {irtinlerinin dogrulugu degerlendirildi.
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Tablo 3.5. Real-time PCR deneyi i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler

Adiponektin | rADIPOQf | 5-TCTCTTCACCTACGACCAGT-3' 176 bps
rADIPOQr | 5-GGTAGAGAAGGAAGCCTGTA-3'

AdipoR1 rADIPOR1f | 5-GGAGAAGATGGAGGAGTTCG-3' 111 bps
rADIPOR1r | 5-TGGCCATGTAGCAGGTAGTC-3'

Fibronektin | rEN1f 5-CGTCTATGCTCTCAAGGACA-3' 143 bps
rEN1r S-CTGTCTTCGTTCTCCAGCTA-3'

B-Aktin rBACTINf | 5-TATGCCAACACAGTGCTGTC-3' 156 bps
rBACTINr | 5-GATAGAGCCACCAATCCACA-3'

3.7. Serum Ve Idrar Adiponektin Diizeyinin Olciilmesi
Kontrol ve deney gruplarindan kan ve idrar Ornekleri alinmis ve bunlarda
adiponektin diizeyi Olcililmiistiir. Serum adiponektin diizeyini 6lgmek i¢cin ELISA

yontemine dayali "Adiponektin 6l¢iim kiti" kullaniimistir.

3.8. Istatistiksel Analizler

Tiim istatistik hesaplamalar bilgisayar ortamimda GraphPad Prism programi ile
gerceklestirilmistir (version 2.0, GraphPad Software Incorporated). Dansitometrik
analizler i¢cin ImageJ (National Institutes of Health) programi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. izole Edilen Mezenkimal K6k Hiicrelerin FACS Analiz Sonuclar
A. %98.4

CDIOFITC ISOTYPE CONTROL COIOFITC

| |
!

'I TT |'|*||"|'|'I. T 7T llrllll T .l |'|||l'|'| Il'lrhlll'|1 rIII T -H1 rr‘llll TT '|r1|l|| T
1wt 1w ' 1 020 07 [ It 1 1
FITC-A FITC-A

Count
R R 0 . .
3
Count
O O OV O OO .

]
7 o0

e

B)87.8

COTIMPC ISOTYPE CONTROL COTIAPC

Count
Pt B8R B R

AP

Count
| P P PPN S
&

Mad )

n= 2 T r||r|||' T 1||||nr. '||IIIII T
2 2

s MC 00 i i 1 g 107 010 1 1 i

APC-A APCA

C)82.4

CD44PE ISOTYPE CONTROL CD44FE

Count
A PPEL JPL |

Count
| PP PP SO OO O

& lDﬁ Q54

in
g



D) % 85.5

CO105PerCP-Cys.5 IS0TYPE CONTROL CD1D5PerCP-Cye.5
] | o]
] .
] |'I||' ' PERCP : I[fy| PeRee
4 ! | ] | |
zal . MR £s] | | Atk
3 1 TR z 1 I Il
T y | [i O 4 | | i A |
.n,_: |I | wh_ A \ 1 l||
- 18
I'r- . ..'Il'l l,
e i '|I AL LR rrr|5—r' Q--I—"i:m""":éa T ||u|'l;||1‘ T Tls—l'
a0 W i0 10 asn
PerCP-Cya-5-A PerCP-Cys-5-A
E)% 1.1
MEGATWE ISOTYPE CONTROL COCKT? MEGATIVE COCKTAIL
2] ]
1 A J
EN ('l 1 U
P .||] E=] || .
&9 | PE 3 1 S E
] l\ ‘I 10k
-1 [ -] .
- a . I|
E |:' 'Ii. 10 I_ '
TT 1T IDI [ |||||||1|I§n T ||||'|1.In‘ T T :n!s T LILILI Inl I |||||||;.!= L ||||1|;‘ T |l|||:g T
o PE-A o PE-A

Sekil 4.1. izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin FACS analiz sonuglart

A) CD90 B) CD73 C) CD44 D) CD105 E) Negatif Kontrol i¢in FACS analiz sonuglari.

Mezenkimal kok hicreler izole edildikten sonra, flow sitometre analizi sonuglarina
gore CD44, CD90, CD73, CD105 pozitif, hematopoetik belirtegler olan CD34,
CD45, CD14, CD19 ve HLA-DR negatif bulunmustur.

CD44, CD73, CD90 ve CD105 mezenkimal kok hiicre belirtegleriyle yapilan FACS
deney sonuglarina gore pozitif hiicrelerin oranlar1 CD44 %82.4, CD73 %87.8, CD90
%98.4 ve CD105 %85.5tir.
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4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yonlendirme Sonuglari

Farklilasan mezenkimal kok hucrelerin kondrosite yonlendirme sonrasi Prusya
Mavisi ile boyanmasi sonucunda kikirdak proteoglikanlarinin boyandiginin
goriilmesi  kikirdak  yapisimn  olusmaya basladigim  gdstermistir.  Kikirdak

kollajenlerinin boyanmasi igin Sirius kirmizisi boyas1 kullanilmigtir.

Osteojenik farklilastirmay1 gostermek i¢in yoOnlendirilen hiicrelerdeki kalsiyum

depolanmalarmni belirlemek i¢in Alizarin kirmizis1 S boyamast yapilmistir.

Adipojenik farklilagtirmay1 gostermek i¢in ydnlendirilen yag hiicreleri i¢in Oil

Kirmizis1 O boyamasi yapilmistir.
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Sekil 4.2. izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma boyamalari. MKH'lerin kondrogenez

sonrasi kikirdak hucrelerine (Sirius Kirmizisi ve Prusya Mavisi boyanmalari), Osteogenez sonrasi

kemik hiicrelerine (Alizerin Kirmizis1 S) farklilagsmasina ve Adipogenez sonrasi (Oil Kirmizist O)
boyalar ile yag hiicrelerine farklilagmasi.
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4.3. Western Blot Bulgulan

4.3.1. Adiponektin Protein Ekspresyonu

KBY olusturulduktan sonra kok hiicre verilerek 15 ve 30 giin beklenen gruplar
arasinda subtotal nefrektomi gergeklestirildikten sonra 30 giin daha beklenerek
ESRD'ye sahip oldugu diisiiniilen hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma gozlendi (p<0,05). Nefrektomi yapilan grup ile, nefrektomi yapilarak 30
giin beklenen grubun Adiponektin protein ekspresyon seviyeleri arasinda ise anlaml
bir fark gézlenmedi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Adiponektin protein ekspresyonlari. A) Tim gruplara ait adiponektin ve internal kontrol
olarak kullanilan B-Aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
B) Western blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi ile elde edilen veriler siitun
grafikleri seklinde belirtilmistir (+ standart hata, * p<0,05 n=6)
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4.3.2. AdipoR1 Protein Ekspresyonu

KBY olusturulduktan sonra kok hiicre verilerek 15 ve 30 giin beklenen gruplar
arasinda subtotal nefrektomi gergeklestirildikten sonra 30 giin daha beklenerek
ESRD'ye sahip oldugu diisiiniilen hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma gozlendi (p<0,005). Nefrektomi yapilan grup ile, nefrektomi yapilarak 30

giin beklenen grubun AdipoR1 protein ekspresyon seviyeleri arasinda ise anlamli bir
fark gozlenmedi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. AdipoR1 protein ekspresyonlart. A) Tim gruplara ait adiponektin ve internal kontrol olarak
kullanilan B-Aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gésterilmektedir. B) Western blot
sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi ile elde edilen veriler siitun grafikleri seklinde
belirtilmistir (+ standart hata, ** p<0,005 ve n=6)
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4.3.3 Fibronektin Protein Ekspresyonu

Nefrektomi yapilarak 30 giin beklenen grup ile sham grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken; gruplar arasinda fibronektin protein ekspresyonu sadece nefrektomi
yapildiktan sonra kok hiicre verilerek 30 giin beklenen grup ile Nef+30 grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (p<0,05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Fibronektin protein ekspresyonlari. A) Tum gruplara ait adiponektin ve internal kontrol
olarak kullanilan B-Aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gdsterilmektedir. B)
Western blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi ile elde edilen veriler siitun grafikleri
seklinde belirtilmistir (+ standart hata, * p<0,05 ve n=6)
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4.3.4. AMPK Fosforilasyonu

Nefrektomi yapildiktan sonra 30 giin beklenen grup ile, nefrektomi
gerceklestirildikten sonra kok hiicre verilerek 15 glin beklenen gruplar arasinda
(p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. Ayni sekilde, nefrektomi
yapilarak 30 giin beklenen grup ile; nefrektomi yapildiktan sonra kok hiicre verilerek

30 giin beklenen grup arasinda (p<0,001) istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma tespit
edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. pAMPK ve AMPK protein ekspresyonlar. A) Tum gruplara ait adiponektin ve internal
kontrol olarak kullanilan B-Aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir. B)
Western blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi ile elde edilen veriler siitun grafikleri

seklinde belirtilmistir (+ standart hata, * p<0,05; *** p<0,001 ve n=6)
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4.4. Real-Time PCR Bulgulari

4.4.1. Adiponektin mMRNA Ekspresyonu

Real-time PCR bulgularina gore, adiponektinin gen diizeyinde ekspresyonunun
nefrektomi olusturulan grup ve nefrektomi olusturulup 30 giin daha beklenen grup
arasinda hastaligin ilerleyisi ile paralel bir sekilde goriilen artis istatistiksel olarak
anlamh  bir azalma (p<0,005) bulunmustur. Bununla birlikte, nefrektomi
olusturulduktan sonra kok hiicre verilerek 15 giin beklenen grup ile hastaligin en
ilerlemis hali olan Nef+30 grubu arasinda da (p<0,005) anlamli bir fark goriilmiistiir.
Gruplar arasinda en belirgin azalma (p<0,001) nefrektomi grubu ile nefrektomi

sonrasinda kok hiicre verilerek 30 giin beklenen grup arasinda belirlenmistir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.7. Adiponektin mRNA diizeyleri. Tim gruplara ait adiponektin ve internal kontrol olarak
kullanilan B-Aktin genlerinin Real Time-PCR sonuglarina ait veriler siitun grafik seklinde belirtilmistir
(% standart hata, ** p<0,005; *** p<0,001 ve n=6).
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4.4.2. AdipoR1 mRNA Ekspresyonu

Sham grubu ile nefrektomi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. Buna ragmen, nefrektomi yapilarak 30 giin beklenen grup ile, hem
kok hiicre sonrasi 15. giin hem de kok hiicre sonrast 30. giin gruplart arasinda

istatistiksel olarak anlamli (p<0,005) bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. AdipoR1 mRNA duzeyleri. Tum gruplara ait adiponektin ve internal kontrol olarak
kullanilan B-Aktin genlerinin RT-PCR sonuglarina ait veriler siitun grafik seklinde belirtilmistir (+
standart hata, ** p<0,005 ve n=6).
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4.4.3. Fibronektin mRNA Ekspresyonu

Sham grubu ile nefrektomi yapilmis her ii¢ grup arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken; nefrektomi yapilarak 30 giin beklenen grup ile, hem kok hiicre
sonras1 15. giin hem de kok hiicre sonras1 30. giin gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli (p<0,001) bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Fibronektin mRNA diizeyleri. Tum gruplara ait adiponektin ve internal kontrol olarak
kullanilan B-Aktin genlerinin RT-PCR sonuglarina ait veriler siitun grafik seklinde belirtilmistir (£
standart hata, *** p<0,001 ve n=6).

4.5. ELISA Bulgular

4.5.1. Serum ve Idrar  Adiponektin Diizeylerinin Olciilmesi
ELISA bulgularina gore standart grafikten yararlanarak (Sekil 4.10) idrar ve serumda
adiponektin  konsantrasyon oOlglimleri  gergeklestirildi.  Serum  adiponektin
konsantrasyonlarinda sham grubu ile nefrektomi yapilan her 3 grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi. Bununla birlikte, kok hiicre
verildikten sonra 30 guin beklenen grup ile Nef+30 grubu arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir artis oldugu bulunmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Sican adiponektini standart grafigi
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Sekil 4.11. Serum Adiponektin (ng/mL) diizeyleri (£ standart hata, * p<0,05 ve n=6)
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Sigana ozgii ELISA kit ile gergeklestirilen adiponektin idrar konsantrasyon
Olgtimlerinde ise Sham grubu ile Nefrektomi+30. giin grubu arasinda anlamli bir fark
(p<0,005) gozlendi. Benzer sekilde Nefrektomi+30. giin grubu ile kok hiicre
verildikten sonra 30 giin beklenen grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma (p<0,05) gozlendi (Sekil 4.12).

o)
T

o
T

idrar adiponektin (ng/mL)
N AN
T e

o
1

K NS NS
VE & L &F
¥

Ny
%

Sekil 4.12. idrar Adiponektin (ng/mL) diizeyleri (+ standart hata, * p<0,05 ** p<0,005 ve n=6)
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5. TARTISMA

Kronik bobrek yetmezligi, "glomeriiler filtrasyon degerinde azalma sonucu bobregin
metabolik fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali" olarak tanimlanan ve
son verilere gore dunya populasyonunun %8-16'sim etkileyen global bir epidemidir
(Eirin ve ark., 2014). Bobrek, hasar durumlarinda kendini yenileyebilme 6zelligine
sahiptir; fakat bu rejeneratif potansiyel, kronik kosullar altinda sinirhdir; ilerleyici
glomeriilosklerozis ve tiibiilointerstisyel fibrozisi Onlemek i¢in etkili degildir.
Kronik, glomeriiler ve tiibiilointerstisyel fibrozis, son evre bobrek yetmezliginin en
yaygin sebebidir ve hastaligin ilerleyisinin bireylerin yasam kalitesinin azalmasinda
buylk bir etkisi vardir (Wyld ve ark., 2012). Bu nedenle, bobrek yetmezliginin
ilerlemesini Onlemek veya yavaslatmak icin terapdtik miidahaleler gelistirmek
zorunludur. Giincel tedaviler, renal hastaligin progresyonunun altinda yatan ana
sebepleri hedef almak adina ¢ok basarili degildir. Yardimc: hiicresel rejenerasyon

tedavi stratejileri, KBY hastalar: i¢in iyi alternatifler sunmaktadir.

[k olarak Friedenstein tarafindan kemik iliginden fibroblastik hiicre izolasyonu ile
kemik ve osteositlere doniisebilme potansiyeline sahip hiicreler olarak (Mundra ve
ark., 2012) tanimlanan "mezenkimal kok hiicreler" multiliner diferansiyasyon
kapasitesine gore ilk baslarda tedavi icin diisiliniilse de, antiapoptotik, proanjiyojenik
ve skarlasma ile enflamasyonu azaltma potansiyeline sahip olan sitokinleri ve
biiytime faktorlerini salgilama yetenekleri, MKH'leri daha genis bir klinik uygulama

yelpazesi i¢in uygun kilmistir (Burchfield ve Dimmeler 2008).

Plasental doku tibbi atik olarak kolayca elde edilebilir. Plasentadan tiiretilen
MKH'ler, bu tibbi atiktan, adipoz doku toplanmasi gibi invaziv prosediirlerden
arindiridmig olarak temin edilebilmektedir ve embriyonik kok hiicrelerden farkli
olarak kullanimini gevreleyen higbir etik zorluk yoktur. Birka¢ klinik ¢alisma, renal
hastalik i¢cin MKH'lerin giivenilirligini ve etkinligini test etmistir. Elde edilen
deneysel kanitlar, MKH'lerin hiicresel onarima katkida bulundugunu ve KBY'de

bobrek hasarini iyilestirdigini dogrulamaktadir.

Son yillarda, deneysel calismalar MKH'lerin ¢esitli KBY modellerinde bobrek
fonksiyonlarin1 iyilestirme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir. Son birka¢ yildir,

MKH'ler diyabet, hipertansiyon ve kronik nefropati gibi KBY deney modellerinde

62



basariyla uygulanmigtir. KBY'nin izlenmesi ve KBY'ye MKH ile diger tedavilerin
progresyonunun analizi i¢in Ozellesmis biyobelirteglere ihtiyag vardir. Uygun
biyobelirteclerin hastalik esnasinda siiregelen degisikliklerin degerlendirilmesi igin
minimum biyolojik degiskenlige sahip olmasi gerekmektedir. Iyi bir biyobelirtecin
bobrek hastaligi i¢in yiliksek duyarliliga sahip olmasi, bobrek biyopsisi ve hastalik
progresyonunun histopatolojik sonuclart ile iliskili olmasi, bobrek yetmezligi
hastaliginin ve prognozunun erken evrelerinin tanimlanmasim miimkiin kilmasi
(Mok 2010) ve yas, beslenme durumu gibi faktorlerden etkilenmemesi gerektigi
ortaya koyulmustur. Miyamoto ve Sharma (2013) yaptiklar1 bir calismada KBY'de
cesitli adipositokinlerin endotelyal disfonksiyon, oksidatif stres, inflamasyon,
ateroskleroz, bobrek aktivitesi veya kan basincim diizenleme gibi terapotik etkilerini
ortaya koymuslardir (Miyamoto ve Sharma, 2013). Adiponektin, bobrek hasari ile
iligkili olarak en gbze c¢arpan adipositokindir. Adiponektinin bobrek hastaligimin
gelisiminde rolii, adiponektin genini baskilayan farkli fare modelleri ile yapilan

birkac¢ bagimsiz ¢alisma tarafindan desteklenmistir.

Caligmamizda ilk olarak term plasentalarin amniyon membranindan izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin flow sitometre ile karakterizasyonu yapildiktan sonra bu
hiicrelerin adiposit, kondrosit ve osteositlere yonlendirilmesi saglandi. Subtotal
nefrektomi gergeklestirilen bazi gruplara kok hiicre enjeksiyonu uygulandi. Tim
gruplarda Adiponektin, AdipoR1, Fibronektin ve Adiponektin sinyalizasyonu ile
iliskili olarak AMPK fosforilasyonunun protein dizeyleri Western Blot yontemi ile
incelendi. Analiz sonuglarina gore kontrol gruplarina kiyasla nefrektomi yapilan
gruplarda Adiponektin ve AdipoR1 protein diizeylerindeki sham gruplarina kiyasla
bir artis gozlendi; ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kok hiicre
enjeksiyonundan sonra nefrektomi+30. glin grubunda Adiponektin'in (p<0,05) ve
AdipoR1'in (p<0,005) protein seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
belirlenmistir. Yapilan bazi caligmalarla bobrek hasar1 gittikce daha siddetli hale
geldiginde, Adiponektin'in proteinin seviyelerinin de arttigi  belirlenmistir.
Adiponektin protein seviyesindeki zamana bagh artis, reseptorlerinin ifadesinde de
benzer bir artis ile koreledir. Adiponektin knockout farelerde, subtotal renal ablasyon
modelinde albumindri ve renal fibrozis 6nemli derecede artar (Sharma 2009).
Bundan dolay1 adiponektin, inflamasyon ve oksidatif stresi azaltmasinin yanisira,

podositler lizerindeki etkisi araciligiryla albiiminiiriyi azaltarak koruyucu bir rol
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oynuyor gibi gorinmektedir (Wolf ve Ruster 2013). Yine yapilan bir baska
caligmada KBY grubunda bobrek dokularinda AdipoR1 ve AdipoR2 ifadelerinin
zamanla arttig1 ortaya koyulmustur (Yu ve ark., 2014). Bizim sonuglarimiz da bu
verileri destekler niteliktedir.

Adiponektin ve AdipoR1 mRNA ekspresyonlart Real-Time PCR yontemi ile
degerlendirilmistir. Buna goére sham gruplarina kiyasla nefrektomi+30 giin
gruplarinda gen ekspresyonu artis1 (p<0,005) istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Daha sonra kok hicre verilerek 15 gln beklenen gruplarda nefrektomi+ 30. giin
grubuna kiyasla gen ekspresyonundaki azalma (p<0,005) anlamli iken; kok hiicre
verildikten sonra 30 gin beklenen grup ile nefrektomi+30. glin grubu
kiyaslandiginda da Adiponektin (p<0,001) ve AdipoR1 (p<0,005) ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. Real-Time PCR bulgularimiz

western blot bulgularimiz ile uyumludur.

Calismamizda ayrica gruplar arasinda AMPK fosforilasyonunun protein duzeyi
acisindan bir degerlendirme, western blot yontemi ile gergeklestirilmistir.
Adiponektin, dncelikle AMPK'y1 uyarmak suretiyle podositler tizerinde koruyucu bir
etkiye sahiptir. AMPK, tiim Okaryotik hiicrelerde ana enerji sensorli olarak kabul
edilen heterotrimerik bir enzimdir (Steinberg ve Kemp 2009). AMPK, ATP'in
tikenmesine veya hiicre ici AMP seviyelerini dizenlemeye yanit olarak aktive
edilen, stresle aktive olan bir kinazdir ve adiponektinin etkilerinde merkezi bir rol
oynar. Bu bilgiler 1s1¢3inda AMPK fosforilasyonun da kontrol grubuna kiyasla
nefrektomi+30 giin grubunda arttigir goriilmiistir. Kok hiicre tedavisi sonrasinda
nefrektomi+30 giin grubuna kiyasla kok hiicre sonrasi 15. giin grubunda protein
dizeyinde anlamli bir azalig (p<0,05) goriilmistiir. Bununla birlikte kok hiicre
enjeksiyonu sonrasinda nefrektomi+30. giin grubuna kiyasla kok hiicre sonras1 30.
gun grubunda da AMPK fosforilasyonunda anlamli bir azalma (p<0,001)

gOorlilmiistiir.

Hayvan deneylerinin yanisira insanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada (Maria ve ark.,
2014) da bizim bulgularimiza benzer sonuglar elde edilmistir. AdipoR1 seviyeleri
siddetli fibrozise sahip gruplarda sham gruplarina kiyasla yiiksek bulunmustur. Yine
ayni sekilde AMPK fosforilasyonunun da kontrol gruplarina kiyasla ESRD grubunda

arttig1 belirlenmistir. Bu ¢alismanmin sonuglart bizim verilerimizle tutarlidir. TUm bu
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veriler adiponektinin, AMPK'yi uyararak ve reaktif oksijen tlrlerini inhibe ederek bir

AdipoR1 reseptor yolagi yoluyla albiimintiriye kars1 korudugunu gostermektedir.

Fibrozis, dokularin hasarlara ve tekrarlayan yaralanmalara kars1 genellikle dlizensiz
hale gelmesi ile sonuglanir. Fibrozisin agirlasmasinin, basta Fibronektin olmak iizere
bazt kollajen matriks proteinlerinin artisina  neden oldugu bilinmektedir.
Bulgularimiza gore renal hasarin arttig1 gruplarda Fibronektin seviyelerinin arttigi
gOriilmiistir. Kok hiicre ile tedaviden sonra ise kok hiicre+30. giin grubundaki
protein diizeyindeki azalmanin nefrektomi+30. glin grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulunmustur. Adiponektinin renal koruyucu etkileri i¢in yapilan bir
baska ¢alismada, adiponektinin proteiniiriyi ve fibrozisi inhibe ettigi 5/6 nefrektomi
modeli kullamilarak gosterilmistir. Fibronektin seviyelerinin mRNA duzeyinde
Olclimleri icin tim gruplarda Real-Time PCR metodu gergeklestirilmistir. Buna gore
kontrol grubuna kiyasla nefrektomi+30. giin grubunda gen duiizeyindeki ekspresyon
artig1 (p<<0,001) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kok hiicre verildikten sonra
15 ve 30 giin beklenen gruplardaki azalis nefrektomi+30. giin grubuna kiyasla yine
(p<0,001) istatistiksel olarak anlamlidir. Gruplarda belirlenen mRNA seviyesindeki
degisiklikler ile protein diizeyindeki sonu¢larimiz birbirini destekler niteliktedir.

Calismamizda adiponektin diizeylerinin bdbrek fonksiyonu ile olan iligkisi
bilindiginden adiponektinin idrar ve serum diizeyleri sigana Ozgii ELISA Kkiti
kullanilarak ol¢iildii. Kok hiicre verilen gruplarda nefrektomi+30. giin gruplarina
kiyasla serum adiponektin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artma
gozlenirken, idrar adiponektin diizeylerinde ise anlamli bir azalma tespit edilmistir.
Baz1 caligmalar ile bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda plazmadaki
adiponektin seviyesinin belirgin bir sekilde azaldigi ortaya koyulmasi bizim
¢alismalarimiz ile uyumludur (Cantarin ve ark., 2014). Mills ve ark., (2013) daha
yiiksek adiponektin diizeyine sahip eriskin 201 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada, bu
bireylerin kronik bobrek hasarina sahip olma olasiliginin kontrol gruplarina gore
daha fazla oldugunu bulmustur. Adiponektinin ayrica, kemirgenlerle yapilan bir
calismada, albiiminiiri inhibisyonu ile iligkili olarak renoprotektif etkiler uyguladigi
ortaya koyulmustur (Nakamaki ve ark., 2011). Arastirmacilar, KBH olan ¢ocuklarda
diistik adiponektin diizeyindeki gézlemlerinin, bu adipositokinin koruyucu etkisinin
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kaybolmasindan dolayr oldugunu ileri siirmiiglerdir. Bizim c¢alismamizda da bu

makalelerle uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak calismamizda, adiponektinin renal hasarli dokuda fibrozis artis hiz1 ile
korele bir sekilde gen ve protein diizeyindeki seviyelerinin ve atilimdaki miktarimin
artt1g1, plazma seviyelerinin ise azaldigi ortaya koyulmustur. Western blot
caligmalar1 ile tespit edilen protein diizeyindeki degisiklikler Real-Time PCR
bulgular ile elde edilen mRNA ekspresyonu sonuglari ile uyumludur. Ayrica daha
once yapilan c¢alismalar ile ortaya koyulmus olan serum ve idrar
konsantrasyonlarinin renal hasardaki rolii, yaptigimiz olglimlerde gruplar arasinda
bulunan anlamli farkliliklart destekler niteliktedir. Adiponektinin fibroziste koruyucu
bir rolii oldugunu ve renal hastalik progresyonunun analizinde Onemli bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini ve ayrica mezenkimal kok hiicrelerin kronik

bobrek yetmezligi ilerleyisi tizerinde terapotik etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Caligmamizda sham, nefrektomi, nefrektomi+15 giin, nefrektomi+30 giin, kok hiicre
sonrast 15. giin ve kok hiicre sonrast 30. giin gruplarinda adiponektin, adiponektin
reseptdr 1, sinyalizasyon molekili AMPK ve fibroziste énemli bir protein olan
fibronektinin gen ve protein ekspresyonlarindaki degisiklikler incelenmistir. Ayrica
idrar ve serumdaki adiponektin Sl¢lilmiistiir. Buna goére asagidaki sonuglar elde

edilmistir:

1. Adiponektin, 26 kDa agirliginda, AMPK ile aktive edilmis yolaklar araciligiyla
renal koruyucu etkilere sahip olan bir adipokindir.

2. Tum gruplar icin adiponektin, adiponektin reseptér 1, fibronektin ve AMPK
fosforilasyonu Western blot yontemi ile incelendiginde, kontrol gruplarina kiyasla
nefrektomi gruplarindaki bir artis ortaya konmustur. Ayrica kok hicre verildikten
sonra nefrektomi gruplarina kiyasla protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
olarak belirlenen azalma, renal hasara karsi MKH'lerin terapotik etkilerinden

kaynaklaniyor olabilir.

3. Tum gruplar icin adiponektin, adiponektin reseptor 1 ve fibronektin seviyelerinin
mRNA ekspresyonlarindaki degisim incelendiginde, her 3 gen icin de nefrektomi
+30. giin gruplarinda sham gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis
goriiliirken, kok hiicre uygulamasindan sonra bu artigin azaldigi goriilmiistiir. Bu da
mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin protein diizeyinde oldugu gibi gen diizeyinde
de bir iyilesmeye neden olmasi ve MKH'lerin renal hasar tlizerindeki terapotik

etkilerinden kaynaklandigim diistindiirmektedir.

4. Dolasimdaki ve atilimdaki adiponektin seviyeleri adiponektinin biyobelirte¢ olarak
kullanilmasina olanak saglamak adina incelenmistir. Renal hasarin siddeti ilerledikce
dolasimdaki adiponektin seviyelerinde meydana gelen degisiklik istatistiksel olarak
anlamli  degilken; kok hiicre+30. gun grubundaki adiponektin seviyesi
nefrektomi+30. gilin seviyesine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig
bulunmustur. Fibrozis siddeti arttikca idrardaki adiponektin seviyelerinin giderek
artt1g1; kok hiicre enjeksiyonundan sonra ise anlamli bir sekilde azaldig:
bulunmustur. Adiponektinin renal koruyucu etkileri, muhtemelen renal atilimdaki

artis ile iligkilidir.

67



Sonug olarak, adiponektinin renoprotektif rolii neredeyse sadece insansiz deneylere
dayanmaktadir ve konu ile ilgili derinlemesine arastirmalar i¢cin hem insan hem
hayvan kaynakli deneylerin artigina ihtiyag vardir. Simdiye kadar ortaya koyulmus
olan adiponektinin renal biyodegredasyon ve salgilanma yolaklarinin incelenmesi ve
renal fizyoloji ile ilgili olarak adiponektinin rolliniin anlasilmasi i¢in ek ¢alismalar
gerekmektedir. Elde edilen bulgularin, adiponektinin renal hasarda bir biyobelirteg

olarak kullanilmasi ¢alismalarina yeni bir katki yapacagi diistiniilmektedir.
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Steviosid'in Normal ve
Hiperglisemik Kosullarda Sican
Plasentasinda, insan Plasental TUBITAK 2017-
Endotel Ve Trofoblast Hiicrelerinde
Glukoz Transportuna Etkisinin

Aragtirilmasi.
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	cDNA sentezi için, High-Capacity cDNA Reverse Transcription kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanıldı. DNaz ile muamele edilmiş olan 3 (g RNA örneğine, 10xRT tamponu, 25xdNTPmix, 10xRT random primerler, RNase inhibitör ve Multiscribe reverse transcri...

