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OZET

Amag: Kronik bobrek hasarnin (KBH) erken teshisi ve tedavisi, progresyonu ve
ekstrarenal komplikasyonlarmin onlenmesi agisindan 6nemlidir. Deneysel ¢alismalar
mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) KBH modellerinde bobrek fonksiyonlarini iyilestirme
potansiyelini ortaya c¢ikarmistir. FGF23, KBH tanis1 i¢in Onerilen biyobelirteclerden
biridir. Calismamizda nefrektomi yapilarak siganlarda kronik bobrek hastaligi
olusturulmus ve bu si¢anlara insan plasentasindan elde edilen MKH enjekte edildi.
MKH’lerin terapotik etkileri, sicanlarm bobreklerinde, FGF23 ve Klotho {izerinden
degerlendirildi.

Yontem: Term plasentalarindaki amniyon membranindan MKH izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen hiicreler igin karakterizasyon ve yonlendirilme deneyleri
yapildi. 5/6 nefrektomi modeli yapilarak KBH modeli olusturuldu. MKH enjekte edilmis
ve edilmemis siganlarin bobrek dokusunda Western Blot protokolii ile protein; Real-time
PCR metodu ile gen dizeyinde FGF23 ve Klotho analizleri gergeklestirildi. ELISA
yontemi ile serum FGF23 ve a-Klotho dizeyleri; kolorimetrik metod ile idrarda

alblimin/kreatinin oran1 ve fosfat diizeyleri 6l¢ildu.

Bulgular: Nefrektomi yapilan gruplarda, FGF23 gen ve protein ekspresyonlarinda
kontrol gruplarina kiyasla bir artis gézlendi. MKH verilen si¢canlarda, MKH verilmemis
KBH'li gruplara kiyasla FGF23 ekspresyonunda azalma belirlendi. MKH verilen
gruplarda, nefrektomi gruplarma kiyasla a-Klotho protein ve gen duzeylerinde azalma
belirlendi. ELISA bulgularma gore ise serum a-Klotho seviyeleri, nefrektomi grubu

dokularda, kok hiicre verilen gruplara kiyasla diisiik olarak belirlendi.

Sonug: Serum ve idrarda Olculebilir bir biyobelirtec olan FGF23 KBH ilerlemesinde
onemli role sahiptir. FGF23’tin albiiminiiri olusumuna kars1 oynadigi rol FGF23 ve
koreseptorii olan a-Klotho {izerinden degerlendirilmis ve bu rol tizerine MKH etkisi
incelenmigtir. Calismamizin, KBH progresyonu ve MKH’lerin KBH {izerine terapotik

etkisini arastiran ¢caligmalara yol gosterecegini diislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, kronik bobrek hastaligi, FGF23, Klotho



ABSTRACT

Objective: Early diagnosis and treatment of chronic kidney injury (CKD) is important for
preventing its progression and extrarenal complications. Experimental studies have
revealed the potential of mesenchymal stem cells (MSCs) to improve renal function in
CKD models. FGF23 is one of the biomarkers suggested for CKD diagnosis. In our study,
chronic kidney disease was induced in rats by nephrectomy and MSCs obtained from
human placentas were injected into these rats. The therapeutic effects of MSCs were
evaluated in the kidneys of rats via FGF23 and Klotho.

Method: MSCs were isolated from the amniotic membrane in term placentas.
Characterization and guidance experiments were performed for the obtained cells. A CKD
model was created by performing a 5/6 nephrectomy model. Protein analyses were
performed with Western Blot protocol in the kidney tissues of rats injected with and
without MSCs; FGF23 and Klotho analyses were performed at the gene level with Real-
time PCR method. Serum FGF23 and a-Klotho levels were determined by ELISA method,;
Albumin/creatinine ratio and phosphate levels in urine were measured by colorimetric

method.

Results: In nephrectomy groups, an increase was observed in FGF23 gene and protein
expressions compared to control groups. In MSC-administered rats, a decrease in FGF23
expression was determined compared to CKD groups that did not receive MSC. In MSC-
administered groups, a decrease in a-Klotho protein and gene levels was determined
compared to nephrectomy groups. According to ELISA findings, serum a-Klotho levels
were determined to be lower in nephrectomy group tissues compared to stem cell-

administered groups.

Conclusion: FGF23, a measurable biomarker in serum and urine, has an important role
in CKD progression. The role of FGF23 against albuminuria formation was evaluated
through FGF23 and its coreceptor a-Klotho, and the effect of MSCs on this role was
examined. We believe that our study will guide studies investigating CKD progression
and the therapeutic effects of MSCs on CKD.

Keywords: Mesenchymal stem cell, chronic kidney disease, FGF23, Klotho



ICINDEKILER

(074 = [OOSR I
ABSTRACT ettt e e e e et e e b e e e e b b e e e ara e e e ]
TABLOLAR DIZIN ..ottt Vi
SEKILLER DIZINT ...ooviiiiiicceeeeeeeee et VIl
SIMGELER VE KISALTMALAR .....ooviiiiteeeeeeeeeeee e VI
(€] 2 E OO 1
1.1. HIpotezin Temeli VB AMAG......ccuiiiiiiiiiiii ettt 1
2. GENEL BILGILER .....coooiiiiiitiiitititiieteetete ettt 3
2.1 BOBIEK ... 3
2.1.1. BObregin Genel YapIST......ocuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 4
2.1.2 BODTEK HASAIT. ... .uveiiiiiiiiie ettt 5
2.1.3. Proteiniiri ve Albliminiiri Kavramlari...........ccoocoiiiiii e 6
2.1.4. Kronik Bobrek Hastalig1 (KBH) ........occuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 7
2.2. KOK HUCTEIET ...ttt 7
2.2.1. Kok Hiicrelerin Olusumu ve Farklilagmasi..........cccoceiiiiiiiiiiniinnnnns 8
2.2.2. Mezenkimal KOK HUCKEIET .......cc.ooiiiiiiieieee e 8
2,30 PIASENTA. ...t 10
2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kronik Bobrek Hasarinda Uygulanmast ................... 10
2.5. Kalsiyum ve Fosfor Metabolizmast ............cooouviiiiiiiiiiiiiiiiic e 13



2.6. FOSTAtUIK HOIMONIAK ... . et 13

2.6. L F G2 . et 13
2.6.2. KIOTNO ... 15
2.7. Tez CalISMASININ AIMACT ...vvveeeiieiireeeaiiieeeeassttreeesastteaaesasbeeeaessntaeeeesabbeeeessnsbeeeesanees 17
3. GEREC VE YONTEM ...ocoiiiiiceeee ettt 20

3.1. Term Plasentalarindaki Amniyon Membranindan Mezenkimal Kok Hiicrelerin

TZOIASYOMU .....vvieictcei ettt ettt ettt ettt e et ettt bbb re s 20
3.2. Hucrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu ...........c.cccooveiiieniienieinieiiieninns 20
3.3. Hucrelerin YOnIendirme DeneYIeri.........ccuviiiiiienieiiie e 21
3.4. Subtotal Nefrektomi Modelinin Olusturulmast ...........cooooeiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiceeeee 21
3.5. Western BIot Protokoll ............ccooviiiiiiiiic 23
3.6. SDS-PAGE MEIOUU .....eviiiiieiiiieiie ettt 24
3.7. Real-Time PCR Protokoll...........ccccooiiiiiiiiiiiic e 26
3.8. Serum FGF23 ve Klotho Diizeyinin OIGUIMESi.........c.cceevevvvieerieeieeeieeceeeveie e 27
3.9. idrar Albiimin/ Kreatinin Diizeyinin OIGHIMEST ........cvevvvvevrvrerierieeierecise e 28
3.10. Idrar Fosfat Attliminimn OIGHIMESI.........covevveiiieee e 28
3.11. Istatistiksel ANALIZIET ..........c.cevivevereeereteeeeeeteteee ettt 28
A BULGULAR ..ottt ettt ettt ettt et e e snb e et 29
4.1. Izole Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin FACS Analiz Sonuclart ..............c.......... 29
4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yonlendirme Sonuglart ............oovvvvvvvviviiiiiiiiiiiiennne, 31



4.3. Western Blot BulgUIari..........c.cooiiiiiiiiiiiiiic e 31

4.3.1. FGF23 Protein EKSPreSYONU .........ccuiiiiiiiieiieiiie st 31
4.3.2. a-Klotho Protein EKSPreSYONU ..........cocuieiiiiiiiiiieiiieiie e 32
4.4. Real-Time PCR BUlGUIATT ........ooiiiiiiiiiiiciiceic s 33
4.4.1. FGF23 MRNA EKSPIrESYONU ....c.uviiiiiiiieiiiieiiie ettt 33
4.4.2. a-Klotho MRNA EKSPreSYONU ......cc.eeiiiiiiiiiiiiiiesieesee s 34
4.5, Kit Olgim SONUGIATT ....c.veveeeeieieeceeeee ettt eeeaeee e, 35
4.5.1. Serum FGF23 DUZzeYi OIGUMU..........coovevevieeeeeeecieieie e, 35
4.5.2. Serum 0-Klotho DUzeyi OIGUMI.........c.ceiviiiiiiieicecieeeeee e 36
4.5.3. Idrar Fosfat OICUMIL.........c..coveveevereeeereieeteeeeteeeeteeese et et es et esete e re e ereeseee s 36
4.5.4. Idrar Albiimin/Kreatinin Orant OIGHMI ........coveviveerieeieeceeeeeeceee e 37
S TARTISM A s 39
6. SONUC VE ONERILER ......ceoviiiiitiiiceieteeteteee ettt st ave e 48
KAYNAKLAR Lttt e e e e e s a bbb r e e e e e e s s bbb b r e ee s 50
OZGECMIS ...ttt e e e et es e e e e e e e st e et e s et es et et e e eeeees 59



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 2. 1. GFH ve Albiiminiiri siiflandirmasi..............oooveiiiiiiiiiiiieeenee, 6
Tablo 3. 1. Ayirma jeli hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari................. 25
Tablo 3. 2. Toplama jeli hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlari................ 25
Tablo 3. 3. Western Blot yonteminde kullanilan antikorlar ve seyreltmeleri.............. 26
Tablo 3. 4. Real-time PCR deneyi i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler............... 28

Vi



Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.

SEKILLER DiZiNi

1. BObregin genel YapiSl......uueivviiiirieiiiie it 3
2. Nefron yapi1s1 ve BOIIMICTT .........ccovvvviiiiiieiiiiciiee e 4
3. Mezenkimal kok hiicre kaynakli doku, organ ve yapilar .............ccccoveee. 10
4. FGF23’lin klasik olmayan etkileri ...........ccoooooviiiiiinii e 15
5. Klotho NUN YaPIST..ecciiiiiiieiiiiiic e 17
6. Bobrekte FGF23 ve Klotho nun rolti ... 18
1. izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin FACS analiz sonuglari........... 30
2. Izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma boyamalari............. 31
3. FGF23 protein ekspresyonlart. ........ccceooiiiviiiiiiiiie e 32
4. Klotho protein ekSpresyonlari............ooovvviiiiiiiiiniiiiiiiiiiicee e 33
5. FGF23 MRNA dUZEYIETT. .veveiiiieiiii e 34
6. a-Klotho MRNA dUZEYIEr. .....vvveiiiieeieee e 35
7. Serum FGF23 dUZEYIETT. ..veveiiieecie e 35
8. Serum a-KI0tho dUZEYIETT ....ccvvvveeiiee e 36
9. [drar fOSfat AUZEYIETi ...cvecveveveeeeieeecieeeeeee e 37
10. Idrar albiimin/Kreatinin OTaNI...........cvovevevevererereieieereeeeeess e, 38

Vil



SIMGELER ve KISALTMALAR

ASC: Adipoz Kaynakli Kok Hiicre

BSA: Bovin Serum Albimin

DN: Diyabetik Nefropati

DNMT1: DNA Metiltransferaz 1

EMT: Epitelden Mezenkimale Gegis

FGF23: Fibroblast Biyiume Faktori 23

FGFR: FGF Reseptorii

GFH: Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

KBH: Kronik Bobrek Hasar1

LXA4: Lipoksin A4

MKH: Mezenkimal Kok Hiicre

PTH: Paratiroid Hormonu

PPAR-A: Peroksizom Proliferatérii Ile Aktive Olan Reseptor-A
rFGF23: Rekombinant FGF23

SDS-PAGE: Sodyum Dodesilsulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SDBH: Son Dénem Bobrek Hastaligi

SHPT: Sekonder Hiperparatiroidizm

TGF-B: Transforme Edici Buyiume Faktori-p

ISCT: Uluslararasi Hiicre ve Gen Terapisi Dernegi

viii



1. GIRIS
1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Kronik bobrek hastaligi (KBH) kademeli olarak geri doniisii olmayan bobrek hasari
ile karakterize olan, diinya ¢apinda 850 milyon insani etkileyen olduk¢a yaygin
evrensel bir saglik sorunudur. KBH'nin erken teshisi ve tedavisi, progresyonu ve
ekstrarenal komplikasyonlarinin onlenmesi agisindan onemlidir. Bununla birlikte,
mevcut KBH biyobelirteglerinin ¢ogu yeterince duyarli degildir ve erken evrede
hastaligi tanimak i¢in kullanilamaz. Bu nedenle bobrek hastaliklarini hafifletmek,
tyilestirmek veya Onlemek ve hastalarin hayatta kalmasmi ve yasam kalitesini

tyilestirmek i¢in yeni ve daha 1yi tedavi se¢eneklerinin arastirilmasi zorunludur.

Kok hucreler (KH'ler), kendi kendini yenileme ve belirli kosullar altinda ¢esitli
fonksiyonel hiicrelere doniisme yetenekleri ile tanimlanir. Mezenkimal kok hiicreler
(MKH’ler) cesitli dokulardan izole edilebilir, ¢oklu hiicre soylarmna ayrilabilir ve
inflamasyon ve bagisiklik tepkilerini iyilestiren benzersiz imminomodulatér
Ozelliklere sahiptir. Son yillarda, deneysel g¢alismalar MKH'lerin ¢esitli KBH
modellerinde bobrek fonksiyonlarini iyilestirme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir ve
bir¢ok klinik ¢alisma KBH'de giivenlik ve etkinligini gostererek bazi mekanizmalar

yoluyla bobrek hastaligini tedavi ettigini ortaya koymustur.

Fibroblast Biiylime Faktorii 23 (FGF23), 10 yili askin bir siiredir nefroloji
arastirmalarmin ilgi odagi olmustur. Esas olarak kemikteki osteositler ve osteoblastlar
tarafindan salgilanan ancak ayni1 zamanda tiikiiriik bezleri, mide ve ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda iskelet kasi, beyin, meme bezi, karaciger ve kalp gibi diger dokular
tarafindan da ifade edilen fosfatiirik bir hormondur. Bu zamana kadar yapilan
caligmalarla FGF23 seviyelerinin, 6zellikle KBH’si olan hastalarda kardiyovaskiiler
mortalite ile giiclii bir sekilde iliskili oldugu ortaya koyulmustur. Onceki ¢alismalar,
dolagimdaki ¢oziinlir a-Klotho'nun KBH tamisi i¢in yararli bir biyobelirteg
olabilecegini gdstermistir. Bununla birlikte, dolasimdaki a-Klotho, FGF23 ve diger

mineral metabolizmasi belirtecleri arasindaki iliskiye iligkin veriler sinirhdir.

Bu ¢alismada ilk asamada nefrektomi yapilarak siganlarda kronik bobrek hastaligi
olusturuldu ve bu siganlara insan plasentasindan elde edilen olan mezenkimal kok
hiicreler enjekte edildi. Mezenkimal kok hiicrelerin, kronik bobrek hasari iizerindeki

terapotik etkisi, 6nemli bir biyobelirte¢ olan FGF23 ve FGF23’iin koreseptorii olan



Klotho iizerinden degerlendirildi. Bu amagla; MKH enjekte edilmis ve edilmemis
sicanlarda serum FGF23 ve Klotho diizeyleri ile ELISA yontemi ile; idrar
alblimin/kreatinin oranlar1 ve idrarda fosfat atilim diizeyleri kolorimetrik kit ile,
FGF23 ve Klotho protein ve gen ekspresyon duzeyleri ise Real-time PCR ve Western
Blot yontemleriyle belirlendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bobrek

Bobrekler, karm boslugunun arkasinda, gogilis kafesinin hemen altinda, periton
boslugunun disinda ve lomber bdlgenin hemen tizerinde her iki tarafta yer alan islevsel
organlardir. Sag bobrek, karacigerin pozisyonu nedeniyle sol bobrege gore biraz daha
asagida yer alir ve hacim olarak sol bobrekten biraz kiicliktiir. Vaskiiler yapiya sahip
olan bobrekler, birgok kan damari igermektedir. Bobrek, yapisal olarak, korteks,
medulla ve pelvis olmak {izere ii¢ bolgeye ayrilarak incelenmektedir Bobrekler
karmasik organlardir ve normal viicut fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde hayati 6nem
tagir. Bobrek sistemi, viicut sivilarmi dengede tutarak ve diger organlarin normal
calismasini saglayarak viicudun tiim kismini etkiler. Bobrek ve bobrek ile ilgili tiim

renal bozukluklar her yasta bireyi etkilemektedir (Wallace, 1998.)
Bobregin genel yapisi ve birimleri Sekil 2.1'de gosterilmistir.

Renal kapsiil

Korteks
Medull
Renal sinustaki =
SRSV Segmental Arter
Renal sinus N ;
(Renal alan) Hilum
e Renal arter
Renal piramit
Renal ven
Major kaliks
Minor kaliks Renal pelvis
Renal papilla
Rena-l kolon Cireter
Ferrein piramidi

Sekil 2. 1. Bobregin genel yapist

(Akan 2018)

Renal kapsiil, bobregi ¢evreleyen dis zardir; ince ama saglam ve lifli yapidadir.
Kortikal dokunun uzantilarini igeren bobregin dis bdlgesi ise renal korteks olarak
tanimlanir; yaklasik bir milyon nefron icerir. Medulla, bdbregin i¢ bdlgesidir.

Meddller piramitler, toplama kanallar1 tarafindan olusturulan bobregin i¢ kisimdir.

3



Nefron, bobreklerdeki filtrasyon birimleridir; ayn1 zamanda bdbregin en kiigiik yapisal
birimi olarak da tanimlanir. Renal arter, aorttan ¢ikan dallardir; nefron i¢inde siiziilmek
Uzere bObrege atik dolu kan getirir. Renal ven: filtrelenmis kani bobreklerden inferior
vena cava'ya ¢ikarir. Renal kaliks renal pelvisin uzantisi olup idrar1 piramitlerden renal
pelvise yonlendirirler. Renal pelvis nefrondan idrar toplayan ve Greterin Ust ucuna
dogru daralan yapidir. Ureter ise bdbrek pelvisinden siiziintii ve idrar1 toplayarak

mesaneye gotarar.

Bobrek gelisimi ve fonksiyonel devamliligi iiriner sistem basta olmak tizere pek ¢ok

yap1 icin kritik Gneme sahiptir.
2.1.1. Bobregin Genel Yapisi

Bobrek, gelisimsel olarak ara mezodermden gelisen karmasik bir organdir; elektrolit,
su Ve asit-baz dengesini korur, yabanci ve atik bilesikleri uzaklastirir, kan basincimni

diizenler ve hormon salgilar (Trivedi ve Kumar 2021).

Bobregin fonksiyonel birimi olarak tanimlanan ‘’nefron’’, bir filtreleme iinitesinden
olugur: 6nemli besin maddelerinin geri kazanilmasindan sorumlu proksimal kisma
boliinmiis uzun bir tiibiil ile baglantili olan glomerulus; ozmolarite diizenlemesi i¢in
onemli olan bir ara bo1im; ince ayar ve elektrolit dengesinden sorumlu olan son bolim.

Nefron yapisi1 ve boliimleri ayrintili bir bicimde Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Mezanjial hiicre Kapiller Parietal epitel
Glomerulus kulp hicresi

Jukstaglomeriiler hiicreler

’ Uriner bosluk
Nefron Efferent .
arteriyol 3 Glomertiler epitel hiicre
Podosit
.

Makula

N
densa ./,

Aferent
arteriyol

Glomeriiler filtrasyon bariyeri

Sekil 2. 2. Nefron yapisi ve boliimleri

(Daehn ve ark., 2021)

Memelilerde nefron yapisi, embriyonik ve fetal gelisim sirasinda ii¢ bobrek yapisi

icinde olusur: pronefroz, mezonefroz ve metanefroz. Ara mezodermin bu gelisimsel
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turevleri, embriyonun 6n-arka ekseni boyunca konumlanan, nefrojenik kordon ve
nefrik kanal adi verilen ara mezoderm kokenli hiicre popiilasyonlarindan sirayla
gelisir. Memelilerde olusan son ve islevsel bobrek olan metanefrik bobrek, insan
embriyonik agamalarinda gelismeye baslar, insan fetal gelisiminin geri kalan1 boyunca
gelismeye devam eder ve dogumdan kisa bir siire 6nce sona erer. Bobrek fonksiyonu
bir kez edinildikten sonra organizmanin yasami i¢in zorunlu olmaya devam eder.
Bobrek yapisinda yer alan epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, interstisyel hiicreler ve

bagisiklik hiicreleri i¢ dengeyi korumak icin kritik 6neme sahiptir (Balzer ve ark.,
2022).

2.1.2 Bobrek Hasan

Bobrek hastaliklari, hizla artan insidansi nedeniyle kiiresel bir halk sagli§1 sorunu
haline gelmistir. Bu hastaliklar, yaslanan niifustaki kiiresel artisin yan1 sira diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon gibi etiyolojilerin sikligindaki artis

nedeniyle kiiresel niifusun %10'undan fazlasini etkilemektedir (Liu ve ark. 2020).

Bobrek hastaliklar i¢in rutin bir tedavi olarak, ¢oklu ilag tedavisi goren hastalarin
¢ogunda son donem bobrek hastaligina (SDBH) girme siireci tersine ¢evrilemez ve
bobrek replasman tedavisi veya bobrek transplantasyonu gerektirir. Yiiksek tibbi
maliyetleri ve hastanin yasam kalitesi lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle diyaliz
ideal bir tedavi stratejisi olarak gorilmemektedir (Abecassis ve ark., 2008; Wolfe ve
ark., 1999).

Bobrek nakli, hastalarin kendi bobrek fonksiyonlarmi yeniden kazanmalarini saglar;
bununla birlikte, ciddi organ dondr kithgi ve potansiyel organ reddi kullanimini
sinirlar.  Bobrek  fonksiyonu  kotiilestikge,  hiperfosfatemi  gibi  mineral
metabolizmasinda bozukluklar agikca gelisir. Bu metabolik bozukluklar, kétii prognoz
ve sagkalim ile sik1 bir sekilde baglantilidir (Chartsrisak ve ark., 2013). Bu nedenle,
KBH'in erken teshisi ve tedavisi, progresyonu ve ekstrarenal komplikasyonlar1
onlemek i¢cin Onemlidir. Bununla birlikte, mevcut KBH biyobelirteclerinin ¢ogu
yeterince duyarli degildir ve erken evrede hastalig1 tanimak i¢in kullanilamaz (Lopez-
Giacoman ve Madero 2015). Tiim bunlarin sonucu olarak, bobrek hastaliklarini
hafifletmek, iyilestirmek veya onlemek ve hastalarin yagam kalitesini iyilestirmek i¢in

yeni ve daha iyi tedavi se¢eneklerinin arastirilmasi zorunludur (Liu ve ark., 2020).



2.1.3. Proteiniiri ve Albiiminiiri Kavramlari

Proteindri, idrarla glinde 150 mg veya daha fazla proteinin kalic1 olarak atilimini ifade
eder. Her ne kadar fizyolojik nedenlerden dolay1 (6rnegin, asir1 efor sarf etme, ates
sonrasl, stres, uzun siireli ayakta durma vb.) idrarda protein bulunabilse de, idrarda
kalic1 protein bulunmasi, bobrek ve idrar yolunu ilgilendiren bir bozuklugun varligma
isaret eder. Idrar proteini seviyesi ne kadar yiiksek olursa hayati prognozun o kadar
kotii oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Proteiniiri, glomertiler filtrasyon hizindaki
(GFH) azalma hizim1 belirleyen bir faktordur ve bu nedenle tedavinin en 6nemli
hedefidir (Iseki 2011).

Albilimin, tastyict gorevinin yanisira kan hacminin ve basincmin korunmasma
yardimc1 olan bir proteindir. Bobregin gorevi, atik tiriinleri uzaklagtirmak i¢in kani
filtrelemektir ve bu filtreler albiimin gibi buyik molekdllerin gecmesini engeller. Bu
filtrelerin hasar goérmesi durumunda ise albimin kandan idrara gecer. Bobrek
fonksiyonu azaldik¢a, idrara gecen albiimin yogunluguna goére bu durum
“mikroalbiiminiiri’” ve “’makroalbiiminiiri’> olarak tamimlanabilir. Idrardaki
albiiminiiri KBH’nin erken bir belirtisi olarak bilinmektedir (Christofides ve Desai

2021).
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Tablo 2.1. GFR ve Albiiminiiri siniflandirmast (Chen ve ark., 2023)



2.1.4. Kronik Bobrek Hastahg (KBH)

Kronik bobrek hastaligi (KBH), kademeli olarak geri doniisii olmayan bobrek hasari
ile karakterize olan (Khodeir ve ark., 2019) diinya ¢apinda 850 milyon insani etkileyen
oldukca yaygin evrensel bir saglik sorunudur (A. De Jong ve ark., 2021). KBH
hastalar1 siklikla daha kotii kardiyovaskiiler sonuglara ve daha yiiksek 6liim oranina
sahiptir. Yiiksek riskli hastalarin erken taranmasi, SDBH'in Onlenmesiyle iligkili
genel maliyetleri iyilestirebilir. Diyaliz maliyetindeki kademeli artis KBH hastalar1
icin endise vericidir; ancak kronik bobrek hasari, her bireyde bobrek yetmezligine
kadar ilerlemez. KBH'de olumsuz sonuglarin prognozu ve zamanlamasi hastadan
hastaya degisir. KBH erken tespit edilebilirse, tedavi bobrek fonksiyonlarindaki
azalmay1 ve bobrek yetmezligine ilerleme potansiyelini yavaslatabilir (Zhang ve ark.,
2022).

Ozellikle Tip 2 diyabetli hastalarda cesitli tedavilerin kronik bdbrek hastaligmimn
ilerleme riskini azalttig1 gosterilmistir. Ancak kronik bobrek hastaligmin ilerlemesini
yavaglatan, son donem bdbrek hastaligi ve kardiyovaskiiler hastaligin gelisimini
Onleyen ve hayatta kalma siiresini uzatan hicbir tedavi mevcut degildir. Ancak,
baslangicta diger hastaliklar1 tedavi etmek i¢in gelistirilen bazi ilaglarin, kronik bobrek
hastaliginin potansiyel tedavileri olabilecegini gosteren kanitlar giinden gline

artmaktadir (Mende 2022).

Kronik bobrek hastaligi olan hastalar tibbi agidan karmasiktir ve neredeyse ¢ogu
zaman birden fazla ilaca ihtiya¢ duyarlar. KBH'nin erken evrelerinde, nedensel
durumlara (basta diyabet ve hipertansiyon) yonelik ve KBH'nin ilerlemesini
hafifletmek icin tedavi gereklidir. Bobrek fonksiyonu azaldik¢a, KBH
komplikasyonlarin1 yonetmek icin mineral ve kemik bozukluklari, anemi,
hiperlipidemi ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin tedavisi de dahil olmak iizere

ilave ilaclar ka¢inilmazdir (Mason 2011).
2.2. Kok Hucreler

Kok hiicreler, kendi kendini yenileme ve belirli kosullar altinda cesitli fonksiyonel
hiicrelere doniisebilme yetenekleri ile tanimlanir ve elde edildikleri kaynaklara gore
embriyonal kok hiicreler ve embriyon dis1 kok hiicreler olmak {izere iki genel grup
altinda incelenir. Embriyon dis1 kok hiicreleri genel olarak eriskin kok hiicreler veya

dokuya 6zgii kok hiicreler olarak adlandirilir. Erigkin kok hiicrelerinden en yaygin



caligilanlar1 hematopoetik kok hiicreler ve non-hematopoetik kok hicreleridir.
Hematopoetik erigkin kok hiicreleri, kemik iligi, kordon kani veya periferik kandan
elde edilir. Non-hematopoetik kok hiicreleri arasinda en ¢ok ¢alisilan1 mezenkimal kok
hicreleridir (Sivakumar ve ark., 2015; Zakrzewski ve ark., 2019).

2.2.1. Kok Hiicrelerin Olusumu ve Farkhlasmasi

Kok hiicre teknolojisindeki son gelismeler, heniiz tedavi edilemeyen hastalik ve
rahatsizliklara sahip hastalar i¢in yeni bir kap1 agmaktadir. Insan pluripotent kok
hiicreleri ve multipotent mezenkimal kok hiicreleri iceren kok hiicre bazli tedavi, yakin
zamanda rejeneratif tipta onemli bir oyuncu olarak ortaya ¢ikmistir (Hoang ve ark.,

2022).

Kok hiicreler, potansiyellerine bagli olarak farkl hiicre tiplerine farklilasabilmektedir.
Insan pluripotent kok hiicrelerinin en ¢ok kullanilan iki kaynagi, insan embriyonik kok
hiicreleri ve indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerdir. Organ yenilenmesinde, hiicre ve
doku naklinde, ilag testlerinde, doku onarimmda ve yara iyilesmesi gibi gesitli
hastaliklarin tedavilerinde kullanilirlar. Gegtigimiz yirmi yilda, uygun hiicre dis1
kosullarla in vitro kok hiicre farklilasmasi yoluyla uygun doku veya hiicre tiirlerinin

iiretilmesi i¢in biiylik ¢aba sarf edilmistir.

Hucre-hiicre ve hlcre-mikro ¢evre etkilesimlerinin kok hiicre farklilasmasi iizerinde
biiyiik etkisi vardir. Hiicre dis1 matris bilesimleri doku tiiriine bagl olarak degiskenlik

gosterir (Ogi ve Jin 2023).

Plastisite, sonsuz amplifikasyon ve genetik manipiilasyon kolayliginin avantajlarina
dayanan kok hiicre tedavisi, neredeyse tiim insan hastaliklar1 i¢in yeni yollar agmustir.
Kok hiicre tedavisinin immiinolojik, vaskiiler, kardiyak ve renal hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde uygulanmasi kapsamli bir sekilde arastirilmistir. KH'lerin
kullanimi1 bobrek hastaliklar1 i¢in de umut verici bir terapotik stratejidir (Liu ve ark.,

2020).
2.2.2. Mezenkimal Kok Hicreler

MKH'ler, Uluslararasi Hiicre ve Gen Terapisi Dernegi'ne (ISCT) gore, kendini
yenileme yetenegine ve mezenkimal soylara farklilasma potansiyeline sahip ¢ok
potansiyelli progenitor hiicrelerdir. MKH’ler ¢esitli dokulardan izole edilebilir, coklu
hiicre soylarina ayrilabilir ve inflamasyon ve bagisiklik tepkilerini iyilestiren

immiinomodiilator 6zelliklere sahiptir (Gao ve ark., 2016). MKH'ler yaygm olarak
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kemik iliginden izole edilir. Hiicre kiiltlirii kaplarma ekildiginde, plastik yuzeylere
kolayca yapisir ve klinik olarak faydali hiicre sayilar1 verecek sekilde ¢ogaltilabilir.
Spesifik olarak MKH'lerin 6zelliklerini sergileyen hiicreler, kemik iliginin yanisira
gbbek kordonu, yag dokusu ve plasenta gibi ¢oklu fetal ve yetiskin dokulardan da izole
edilebilir (Neuhuber ve ark., 2008).

Uluslararast Hiicresel Terapi Dernegi MKH tanimi igin; plastisite, hiicre ylizeyinde
CD105, CD73 ve CD90 ifadesi i¢in pozitif, CD45, CD34, CD19 ve CD79a ifadesi i¢in
negatif ve kontrolli in vitro kiiltiir kosullar1 altinda kondrositlere, osteoblastlara ve
adipositlere farklilagma kapasitesi sergilemek gibi bazi kriterler 6nermistir (Schauwer

ve ark., 2010; Perico ve ark., 2018).

Son yillarda, deneysel ¢aligmalar MKH'lerin ¢esitli KBH modellerinde bobrek
fonksiyonlarmi iyilestirme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir ve bir¢ok klinik ¢alisma
KBH'de giivenlik ve etkinligini géstermistir (Peired ve ark., 2016). Bu zamana kadar
yapilan ¢alismalarla, kemik iligi, amniyotik sivi, idrar ve gébek kordonu gibi organ
veya dokulardan tiiretilen MKH'lerin, otofajinin baglatilmasi, anti-apoptotik veya anti-
inflamatuar etkiler dahil baz1 mekanizmalar yoluyla bobrek hastaligini tedavi ettigi

ortaya koyulmustur (Pan ve Fan 2020).

MKH’ler, belirli uyaranlara yanit olarak kondrositler, adipositler ve osteositler gibi
diger mezodermal hiicre tiplerine farklilagabilir. Hatta her iic embriyonik katmanin
dokularina da transdifere olabilirler. Bu kapasite, rejeneratif tipta biiylik bir klinik
potansiyel ortaya koyar. Farkli kaynaklardan elde edilen MKH'lerde in vitro
Ozelliklerin ve yiizey molekiiler ifadelerinin farklilik gosterebilecegini belirtmekte
fayda vardir. Bu nedenle MKH'lerin doku yenilenmesindeki kapasitesi, toplandiklari
doku kaynaklartyla iligkili olabilir. Sekil 2.3’te mezenkimal kok hucrelerin

farklilasabildigi yapilar gosterilmistir.
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Sekil 2. 3. Mezenkimal kok hiicre kaynakli doku, organ ve yapilar
(Afshari ve ark., 2020)

2.3. Plasenta

Plasenta, fetlistin gerekli maddeleri alarak beslenmesi ile atik maddelerin uzaklastirilip
temizlenmesinde rol oynayan olduk¢a 6nemli fonksiyona sahip bir organdir. Plasental
doku tibbi atik olarak kolayca elde edilebilir. Plasenta alternatif olarak MKH kaynagi
olarak kullanilir ve plasenta kok hiicreler ve progenitdr hicreler icin énemli bir
rezervdir. Plasentadan {iretilen mezenkimal kok hiicreler, adipoz doku toplanmasi gibi
invaziv prosediirlerden arindirilmis olarak temin edilebilir ve embriyonik kok
hiicrelerden farkli olarak kullanimmi ¢evreleyen higbir etik zorluk yoktur (Akan
2018).

Koryonik villus, amniyotik membran, gobek kordonu stromasi ve amniyotik sivinin
plasentadaki MKH'lerin kaynagi oldugu belirtilmektedir. Diaz-Prado ve arkadaslari,
insan amniyotik mezenkimal kok hicrelerin izolasyonu, lokalizasyonu, fenotipik
karakterizasyonu ve farklilagma potansiyelini belirlemistir. CD90, CD44, CD73,
CD105, CD166 ve CD29 gibi spesifik hiicre yuzeyi belirteclerini eksprese ederler ve
CD45, CD34, CD14, HLA-DR ekspresyonundan yoksundurlar (Cetinkaya ve ark.,
2019).

2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kronik Bobrek Hasarinda Uygulanmasi

Bobrek hastaligi, klinik ortamda yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden, bir¢ok
nedene bagli olarak ortaya ¢ikabilen, yasla birlikte goriilme siklig1 artan, yasami tehdit

eden bir hastaliktir. Kok hiicre bazli tedaviler, 6zellikle mezenkimal kok hiicrelerin
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kullanimina dayali olarak bobrek hastaliklarinin tedavisinde rejeneratif bir yaklagim

olarak ortaya ¢ikmistir (Hong ve ark., 2023).

MKH'ler, kemik iligi ve yag dokusu gibi farkli doku kaynaklarindan klinik olarak
yararl sayida kolayca izole edilebilir ve bagisiklik diizenlemesinin yani sira anti-
skarlagma ve rejeneratif siireclere aracilik edebilen kemokinler, sitokinler ve biiyiime

faktorleri gibi ¢ok ¢esitli biyoaktif molekiiller salgilayabilir.

Son zamanlarda mezenkimal kok hiicreler, ¢ok yonlii farklilasma ve kendini yenileme
yetenekleri sayesinde yaralanmalarin onarilmasinda biiylik fayda gostermistir.
MKH'lerin klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda bobrek hasarinin tedavisi i¢in glivenli

ve etkili bir terapétik strateji olarak hizmet ettigi bildirilmistir (Almeida ve ark., 2022).

Mezenkimal kok hiicreler, hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma ve farklilasmasiyla ilgili
faktorleri salarak doku onarimimna veya yenilenmesine katkida bulunabildikleri igin

KBH i¢in de hiicre bazli tedaviler gelistirmede ¢ekici adaylar olarak gosterilmektedir.

Cesitli raporlar, MKH’lerin anjiyojenik ve rejeneratif ozelliklerinin, MKH bazl
tedavinin KBH ve diger bobrek hastaliklarinin tedavisinde oldukga etkili olabilecegi
fikrini destekleyen ¢esitli patolojik kosullar1 in vivo olarak iyilestirebilecegini 6ne
siirmiistiir (Go ve ark., 2022). Islevsel olarak MKH'ler, bagisiklik tepkisini, renal
tubller hicre apoptozunu, tibuler epitelyal-mezenkimal gegisi, oksidatif stresi,
anjiyogenezi diizenleyerek bobrek hasarmnin ilerlemesini iyilestirir. Ek olarak, parakrin
mekanizmalar1 yoluyla hem akut bobrek hasarinda hem de kronik bobrek hastaliginda

onemli bir etkinlik sergiler.

Konu ile ilgili son yillarda yapilan klinik ¢alismalar da mezenkimal kok htcrelerin
bobrek hastaliklarinin tedavisinde kullanildiginda etkili ve gilivenli oldugunu
kanitlamistir. MKH ler rollerini esas olarak trofik faktorleri salgilayarak ve hiicre dist
kesecikleri sunarak gerceklestirir. Onemli bir hiicresel iletisim arac1 olarak MKH'den
turetilen bu keseciklerde bulunan genetik materyaller ve proteinler, bobrek
hastaliklarinin hedefe yonelik tedavisi i¢in bir arastrma odag1 haline gelmistir. Bu
keseciklerin akut bobrek hasari, kronik bobrek hastaligi, diyabetik nefropati ve

aterosklerotik renovaskiiler hastalik tizerinde belirgin terapdtik etkileri gosterilmistir.

5/6 nefrektomi sican modeli, kronik bobrek hastaliginin arastirilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu model, ilerleyen donem bobrek hasarindaki fibrozis, inflamasyon

ve oksidatif stres gibi klinik KBH sonuglarini yiiksek benzerlikte taklit eder. Bu modeli
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kullanan caligmalar, altta yatan mekanizmalar ve terapotik miidahale potansiyeli

hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir (Liu ve ark., 2024).

Maires ve ark (2022), yaptiklar1 bir g¢alismada, literatiirde de yaygin olarak
tanimlandig1r gibi, 5/6 bobrek ablasyonu gercgeklestirerek; insandaki ilerleyici
nefropatiyi taklit eden tutarli bir deneysel modeli olusturmuslardir. KBH'nin
karakteristik 6zelliklerinin ¢ogu, 5/6 nefrektomi modeli olusturulduktan 15 giin sonra
tamamen belirlendiginden, KBH'den etkilenmis hayvanlar iizerindeki etkileri daha 1yi
arastirmak amaciyla deneysel tedavileri gozlemlemek i¢in bu asamayi tercih etmis ve
deney sonuglarint buna gore yorumlamiglardir. Buna gore KBH gelisiminden 6nce,
baslangicta hayvanlarin temel protein ve alblimin idrar atilim degerlerinin, normal
bobrek fonksiyonunun fizyolojik seviyeleri ile uyumlu oldugunu ortaya koymuslardir.
Renal ablasyondan 15 giin sonra ise, bobrek hasari olusturulmus hayvanlar, kontrol
grubuna kiyasla, onemli miktarda artmis proteiniiri ve albiiminiiri sergilemistir.
Insanda kronik nefropatide genellikle gozlenen duruma benzer sekilde, bu
parametreler tedavi edilmemis KBH hayvanlarinda zamanla kotiileserek yiiksek 6lim

oranlarma yol agmaistir.

Cavaglieri ve ark., 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin, 5/6 bobrek ablasyon modeli olusturulmus Wistar tiir
ratlarmm bobrek subkapsiiler bosluguna uygulandiginda, hayvanlarin hipertansiyon,

albliminuri ve glomeriiloskleroz gelisiminden korundugunu gostermistir.

Eirin ve ark, daha once kemik iligi kaynakli MKH transplantasyonunun bdbrek
fibrozisini azalttigini, proteiniiri ve iire konsantrasyonunu azaltarak iskemik bobrek
fonksiyonunu iyilestirdigini ve protein plazma seviyelerinde artis ve kreatinin
azalmasi egilimi gostermistir (Eirin ve ark., 2014). Ayni c¢alisma grubunun 2023
yilinda yaptiklar1 bir diger calismada da, kemik iliginden tiiretilen MKH’lerin, bobrek
parankiminin morfolojik restorasyonunun yanisira bobrek fibrozisini tersine ¢eviren
anti-fibrotik ve anti-inflamatuar olaylar1 diizenleyerek bobrek parankiminin yeniden
sekillenmesinde pleiotropik bir role sahip oldugunu gostermislerdir (Hong ve ark.,
2023).

Bu sonuglar, MKH'lerin bébrek fibrozunun iyilestirilmesi ve doku rejenerasyonu i¢in

nasil faydali olabileceginin artan bir sekilde anlasilmasina katkida bulunarak, renal
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subkapsiiler bolgeye MKH uygulanmasinin KBH tedavisi i¢in olasi bir terapdtik
stratejiyi temsil ettigi fikrini destekler (Eirin ve ark., 2015).

2.5. Kalsiyum ve Fosfor Metabolizmasi

Kalsiyum ve fosfor homeostazisini anlamak, bu homeostatik sistemde anormallikleri
olan hastalar1 tedavi i¢in gereklidir. Kalsiyum, fosfor ve iskelet metabolizmasi
bozukluklar1 endokrinolojide en sik goriilen hastalik gruplar1 arasindadir. Bunlar, iki
mineralin, 6zellikle de kalsiyumun serum konsantrasyonlarindaki anormalliklerini,
kemik anormalliklerini ve basta paratiroid bezi, bobrekler ve gastrointestinal sistem

olmak {iizere baslica diizenleyici organ sistemlerindeki anormallikleri icerebilir.

Malignite ve primer hiperparatiroidizm durumlarinda serum kalsiyum konsantrasyonu
anormal derecede yiiksek goriiliirken; bobrek yetmezligi ve hipoparatiroidizmde

serum kalsiyum konsantrasyonu anormal derecede diisiik olabilir.

Gastrointestinal sistemde, malabsorbsiyon durumlarinda diisiik kalsiyum emilimi
gerceklesirken; D vitamini intoksikasyonu ve siit-alkali sendromunda oldugu gibi
normalden yuksek kalsiyum emilimi de gordlebilir. Bobrekler, kalsiyumun vicuttan
atilmasiyla ilgili baz1 hiperkalsemik bozukluklarda ve nefrolitiazisli bazi hastalarda,
bobrek yetmezliginde fosforun yetersiz salgilanmasi ve FGF23'lin etki
mekanizmasindaki bazi kusurlar nedeniyle kalsiyumu az salgilayabilir. Bunun tam
tersi olarak, bazi renal tiibiiler bozukluklarda ve FGF23 ve diger fosfoninlerin
fazlaligina bagli olarak fosforun asir1 salgilanmasi da goriilebilir (Shaker ve ark.,

2023).
2.6. Fosfattrik Hormonlar

Fibroblast biiyiime faktorleri, ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip polipeptit biiylime
faktorleridir. Anjiyogenez, mitogenez, hiicresel farklilasma, hiicre gocii ve doku
hasarmin onarimi gibi siireclerde rol alirlar. FGF ailesi yedi filogenetik gruba ayrilan
22 iiyeden olusur. Fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF23), fibroblast biiylime faktorii
19 ve fibroblast blyime faktori 21 ile birlikte endokrin alt ailesine aittir ve FGF

protein ailesinin en gen¢ Uyesidir (Kurpas ve ark., 2021).
2.6.1. FGF23

FGF23, 10 y1l1 agkin bir siiredir nefroloji arastirmalarinin ilgi odagi olmustur. FGF23,

251 amino asitli bir N-terminali ve bir C-terminal bolgesi olan 32 kDa'lik bir
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polipeptiddir. Esas olarak kemikteki osteositler ve osteoblastlar tarafindan salgilanan
ancak ayn1 zamanda tiikiirik bezleri, mide ve ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda
iskelet kasi, beyin, meme bezi, karaciger ve kalp gibi diger dokular tarafindan da ifade

edilen fosfatirik bir hormondur (Vervloet 2020).

Normal fizyoloji altinda, FGF23'{in temel islevleri fosfatiiriyi artirmak, kalsitriol
sentezini azaltmak ve paratiroid hormonu (PTH) olusumunu azaltmaktir. FGF23
uretimi, fosfat, kalsiyum, PTH, 1,25-dihidroksi vitamin D, demir eksikligi ve
eritropoietin gibi ¢esitli faktorler tarafindan uyarilir. FGF23 konsantrasyonlarindaki
artiglar, renal fosfat atilimini indiikkleyerek normal serum fosfat seviyelerini korumak

icin fizyolojik bir yanit olarak ortaya ¢ikar (Takkavatakarn ve ark., 2021).

FGF ailesinin iiyeleri, FGF reseptorlerine (FGFR'ler) baglanir. Ancak FGF23'lin
FGFR'lere afinitesi zayiftir. FGF23, yalnizca reseptore baglanmasma aracilik eden a-
Klotho adi verilen alternatif bir koreseptor varliginda etki edebilir (Martin ve ark.,

2012).

Dolasimdaki FGF23 seviyeleri, KBH'nin erken doneminde, yani diger kemik ve
mineral metabolizmas1 parametrelerinde saptanabilir degisikliklerden 6nce yiikselir
(Jong ve ark., 2021). Birka¢ ¢alisma, daha yiiksek FGF23 seviyesinin, KBH'li
hastalarda artan ilerleyici bobrek fonksiyon kaybi riski ile iliskili oldugunu bildirmistir
(Titan ve ark., 2011; Mendoza ve ark., 2017; Sugiura ve ark., 2018).

Kronik bobrek hastaligi siklikla kemikle iliskili mineral metabolizmasi iizerinde
onemli bir etkiye sahip olan ve bobrek hastaliginin kotiillesmesine, ilerlemesine ve
iligkili komorbiditelerin baglamasina yol agan metabolik degisikliklere neden olur. Bu
komorbiditeler arasinda sekonder hiperparatiroidizm (SHPT), KBH'nin dogrudan bir

sonucu olarak kabul edilmistir.

KBH hastalarinda kemik ve mineral metabolizmasinda gerceklesen karmagik
metabolik degisiklikler mortaliteyi artirir. SHPT, gizli baslangic ve hizli ilerleme
ozelliklerini tasir. Bu nedenle SHPT gelistirme riski tasiyan hastalarin belirlenmesi
zorunludur. KBH gelisimi sirasinda kemikle iligkili mineral metabolizmasindaki
degisiklikler esas olarak fosfat, kalsiyum, D vitamini, paratiroid hormonu (PTH) ve
metabolik asidoz gibi serum faktorlerinin diizeylerinde artiga yansir. Bu faktorlerin
dogrudan veya dolayli olarak FGF23'ii arttirabilecegi dikkate alinmalidir. Ornegin

PTH, osteositleri dogrudan etkileyerek FGF23 ekspresyonunun artmasma yol agar.
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Asir1 oral fosfor yiiklemesi, kemikte inorganik fosfattan pirofosfata doniistimii kontrol
ederek FGF23 ekspresyonunu arttirabilir. SHPT, FGF23'iin ekspresyonunu arttirir ve
bu iligki KBH'nin ilerlemesine katkida bulunur (Wu ve ark., 2022).

Agirlikli olarak osteositlerde tiretilen FGF23, a-Klotho araciligiyla reseptoriine
baglanir ve proksimal tiibiilii hedef alir. Buradaki etkisi, KBH patogenezi sirasinda
idrarda fosfat atiliminda bir artisa yol agarak fosfat birikimini 6nlemektir. 2014 yilinda
yaymlanan bir c¢alismada (Andrukhova ve ark., 2014) rekombinant FGF23
uygulamasinin Na-Cl yardimci tagiyicilarinin aktivitesinde 6nemli bir artiga yol actigi
gosterilmistir. FGF23'in lokal renin-anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS)
aktivasyonunu tetikledigi ve fibrozisi tesvik ettigi goriilmektedir. 5/6 nefrektomize
sicanlarda FGF23 ile uyarildiktan sonra RAAS ile ilgili genlerin ekspresyonunda
onemli bir artis oldugu belirtilmistir (Mattinzoli ve ark., 20203).

uve
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Sekil 2. 4. FGF23’iin klasik olmayan etkileri

(Martinez-Heredia ve ark., 2024)

2.6.2. Klotho

Klotho, FGF23 koreseptoriidiir ve erken yaslanma ozelliklerine sahip farelerde
yaslanma karsit1 bir faktor olarak tesadiifen kesfedilmistir. Bu proteinin 3 izoformu

vardir (a, B ve v). Klotho geni, 13q12 kromozomunda bulunur; KL1 ve KL2 olarak
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adlandirilan iki hiicre dig1 alandan olusan B-glukuronidaz aktivitesine sahip 1014
amino asitlik ve 130 kDA’lik bir tip I transmembran proteinini kodlar. (Rodelo-Haad
ve ark., 2019).

Klotho geni (ayn1 zamanda a-Klotho olarak da bilinir) cogunlukla distal tiibiilde ve
daha az olarak pankreasta, akcigerde, karacigerde, iskelet kasinda, aortta, beyinde ve
prostatta ifade edilir. Klotho esas olarak bobrekte ifade edilmesine ragmen, FGF23'iin
fosfat tastyicilar1 ve D vitamini metabolizmasi tizerindeki etkileri proksimal tiibiilde

meydana gelir.

Klotho, farkli ancak her ikisi de yakindan iliskili roller oynayan ve 6zellikle her ikisi
de FGF23'in ortak reseptorleri olarak yer alan, membrana bagl ve ¢oziiniir olmak

uzere iki protein formunda bulunur.

Klotho 6ncelikle FGF23'in bir koreseptdrii olarak gorev yapar, ancak ayni zamanda
transformasyon blylme faktori-p ve insiilin reseptorleri ve Wnt gibi sinyal yollar1

dahil, diger reseptor sistemleriyle de etkilesime girer.

Klotho, KBH ile iliskilidir ancak farkli reseptorler ve diizenleyici sistemler nedeniyle
de kardiyovaskiiler koruyucu etki gosterir. Sadece insiilin reseptdr sistemi araciligiyla
degil, ayn1 zamanda Akt ekspresyonunu indiikleyerek oksidatif stresi azaltir ve
endotelde nitrik oksit Uretimini arttirarak da endotel disfonksiyonunu 6nler. Ayrica
Klotho eksikligi, 6zellikle arter duvarlarmin sertligini artirarak hipertansiyon gelisimi
ile iligkilidir. Klotho ve FGF23'in kalsiyum dengesi ve arteriyel kalsifikasyonun yani1
sira osteoprotegerin gibi diger pro-inflamatuar faktorlerle de iliskisi vardir (Castillo ve

Simic 2022).

Farelerin proksimal tiibiilinde Klotho'nun ablasyonu, yalnizca yiiksek fosfathi bir
diyetle tehdit edildiginde hiperfosfatemi ile sonuglanir. Insanlarda veya farelerde
Klotho eksikligi, FGF23 eksikligine benzer sekilde siddetli hiperfosfatemiye,
1,25(0OH)2D artisina ve kalsiyum seviyelerine yol agar. KBH ilerlemesi sirasinda o-
Klotho seviyeleri FGF23'teki artiglara paralel olarak azalir (Biscetti ve ark., 2023).

Erken yaslanmaya ve hiperfosfatemiye yol acan Klotho'nun, KBH'li hastalarda daha
kisa bir yasam siiresi, vaskiiler kalsifikasyon ve kemik bozukluklar1 ile
iliskilendirilmistir. Klotho eksikliginin bu belirtilere katkis1 klinik gozlemler ve

hayvan modelleri ile desteklenmistir. Ornegin, deasetilasyon ve metilasyonun
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farmakolojik hedeflemesi, tek tarafli iireteral tikanikligi olan farelerde Klotho

seviyelerini arttirmig ve renal fibrozisi azaltmistir (Castillo ve Simic 2022).

KBH'de Klotho ekspresyonu, epigenetik mekanizmalar yoluyla dizenleniyor gibi
goriinmektedir. Ornegin, iiremik toksinlere maruz kalan farelerde, Klotho geninin
DNA hipermetilasyonuna ve Klotho proteininin ekspresyonunda azalmaya yol acan
DNA metiltransferaz 1 (DNMT1) seviyeleri artmistir. Bu veriler oncelikli olarak
cogunlukla genetigi degistirilmis hayvan modellerinden elde edildiginden, bu etkilerin
FGF23 aktivitesinin artmasmndan mi, Klotho fonksiyonunun azalmasmdan m

kaynaklandig1 a¢ik degildir (Li ve ark., 2019).

- ekzon - intron

Gen ekspresyonu regiilasyonu

intraseliiler ekstraseliiler
KL2 KL1
|T a kesim | B kesim

akesimiring  — | - suda coziinebilir Kiotho

B kesim iiriinii _ Suda ¢bziinebilir Klotho

® intraseliiler domain
M Transmembran domain
M Ekstraseliiler domain

Sekil 2. 5. Klotho’nun yapisi
(Zou ve ark., 2018)
2.7. Tez Calismasinin Amaci
Manou ve ark., yaptiklar1 ¢calismada dolagimdaki ¢oziiniir a-Klothonun KBH tanis1
icin yararli bir biyobelirte¢ olabilecegini gdstermistir. Bununla birlikte, dolasimdaki

a-Klotho, FGF23 ve diger mineral metabolizmasi belirtegleri arasindaki iliskiye iliskin
veriler sinirhidir (Khodeir ve ark., 2019).
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Yapilan bir bagka ¢aligmada, kandaki FGF23 seviyesinin, KBH'nin erken evresinden
baslayarak yiikseldigi ve bobrek fonksiyonu bozulduk¢a daha da arttig1 belirtilmistir.
Yuksek FGF23 konsantrasyonu, KBH'li hastalarda sol ventrikil hipertrofisinin
prognozu ile iligkilendirilmistir. Bu etkiler, a-Klotho'dan bagimsiz olan FGF23
fonksiyonlar1 olarak kabul edilmektedir (Munoz-Castafieda ve ark., 2020).

FGF23 -
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>
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sentezi atihmi .
BOBREK

Sekil 2. 6. Bobrekte FGF23 ve Klotho’nun rolii

(Kuro-0 2011)

Mace ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise (2017), 5/6 nefrektomi KBH
modelinde, sicanlarda obstriiktif nefropatide ve yarali bobrek dokusunda FGF23
ekspresyonunun saglikli siganlara kiyasla anlamli sekilde arttigi gosterilmistir.
Rekombinant FGF23 (rFGF23) uygulanmasinin, saglikli siganlarda fosfatiiriye neden
oldugu ve renal bez ekspresyonunu azalttig1 gozlenmistir. 5/6 nefrektomi olusturulmusg
sicanlarda, dolagimdaki FGF23 seviyelerinin belirgin bir sekilde arttig1 ve Klotho'nun
azaldig1 bulunmustur. Bu siganlara, anti-FGF23 antikorlarinin uygulanmasinin bobrek
bezi ekspresyonunu daha da azalttig1 ortaya koyulmustur. Bu sonuglar, artan tiibiiler
fosfat yiikiiniin Klotho ifadesinde bir azalmaya neden olabilecegi ile
iligkilendirilmistir.

Calismamizda nefrektomi yapilarak siganlarda kronik bobrek hastaligi olusturuldu ve
bu sicanlara insan plasentasindan elde edilen olan mezenkimal kok hiicreler enjekte

edildi. Mezenkimal kok hiicrelerin, kronik bobrek hasari iizerindeki terapotik etkisi,
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onemli bir biyobelirte¢ olan FGF23 ve FGF23’{in koreseptorii olan a-Klotho tzerinden
degerlendirildi Bu amagla; MKH enjekte edilmis ve edilmemis sicanlarda serum
FGF23 ve Klotho diizeyleri ile ELISA yontemi ile; idrar albiimin/kreatinin oranlar1 ve
idrarda fosfat atilim diizeyleri kolorimetrik kit ile tespit edildi. Buna ek olarak FGF23
ve Kilotho protein duzeyleri Western blot yontemi ile; FGF23 ve Klotho gen

ekspresyon dizeyleri ise Real-time PCR ydntemi ile belirlendi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Term Plasentalarindaki Amniyon Membranmindan Mezenkimal Kok

Hiicrelerin Izolasyonu

Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Béliimii’nden temin
edilen plasenta, hiicre kiiltiirii laboratuvarinda laminar kabin i¢ine alind1. Plasentadaki
amniyon membrani, koryon membranindan nazik bir sekilde uzaklastirildi. Amniyon
steril bir kaba alinarak, antibiyotik iceren (%1 penisilin/streptomisin, %1 Amfoterisin
B) fizyolojik serum ile yikandi. Yikama islemine, amniyon membrani kandan

arindirilarak seffaf hale gelene dek devam edildi.

Temizlenen amniyon membrani, bistiiri yardimiyla 3 x 3 cm biiyiikliigiinde kesilierek,
2.4 U/mL dispase igeren PBS igerisinde 37°C’de 7 dk inkiibe edildi. Amniyon
membran pargalari, FBS ve 2,2 mM L-glutamin iceren RPMI 1640 medyumunda, oda
sicakhiginda 10 dakika bekletildi; daha sonra 75 mg/mL kollajenaz ve 20 pg/mL

DNase igeren enzim soliisyonunun igerisinde 37°C’de 3 saat inkiibe edildi.

Amniyon pargalari, 100 pL’lik steril hiicre filtresinden (Corning, #352360) gecirilerek
50 mL’lik falkonlara alindi. Toplanan hiicreler 200 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi dibe ¢oken pellet, mezenkimal kdk hiicre biiyiime medyumuna alindi,

hucreler flaska koyularak %5 CO inkiibator igine yerlestirildi.
3.2. Hicrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu

Hucrelerin karakterizasyonu icin Mezenkimal Kok Hucre Kiti (BD, 562245)
kullanild1. Hiicreler Akutaz ve BD marka stain buffer ile kaldirildi ve yikandi; 1400
rom'de +4°C'de 5 dk santrifiij edildi ve 1x10° hiicre/mL olacak sekilde pellet BD
marka Stain buffer ile resuispanse edildi. Daha sonra 1x10° hiicre/mL hiicre
slispansiyonundan tiim tiiplere 100 pL hiicre pipetlenerek, her bir tiipe 1.10° hiicre/mL

konsantrasyonunda hiicre eklenmis oldu.

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

yapild1.
1.- / (Sadece hiicre (100 pL)
2. PE hMSC Negatif izotip Kontrol Kokteyl (20 pL)

3. hMSC Pozitif izotip Kontrol Kokteyl (20 pL)

20



4. hMSC Pozitif Izotip Kontrol Kokteyl (20 pL) + PE Mouse IgG2b Izotip kontrol (5
pL) (4 pozitifin izotip kontrol kokteyli)

5. FITC Mouse Anti Human CD90 (5 pL)

6. PE Mouse Anti Human CD44 (5 uL)

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)

Mezenkimal kok hiicre belirtecleri olan CD44, CD90, CD73, CD105 pozitif, CD34,
CD45, CD14, CD19 ve HLA-DR negatif olacak sekilde flow sitometri ile FACS Aria
III Cell Sorter aleti araciligiyla hiicreler karakterize edildi.

3.3. Hicrelerin Yonlendirme Deneyleri

Farklilasan mezenkimal kok hiicrelerde, kikirdak proteoglikanlarinin boyandigmin
belirlenmesi ve kikirdak yapisimin olugsmaya basladigini gostermek i¢in Prusya Mavisi,
kikirdak kollajenlerini gostermek i¢in Sirius kirmizisi, kalsiyum depolanmalarini
gostermek icin Alizarin kirmizist S, adipojenik farklilasmay1 gostermek icin Oil

Kirmizis1 O boyamalar1 yapildi.
3.4. Subtotal Nefrektomi Modelinin Olusturulmasi

KBH hayvan modelini olusturmak i¢in, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’nden, Wistar cinsi toplam 36 erkek sican (180-250 g) temin edildi. Tiim
hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari Unitesi'nde 12/12 saat
karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22°C oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlar

musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.

5/6 Nefrektomi (5/6 Nef): Sol bobrekte bulunan renal arterin polar 3 dalindan 2’sine
ligasyon yapilir. 2 hafta sonra ise sag bobrek ¢ikarilarak 8 hafta beklenir. Bu siirecin

sonunda nefrektomi gerceklesir.
36 adet Wistar erkek sigan (180-250 g) randomize olarak 6 gruba ayrildi.

1. Sham Grubu (Kontrol Grubu): 6 hayvan.
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Hayvanlar sadece 0. ve 14. giinlerde acilip kapatildi, hayvanlara herhangi bir cerrahi
islem uygulanmadi. 14. giiniin sonunda 2 ay siire ile beklendi. Deney suresi
tamamlanan hayvanlar metabolik kafes icerisine alinarak 24 saatlik idrar toplandi, sol

bdbrekler alindi ve son olarak hayvan uygun kosullarda sakrifiye edildi.
2. 5/6 Nefrektomi grubu: 6 hayvan.

Sol bébrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakilarak ya da baglanarak) islevsiz hale getirildi.
14 giin sonunda sag bobrek alindi, boylece 5/6 nefrektomi siireci baslatildi. 2 ayin
sonunda deney siiresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes icerisine alinarak 24
saatlik 1idrarlar1 toplandi, sol bobrekleri alindi ve son olarak hayvanlar uygun

kosullarda sakrifiye edildi.
3. 5/6 Nefrektomi + 15 giin Grubu: 6 hayvan.

Sol bobrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakilarak ya da baglanarak) islevsiz hale getirildi.
14 gilin sonunda sag bobrek alindi, boylece 5/6 nefrektomi siireci baslatildi. 2 ay 15
giin sonunda deney siiresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes i¢erisine alinarak 24
saatlik idrarlar1 toplandi, sol bobrekleri alindi ve son olarak hayvanlar uygun

kosullarda sakrifiye edildi.
4. 5/6 Nefrektomi + 30 Giin Grubu: 6 hayvan

Sol bobrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakilarak ya da baglanarak) islevsiz hale getirildi.
14 gun sonunda sag bobrek alindi, boylece 5/6 nefrektomi siireci baslatildi. 3 ay
beklendikten sonra, deney siresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes icerisine
almarak 24 saatlik idrarlar1 toplandi, sol bobrekleri alindi ve son olarak hayvan uygun

kosullarda sakrifiye edildi.
5. 5/6 Nefrektomi + Mezenkimal kdk hiicre + 15 gun Grubu: 6 hayvan.

Sol bobrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakilarak ya da baglanarak) islevsiz hale getirildi.
14 giin sonunda sag bobrek alindi, boylece 5/6 nefrektomi siireci baglatildi. 2 ay
sonunda 5/6 nefrektomi olusturulmus olan bu gruptaki hayvanlara, hayvan basina 1
milyon olacak sekilde hesaplama yapilarak gereken miktarda MKH kuyruk veninden
enjekte edildi. Kok hiicre enjeksiyonundan sonra 15 giin beklendi, 15. giin sonunda
deney slresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes icerisine alinarak 24 saatlik
idrarlar1 toplandi, sol bobrekleri alindi ve son olarak hayvanlar uygun kosullarda

sakrifiye edildi.
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6. 5/6 Nefrektomi + Mezenkimal kok hticre + 30 gun Grubu: 6 hayvan

Sol bobrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakilarak ya da baglanarak) islevsiz hale getirildi.
14 giin sonunda sag bobrek alindi, boylece 5/6 nefrektomi siireci baglatildi. 2 ay
sonunda 5/6 nefrektomi olusturulmus olan bu gruptaki hayvanlara hesaplama
yapilarak gerecken miktarda MKH kuyruk veninden enjekte edildi. Kok hiicre
enjeksiyonundan sonra 30 giin beklendi, 30. giin sonunda hayvan agilarak sol bobregi

alind1 ve uygun kosullarda sakrifiye edildi.

Kok hiicre grubundaki ratlara, kuyruk veninden intravendz enjekte edilen MKH’ler,
insan plasentasindan elde edildigi i¢in siganlara uygulanmasi immiin red olusturma
riski tagimaktadir. Bu nedenle, kok hiicre enjeksiyonu yapilacak hayvan gruplarina,
enjeksiyondan 1 giin Once baglanarak 8 giin boyunca immiinsupresif ajan
“’siklosporin’’ insiilin ignesiyle subkutan olarak 100 pL enjekte edilir. 100 mg

siklosporin (toz halinde) 10 mL DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Her bir grup icin farkli olmak iizere, deney siiresi tamamlandiktan sonra siganlar
metabolik kafese alinarak 24 saatlik idrar1 topland1 ve karin bdlgesindeki arterden 5
mL'lik kan tiipiine kan alindi. Dokuda belirlenen analizlerin gerceklestirilmesi igin, her
bir gruptaki (n=6) sicanlar, o gruptaki gerekli cerrahi miidahalelerin bitiminde uygun
kosullarda sakrifiye edildi. Alinan kan santrifiij edildi, pellet uzaklastirildi, kan serumu

ve alinan 24 saatlik idrarlar, ilgili deneylerde kullanilincaya dek -20°C’de saklandi.
3.5. Western Blot Protokol

Deney gruplarma ve kontrollere ait bobrek doku drneklerinin agirliklar: 6lgtildii. 0.2 g
dokuya 600 pL lizis tamponu ve 10 pL proteaz inhibitor kokteyli (PIK) olacak sekilde
ilgili hesaplamalar yapilarak dokulara eklendi ve dokular homojenize edilerek toplam
protein miktarlar1 belirlendi. Numuneler, 15.000 rpm’de, +4°C’de 10 dakika santrifiij
edilerek stipernatant kisimlari alindi. Siipernatantlar alinip pellet kismu atilarak lizatlar
hazirland1. Hazirlanan lizatlarin protein miktarlar1 Bradford Kit (Thermo Scientific™,
Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit) kullanilarak hesaplandi. Protein
iceriklerine gére her bir grup icerisine distile su ve Laemlie eklenerek érnekler sodyum
dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) yiiriitiilmeye hazir hale
getirildi.
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3.6. SDS-PAGE Metodu

Kullanilan Soliisyonlar:

Ayirma Solisyonu: 18,17 g Tris + 0,4 g SDS 80 mL dH.O'da ¢Ozulir, pH 8.8%e

ayarlanir ve 100 mL'ye tamamlanar.

Toplama soliisyonu: 6,06 g Tris + 0,4 g SDS 80 mL dH20'da ¢oziiliir, pH" 6,8’

ayarlanir ve 100 mL'ye tamamlanir.

Akrilamid- Bisakrilamid (Poliakrilamid): 7,5 g hazir akrilamid — bisakrilamid 37,5:1

toplam hacim 25 mL olacak sekilde distile suda ¢oziilerek hazirlanir.
TEMED (TEtra Metil Etilen Diamin)
%10'luk APS (Amonyum PerSulfat)

Elektroforez yurutme solisyonu (5X): 9 g TRIS, 43.2 g Glisin ve 3 g SDS 600 mL

dH20'da ¢6ziinur. Kullanilacagi zaman 1x olacak sekilde distile su ile seyreltilir.

Blotlama Soliisyonu: 3 g TRIS ve 14,3 g Glisin 700 mL dH.O'da ¢6zlndikten sonra
iizerine 200 mL Metanol eklenerek hazirlanir. Soliisyonun pH'1 8,3-8,6 arasinda

¢ikmalidir, ayarlama yapilmaz.

TBS (10X): 60,55 g TRIS ve 87,66 g NaCl 800 mL dH.O'da ¢6zlnur, pH 7,4%
ayarlandiktan sonra toplam hacim dH20O ile 1000 mL'ye tamamlanarak hazirlanir.
Kullanilacagi zaman 1x seklinde seyreltilir. 1000 mL TBS'e 1 mL Tween-20 eklenerek

yikama soliisyonu olan TBS-T hazirlanir.

Calisilacak olan proteinin molekiil agirligr dikkate alinarak uygun ylizdelerde jeller

hazirland1. Jel yiizdeleri i¢in kullanilmas1 gereken miktarlar asagida belirtilmistir.
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Tablo 3. 5. Ayirma jeli hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

Jel yiizdesi (pL) %5 %7,75 %10 %12,5 %15
Distile su 4680 4000 3300 2640 2000
Ayrilma 2000 2000 2000 2000 2000

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

Tablo 3. 6. Toplama jeli hazirlamak icin gerekli kimyasallar ve miktarlar

(nL) 1 jel icin 2 jelicin 3 jelicin
Distile su 1155 2310 3465
Toplama Solusyonu 500 1000 1500
Poliakrilamid 330 660 990
TEMED 2,5 5 7,5
%10’luk APS 15 30 45
Jeller hazirlandiktan sonra 95°C'de 5 dk kaynatilmis olan 6rneklerin (her

bir kuyucukta 20 pg protein olacak sekilde hesap yapildi) ve c¢alisilan proteinin
molekiil agirhgmma bagli olarak secilmis olan uygun marker yiiklemeleri
gerceklestirildi ve ornekler elektroforez soliisyonu icerisinde 80 Volt'ta 2 saat 10
dakika yiiriitiildii. Yiriime tamamlandiktan sonra jeldeki Ornekler nitroseliiloz
membrana aktarildi. 350 mA'de 1 saat oda sicaklifinda blotlama asamasi yapilarak

jeldeki proteinlerin membrana ge¢mesi saglandi.
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Blotlama isleminin sonunda, calkalayici iizerinde oda sicakliginda 1 saat %5'lik BSA
(TBS-T iginde hazrlandi) ile bloklama asamasi gergeklestirildi. Bloklama
asamasindan sonra membranlar FGF-23, a-Klotho ve B-aktin antikorlar1 ile uygun
dilisyonlarda gece boyu +4°C'de calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda membranlar, 3 defa 10 dk TBS-T ile yikanarak, uygun diliisyonda sekonder
antikor eklenerek karistiric1 lizerinde oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikanan membran, kemiliiminesans
reaktifle yaklasik 5 dakika gelistirildikten sonra, membrandaki protein bantlari,
goriintiileme cihazi araciligiyla tespit edildi. Elde edilen bantlar dansitometre ile

okunarak protein miktarlar1 belirlendi. Internal standart olarak B-aktin kullanildu.

Tablo 3. 7. Western Blot yonteminde kullanilan antikorlar ve seyreltmeleri

Primer antikor Seyreltme Sekonder antikor Seyreltme
FGF23 1/250 Anti-Rabbit 1/2000
a-Klotho 1/100 Anti-Rabbit 1/1000
p-aktin 1/1000 Anti-Mouse 1/5000

3.7. Real-Time PCR Protokoli

Bobrek dokusu orneklerinden Total RNA izolasyonu Trizol (Invitrogen) reaktifi
kullanilarak gergeklestirildi. Bobrek dokulari MagNa Lyser Green Beads tiiplerine
alimd1 ve iizerine 1'er mL Trizol reaktifi eklendi. Homojenizasyon, MagNa-Lyser
cihazinda 6000 rpm’de 25 saniyede gerceklestirildi. Homojenizasyon isleminden
sonra Invitrogen'in protokoluna gére RNA izole edildi. Protokol sonunda elde edilen
RNA pelletleri izerine RNase-free su eklendi. Elde edilen RNA icin konsantrasyon
olciim spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapildi. Islem

sonunda tupler -80°C'ye kaldirild1.

DNase muamelesi RNA (3 pg) 1U DNase | (Invitrogen) ile muamele edildi ve
komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kullanildi. cDNA sentezi, SuperScript™ III
First-Strand Synthesis System kiti (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen) kullanilarak
gerceklestirildi. DNaz ile muamele edilmis olan 3 pg RNA 6rnegine, 10xRT tamponu,
25 mM MgCl,, 10 mM dNTPmix, 0.1 M DTT, 50 ng/uL random heksamerler,
RNaseOUT ve Superscript 11l Reverse Transkriptase (200 U/uL)’den olusan toplam
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10 uL’lik cDNA sentez karisimi ilave edilip yavasca karistirildi. Bu karigim, 25°C’de
10 dakika, 50°C’de 50 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon, 1 pL
RNase H eklenip 37°C’de 20 dakika inkiibe edilerek sonlandirildi. Elde edilen
cDNA’lar PCR i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de saklandu.

Sican FGF23 ve a-Klotho icin spesifik primerler kullanilarak QuantStudio 3 Real-
Time PCR (Applied Biosystems) cihazinda, Power SYBR® Green Master Mix
protokoliine gére Real-time PCR ¢alisildi. 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 nuclease-free 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)
cthazma ait software programi yardimiyla CT (siklus esik degerleri) degerleri
belirlendi. Elde edilen CT degerleri 2" 22T formiiliinde kullanilarak her genin kontrol
grubuna kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplandi. Amplifikasyon, 40 siklusta
gergeklestirildi. Ayrica, Melting Curve analizi ile iirlinlerin beklenen ve gézlenen Tm

degerleri karsilastirilarak PCR firiinlerinin dogrulugu degerlendirildi.

Tablo 3. 8. Real-time PCR deneyi i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler

FGF23 rFGF23bf | 5’-GCTGGCTCCGTAGTGATAATAGG-3’ 132 bp

rFGF23br 5’-GCCGTTCTCTAGCGTCCACT-3’
a-Klotho raKIf 5-TTTGCTTGGGGAGTGGTTGA-3’ 82 bp
raKlr 5’-CCCACAGATAGACATTCGGGTC-3’
GAPDH | rGAPDHf 5’-GTGCCAGCCTCGTCTCATAG-3’ 91 bp

rGAPDHr 5’-AGAGAAGGCAGCCCTGGTAA-3’

3.8. Serum FGF23 ve Klotho Diizeyinin Olgiilmesi

Kontrol ve deney gruplarindan alinan kan 6rneklerinde FGF23 ve a-Klotho dizeyleri

ELISA yontemine dayali 6l¢tim kitleri kullanilarak 6l¢iildii.
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3.9. Idrar Albiimin/ Kreatinin Diizeyinin Olciilmesi

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen idrar orneklerinde albiimin/kreatinin

diizeyleri kolorimetrik olarak, sigana 6zgii 6lgtim kitleri kullanilarak 6l¢uldu.
3.10. idrar Fosfat Atitiminin Olgiilmesi

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen idrar 6rneklerinde idrarda fosfat atilim

diizeyleri kolorimetrik olarak, sicana 6zgii 6l¢iim kitleri kullanilarak 6lgtildii.
3.11. istatistiksel Analizler

Tim istatistik hesaplamalar bilgisayar ortaminda GraphPad Prism programi ile

gergeklestirilmistir (version 5.0, GraphPad Software Incorporated).

Gruplarin  karsilagtirilmasinda Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney U testi

kullanilmastir.

Eslestirilmis 6rneklerin karsilastirilmasi igin Wilcoxon isaretli sira testi kullanilmis ve

p <0.05 i¢in degerler anlamli kabul edilmistir.

Dansitometrik analizler i¢in Image J programi kullanilmistir
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4. BULGULAR

4.1. izole Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin FACS Analiz Sonuglan

Mezenkimal kok hiicreler izole edildikten sonra, flow sitometre analizi sonuglarina
gore CD44, CD90, CD73, CD105 pozitif, hematopoetik belirtecler olan CD34, CDA45,
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 %94.2, CD73 %48, CD90 %96 ve CD105 %68.2’dir.
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Sekil 4. 1. izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin FACS analiz sonuglari

A) CD44 B) CD73 C) CD90 D) CD105 E) Negatif Kontrol i¢in FACS analiz sonuglart.
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4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yonlendirme Sonuclar

Farklilasan mezenkimal kok hiicrelerin kondrosite yonlendirme sonrasi Prusya Mavisi
ile boyanmasi sonucunda kikirdak proteoglikanlarinin boyandiginin belirlenmesi
kikirdak yapisinin olusmaya bagladigin1  gostermistir. Kikirdak kollajenlerinin
boyanmasi igin Sirius kirmizisi boyasi kullanilmistir. Osteojenik farklilastirmay1
gostermek i¢in yonlendirilen hiicrelerdeki kalsiyum depolanmalarini belirlemek igin
Alizarin kirmizist S boyamast yapilmistir. Adipojenik farklilastirmayi gdstermek

amaciyla, yonlendirilen yag hiicreleri i¢in Oil Kirmizis1 O boyamasi yapilmistir.

Sekil 4. 2. Tzole edilen mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma boyamalari

MKH'lerin kondrogenez sonrasi kikirdak hiicrelerine (Prusya Mavisi ve Sirius Kirmizist
boyanmalar1), Osteogenez sonrast kemik hiicrelerine (Alizerin Kirmizisi S) ve Adipogenez sonrasi
(Oil Kirmizis1 O) boyalart ile yag hiicrelerine farklilagmasi.

4.3. Western Blot Bulgulan
4.3.1. FGF23 Protein Ekspresyonu

5/6 nefrektomi modeli olusturulduktan sonra 15 ve 30 giin beklenerek ilerlemis bobrek
hasar1 olusturulan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla FGF23 protein ekspresyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0,01). Nefrektomi yapilarak 30 giin
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beklenen gruba kiyasla, kok hiicre verilerek 15 ve 30 giin beklenen gruplarin FGF23
protein ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir azalma gozlendi (p<0,01). Kok
hicre enjeksiyonundan sonra 30 giin beklenen grup FGF23 protein ekspresyonu
seviyelerinde, Nefrektomi+15 giin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
azalma belirlendi (p<0.05).

A

SHAM NEF NEF+15 NEF+30 KHS+15 KHS+30
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Sekil 4. 3. FGF23 protein ekspresyonlari.

A) Tiim gruplara ait FGF23 ve internal kontrol olarak kullanilan B-Aktin proteinlerinin western blot
sonucuna ait bantlar gosterilmektedir. B) Western blot sonuglarinim bantlarina ait yogunluklarin
taranmasi ile elde edilen veriler siitun grafikleri seklinde belirtilmistir (+ standart hata, * p<0.05

NEF+15 vs KHS+30; ** p<0.01 NEF+30 vs KHS+30; NEF+30 vs KHS+15; SHAM vs NEF+30;
SHAM vs NEF+15; NEF vs. NEF+30 ve n=6).

4.3.2. a-Klotho Protein Ekspresyonu

Nefrektomi modeli olusturulan her {i¢ grup da, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
seviyede Klotho protein ekspresyonu gostermesine ragmen, bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Kok hiicre verilen gruplarda, o-Klotho ekspresyonunun,

nefrektomi yapilarak 30 giin beklenen gruba kiyasla artti31 belirlendi (Sekil 4.4).
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Sham NEF NEF+15 NEF+30 KHS+15 KHS+30
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Sekil 4. 4. Klotho protein ekspresyonlari.

A) Tum gruplara ait Klotho ve internal kontrol olarak kullanilan B-Aktin proteinlerinin western blot
sonucuna ait bantlar gosterilmektedir. B) Western blot sonuglariin bantlarina ait yogunluklarin
taranmasi ile elde edilen veriler siitun grafikleri seklinde belirtilmistir (+ standart hata ve n=6).

4.4. Real-Time PCR Bulgulari
4.4.1. FGF23 mRNA Ekspresyonu

Real-time PCR bulgularmma gére, FGF23’lin gen diizeyinde ekspresyonu, kontrol
grubuna kiyasla nefrektomi olusturulan tiim gruplarda bir artig gostermistir. Bununla
birlikte, nefrektomi olusturulduktan sonra kok hiicre verilerek 30 giin beklenen grupta,
hastaligin en ilerlemis hali olan Nefrektomi+30 giin grubuna kiyasla FGF23 mRNA
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma belirlenmistir. Kok hiicre verilerek 30 giin
beklenen gruptaki FGF23 mRNA ekspresyonu, nefrektomi+30 giin grubuna kiyasla
anlamli sekilde azalmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5. FGF23 mRNA duzeyleri.

Tiim gruplara ait FGF23 ve internal kontrol olarak kullanilan B-Aktin genlerinin Real-Time PCR
sonuglarma ait veriler siitun grafik seklinde belirtilmistir (+ standart hata, * p<0.05 NEF+30 vs.
KHS+30; NEF vs NEF+30 ve n=6).

4.4.2. a-Klotho mRNA Ekspresyonu

Sican a-Klotho genine 6zgii primerler kullanilarak, deney gruplarina ait bobrek
dokularinda Real-time PCR deneyleri gergeklestirildi. Buna gore, Sham grubu ile
kiyaslandiginda, nefrektomi gruplarinda a-Klotho gen ekspresyon diizeyinde azalma
gbzlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Kok hiicre
verilen her iki grupta da a-Klotho ekspresyonu nefrektomi olusturulmus gruplara
kiyasla bir artig gdstermistir fakat bu fark da istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil
4.6).
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Sekil 4. 6. a-Klotho mRNA dizeyleri.

Tum gruplara ait a-Klotho ve internal kontrol olarak kullanilan 3-Aktin genlerinin Real-Time PCR
sonuglarina ait veriler siitun grafik seklinde belirtilmistir (+ standart hata ve n=6).

4.5. Kit Ol¢iim Sonuclar
4.5.1. Serum FGF23 Duzeyi Ol¢imii

Sicana 6zgli ELISA kiti kullanilarak, tiim hayvan gruplarma ait serum Ornekleri
incelendi. Kitin belirttigi sekilde hazirlanan standart grafikten yararlanilarak serum
FGF23 seviyeleri pg/mL cinsinden hesaplandi. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, serum FGF23 diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark gézlenmedi (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7. Serum FGF23 diizeyleri.

(% standart hata ve n=6)
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4.5.2. Serum a-Klotho Duizeyi Ol¢limii

Sicana 6zgli ELISA kiti kullanilarak, tiim hayvan gruplarmma ait serum Ornekleri
incelendi. Kitin belirttigi sekilde hazirlanan standart grafikten yararlanilarak serum o-
Klotho seviyeleri pg/mL cinsinden hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore, Nefrektomi
grubuna kiyasla, Nefrektomi+15 ve Nefrektomi+30 giin gruplarinda serum a-Klotho
seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis bulundu (p<0,05). Serum a-
Klotho seviyeleri, Nefrektomi grubu dokularda, kdk hticre verilerek 15 glin beklenen
grup (p<0.001) ve kok hiicre verilerek 30 giin beklenen gruba (p<0.05) kiyasla,
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak belirlendi. Nefrektomi yapildiktan
sonra 15 giin beklenen gruptaki a-Klotho ekspresyonu, kék hiicre enjeksiyonundan
sonra 15 gun beklenen gruptaki ekspresyona kiyasla anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05).
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Sekil 4. 8. Serum a-Klotho diizeyleri

(% standart hata; * p<0.05: Nef vs KHS+30; Nef+15 vs KHS+15; Nef vs Nef+30; Nef vs Nef+15;
***n<0.001: Nef vs. KHS+15 ve n=6)

4.5.3. Idrar Fosfat Ol¢iimii

Sicana 6zgii kolorimetrik kit kullanilarak, tiim hayvan gruplarina ait 24 saatlik idrar
ornekleri incelendi. Kitin belirttigi sekilde hazirlanan standart grafikten yararlanilarak
idrar fosfat seviyeleri mmol/L cinsinden hesaplandi. Buna gore, kok hiicre
enjeksiyonundan sonra 15 ve 30 giin beklenen her iki grupta da idrar fosfat seviyeleri,
nefrektomi grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik olarak belirlendi

(p<0,05). Nefrektomi olusturulduktan sonra 30 giin beklenen grupta, kok hiicre
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verilen her iki gruba kiyasla fosfat seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulundu (p<0,05). Nefrektomi yapildiktan sonra 15 giin beklenen gruptaki idrar fosfat
ekspresyonunun, kok hiicre enjeksiyonu yapilan her iki gruptaki idrar fosfat
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) sekilde yiiksek oldugu
belirlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. Idrar fosfat diizeyleri

(% standart hata; * p<0.05: Nef vs KHS+15; Nef vs KHS+30; Nef+30 vs KHS+15; Nef30 vs
KHS+30. ***p<0.01: Nef+15 vs. KHS+15; Nef+15 vs. KHS+30 ve n=6)

4.5.4. idrar Albiimin/Kreatinin Oranm Olciimii

Sicana 0zgii kolorimetrik kit kullanilarak, tiim hayvan gruplarina ait 24 saatlik idrar
ornekleri incelendi. Kitin belirttigi sekilde hazirlanan standart grafikten yararlanilarak
idrar albiimin/kreatinin orani mg/g cinsinden hesaplandi. Buna gore, nefrektomi + 30
giin grubunun alblimin kreatinin oranmin, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olarak arttig1 belirlendi (p<0,05). Kok hiicre verildikten sonra 15 giin beklenen
gruba kiyasla, nefrektomi grubu ile nefrektomi olusturulduktan sonra 30 giin beklenen
gruptaki albiimin / kreatinin oranlarina bakildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
azalma goriildii (p<0,05). Benzer sekilde, kok hiicre verildikten sonra 15 glin beklenen
gruba kiyasla, nefrektomi olusturulduktan sonra 15 giin beklenen gruptaki albiimin
kreatinin oraninda da bir azalma goriildii fakat bu azalma istatistiksel olarak anlaml

degildi (Sekil 4.10).

37



*

5
5 60+
=
£ -
S 3 40-
= E
S, —
£
E 204
2
<

0-

2y

Sekil 4. 10. Idrar albiimin/kreatinin orani

(% standart hata; * p<0.05: Nef+30 vs KHS+15; Nef vs KHS+15; SHAM vs Nef+30 ve n=6)



5. TARTISMA

Kronik bobrek hastaligi, 21. ylizyilda insan sagligini tehdit eden en 6nemli halk saglig1
sorunlarindan biridir (Yan ve Shao 2024). KBH'ye bagh oliimler diinya capinda
artmaktadir ve KBH, 2040 yilina kadar en yaygin besinci 6liim nedeni olma yolunda
ilerlemektedir. Geg teshis ve sinirli tedavi araglari, bu ilerleyisi etkileyen iki faktordiir.
KBH, esas olarak ¢esitli patojenik faktorlerin bdbrek yapismma ve fonksiyon
bozukluguna neden oldugu ve bdbrek fonksiyonlarinda geri doniisiimsiiz kaybin
meydana geldigi bir hastalik tiirtidiir. KBH etiyolojisi karmasiktir ve fibrozise yol acan
diizensiz sinyal yolaklarini igerir. Mevcut tedaviler smirli olmakla birlikte, daha etkili

tan1 ve tedavi yontemlerine yonelik arayislar yogundur (Reiss ve ark., 2024).

Kendini yenileme ve farkli soylardan hiicreler olusturma kapasitesi kok hiicrelerin iki
iyl Ozelligidir. Kok hiicreler kokenlerine gore siiflandirilabilir; embriyonik kok
hiicreler, yetiskin kok hiicreler ve uyarilmis pluripotent kok hiicreler. Yetigskin kok
hiicreler, viicuttaki ¢esitli dokularda bulunan ve o spesifik doku veya organin birden
fazla hiicre tipine farklilagsma kapasitesine sahip, farklilasmamais hiicrelerdir. Bu kék
hicreler mezenkimal kdk hiicreleri, hematopoietik kok hicreleri, uydu hiicrelerini ve
kas kok hiicrelerini igerir. Mezenkimal kok hiicreler ilk olarak kobaylarm kemik iligi

ve dalagindan izole edilmistir (Habiba ve ark., 2024).

Mezenkimal kok hicrelerin diyabet, kanser, Parkinson ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar basta olmak tlizere ¢ok sayida hastaliktaki etkisi genis ¢capta
aragtirtlmigtir.  Pro-anjiyogenik, immdinosupresif ve anti-fibrotik yetenekleri
inflamasyonla miicadele etmelerine ve doku onarimini tesvik etmelerine olanak tanir
ve bu da onlar1 potansiyel olarak fibrozisi de tedavi edebilen bir hiicre popiilasyonu
haline getirir. Genel olarak MKH’ler, bobrek fibrotik siirecinin spesifik agamalarini

engelleyerek koruyucu fibrotik aracilar olarak gorev yapar (Liu ve ark., 2024).

Mezenkimal kok hiicrelerin bobrekler iizerinde olumlu etkileri oldugu, glomeriiler
boyut, podosit apoptozu, glomeriiler matris genislemesi/skleroz, peritiibiiler
interstisyel fibrozis, renal tiibiiler epitel hiicre Olimii ve farklilagmasi,
tiiblilointerstisyel fibrozis gibi c¢esitli negatif siireclerde azalmaya yol agtig1
bulunmustur. Bu etkiler albiiminiirinin azalmasi1 ve bobrek fonksiyonunun énemli bir
Olcusu olan glomertler filtrasyon hizinin stabilizasyonu ile de baglantilidir (Habiba ve
ark., 2024).
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Mezenkimal kok hiicreler genis bir klinik uygulama yelpazesi i¢in uygun ve
uygulanabilir kaynaklardir. Reinders ve ark., 2021 yilinda yaptiklari randomize klinik
calismada, MKH tedavisi ile 24 hafta sonunda kantitatif fibroz skorlarinin iyilestigini
bulmuslardir. Ek olarak, post-hoc analizlerle MKH grubundaki korunmus bobrek

fonksiyonunu ortaya koymuslardir.

Mezenkimal kok hiicrelerin salgiladigi parakrin faktorler, MKH'lerin kiiltiir
kosullarina, hiicre gecis sayisina, kiiltiir ortammin boyutuna (iki veya {i¢ boyutlu) ve
kiiltiir ortamina bagl olarak biiyiik cesitlilik gosterdiginden MKH igerigini ve bobrek
hasar1 tizerindeki terapotik etkinligini standardize etmek zordur. Nagaishi ve ark.,
2016 yilinda yaptiklar1 calismada, MKH'lerin antifibrotik bir etki gostererek diyabetik
nefropatiyi (DN) tyilestirip iyilestiremedigini arastirmiglardir. MKH'lerden tiiretilen
ekzosomlarm bu islevlerde kismen yer alabilecegini ortaya koymuslardir. Calismanin
sonucuna gore, MKH tedavisi tiibiiler interstisyel fibrozu baskilamis, transforme edici
blyltme faktori-pf’nin (TGF-B) artan ektopik ekspresyonunu tersine ¢evirmis;
diyabetli farelerin tiibiilointerstisyumunda da olumlu ydnde fibrotik degisiklikler

gozlemlenmistir.

Alfarano ve ark., 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, kemik iliginden elde edilen
MKH’lerin, iskemi-reperfliizyon sonrasi bobrekteki islev bozuklugunu ve bu
bozulmaya dahil olan mekanizmalar1 arastirmay1 amaclamislardir. Bu kapsamda,
iskemi-reperflizyon ve immiinosiipresif tedaviden sonra klinikte olusan kronik bobrek
hasarmin gelisimini taklit eden orijinal bir kemirgen modelini kullanmislardir. Bu
modeli kullanarak, dogrudan bobrege enjekte edilen MKH'leri kullanilarak yapilan
hiicre bazli tedavinin, fibrozis gelisimini Onleyip Onlemedigi veya azaltip
azaltmadigini arastirmislardir. Bu amagla, sag bobrekte nefrektomi, sol bobrekte
iskemi-reperflizyon hasar1 ve 28 giin boyunca siklosporin tedavisini kapsayan bir
hayvan modeli olusturmuslardir. Erkek Lewis sicanlarinin kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok htcreler, iskemi-reperflizyon hasarindan 7 ve 14 giin sonra bobrek
parankimine dogrudan enjekte edilmistir. MKH enjeksiyonunun bdbrek fonksiyonu
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in, iskemi-reperflizyon hasarindan 7, 14 ve 28
giin sonra toplanan kan 6rneklerinde kreatinin ve iire plazma seviyelerini §lgmiislerdir.
Bu deneysel kosullarda, plazma kreatinin ve {ire konsantrasyonlar1 kontrol grubuna
kiyasla hasta grupta Onemli bir artis goOstermistir. Ayni zamanda, MKH'lerin

intraparenkimal enjeksiyonunun, bobrek fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir.
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Tiim sonuclar birlikte degerlendirildiginde, MKH’lerin terapotik etkinliginin varligi
belirtilmig, fakat bu etkinin renal fibrozis derecesine bagli olabilecegini

vurgulanmustir.

An ve ark., 2019 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada, ilk kez, mezenkimal kdk hiicre
uygulamasini insan olmayan diyabetik primatlar iizerinde denemislerdir.
Aragtirmacilar, rhesus makak maymunlarinda diyabetik nefropati modeli gelistirmis
ve bu hayvanlara 2 ay boyunca dort kez mezenkimal kok hiicre uygulamiglardir.
Verilen etiketli MKH'lerin bobreklere gog ettigini tespit eden arastirmacilar; bu
hayvanlarda MKH tedavisinden sonra, proksimal tiibtler epitel hicrelerinde sodyum
glukoz kotransporter-2 (SGLT-2) regiilasyonunu baskilanmasi ve glisemik degerlerde
lyilesme gibi diyabetik nefropati ile iliskisi olan farkli metabolik degisiklerle bobrek

fonksiyonu tizerindeki iyilesmeyi tespit etmislerdir.

Konu ile ilgili yapilan bir bagka calismada, arastirmacilar kemik kaynakli kok
hicrelerin  miR-124a ile kombinasyonunun, bobrek dokusunu korudugunu
gostermistir. miR-124a ile birlikte MKH uygulamasi, podosit hiicrelerinin

proliferasyonunu arttirmig ve apoptozunu engellemistir (Sun ve ark., 2018).

2019 yilinda Bai ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada, MKH'lerin DN modelinde lipid
metabolizmasii diizenleyerek koruyucu etkilerini gostermislerdir. Arastirmacilar, ilk
olarak, MKH tedavisinden sonra DN grubu siganlarm bdbreklerinde Lipoksin A4'lin
(LXA4) o6nemli Olcude arttigini ortaya koymustur. LXA4, MKH'lerin koruyucu
mekanizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Daha sonra, diyabetik nefropati ile
iligkili fibrozis sinyal yolu ve proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini belirleyen
aragtirmacilar, hem mezenkimal kok hiicre hem de LXA4 tedavisinin, TGF-B/Smad
sinyallemesini ve TNF-a, IL-6, IL-8 ve IFN-y dahil olmak {izere proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Bu veriler, MKH'lerin
DN'deki TGF-p/Smad sinyallemesini ve proinflamatuar sitokinleri hedef alarak LXA4

araciligiyla DN patogenezinin ilerlemesini baskiladigini gostermektedir.

Adipoz doku kaynakli kok hiicre nakli (ASC) de, diyabetik nefropati i¢in umut
vaadeden bir tedavidir. Ancak, bu hiicrelerin intravaskiiler uygulanmasi hedef
organlarda diisiik tutunma ile sonuglanir. Bu nedenle, hiicre tabakasi teknolojisini
ASC'lere uygulamayi diisiinen Takemura ve ark., ASC tabakalarini dogrudan bir DN

sican modelinin bobreklerine naklederek terapotik sonuglar: analiz etmislerdir. Bobrek
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koruyucu etkilerin, nakledilen ASC'lerden salgilanan gesitli trofik faktorlerin parakrin
etkilerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Mevcut ¢alismada, ASC tabakalarinin
iist stvisinda BMP-7, EGF, HGF, IGF-1 ve PGI2 salgilanmasi tespit edilmistir; bu
faktorlerin bobrek hasarinin iyilesmesine katkida bulundugu bilinmektedir. Nakledilen
allojenik hiicrelerin nakilden 14 giin sonrasina kadar hayatta kaldigin1 dogrulayan
aragtirmacilar, ASC'lerin parakrin etkisi aracilifiyla saglanan bobrek koruyucu etkinin
sagkalim siireleri boyunca basariyla gerceklestirildigini ve allojenik ASC'lerin
diyabetik nefropatinin iyilesmesine katkida bulunuyor oldugunu diistinmiislerdir.
Ozetle, ASC tabakasi nakli, tutunma verimliligini arttrmis; kok hiicre uygulamasi,

bobrek yapisini hem glomeriiler hem de tiibiiler seviyelerde korumustur (Takemura ve
ark., 2020).

2015 yilinda, Ni ve ark., yaptiklar1 bir caligmada, diyabetik nefropati modeli
olusturulmus siganlarda adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun
koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Buna gore, ASC tedavisinin bobrekteki histolojik
degisiklikleri iyilestirdigini, apoptoz oranmi ve Wnt/B-katenin ekspresyonunu

azalttigin1 ve Klotho ekspresyonunu arttirdigini belirtmiglerdir.

Calismamizda, sicana 6zgii kolorimetrik kiti kullanarak, tiim hayvan gruplarina ait 24
saatlik idrar 6rneklerinde albliimin/kreatinin oranlar1 tespit ettik. Kitin belirttigi sekilde
hazirlanan standart grafikten yararlanilarak idrar albiimin/kreatinin oranini 6lgtiik.
Buna gore, nefrektomi+30 giin grubunun alblimin Kreatinin oraninin, kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak arttigini belirledik (p<0,05). Kok hiicre
verildikten sonra 15 giin beklenen gruba kiyasla, nefrektomi grubu ile nefrektomi
olusturulduktan sonra 30 giin beklenen gruptaki albiimin/kreatinin oranlarina
baktigimizda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma gordiik (p<0,05). Benzer sekilde,
kok hiicre verildikten sonra 15 giin beklenen gruba kiyasla, nefrektomi olusturulduktan
sonra 15 giin beklenen gruptaki albiimin/kreatinin oraninda da bir azalma tespit ettik.
Elde ettigimiz sonuglarin, literatiirdeki ilgili diger ¢aligmalarla ortaya koyulan

sonuglar ile uyumlu olmasi, hayvan modelimizin dogrulugunu bize kanitladi.

Ulusal Bobrek Vakfi, ABD Gida ve Ilag Dairesi ve Avrupa ilag Ajansi'nin ortak bir
calistayi, albliminiiride erken bir degisikligin klinik ¢caligmalarda KBH ilerlemesi i¢in
uygun bir belirte¢ olabilecegini dnermistir. Buna gore; Green ve ark. (2023), T2D ve
evre 2-3 KBH bireyleri iceren 807 yetiskin ile gerceklestirdikleri randomize ve
kontrollii Faz 2 ¢alismasinda (¢alismaya idrar albiimin/kreatinin oran1 (UACR) >300—
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<5000 mg/g olan kisiler dahil edilmistir) idrar albiimin/kreatinin oraninin diisiiriilmesi
ile bobrek iyilesmesi arasindaki iligskiyi ortaya koymuslardir. Benzer sekilde, diyabeti
olan yaklagik 500.000 kisiyi igeren bir meta-analizde, idrar alblimin/kreatinin
oranindaki bir degisikligin son evre bobrek hastaligina ilerleme riskiyle iliskili oldugu
gosterilmistir (Coresh ve ark., 2019). Yine baska bir calismada, diyabetli>20.000
Katilimciya ait veriler igeren 41 klinik ¢alismanin meta-analizi, albiminari ile bobrek
arasinda net bir iligki ortaya koymustur. Albiiminiirideki %30'luk bir azalma, son evre
bobrek hastaligi da dahil olmak tizere bobrek hastaligi ilerleyisinde %27'lik bir azalma
ile iliskilendirilmistir (Heerspink ve ark., 2019). Elde ettigimiz bulgular, bu sonuglar

ile paralellik gostermektedir.

Kronik bobrek hasar1 ve mineral-kemik iligi metabolizmas: ile ilgili yakin zamanda
tanimlanan iki yeni oyuncu FGF23 ve a-Klotho'dur. FGF23 esas olarak kemikteki
osteositler tarafindan iretilen fosfatiirik bir hormondur. FGF23 sentezi ve
salgilanmasmin diizenlenmesi tam olarak aydinlatilmamis olmasma ragmen Pi,
kalsiyum, D vitamini tiirevleri, PTH ve diger faktorlerin FGF23 diizeyini etkiledigi
goriilmektedir. FGF23, fibroblast biiylime faktorii reseptorleri 1c, 3¢ ve 4'e baglanir ve
serum Pi seviyelerinin dogrudan diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. Bunu,
proksimal tiibiilde sodyuma bagli Pi ortak tasiyicilari olan sodyum-PiIla ve IIc'yi asagi
regiile ederek ve boylece renal Pi atilimini artirarak yapar (Yamada ve Giachelli 2017).
Ek olarak FGF23, la-hidroksilazi inhibe eder ve 24o0-hidroksilaz aktivitesini arttirir,
boylece kalsitriol seviyelerini azaltir; bu da serum Pi normalizasyonunu destekler.
Fonksiyonel D vitaminindeki azalma, bagirsakta fosfat ve kalsiyum emilimini smirlar.
FGF23'tin FGFR'lere baglanmasi, zorunlu bir yardimci reseptor olarak tip I
transmembran proteini a-Klotho'yu gerektirir. FGFR'ler pek c¢ok yerde eksprese
edildiginden, bir hiicre lizerinde a-Klotho'nun varligmnin, FGF23 etkisi i¢in doku
spesifikligini sagladig: diisiiniilmektedir. a-Klotho esas olarak bdbrek, paratiroid bezi
ve koroid pleksusta eksprese edildiginden, FGF23'ilin fonksiyonunun tarihsel olarak bu
organlarla smirli oldugu diisiiniiliiyordu, ancak bu paradigma, FGF23'iin bagka
reseptorlere ve kalp dahil baska hedef dokulara sahip olabilecegine dair artan kanitlarla

degismektedir (Portales-Castillo ve Simic 2022).

Bobrekte FGF23, FGF reseptoriine ve onun yardimci reseptorii Klotho'ya baglanir.
Hem akut hem de kronik bobrek hasari, hiperfosfatemiyi 6nleme mekanizmasi olarak

dolagimdaki FGF23 diizeylerini artirir. Yiiksek FGF23 diizeylerinin bobrek hastaligi
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olan hastalarda morbidite ve mortalite ile iliskili oldugu bulunmustur. Ancak o-
Klotho'nun genel popiilasyonda ve KBH hastalarinda koruyucu etkilerini test eden

hi¢bir klinik ¢aligma bulunmamaktadir (Yamada ve Giachelli 2017).

Calismamizda ilk olarak term plasentalarin amniyon membranindan izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin flow sitometre ile karakterizasyonunu gergeklestirdik.
Daha sonra bu hucrelerin adiposit, kondrosit ve osteositlere yonlendirilme deneylerini
yaptik. 5/6 nefrektomi olusturulan bazi gruplara (kok hiicre+15 giin (n=6) ve kok
hiicre+30 giin gruplar1 (n=6)) kok hiicre enjekte ettik.

Tiim gruplarda FGF23 ve a-Klotho diizeylerini Western Blot yontemi ile belirledik.
Analiz sonuglarina gore 5/6 nefrektomi modeli olusturulduktan sonra 15 ve 30 giin
beklenerek ilerlemis bobrek hasari olusturulan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla
FGF23 protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozledik (p<0,01).
Nefrektomi yapilarak 30 giin beklenen gruba kiyasla, kok hiicre verilerek 15 ve 30 giin
beklenen gruplarin FGF23 protein ekspresyon seviyeleri arasinda ise anlamli bir
azalma gordik (p<0,01). Kok hicre enjeksiyonundan sonra 30 gln beklenen grup ile
Nef+15 giin grubu arasimda FGF23 protein ekspresyonu seviyeleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirledik (p<0.05). Nefrektomi modeli olusturulan
her ii¢ grup da, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik seviyede Klotho protein
ekspresyonu gosterdi. Kok hicre verilen her iki gruptaki protein diizeyindeki Klotho
ekspresyonunun ise, nefrektomi yapilan gruba kiyasla arttigimi belirledik. Western
Blot bulgularimizin literatiirdeki benzer ¢alismalarla uyumlu olmasi, deneyimizi
tasarlarken planladigimiz sonuglara ulastigimizi bize gosterdi. Mezenkimal kok hiicre
enjeksiyonundan sonra nefrektomi gruplarinda FGF23 protein ekspresyon
seviyesindeki azalma ile Klotho protein ekspresyon seviyelerinde artis, renal hasara

kars1 MKH'lerin terapdtik etkilerinden kaynaklaniyor olabilir.

FGF23 ve a-Klotho mRNA ekspresyonlarint Real-Time PCR yontemi ile
degerlendirdik. Buna gore, FGF23’iin gen diizeyinde ekspresyonu, kontrol grubuna
kiyasla nefrektomi olusturulan tiim gruplarda bir artis gdsterdi. Bununla birlikte,
nefrektomi olusturulduktan sonra kok hiicre verilerek 30 giin beklenen gruptaki
mRNA ekspresyonlarini, hastalign en ilerlemis hali olan Nefrektomi+30. giin grubu
kiyasla (p<0,05) anlaml1 olarak azalmis bulduk. Gruplar arasinda en belirgin azalmayz,
(p<0,05) Nefrektomi+30. glin grubu ile kok hicre verilerek 30 giin beklenen grup

arasinda belirledik. Sham grubu ile kiyasladigimizda, nefrektomi gruplarinda a-Klotho
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gen ekspresyon diizeyinde bir azalma belirledik. a-Klotho gen ekspresyon seviyeleri,
kok hiicre verilen her iki grupta da nefrektomi olusturulmus gruplara kiyasla bir artig
gosterdi. Real-time PCR deneylerinde elde ettigimiz sonuglar hem kendi i¢ginde hem
de literatlr ile tutarliydi. Gen diizeyinde elde ettigimiz sonuglar, Western blot
deneyleri ile protein diizeyinde tespit ettigimiz sonuglar ile uyumluydu. Bu paralellik,
mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin protein diizeyinde oldugu gibi gen diizeyinde

de bir iyilesmeye neden olmasi ile agiklanabilir.

Yamada ve ark. (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada arastirmacilar kronik bobrek hasarmin
aslinda bir a-Klotho eksikligi durumu olarak tanimlanabileceginden bahsetmistir. Bu
sebeple KBH'li hastalarda ¢6ziinebilir a-Klotho'yu yenilemek veya membrana bagl a-
Klotho'nun ekspresyonunu arttirarak KBH ilerleyisinin 6niine gegme Onerisini ortaya
koymuslardir. Klotho esas olarak distal tiibiilde ifade edilirken, FGF-23'in fosfat
tagtyicilart ve D vitamini metabolizmasi tizerindeki etkileri proksimal tibilde
meydana gelir. Onal ve ark. (2018), bunu kanitlamak i¢in, yaptiklar1 bir ¢alismada
farelerin proksimal tiibiiliinde Klotho'nun ablasyonu gerceklestirilmis ve yiiksek
fosfatlhl bir diyetle tehdit edildiginde bu durumun hiperfosfatemi ile sonug¢landigi
belirlenmistir. Insanlarda veya farelerde Klotho eksikligi, FGF23 eksikligine benzer
sekilde siddetli hiperfosfatemiye ve 1,25(OH)2D seviyelerinde azalmaya yol agar.
KBH ilerlemesi sirasinda o-Klotho seviyelerinin FGF23'teki artisa paralel olarak

azaldig1 ortaya koyulmustur. Bizim sonuglarimiz da bu verileri destekler niteliktedir.

Calismamizda FGF23’iin bobrek fonksiyonu ile olan iliskisi bilindiginden FGF23 ve
a-Klotho’nun serum diizeyleri sicana 6zgii ELISA kit ile; idrarda fosfat atilim
diizeylerini de sigana 6zgii kolorimetrik kit kullanarak dlgtiik. lk olarak tiim hayvan
gruplarina ait serum 6rneklerinde FGF23 diizeylerini ELISA kit yardimiyla belirledik.
Buna gore, kontrol grubuna kiyasla, nefrektomi gruplarinda serum FGF23 seviyelerini
daha yuksek olarak belirledik. Ayrica, sigana 6zgii ELISA kit kullanarak serum a-
Klotho seviyelerini belirledik. Buna gore, Nefrektomi grubuna kiyasla kok hiicre
verilerek 15 gin beklenen grup (p<0.001) ve kok hiicre verilerek 30 giin beklenen
gruptaki (p<0.05) Klotho diizeyleri, istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulduk.
Nefrektomi yapildiktan sonra 15 giin beklenen gruptaki a-Klotho ekspresyonu ise, kok
hiicre enjeksiyonundan sonra 15 giin beklenen gruptaki ekspresyona kiyasla anlamli

sekilde duisiiktii.
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Desbiens ve ark., (2022) yaptiklar1 bir ¢aligmada, KBH olan (¢ogunlukla evre 3A) ve
olmayan bireyler arasinda FGF23 diizeylerinin farkinda bakmislar ve KBH'de
FGF23'lin erken donemde arttigin1 gosteren bir sonug ortaya koymuslardir. Konu ile
ilgili yapilan bir baska ¢alismada, KBH'de, eGFR 60 mL/dk/1,73 m?'nin altma diistiigii
anda, fosfat tutulumu, plazma D vitamini ve kalsiyumda azalma ile birlikte FGF23
diizeylerinde artis ortaya koyulmustur. Arastirmacilar, tiim bu degisen faktorlerin,
ilerlemis bobrek hasar1 ve sekonder hiperparatiroidizm gelisimi ile olan iligkisini
gostermiglerdir (Sinha ve ark., 2022). Bizim ¢alismamizda, bobrek hasarinin ilerleyisi

ile 6lciilen FGF23 seviyelerindeki artis, bu 6rnek calismalar1 destekler niteliktedir.

Calismamizda ayni zamanda, sigana 6zgii kolorimetrik kit kullanarak, tiim hayvan
gruplarma ait 24 saatlik idrar 6rneklerinde fosfat diizeylerini belirledik. Kitin belirttigi
sekilde hazirlanan standart grafikten yararlanilarak idrar fosfat seviyelerini hesapladik.
Buna gore, nefrektomi grubundaki idrar fosfat diizeyleri, kok hiicre verilen her ikKi
gruba kiyasla anlamli sekilde ytiksekti (p<0,05). Nefrektomi olusturulduktan sonra 30
giin beklenen grupta, kok hiicre verilen her iki gruba kiyasla fosfat seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmist1 (p<0,05). Nefrektomi yapildiktan sonra 15
giin beklenen gruptaki idrar fosfat atiliminin, kok hiicre enjeksiyonu yapilan her iki
gruptaki idrar fosfat ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0,01)

sekilde yliksek oldugunu belirledik.

Paratiroid hormonu ve FGF23, KBH patogenezinde merkezi bir rol oynar. Her iki
hormon da bobrek fonksiyonu azaldik¢a, muhtemelen normal fosfat dengesini
korumaya bir yanit olarak artar, ancak hastalar bobrek yetmezligine ulastiginda, PTH
ve FGF23 fosfatlrik etkilerini gostermede basarisiz olur, bu da hiperfosfatemiye ve
PTH ve FGF23'te daha fazla yiikselmeye yol acar. Orta ve ileri evre KBH'li hastalarda,
normofosfatemi, FGF23 ve PTH'nin fosfatiiriyi artrmaya yonelik etkisi ile korunur,
ancak KBH'nin ilerlemesi, renal Klotho ekspresyonunun azalmasiyla birlikte bobregin
iriner fosfat salgilama yeteneginde bir azalmaya yol agarak belirgin bir hiperfosfatemi
gelismesi ile sonuglanir (Komaba 2023). Bu siirece kalsitriol diizeylerinde kademeli
bir azalma eslik eder ve bu da PTH salgilanmasini daha da uyarir. Bu nedenle ilerlemis
KBH'li hastalarda siklikla hiperfosfatemi, azalmis kalsitriol seviyeleri ve sekonder

hiperparatiroidizm goriiliir. Bu veriler bizim sonuglarimizla paralellik gdstermektedir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, kronik bobrek hasarinin tant ve

progresyonunun degerlendirilmesi i¢in énemli bir biyobelirte¢ olan FGF23’iin renal
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hasardaki onemini elde ettigimiz bulgularla destekledigimizi diisiiniiyoruz. Ayni
zamanda, elde ettigimiz sonuclarin, mezenkimal kok hiicrelerin kronik bobrek hasari
iizerindeki iyilestirici etkisi ile ilgili yapilan caligmalara katki saglayabilecegine

inantyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda nefrektomi modeli yapilarak kronik bobrek hastaligi olusturulmus
sicanlarda, mezenkimal kok hiicrelerin terapdtik etkileri dnemli bir biyobelirteg olarak
onerilen FGF23 ve onun koreseptorii Klotho’nun gen ve protein diizeyindeki
ekspresyonlari ile serum konsantrasyonundaki degisiklikler {izerinden incelenmistir.
Ayrica deney grubuna dahil olan siganlarin tiimiiniin, sakrifiye edilmeden 6nceki son
24 saatlik idrar1 toplanmig, ve bu idrarlarda fosfat diizeyleri ile, alblimin/kreatinin

oranlar1 6l¢iilmiistiir. Calismamizin sonuglarini agsagidaki gibi 6zetleyebiliriz:

1. Fosfaturik bir hormon olan FGF23, kronik bobrek hastaligi i¢in biyobelirte¢ olarak

Onerilen 251 aminoasitli bir polipeptiddir.

2. Tim deney gruplarinda, FGF23 protein ekspresyonlar1 Western Blot yontemi ile
incelendiginde, kontrol gruplarina kiyasla nefrektomi gruplarindaki protein
ekspresyonlarinda artis ortaya koyuldu. Buna ek olarak, FGF23’iin metabolik
aktivitelerini gerceklestirmek i¢in ihtiya¢ duydugu koreseptor olan Klotho’nun da tiim
deney gruplarindaki protein ekspresyonlar1 Western Blot yontemi ile incelenmis;
kontrol gruplarina kiyasla nefrektomi gruplarinin protein ekspresyonlarindaki azalma
belirlenmistir. FGF23 ve Klotho i¢cin elde ettigimiz bu sonuglar, FGF23’iin etki
mekanizmasini destekler niteliktedir. Mezenkimal kok hiicre enjeksiyonundan sonra
ise nefrektomi gruplarinda FGF23 protein ekspresyon seviyesindeki azalma ile Klotho
protein ekspresyon seviyelerinde artis, renal hasara karst MKH'lerin terapdtik

etkilerinden kaynaklaniyor olabilir.

3. Tim gruplar i¢in FGF23 ve Klotho mRNA ekspresyonlar1 Real-time PCR metodu
ile incelenmistir. FGF23 mRNA ekspresyonlari, kontrol grubuna kiyasla, nefrektomi
yapilan gruplarda artmis; kok hiicre enjeksiyonundan sonra ise azalma gostermistir.
Kontrol grubuna kiyasla, nefrektomi gruplarinda Klotho mRNA ekspresyonunda tespit
edilen azalma ise, kok hiicre enjeksiyonundan sonra artig gostermistir. Gen ve protein
diizeyinde elde ettigimiz paralel sonuglar, mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin
protein diizeyinde oldugu gibi gen diizeyinde de bir iyilesmeye neden olmasi ile

aciklanabilir.

4. Hayvan modeli olarak subtotal nefrektomi olusturulduktan sonra, KBH nin 6nemli
parametrelerinden biri olarak kabul edilen “’fosfatiiri’’yi dogrulamak adna, 24 saatlik

idrarda fosfat atilim diizeyleri kolorimetrik kit yardimiyla belirlenmistir. Buna gore,
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fibrozis siddeti arttik¢a idrar ile atilan fosfat miktarinin giderek arttigi; kok hiicre
enjeksiyonundan sonra ise anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur. FGF23 gibi PTH
de, KBH patogenezinde merkezi bir rol oynar. Her iki hormon da bébrek fonksiyonu
azaldikc¢a, muhtemelen normal fosfat dengesini korumaya bir yanit olarak artar, ancak
bobrek hasart ilerlediginde PTH ve FGF23 fosfatiirik etkilerini géstermede basarisiz
olur, bu da hiperfosfatiiriye ve PTH ve FGF23'te daha fazla yiikselmeye yol acar. Elde
ettigimiz sonuglar bu mekanizmayla uyumlu olmakla birlikte, mezenkimal kdok

hlcrelerin renal hasar Uzerindeki terap6tik etkisini de destekler niteliktedir.

5. Hayvan modeli olarak subtotal nefrektomi olusturulduktan sonra, KBH nin 6nemli
parametrelerinden bir digeri olarak kabul edilen alblimin/kreatinin orani da 24 saatlik
idrarda sicana 6zgili kolorimetrik kit ile belirlenmistir. Buna gore, deney gruplarinda
bobrek hasarmin siddeti arttikca idrarda hesaplanan albiimin/kreatinin oraninin
giderek arttig1; kok hiicre enjeksiyonundan sonra bu artigin yerini azalmaya biraktigini

tespit ettik. Bu sonuglar da, hayvan modelimizin dogrulugunu bize gdstermistir.

Sonug olarak, kronik bobrek hasarinin tani ve progresyonunun degerlendirilmesi i¢in
onemli bir biyobelirte¢ olan ve uygun terapotik miidahale se¢imlerine yol agan degerli
klinik bilgiler saglamaya yardimci olabilecegine inandigimiz FGF23’iin renal
hasardaki 6nemini, elde ettigimiz bulgularla destekledigimizi diistinmekteyiz. Ayni
zamanda, elde ettigimiz sonuglarin, mezenkimal kok hiicrelerin kronik bobrek hasari
iizerindeki 1iyilestirici etkisi ile 1ilgili yapilan caligmalara katki saglayabilecegi

kanisindayiz.
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