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ÖZET 

 

Amaç: Kronik böbrek hasarının (KBH) erken teşhisi ve tedavisi, progresyonu ve 

ekstrarenal komplikasyonlarının önlenmesi açısından önemlidir. Deneysel çalışmalar 

mezenkimal kök hücrelerin (MKH) KBH modellerinde böbrek fonksiyonlarını iyileştirme 

potansiyelini ortaya çıkarmıştır. FGF23, KBH tanısı için önerilen biyobelirteçlerden 

biridir. Çalışmamızda nefrektomi yapılarak sıçanlarda kronik böbrek hastalığı 

oluşturulmuş ve bu sıçanlara insan plasentasından elde edilen MKH enjekte edildi. 

MKH’lerin terapötik etkileri, sıçanların böbreklerinde, FGF23 ve Klotho üzerinden 

değerlendirildi. 

Yöntem: Term plasentalarındaki amniyon membranından MKH izolasyonu 

gerçekleştirildi. Elde edilen hücreler için karakterizasyon ve yönlendirilme deneyleri 

yapıldı. 5/6 nefrektomi modeli yapılarak KBH modeli oluşturuldu. MKH enjekte edilmiş 

ve edilmemiş sıçanların böbrek dokusunda Western Blot protokolü ile protein; Real-time 

PCR metodu ile gen düzeyinde FGF23 ve Klotho analizleri gerçekleştirildi. ELISA 

yöntemi ile serum FGF23 ve α-Klotho düzeyleri; kolorimetrik metod ile idrarda 

albümin/kreatinin oranı ve fosfat düzeyleri ölçüldü. 

Bulgular: Nefrektomi yapılan gruplarda, FGF23 gen ve protein ekspresyonlarında 

kontrol gruplarına kıyasla bir artış gözlendi. MKH verilen sıçanlarda, MKH verilmemiş 

KBH'li gruplara kıyasla FGF23 ekspresyonunda azalma belirlendi. MKH verilen 

gruplarda, nefrektomi gruplarına kıyasla α-Klotho protein ve gen düzeylerinde azalma 

belirlendi.  ELISA bulgularına göre ise serum α-Klotho seviyeleri, nefrektomi grubu 

dokularda, kök hücre verilen gruplara kıyasla düşük olarak belirlendi.  

Sonuç: Serum ve idrarda ölçülebilir bir biyobelirteç olan FGF23 KBH ilerlemesinde 

önemli role sahiptir. FGF23’ün albüminüri oluşumuna karşı oynadığı rol FGF23 ve 

koreseptörü olan α-Klotho üzerinden değerlendirilmiş ve bu rol üzerine MKH etkisi 

incelenmiştir. Çalışmamızın, KBH progresyonu ve MKH’lerin KBH üzerine terapötik 

etkisini araştıran çalışmalara yol göstereceğini düşünmekteyiz. 

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kök hücre, kronik böbrek hastalığı, FGF23, Klotho  
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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 α-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 α-Klotho protein and gene levels was determined 

compared to nephrectomy groups. According to ELISA findings, serum α-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 α-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 
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1. GİRİŞ 

1.1. Hipotezin Temeli ve Amaç 

Kronik böbrek hastalığı (KBH) kademeli olarak geri dönüşü olmayan böbrek hasarı 

ile karakterize olan, dünya çapında 850 milyon insanı etkileyen oldukça yaygın 

evrensel bir sağlık sorunudur. KBH'nin erken teşhisi ve tedavisi, progresyonu ve 

ekstrarenal komplikasyonlarının önlenmesi açısından önemlidir. Bununla birlikte, 

mevcut KBH biyobelirteçlerinin çoğu yeterince duyarlı değildir ve erken evrede 

hastalığı tanımak için kullanılamaz. Bu nedenle böbrek hastalıklarını hafifletmek, 

iyileştirmek veya önlemek ve hastaların hayatta kalmasını ve yaşam kalitesini 

iyileştirmek için yeni ve daha iyi tedavi seçeneklerinin araştırılması zorunludur.   

Kök hücreler (KH'ler), kendi kendini yenileme ve belirli koşullar altında çeşitli 

fonksiyonel hücrelere dönüşme yetenekleri ile tanımlanır. Mezenkimal kök hücreler 

(MKH’ler) çeşitli dokulardan izole edilebilir, çoklu hücre soylarına ayrılabilir ve 

inflamasyon ve bağışıklık tepkilerini iyileştiren benzersiz immünomodülatör 

özelliklere sahiptir. Son yıllarda, deneysel çalışmalar MKH'lerin çeşitli KBH 

modellerinde böbrek fonksiyonlarını iyileştirme potansiyelini ortaya çıkarmıştır ve 

birçok klinik çalışma KBH'de güvenlik ve etkinliğini göstererek bazı mekanizmalar 

yoluyla böbrek hastalığını tedavi ettiğini ortaya koymuştur. 

Fibroblast Büyüme Faktörü 23 (FGF23), 10 yılı aşkın bir süredir nefroloji 

araştırmalarının ilgi odağı olmuştur. Esas olarak kemikteki osteositler ve osteoblastlar 

tarafından salgılanan ancak aynı zamanda tükürük bezleri, mide ve çok daha düşük 

konsantrasyonlarda iskelet kası, beyin, meme bezi, karaciğer ve kalp gibi diğer dokular 

tarafından da ifade edilen fosfatürik bir hormondur. Bu zamana kadar yapılan 

çalışmalarla FGF23 seviyelerinin, özellikle KBH’si olan hastalarda kardiyovasküler 

mortalite ile güçlü bir şekilde ilişkili olduğu ortaya koyulmuştur. Önceki çalışmalar, 

dolaşımdaki çözünür α-Klotho'nun KBH tanısı için yararlı bir biyobelirteç 

olabileceğini göstermiştir. Bununla birlikte, dolaşımdaki α-Klotho, FGF23 ve diğer 

mineral metabolizması belirteçleri arasındaki ilişkiye ilişkin veriler sınırlıdır. 

Bu çalışmada ilk aşamada nefrektomi yapılarak sıçanlarda kronik böbrek hastalığı 

oluşturuldu ve bu sıçanlara insan plasentasından elde edilen olan mezenkimal kök 

hücreler enjekte edildi. Mezenkimal kök hücrelerin, kronik böbrek hasarı üzerindeki 

terapötik etkisi, önemli bir biyobelirteç olan FGF23 ve FGF23’ün koreseptörü olan 
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Klotho üzerinden değerlendirildi. Bu amaçla; MKH enjekte edilmiş ve edilmemiş 

sıçanlarda serum FGF23 ve Klotho düzeyleri ile ELISA yöntemi ile; idrar 

albümin/kreatinin oranları ve idrarda fosfat atılım düzeyleri kolorimetrik kit ile, 

FGF23 ve Klotho protein ve gen ekspresyon düzeyleri ise Real-time PCR ve Western 

Blot yöntemleriyle belirlendi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Böbrek 

Böbrekler, karın boşluğunun arkasında, göğüs kafesinin hemen altında, periton 

boşluğunun dışında ve lomber bölgenin hemen üzerinde her iki tarafta yer alan işlevsel 

organlardır. Sağ böbrek, karaciğerin pozisyonu nedeniyle sol böbreğe göre biraz daha 

aşağıda yer alır ve hacim olarak sol böbrekten biraz küçüktür. Vasküler yapıya sahip 

olan böbrekler, birçok kan damarı içermektedir. Böbrek, yapısal olarak, korteks, 

medulla ve pelvis olmak üzere üç bölgeye ayrılarak incelenmektedir Böbrekler 

karmaşık organlardır ve normal vücut fonksiyonlarının sürdürülmesinde hayati önem 

taşır. Böbrek sistemi, vücut sıvılarını dengede tutarak ve diğer organların normal 

çalışmasını sağlayarak vücudun tüm kısmını etkiler. Böbrek ve böbrek ile ilgili tüm 

renal bozukluklar her yaşta bireyi etkilemektedir (Wallace, 1998.)  

Böbreğin genel yapısı ve birimleri Şekil 2.1'de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2. 1. Böbreğin genel yapısı 

(Akan 2018) 

 

Renal kapsül, böbreği çevreleyen dış zardır; ince ama sağlam ve lifli yapıdadır. 

Kortikal dokunun uzantılarını içeren böbreğin dış bölgesi ise renal korteks olarak 

tanımlanır; yaklaşık bir milyon nefron içerir. Medulla, böbreğin iç bölgesidir. 

Medüller piramitler, toplama kanalları tarafından oluşturulan böbreğin iç kısımdır. 
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Nefron, böbreklerdeki filtrasyon birimleridir; aynı zamanda böbreğin en küçük yapısal 

birimi olarak da tanımlanır. Renal arter, aorttan çıkan dallardır; nefron içinde süzülmek 

üzere böbreğe atık dolu kan getirir. Renal ven: filtrelenmiş kanı böbreklerden inferior 

vena cava'ya çıkarır. Renal kaliks renal pelvisin uzantısı olup idrarı piramitlerden renal 

pelvise yönlendirirler. Renal pelvis nefrondan idrar toplayan ve üreterin üst ucuna 

doğru daralan yapıdır. Üreter ise böbrek pelvisinden süzüntü ve idrarı toplayarak 

mesaneye götürür. 

Böbrek gelişimi ve fonksiyonel devamlılığı üriner sistem başta olmak üzere pek çok 

yapı için kritik öneme sahiptir. 

2.1.1. Böbreğin Genel Yapısı 

Böbrek, gelişimsel olarak ara mezodermden gelişen karmaşık bir organdır; elektrolit, 

su ve asit-baz dengesini korur, yabancı ve atık bileşikleri uzaklaştırır, kan basıncını 

düzenler ve hormon salgılar (Trivedi ve Kumar 2021). 

Böbreğin fonksiyonel birimi olarak tanımlanan ‘’nefron’’, bir filtreleme ünitesinden 

oluşur: önemli besin maddelerinin geri kazanılmasından sorumlu proksimal kısma 

bölünmüş uzun bir tübül ile bağlantılı olan glomerulus; ozmolarite düzenlemesi için 

önemli olan bir ara bölüm; ince ayar ve elektrolit dengesinden sorumlu olan son bölüm. 

Nefron yapısı ve bölümleri ayrıntılı bir biçimde Şekil 2.2’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 2. 2. Nefron yapısı ve bölümleri 

 (Daehn ve ark., 2021) 

Memelilerde nefron yapısı, embriyonik ve fetal gelişim sırasında üç böbrek yapısı 

içinde oluşur: pronefroz, mezonefroz ve metanefroz. Ara mezodermin bu gelişimsel 
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türevleri, embriyonun ön-arka ekseni boyunca konumlanan, nefrojenik kordon ve 

nefrik kanal adı verilen ara mezoderm kökenli hücre popülasyonlarından sırayla 

gelişir. Memelilerde oluşan son ve işlevsel böbrek olan metanefrik böbrek, insan 

embriyonik aşamalarında gelişmeye başlar, insan fetal gelişiminin geri kalanı boyunca 

gelişmeye devam eder ve doğumdan kısa bir süre önce sona erer. Böbrek fonksiyonu 

bir kez edinildikten sonra organizmanın yaşamı için zorunlu olmaya devam eder. 

Böbrek yapısında yer alan epitel hücreleri, endotel hücreleri, interstisyel hücreler ve 

bağışıklık hücreleri iç dengeyi korumak için kritik öneme sahiptir (Balzer ve ark., 

2022). 

2.1.2 Böbrek Hasarı  

Böbrek hastalıkları, hızla artan insidansı nedeniyle küresel bir halk sağlığı sorunu 

haline gelmiştir. Bu hastalıklar, yaşlanan nüfustaki küresel artışın yanı sıra diyabet, 

kardiyovasküler hastalıklar ve hipertansiyon gibi etiyolojilerin sıklığındaki artış 

nedeniyle küresel nüfusun %10'undan fazlasını etkilemektedir (Liu ve ark. 2020).  

Böbrek hastalıkları için rutin bir tedavi olarak, çoklu ilaç tedavisi gören hastaların 

çoğunda son dönem böbrek hastalığına (SDBH) girme süreci tersine çevrilemez ve 

böbrek replasman tedavisi veya böbrek transplantasyonu gerektirir. Yüksek tıbbi 

maliyetleri ve hastanın yaşam kalitesi üzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle diyaliz 

ideal bir tedavi stratejisi olarak görülmemektedir (Abecassis ve ark., 2008; Wolfe ve 

ark., 1999).  

Böbrek nakli, hastaların kendi böbrek fonksiyonlarını yeniden kazanmalarını sağlar; 

bununla birlikte, ciddi organ donör kıtlığı ve potansiyel organ reddi kullanımını 

sınırlar. Böbrek fonksiyonu kötüleştikçe, hiperfosfatemi gibi mineral 

metabolizmasında bozukluklar açıkça gelişir. Bu metabolik bozukluklar, kötü prognoz 

ve sağkalım ile sıkı bir şekilde bağlantılıdır (Chartsrisak ve ark., 2013). Bu nedenle, 

KBH'nin erken teşhisi ve tedavisi, progresyonu ve ekstrarenal komplikasyonları 

önlemek için önemlidir. Bununla birlikte, mevcut KBH biyobelirteçlerinin çoğu 

yeterince duyarlı değildir ve erken evrede hastalığı tanımak için kullanılamaz (Lopez-

Giacoman ve Madero 2015). Tüm bunların sonucu olarak, böbrek hastalıklarını 

hafifletmek, iyileştirmek veya önlemek ve hastaların yaşam kalitesini iyileştirmek için 

yeni ve daha iyi tedavi seçeneklerinin araştırılması zorunludur (Liu ve ark., 2020).  
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2.1.3. Proteinüri ve Albüminüri Kavramları 

Proteinüri, idrarla günde 150 mg veya daha fazla proteinin kalıcı olarak atılımını ifade 

eder. Her ne kadar fizyolojik nedenlerden dolayı (örneğin, aşırı efor sarf etme, ateş 

sonrası, stres, uzun süreli ayakta durma vb.) idrarda protein bulunabilse de, idrarda 

kalıcı protein bulunması, böbrek ve idrar yolunu ilgilendiren bir bozukluğun varlığına 

işaret eder. İdrar proteini seviyesi ne kadar yüksek olursa hayati prognozun o kadar 

kötü olduğu uzun zamandır bilinmektedir. Proteinüri, glomerüler filtrasyon hızındaki 

(GFH) azalma hızını belirleyen bir faktördür ve bu nedenle tedavinin en önemli 

hedefidir (Iseki 2011). 

Albümin, taşıyıcı görevinin yanısıra kan hacminin ve basıncının korunmasına 

yardımcı olan bir proteindir. Böbreğin görevi, atık ürünleri uzaklaştırmak için kanı 

filtrelemektir ve bu filtreler albümin gibi büyük moleküllerin geçmesini engeller. Bu 

filtrelerin hasar görmesi durumunda ise albümin kandan idrara geçer. Böbrek 

fonksiyonu azaldıkça, idrara geçen albümin yoğunluğuna göre bu durum 

‘’mikroalbüminüri’’ ve ‘’makroalbüminüri’’ olarak tanımlanabilir. İdrardaki 

albüminüri KBH’nin erken bir belirtisi olarak bilinmektedir (Christofides ve Desai 

2021). 

 

Tablo 2.1. GFR ve Albüminüri sınıflandırması (Chen ve ark., 2023) 
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2.1.4. Kronik Böbrek Hastalığı (KBH)  

Kronik böbrek hastalığı (KBH), kademeli olarak geri dönüşü olmayan böbrek hasarı 

ile karakterize olan (Khodeir ve ark., 2019) dünya çapında 850 milyon insanı etkileyen 

oldukça yaygın evrensel bir sağlık sorunudur (A. De Jong ve ark., 2021). KBH 

hastaları sıklıkla daha kötü kardiyovasküler sonuçlara ve daha yüksek ölüm oranına 

sahiptir. Yüksek riskli hastaların erken taranması, SDBH'nin önlenmesiyle ilişkili 

genel maliyetleri iyileştirebilir. Diyaliz maliyetindeki kademeli artış KBH hastaları 

için endişe vericidir; ancak kronik böbrek hasarı, her bireyde böbrek yetmezliğine 

kadar ilerlemez. KBH'de olumsuz sonuçların prognozu ve zamanlaması hastadan 

hastaya değişir. KBH erken tespit edilebilirse, tedavi böbrek fonksiyonlarındaki 

azalmayı ve böbrek yetmezliğine ilerleme potansiyelini yavaşlatabilir (Zhang ve ark., 

2022). 

Özellikle Tip 2 diyabetli hastalarda çeşitli tedavilerin kronik böbrek hastalığının 

ilerleme riskini azalttığı gösterilmiştir. Ancak kronik böbrek hastalığının ilerlemesini 

yavaşlatan, son dönem böbrek hastalığı ve kardiyovasküler hastalığın gelişimini 

önleyen ve hayatta kalma süresini uzatan hiçbir tedavi mevcut değildir. Ancak, 

başlangıçta diğer hastalıkları tedavi etmek için geliştirilen bazı ilaçların, kronik böbrek 

hastalığının potansiyel tedavileri olabileceğini gösteren kanıtlar günden güne 

artmaktadır (Mende 2022). 

Kronik böbrek hastalığı olan hastalar tıbbi açıdan karmaşıktır ve neredeyse çoğu 

zaman birden fazla ilaca ihtiyaç duyarlar. KBH'nin erken evrelerinde, nedensel 

durumlara (başta diyabet ve hipertansiyon) yönelik ve KBH'nin ilerlemesini 

hafifletmek için tedavi gereklidir. Böbrek fonksiyonu azaldıkça, KBH 

komplikasyonlarını yönetmek için mineral ve kemik bozuklukları, anemi, 

hiperlipidemi ve kardiyovasküler komplikasyonların tedavisi de dahil olmak üzere 

ilave ilaçlar kaçınılmazdır (Mason 2011). 

2.2. Kök Hücreler 

Kök hücreler, kendi kendini yenileme ve belirli koşullar altında çeşitli fonksiyonel 

hücrelere dönüşebilme yetenekleri ile tanımlanır ve elde edildikleri kaynaklara göre 

embriyonal kök hücreler ve embriyon dışı kök hücreler olmak üzere iki genel grup 

altında incelenir. Embriyon dışı kök hücreleri genel olarak erişkin kök hücreler veya 

dokuya özgü kök hücreler olarak adlandırılır. Erişkin kök hücrelerinden en yaygın 
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çalışılanları hematopoetik kök hücreler ve non-hematopoetik kök hücreleridir. 

Hematopoetik erişkin kök hücreleri, kemik iliği, kordon kanı veya periferik kandan 

elde edilir. Non-hematopoetik kök hücreleri arasında en çok çalışılanı mezenkimal kök 

hücreleridir (Sivakumar ve ark., 2015; Zakrzewski ve ark., 2019).  

2.2.1. Kök Hücrelerin Oluşumu ve Farklılaşması 

Kök hücre teknolojisindeki son gelişmeler, henüz tedavi edilemeyen hastalık ve 

rahatsızlıklara sahip hastalar için yeni bir kapı açmaktadır. İnsan pluripotent kök 

hücreleri ve multipotent mezenkimal kök hücreleri içeren kök hücre bazlı tedavi, yakın 

zamanda rejeneratif tıpta önemli bir oyuncu olarak ortaya çıkmıştır (Hoang ve ark., 

2022). 

Kök hücreler, potansiyellerine bağlı olarak farklı hücre tiplerine farklılaşabilmektedir. 

İnsan pluripotent kök hücrelerinin en çok kullanılan iki kaynağı, insan embriyonik kök 

hücreleri ve indüklenmiş pluripotent kök hücrelerdir. Organ yenilenmesinde, hücre ve 

doku naklinde, ilaç testlerinde, doku onarımında ve yara iyileşmesi gibi çeşitli 

hastalıkların tedavilerinde kullanılırlar. Geçtiğimiz yirmi yılda, uygun hücre dışı 

koşullarla in vitro kök hücre farklılaşması yoluyla uygun doku veya hücre türlerinin 

üretilmesi için büyük çaba sarf edilmiştir.  

Hücre-hücre ve hücre-mikro çevre etkileşimlerinin kök hücre farklılaşması üzerinde 

büyük etkisi vardır. Hücre dışı matris bileşimleri doku türüne bağlı olarak değişkenlik 

gösterir (Ogi ve Jin 2023). 

Plastisite, sonsuz amplifikasyon ve genetik manipülasyon kolaylığının avantajlarına 

dayanan kök hücre tedavisi, neredeyse tüm insan hastalıkları için yeni yollar açmıştır. 

Kök hücre tedavisinin immünolojik, vasküler, kardiyak ve renal hastalıklar gibi çeşitli 

hastalıkların tedavisinde uygulanması kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır. KH'lerin 

kullanımı böbrek hastalıkları için de umut verici bir terapötik stratejidir (Liu ve ark., 

2020). 

2.2.2. Mezenkimal Kök Hücreler 

MKH'ler, Uluslararası Hücre ve Gen Terapisi Derneği'ne (ISCT) göre, kendini 

yenileme yeteneğine ve mezenkimal soylara farklılaşma potansiyeline sahip çok 

potansiyelli progenitör hücrelerdir. MKH’ler çeşitli dokulardan izole edilebilir, çoklu 

hücre soylarına ayrılabilir ve inflamasyon ve bağışıklık tepkilerini iyileştiren 

immünomodülatör özelliklere sahiptir (Gao ve ark., 2016). MKH'ler yaygın olarak 
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kemik iliğinden izole edilir. Hücre kültürü kaplarına ekildiğinde, plastik yüzeylere 

kolayca yapışır ve klinik olarak faydalı hücre sayıları verecek şekilde çoğaltılabilir. 

Spesifik olarak MKH'lerin özelliklerini sergileyen hücreler, kemik iliğinin yanısıra 

göbek kordonu, yağ dokusu ve plasenta gibi çoklu fetal ve yetişkin dokulardan da izole 

edilebilir (Neuhuber ve ark., 2008).  

Uluslararası Hücresel Terapi Derneği MKH tanımı için; plastisite, hücre yüzeyinde 

CD105, CD73 ve CD90 ifadesi için pozitif; CD45, CD34, CD19 ve CD79α ifadesi için 

negatif ve kontrollü in vitro kültür koşulları altında kondrositlere, osteoblastlara ve 

adipositlere farklılaşma kapasitesi sergilemek gibi bazı kriterler önermiştir (Schauwer 

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

Son yıllarda, deneysel çalışmalar MKH'lerin çeşitli KBH modellerinde böbrek 

fonksiyonlarını iyileştirme potansiyelini ortaya çıkarmıştır ve birçok klinik çalışma 

KBH'de güvenlik ve etkinliğini göstermiştir (Peired ve ark., 2016).  Bu zamana kadar 

yapılan çalışmalarla, kemik iliği, amniyotik sıvı, idrar ve göbek kordonu gibi organ 

veya dokulardan türetilen MKH'lerin, otofajinin başlatılması, anti-apoptotik veya anti-

inflamatuar etkiler dahil bazı mekanizmalar yoluyla böbrek hastalığını tedavi ettiği 

ortaya koyulmuştur (Pan ve Fan 2020). 

MKH’ler, belirli uyaranlara yanıt olarak kondrositler, adipositler ve osteositler gibi 

diğer mezodermal hücre tiplerine farklılaşabilir. Hatta her üç embriyonik katmanın 

dokularına da transdifere olabilirler. Bu kapasite, rejeneratif tıpta büyük bir klinik 

potansiyel ortaya koyar. Farklı kaynaklardan elde edilen MKH'lerde in vitro 

özelliklerin ve yüzey moleküler ifadelerinin farklılık gösterebileceğini belirtmekte 

fayda vardır. Bu nedenle MKH'lerin doku yenilenmesindeki kapasitesi, toplandıkları 

doku kaynaklarıyla ilişkili olabilir. Şekil 2.3’te mezenkimal kök hücrelerin 

farklılaşabildiği yapılar gösterilmiştir. 
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Şekil 2. 3. Mezenkimal kök hücre kaynaklı doku, organ ve yapılar 

 (Afshari ve ark., 2020) 

2.3. Plasenta 

Plasenta, fetüsün gerekli maddeleri alarak beslenmesi ile atık maddelerin uzaklaştırılıp 

temizlenmesinde rol oynayan oldukça önemli fonksiyona sahip bir organdır. Plasental 

doku tıbbi atık olarak kolayca elde edilebilir. Plasenta alternatif olarak MKH kaynağı 

olarak kullanılır ve plasenta kök hücreler ve progenitör hücreler için önemli bir 

rezervdir. Plasentadan üretilen mezenkimal kök hücreler, adipoz doku toplanması gibi 

invaziv prosedürlerden arındırılmış olarak temin edilebilir ve embriyonik kök 

hücrelerden farklı olarak kullanımını çevreleyen hiçbir etik zorluk yoktur (Akan 

2018). 

Koryonik villus, amniyotik membran, göbek kordonu stroması ve amniyotik sıvının 

plasentadaki MKH'lerin kaynağı olduğu belirtilmektedir. Diaz-Prado ve arkadaşları, 

insan amniyotik mezenkimal kök hücrelerin izolasyonu, lokalizasyonu, fenotipik 

karakterizasyonu ve farklılaşma potansiyelini belirlemiştir. CD90, CD44, CD73, 

CD105, CD166 ve CD29 gibi spesifik hücre yüzeyi belirteçlerini eksprese ederler ve 

CD45, CD34, CD14, HLA-DR ekspresyonundan yoksundurlar (Cetinkaya ve ark., 

2019). 

2.4. Mezenkimal Kök Hücrelerin Kronik Böbrek Hasarında Uygulanması 

Böbrek hastalığı, klinik ortamda yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden, birçok 

nedene bağlı olarak ortaya çıkabilen, yaşla birlikte görülme sıklığı artan, yaşamı tehdit 

eden bir hastalıktır. Kök hücre bazlı tedaviler, özellikle mezenkimal kök hücrelerin 
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kullanımına dayalı olarak böbrek hastalıklarının tedavisinde rejeneratif bir yaklaşım 

olarak ortaya çıkmıştır (Hong ve ark., 2023). 

MKH'ler, kemik iliği ve yağ dokusu gibi farklı doku kaynaklarından klinik olarak 

yararlı sayıda kolayca izole edilebilir ve bağışıklık düzenlemesinin yanı sıra anti-

skarlaşma ve rejeneratif süreçlere aracılık edebilen kemokinler, sitokinler ve büyüme 

faktörleri gibi çok çeşitli biyoaktif moleküller salgılayabilir. 

Son zamanlarda mezenkimal kök hücreler, çok yönlü farklılaşma ve kendini yenileme 

yetenekleri sayesinde yaralanmaların onarılmasında büyük fayda göstermiştir. 

MKH'lerin klinik öncesi ve klinik çalışmalarda böbrek hasarının tedavisi için güvenli 

ve etkili bir terapötik strateji olarak hizmet ettiği bildirilmiştir (Almeida ve ark., 2022). 

Mezenkimal kök hücreler, hücre çoğalması, hayatta kalma ve farklılaşmasıyla ilgili 

faktörleri salarak doku onarımına veya yenilenmesine katkıda bulunabildikleri için 

KBH için de hücre bazlı tedaviler geliştirmede çekici adaylar olarak gösterilmektedir. 

Çeşitli raporlar, MKH’lerin anjiyojenik ve rejeneratif özelliklerinin, MKH bazlı 

tedavinin KBH ve diğer böbrek hastalıklarının tedavisinde oldukça etkili olabileceği 

fikrini destekleyen çeşitli patolojik koşulları in vivo olarak iyileştirebileceğini öne 

sürmüştür (Go ve ark., 2022). İşlevsel olarak MKH'ler, bağışıklık tepkisini, renal 

tübüler hücre apoptozunu, tübüler epitelyal-mezenkimal geçişi, oksidatif stresi, 

anjiyogenezi düzenleyerek böbrek hasarının ilerlemesini iyileştirir. Ek olarak, parakrin 

mekanizmaları yoluyla hem akut böbrek hasarında hem de kronik böbrek hastalığında 

önemli bir etkinlik sergiler. 

Konu ile ilgili son yıllarda yapılan klinik çalışmalar da mezenkimal kök hücrelerin 

böbrek hastalıklarının tedavisinde kullanıldığında etkili ve güvenli olduğunu 

kanıtlamıştır. MKH’ler rollerini esas olarak trofik faktörleri salgılayarak ve hücre dışı 

kesecikleri sunarak gerçekleştirir. Önemli bir hücresel iletişim aracı olarak MKH'den 

türetilen bu keseciklerde bulunan genetik materyaller ve proteinler, böbrek 

hastalıklarının hedefe yönelik tedavisi için bir araştırma odağı haline gelmiştir. Bu 

keseciklerin akut böbrek hasarı, kronik böbrek hastalığı, diyabetik nefropati ve 

aterosklerotik renovasküler hastalık üzerinde belirgin terapötik etkileri gösterilmiştir. 

5/6 nefrektomi sıçan modeli, kronik böbrek hastalığının araştırılmasında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu model, ilerleyen dönem böbrek hasarındaki fibrozis, inflamasyon 

ve oksidatif stres gibi klinik KBH sonuçlarını yüksek benzerlikte taklit eder. Bu modeli 
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kullanan çalışmalar, altta yatan mekanizmalar ve terapötik müdahale potansiyeli 

hakkında değerli bilgiler sunmaktadır (Liu ve ark., 2024). 

Maires ve ark (2022), yaptıkları bir çalışmada, literatürde de yaygın olarak 

tanımlandığı gibi, 5/6 böbrek ablasyonu gerçekleştirerek; insandaki ilerleyici 

nefropatiyi taklit eden tutarlı bir deneysel modeli oluşturmuşlardır. KBH'nin 

karakteristik özelliklerinin çoğu, 5/6 nefrektomi modeli oluşturulduktan 15 gün sonra 

tamamen belirlendiğinden, KBH'den etkilenmiş hayvanlar üzerindeki etkileri daha iyi 

araştırmak amacıyla deneysel tedavileri gözlemlemek için bu aşamayı tercih etmiş ve 

deney sonuçlarını buna göre yorumlamışlardır. Buna göre KBH gelişiminden önce, 

başlangıçta hayvanların temel protein ve albümin idrar atılım değerlerinin, normal 

böbrek fonksiyonunun fizyolojik seviyeleri ile uyumlu olduğunu ortaya koymuşlardır. 

Renal ablasyondan 15 gün sonra ise, böbrek hasarı oluşturulmuş hayvanlar, kontrol 

grubuna kıyasla, önemli miktarda artmış proteinüri ve albüminüri sergilemiştir. 

İnsanda kronik nefropatide genellikle gözlenen duruma benzer şekilde, bu 

parametreler tedavi edilmemiş KBH hayvanlarında zamanla kötüleşerek yüksek ölüm 

oranlarına yol açmıştır.  

Cavaglieri ve ark., 2009 yılında yaptıkları bir çalışmada kemik iliğinden elde edilen 

mezenkimal kök hücrelerin, 5/6 böbrek ablasyon modeli oluşturulmuş Wistar tür 

ratların böbrek subkapsüler boşluğuna uygulandığında, hayvanların hipertansiyon, 

albüminüri ve glomerüloskleroz gelişiminden korunduğunu göstermiştir.  

Eirin ve ark, daha önce kemik iliği kaynaklı MKH transplantasyonunun böbrek 

fibrozisini azalttığını, proteinüri ve üre konsantrasyonunu azaltarak iskemik böbrek 

fonksiyonunu iyileştirdiğini ve protein plazma seviyelerinde artış ve kreatinin 

azalması eğilimi göstermiştir (Eirin ve ark., 2014). Aynı çalışma grubunun 2023 

yılında yaptıkları bir diğer çalışmada da, kemik iliğinden türetilen MKH’lerin, böbrek 

parankiminin morfolojik restorasyonunun yanısıra böbrek fibrozisini tersine çeviren 

anti-fibrotik ve anti-inflamatuar olayları düzenleyerek böbrek parankiminin yeniden 

şekillenmesinde pleiotropik bir role sahip olduğunu göstermişlerdir (Hong ve ark., 

2023).  

Bu sonuçlar, MKH'lerin böbrek fibrozunun iyileştirilmesi ve doku rejenerasyonu için 

nasıl faydalı olabileceğinin artan bir şekilde anlaşılmasına katkıda bulunarak, renal 
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subkapsüler bölgeye MKH uygulanmasının KBH tedavisi için olası bir terapötik 

stratejiyi temsil ettiği fikrini destekler (Eirin ve ark., 2015). 

2.5. Kalsiyum ve Fosfor Metabolizması 

Kalsiyum ve fosfor homeostazisini anlamak, bu homeostatik sistemde anormallikleri 

olan hastaları tedavi için gereklidir. Kalsiyum, fosfor ve iskelet metabolizması 

bozuklukları endokrinolojide en sık görülen hastalık grupları arasındadır. Bunlar, iki 

mineralin, özellikle de kalsiyumun serum konsantrasyonlarındaki anormalliklerini, 

kemik anormalliklerini ve başta paratiroid bezi, böbrekler ve gastrointestinal sistem 

olmak üzere başlıca düzenleyici organ sistemlerindeki anormallikleri içerebilir. 

Malignite ve primer hiperparatiroidizm durumlarında serum kalsiyum konsantrasyonu 

anormal derecede yüksek görülürken; böbrek yetmezliği ve hipoparatiroidizmde 

serum kalsiyum konsantrasyonu anormal derecede düşük olabilir. 

Gastrointestinal sistemde, malabsorbsiyon durumlarında düşük kalsiyum emilimi 

gerçekleşirken; D vitamini intoksikasyonu ve süt-alkali sendromunda olduğu gibi 

normalden yüksek kalsiyum emilimi de görülebilir.  Böbrekler, kalsiyumun vücuttan 

atılmasıyla ilgili bazı hiperkalsemik bozukluklarda ve nefrolitiazisli bazı hastalarda, 

böbrek yetmezliğinde fosforun yetersiz salgılanması ve FGF23'ün etki 

mekanizmasındaki bazı kusurlar nedeniyle kalsiyumu az salgılayabilir. Bunun tam 

tersi olarak, bazı renal tübüler bozukluklarda ve FGF23 ve diğer fosfoninlerin 

fazlalığına bağlı olarak fosforun aşırı salgılanması da görülebilir (Shaker ve ark., 

2023). 

2.6. Fosfatürik Hormonlar 

Fibroblast büyüme faktörleri, çeşitli biyolojik aktivitelere sahip polipeptit büyüme 

faktörleridir. Anjiyogenez, mitogenez, hücresel farklılaşma, hücre göçü ve doku 

hasarının onarımı gibi süreçlerde rol alırlar. FGF ailesi yedi filogenetik gruba ayrılan 

22 üyeden oluşur. Fibroblast büyüme faktörü 23 (FGF23), fibroblast büyüme faktörü 

19 ve fibroblast büyüme faktörü 21 ile birlikte endokrin alt ailesine aittir ve FGF 

protein ailesinin en genç üyesidir (Kurpas ve ark., 2021).  

2.6.1. FGF23 

FGF23, 10 yılı aşkın bir süredir nefroloji araştırmalarının ilgi odağı olmuştur. FGF23, 

251 amino asitli bir N-terminali ve bir C-terminal bölgesi olan 32 kDa'lık bir 
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polipeptiddir. Esas olarak kemikteki osteositler ve osteoblastlar tarafından salgılanan 

ancak aynı zamanda tükürük bezleri, mide ve çok daha düşük konsantrasyonlarda 

iskelet kası, beyin, meme bezi, karaciğer ve kalp gibi diğer dokular tarafından da ifade 

edilen fosfatürik bir hormondur (Vervloet 2020). 

Normal fizyoloji altında, FGF23'ün temel işlevleri fosfatüriyi artırmak, kalsitriol 

sentezini azaltmak ve paratiroid hormonu (PTH) oluşumunu azaltmaktır. FGF23 

üretimi, fosfat, kalsiyum, PTH, 1,25-dihidroksi vitamin D, demir eksikliği ve 

eritropoietin gibi çeşitli faktörler tarafından uyarılır. FGF23 konsantrasyonlarındaki 

artışlar, renal fosfat atılımını indükleyerek normal serum fosfat seviyelerini korumak 

için fizyolojik bir yanıt olarak ortaya çıkar (Takkavatakarn ve ark., 2021).  

FGF ailesinin üyeleri, FGF reseptörlerine (FGFR'ler) bağlanır. Ancak FGF23'ün 

FGFR'lere afinitesi zayıftır. FGF23, yalnızca reseptöre bağlanmasına aracılık eden α-

Klotho adı verilen alternatif bir koreseptör varlığında etki edebilir (Martin ve ark., 

2012).  

Dolaşımdaki FGF23 seviyeleri, KBH'nin erken döneminde, yani diğer kemik ve 

mineral metabolizması parametrelerinde saptanabilir değişikliklerden önce yükselir 

(Jong ve ark., 2021). Birkaç çalışma, daha yüksek FGF23 seviyesinin, KBH'li 

hastalarda artan ilerleyici böbrek fonksiyon kaybı riski ile ilişkili olduğunu bildirmiştir 

(Titan ve ark., 2011; Mendoza ve ark., 2017; Sugiura ve ark., 2018).  

Kronik böbrek hastalığı sıklıkla kemikle ilişkili mineral metabolizması üzerinde 

önemli bir etkiye sahip olan ve böbrek hastalığının kötüleşmesine, ilerlemesine ve 

ilişkili komorbiditelerin başlamasına yol açan metabolik değişikliklere neden olur. Bu 

komorbiditeler arasında sekonder hiperparatiroidizm (SHPT), KBH'nin doğrudan bir 

sonucu olarak kabul edilmiştir. 

KBH hastalarında kemik ve mineral metabolizmasında gerçekleşen karmaşık 

metabolik değişiklikler mortaliteyi artırır. SHPT, gizli başlangıç ve hızlı ilerleme 

özelliklerini taşır. Bu nedenle SHPT geliştirme riski taşıyan hastaların belirlenmesi 

zorunludur. KBH gelişimi sırasında kemikle ilişkili mineral metabolizmasındaki 

değişiklikler esas olarak fosfat, kalsiyum, D vitamini, paratiroid hormonu (PTH) ve 

metabolik asidoz gibi serum faktörlerinin düzeylerinde artışa yansır. Bu faktörlerin 

doğrudan veya dolaylı olarak FGF23'ü arttırabileceği dikkate alınmalıdır. Örneğin 

PTH, osteositleri doğrudan etkileyerek FGF23 ekspresyonunun artmasına yol açar. 
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Aşırı oral fosfor yüklemesi, kemikte inorganik fosfattan pirofosfata dönüşümü kontrol 

ederek FGF23 ekspresyonunu arttırabilir. SHPT, FGF23'ün ekspresyonunu arttırır ve 

bu ilişki KBH'nin ilerlemesine katkıda bulunur (Wu ve ark., 2022).  

Ağırlıklı olarak osteositlerde üretilen FGF23, α-Klotho aracılığıyla reseptörüne 

bağlanır ve proksimal tübülü hedef alır. Buradaki etkisi, KBH patogenezi sırasında 

idrarda fosfat atılımında bir artışa yol açarak fosfat birikimini önlemektir. 2014 yılında 

yayınlanan bir çalışmada (Andrukhova ve ark., 2014) rekombinant FGF23 

uygulamasının Na-Cl yardımcı taşıyıcılarının aktivitesinde önemli bir artışa yol açtığı 

gösterilmiştir. FGF23'ün lokal renin-anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS) 

aktivasyonunu tetiklediği ve fibrozisi teşvik ettiği görülmektedir. 5/6 nefrektomize 

sıçanlarda FGF23 ile uyarıldıktan sonra RAAS ile ilgili genlerin ekspresyonunda 

önemli bir artış olduğu belirtilmiştir (Mattinzoli ve ark., 20203).   

 

 

Şekil 2. 4. FGF23’ün klasik olmayan etkileri 

 (Martínez-Heredia ve ark., 2024) 

2.6.2. Klotho 

Klotho, FGF23 koreseptörüdür ve erken yaşlanma özelliklerine sahip farelerde 

yaşlanma karşıtı bir faktör olarak tesadüfen keşfedilmiştir. Bu proteinin 3 izoformu 

vardır (α, β ve γ). Klotho geni, 13q12 kromozomunda bulunur; KL1 ve KL2 olarak 
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adlandırılan iki hücre dışı alandan oluşan β-glukuronidaz aktivitesine sahip 1014 

amino asitlik ve 130 kDA’lık bir tip I transmembran proteinini kodlar. (Rodelo-Haad 

ve ark., 2019). 

Klotho geni (aynı zamanda α-Klotho olarak da bilinir) çoğunlukla distal tübülde ve 

daha az olarak pankreasta, akciğerde, karaciğerde, iskelet kasında, aortta, beyinde ve 

prostatta ifade edilir. Klotho esas olarak böbrekte ifade edilmesine rağmen, FGF23'ün 

fosfat taşıyıcıları ve D vitamini metabolizması üzerindeki etkileri proksimal tübülde 

meydana gelir.  

Klotho, farklı ancak her ikisi de yakından ilişkili roller oynayan ve özellikle her ikisi 

de FGF23'ün ortak reseptörleri olarak yer alan, membrana bağlı ve çözünür olmak 

üzere iki protein formunda bulunur. 

Klotho öncelikle FGF23'ün bir koreseptörü olarak görev yapar, ancak aynı zamanda 

transformasyon büyüme faktörü-β ve insülin reseptörleri ve Wnt gibi sinyal yolları 

dahil, diğer reseptör sistemleriyle de etkileşime girer. 

Klotho, KBH ile ilişkilidir ancak farklı reseptörler ve düzenleyici sistemler nedeniyle 

de kardiyovasküler koruyucu etki gösterir. Sadece insülin reseptör sistemi aracılığıyla 

değil, aynı zamanda Akt ekspresyonunu indükleyerek oksidatif stresi azaltır ve 

endotelde nitrik oksit üretimini arttırarak da endotel disfonksiyonunu önler. Ayrıca 

Klotho eksikliği, özellikle arter duvarlarının sertliğini artırarak hipertansiyon gelişimi 

ile ilişkilidir. Klotho ve FGF23'ün kalsiyum dengesi ve arteriyel kalsifikasyonun yanı 

sıra osteoprotegerin gibi diğer pro-inflamatuar faktörlerle de ilişkisi vardır (Castillo ve 

Simic 2022). 

Farelerin proksimal tübülünde Klotho'nun ablasyonu, yalnızca yüksek fosfatlı bir 

diyetle tehdit edildiğinde hiperfosfatemi ile sonuçlanır. İnsanlarda veya farelerde 

Klotho eksikliği, FGF23 eksikliğine benzer şekilde şiddetli hiperfosfatemiye, 

1,25(OH)2D artışına ve kalsiyum seviyelerine yol açar. KBH ilerlemesi sırasında α-

Klotho seviyeleri FGF23'teki artışlara paralel olarak azalır (Biscetti ve ark., 2023). 

Erken yaşlanmaya ve hiperfosfatemiye yol açan Klotho'nun, KBH'li hastalarda daha 

kısa bir yaşam süresi, vasküler kalsifikasyon ve kemik bozuklukları ile 

ilişkilendirilmiştir. Klotho eksikliğinin bu belirtilere katkısı klinik gözlemler ve 

hayvan modelleri ile desteklenmiştir. Örneğin, deasetilasyon ve metilasyonun 
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farmakolojik hedeflemesi, tek taraflı üreteral tıkanıklığı olan farelerde Klotho 

seviyelerini arttırmış ve renal fibrozisi azaltmıştır (Castillo ve Simic 2022). 

KBH'de Klotho ekspresyonu, epigenetik mekanizmalar yoluyla düzenleniyor gibi 

görünmektedir. Örneğin, üremik toksinlere maruz kalan farelerde, Klotho geninin 

DNA hipermetilasyonuna ve Klotho proteininin ekspresyonunda azalmaya yol açan 

DNA metiltransferaz 1 (DNMT1) seviyeleri artmıştır. Bu veriler öncelikli olarak 

çoğunlukla genetiği değiştirilmiş hayvan modellerinden elde edildiğinden, bu etkilerin 

FGF23 aktivitesinin artmasından mı, Klotho fonksiyonunun azalmasından mı 

kaynaklandığı açık değildir (Li ve ark., 2019). 

 

 

Şekil 2. 5. Klotho’nun yapısı 

 (Zou ve ark., 2018) 

2.7. Tez Çalışmasının Amacı 

Manou ve ark., yaptıkları çalışmada dolaşımdaki çözünür α-Klotho'nun KBH tanısı 

için yararlı bir biyobelirteç olabileceğini göstermiştir. Bununla birlikte, dolaşımdaki 

α-Klotho, FGF23 ve diğer mineral metabolizması belirteçleri arasındaki ilişkiye ilişkin 

veriler sınırlıdır (Khodeir ve ark., 2019).  
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Yapılan bir başka çalışmada, kandaki FGF23 seviyesinin, KBH'nin erken evresinden 

başlayarak yükseldiği ve böbrek fonksiyonu bozuldukça daha da arttığı belirtilmiştir. 

Yüksek FGF23 konsantrasyonu, KBH'li hastalarda sol ventrikül hipertrofisinin 

prognozu ile ilişkilendirilmiştir. Bu etkiler, α-Klotho'dan bağımsız olan FGF23 

fonksiyonları olarak kabul edilmektedir (Muñoz-Castañeda ve ark., 2020).  

 

Şekil 2. 6. Böbrekte FGF23 ve Klotho’nun rolü 

 (Kuro-o 2011) 

Mace ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada ise (2017), 5/6 nefrektomi KBH 

modelinde, sıçanlarda obstrüktif nefropatide ve yaralı böbrek dokusunda FGF23 

ekspresyonunun sağlıklı sıçanlara kıyasla anlamlı şekilde arttığı gösterilmiştir. 

Rekombinant FGF23 (rFGF23) uygulanmasının, sağlıklı sıçanlarda fosfatüriye neden 

olduğu ve renal bez ekspresyonunu azalttığı gözlenmiştir. 5/6 nefrektomi oluşturulmuş 

sıçanlarda, dolaşımdaki FGF23 seviyelerinin belirgin bir şekilde arttığı ve Klotho'nun 

azaldığı bulunmuştur. Bu sıçanlara, anti-FGF23 antikorlarının uygulanmasının böbrek 

bezi ekspresyonunu daha da azalttığı ortaya koyulmuştur. Bu sonuçlar, artan tübüler 

fosfat yükünün Klotho ifadesinde bir azalmaya neden olabileceği ile 

ilişkilendirilmiştir. 

Çalışmamızda nefrektomi yapılarak sıçanlarda kronik böbrek hastalığı oluşturuldu ve 

bu sıçanlara insan plasentasından elde edilen olan mezenkimal kök hücreler enjekte 

edildi. Mezenkimal kök hücrelerin, kronik böbrek hasarı üzerindeki terapötik etkisi, 
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önemli bir biyobelirteç olan FGF23 ve FGF23’ün koreseptörü olan α-Klotho üzerinden 

değerlendirildi Bu amaçla; MKH enjekte edilmiş ve edilmemiş sıçanlarda serum 

FGF23 ve Klotho düzeyleri ile ELISA yöntemi ile; idrar albümin/kreatinin oranları ve 

idrarda fosfat atılım düzeyleri kolorimetrik kit ile tespit edildi. Buna ek olarak FGF23 

ve Klotho protein düzeyleri Western blot yöntemi ile; FGF23 ve Klotho gen 

ekspresyon düzeyleri ise Real-time PCR yöntemi ile belirlendi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Term Plasentalarındaki Amniyon Membranından Mezenkimal Kök 

Hücrelerin İzolasyonu 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Bölümü’nden temin 

edilen plasenta, hücre kültürü laboratuvarında laminar kabin içine alındı. Plasentadaki 

amniyon membranı, koryon membranından nazik bir şekilde uzaklaştırıldı. Amniyon 

steril bir kaba alınarak, antibiyotik içeren (%1 penisilin/streptomisin, %1 Amfoterisin 

B) fizyolojik serum ile yıkandı. Yıkama işlemine, amniyon membranı kandan 

arındırılarak şeffaf hale gelene dek devam edildi.  

Temizlenen amniyon membranı, bistüri yardımıyla 3 x 3 cm büyüklüğünde kesilierek, 

2.4 U/mL dispase içeren PBS içerisinde 37°C’de 7 dk inkübe edildi. Amniyon 

membran parçaları, FBS ve 2,2 mM L-glutamin içeren RPMI 1640 medyumunda, oda 

sıcaklığında 10 dakika bekletildi; daha sonra 75 mg/mL kollajenaz ve 20 µg/mL 

DNase içeren enzim solüsyonunun içerisinde 37°C’de 3 saat inkübe edildi.  

Amniyon parçaları, 100 µL’lik steril hücre filtresinden (Corning, #352360) geçirilerek 

50 mL’lik falkonlara alındı. Toplanan hücreler 200 g’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası dibe çöken pellet, mezenkimal kök hücre büyüme medyumuna alındı, 

hücreler flaska koyularak %5 CO2 inkübatör içine yerleştirildi. 

3.2. Hücrelerin Flow Sitometre ile Karakterizasyonu  

Hücrelerin karakterizasyonu için Mezenkimal Kök Hücre Kiti (BD, 562245) 

kullanıldı. Hücreler Akutaz ve BD marka stain buffer ile kaldırıldı ve yıkandı; 1400 

rpm'de +4°C'de 5 dk santrifüj edildi ve 1x106 hücre/mL olacak şekilde pellet BD 

marka Stain buffer ile resüspanse edildi. Daha sonra 1x106 hücre/mL hücre 

süspansiyonundan tüm tüplere 100 µL hücre pipetlenerek, her bir tüpe 1.10⁵ hücre/mL 

konsantrasyonunda hücre eklenmiş oldu. 

Her bir tüp için aşağıda belirlenmiş olan antikorlardan uygun miktarda pipetleme 

yapıldı.  

1.- / (Sadece hücre (100 µL)  

2. PE hMSC Negatif İzotip Kontrol Kokteyl (20 µL)  

3. hMSC Pozitif İzotip Kontrol Kokteyl (20 µL)  
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4. hMSC Pozitif İzotip Kontrol Kokteyl (20 µL) + PE Mouse IgG2b Izotip kontrol (5 

µL) (4 pozitifin izotip kontrol kokteyli)  

5. FITC Mouse Anti Human CD90 (5 µL)  

6. PE Mouse Anti Human CD44 (5 µL)  

7. PerCP Mouse Anti human CD105 (5 µL)  

8. APC Mouse Anti human CD73 (5 µL)  

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

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

marker) 

Mezenkimal kök hücre belirteçleri olan CD44, CD90, CD73, CD105 pozitif, CD34, 

CD45, CD14, CD19 ve HLA-DR negatif olacak şekilde flow sitometri ile FACS Aria 

III Cell Sorter aleti aracılığıyla hücreler karakterize edildi. 

3.3. Hücrelerin Yönlendirme Deneyleri 

Farklılaşan mezenkimal kök hücrelerde, kıkırdak proteoglikanlarının boyandığının 

belirlenmesi ve kıkırdak yapısının oluşmaya başladığını göstermek için Prusya Mavisi, 

kıkırdak kollajenlerini göstermek için Sirius kırmızısı, kalsiyum depolanmalarını 

göstermek için Alizarin kırmızısı S, adipojenik farklılaşmayı göstermek için Oil 

Kırmızısı O boyamaları yapıldı. 

3.4. Subtotal Nefrektomi Modelinin Oluşturulması 

KBH hayvan modelini oluşturmak için, Akdeniz Üniversitesi Deney Hayvanları 

Ünitesi’nden, Wistar cinsi toplam 36 erkek sıçan (180‐250 g) temin edildi. Tüm 

hayvanlar deney sonlanıncaya kadar Deney Hayvanları Ünitesi’nde 12/12 saat 

karanlık/aydınlık periyodunda, 20-22°C oda sıcaklığında barındırıldı. Hayvanlar 

musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.  

5/6 Nefrektomi (5/6 Nef): Sol böbrekte bulunan renal arterin polar 3 dalından 2’sine 

ligasyon yapılır. 2 hafta sonra ise sağ böbrek çıkarılarak 8 hafta beklenir. Bu sürecin 

sonunda nefrektomi gerçekleşir.   

36 adet Wistar erkek sıçan (180‐250 g) randomize olarak 6 gruba ayrıldı. 

1. Sham Grubu (Kontrol Grubu): 6 hayvan.  
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Hayvanlar sadece 0. ve 14. günlerde açılıp kapatıldı, hayvanlara herhangi bir cerrahi 

işlem uygulanmadı. 14. günün sonunda 2 ay süre ile beklendi. Deney süresi 

tamamlanan hayvanlar metabolik kafes içerisine alınarak 24 saatlik idrar toplandı, sol 

böbrekler alındı ve son olarak hayvan uygun koşullarda sakrifiye edildi.   

2. 5/6 Nefrektomi grubu: 6 hayvan. 

Sol böbrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakılarak ya da bağlanarak) işlevsiz hale getirildi. 

14 gün sonunda sağ böbrek alındı, böylece 5/6 nefrektomi süreci başlatıldı. 2 ayın 

sonunda deney süresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes içerisine alınarak 24 

saatlik idrarları toplandı, sol böbrekleri alındı ve son olarak hayvanlar uygun 

koşullarda sakrifiye edildi.   

3. 5/6 Nefrektomi + 15 gün Grubu: 6 hayvan. 

Sol böbrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakılarak ya da bağlanarak) işlevsiz hale getirildi. 

14 gün sonunda sağ böbrek alındı, böylece 5/6 nefrektomi süreci başlatıldı. 2 ay 15 

gün sonunda deney süresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes içerisine alınarak 24 

saatlik idrarları toplandı, sol böbrekleri alındı ve son olarak hayvanlar uygun 

koşullarda sakrifiye edildi.   

4. 5/6 Nefrektomi + 30 Gün Grubu: 6 hayvan 

Sol böbrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakılarak ya da bağlanarak) işlevsiz hale getirildi. 

14 gün sonunda sağ böbrek alındı, böylece 5/6 nefrektomi süreci başlatıldı. 3 ay 

beklendikten sonra, deney süresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes içerisine 

alınarak 24 saatlik idrarları toplandı, sol böbrekleri alındı ve son olarak hayvan uygun 

koşullarda sakrifiye edildi.   

5. 5/6 Nefrektomi + Mezenkimal kök hücre + 15 gün Grubu: 6 hayvan. 

Sol böbrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakılarak ya da bağlanarak) işlevsiz hale getirildi. 

14 gün sonunda sağ böbrek alındı, böylece 5/6 nefrektomi süreci başlatıldı. 2 ay 

sonunda 5/6 nefrektomi oluşturulmuş olan bu gruptaki hayvanlara, hayvan başına 1 

milyon olacak şekilde hesaplama yapılarak gereken miktarda MKH kuyruk veninden 

enjekte edildi. Kök hücre enjeksiyonundan sonra 15 gün beklendi, 15. gün sonunda 

deney süresi tamamlanan hayvanlar metabolik kafes içerisine alınarak 24 saatlik 

idrarları toplandı, sol böbrekleri alındı ve son olarak hayvanlar uygun koşullarda 

sakrifiye edildi.   
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6. 5/6 Nefrektomi + Mezenkimal kök hücre + 30 gün Grubu: 6 hayvan 

Sol böbrekteki 3 ana arterin 2 tanesi (yakılarak ya da bağlanarak) işlevsiz hale getirildi. 

14 gün sonunda sağ böbrek alındı, böylece 5/6 nefrektomi süreci başlatıldı. 2 ay 

sonunda 5/6 nefrektomi oluşturulmuş olan bu gruptaki hayvanlara hesaplama 

yapılarak gereken miktarda MKH kuyruk veninden enjekte edildi.  Kök hücre 

enjeksiyonundan sonra 30 gün beklendi, 30. gün sonunda hayvan açılarak sol böbreği 

alındı ve uygun koşullarda sakrifiye edildi. 

Kök hücre grubundaki ratlara, kuyruk veninden intravenöz enjekte edilen MKH’ler, 

insan plasentasından elde edildiği için sıçanlara uygulanması immün red oluşturma 

riski taşımaktadır. Bu nedenle, kök hücre enjeksiyonu yapılacak hayvan gruplarına, 

enjeksiyondan 1 gün önce başlanarak 8 gün boyunca immünsupresif ajan 

‘’siklosporin’’ insülin iğnesiyle subkutan olarak 100 μL enjekte edilir. 100 mg 

siklosporin (toz halinde) 10 mL DMSO içerisinde çözülerek hazırlandı. 

Her bir grup için farklı olmak üzere, deney süresi tamamlandıktan sonra sıçanlar 

metabolik kafese alınarak 24 saatlik idrarı toplandı ve karın bölgesindeki arterden 5 

mL'lik kan tüpüne kan alındı. Dokuda belirlenen analizlerin gerçekleştirilmesi için, her 

bir gruptaki (n=6) sıçanlar, o gruptaki gerekli cerrahi müdahalelerin bitiminde uygun 

koşullarda sakrifiye edildi. Alınan kan santrifüj edildi, pellet uzaklaştırıldı, kan serumu 

ve alınan 24 saatlik idrarlar, ilgili deneylerde kullanılıncaya dek -20°C’de saklandı. 

3.5. Western Blot Protokolü 

Deney gruplarına ve kontrollere ait böbrek doku örneklerinin ağırlıkları ölçüldü. 0.2 g 

dokuya 600 µL lizis tamponu ve 10 µL proteaz inhibitör kokteyli (PIK) olacak şekilde 

ilgili hesaplamalar yapılarak dokulara eklendi ve dokular homojenize edilerek toplam 

protein miktarları belirlendi. Numuneler, 15.000 rpm’de, +4°C’de 10 dakika santrifüj 

edilerek süpernatant kısımları alındı. Süpernatantlar alınıp pellet kısmı atılarak lizatlar 

hazırlandı. Hazırlanan lizatların protein miktarları Bradford Kit (Thermo Scientific™, 

Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit) kullanılarak hesaplandı. Protein 

içeriklerine göre her bir grup içerisine distile su ve Laemlie eklenerek örnekler sodyum 

dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) yürütülmeye hazır hale 

getirildi.  
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3.6. SDS-PAGE Metodu 

Kullanılan Solüsyonlar: 

 Ayırma Solüsyonu: 18,17 g Tris + 0,4 g SDS 80 mL dH2O'da çözülür, pH 8.8'e 

ayarlanır ve 100 mL'ye tamamlanır. 

 Toplama solüsyonu: 6,06 g Tris + 0,4 g SDS 80 mL dH2O'da çözülür, pH'ı 6,8' 

ayarlanır ve 100 mL'ye tamamlanır. 

 Akrilamid- Bisakrilamid (Poliakrilamid): 7,5 g hazır akrilamid – bisakrilamid 37,5:1 

toplam hacim 25 mL olacak şekilde distile suda çözülerek hazırlanır.  

 TEMED (TEtra Metil Etilen Diamin)  

 %10'luk APS (Amonyum PerSülfat) 

 Elektroforez yürütme solüsyonu (5X): 9 g TRIS, 43.2 g Glisin ve 3 g SDS 600 mL 

dH2O'da çözünür. Kullanılacağı zaman 1x olacak şekilde distile su ile seyreltilir. 

 Blotlama Solüsyonu: 3 g TRIS ve 14,3 g Glisin 700 mL dH2O'da çözündükten sonra 

üzerine 200 mL Metanol eklenerek hazırlanır. Solüsyonun pH'ı 8,3-8,6 arasında 

çıkmalıdır, ayarlama yapılmaz. 

 TBS (10X): 60,55 g TRIS ve 87,66 g NaCl 800 mL dH2O'da çözünür, pH 7,4'e 

ayarlandıktan sonra toplam hacim dH2O ile 1000 mL'ye tamamlanarak hazırlanır. 

Kullanılacağı zaman 1x şeklinde seyreltilir. 1000 mL TBS'e 1 mL Tween-20 eklenerek 

yıkama solüsyonu olan TBS-T hazırlanır. 

Çalışılacak olan proteinin molekül ağırlığı dikkate alınarak uygun yüzdelerde jeller 

hazırlandı. Jel yüzdeleri için kullanılması gereken miktarlar aşağıda belirtilmiştir. 
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Tablo 3. 6. Toplama jeli hazırlamak için gerekli kimyasallar ve miktarları 

 

Jeller hazırlandıktan sonra 95°C'de 5 dk kaynatılmış olan örneklerin (her 

bir kuyucukta 20 μg protein olacak şekilde hesap yapıldı) ve çalışılan proteinin 

molekül ağırlığına bağlı olarak seçilmiş olan uygun marker yüklemeleri 

gerçekleştirildi ve örnekler elektroforez solüsyonu içerisinde 80 Volt'ta 2 saat 10 

dakika yürütüldü. Yürüme tamamlandıktan sonra jeldeki örnekler nitroselüloz 

membrana aktarıldı. 350 mA'de 1 saat oda sıcaklığında blotlama aşaması yapılarak 

jeldeki proteinlerin membrana geçmesi sağlandı.  

Jel yüzdesi (μL) %5 %7,75 %10 %12,5 %15 

Distile su 4680 4000 3300 2640 2000 

Ayrılma 

Solüsyonu 

2000 2000 2000 2000 2000 

Poliakrilamid 1320 2000 2640 3300 4000 

TEMED 10 10 10 10 10 

%10’luk APS 60 60 60 60 60 

 

Tablo 3. 5. Ayırma jeli hazırlamak için gerekli kimyasallar ve miktarları 

 

(μL) 1 jel için 2 jel için 3 jel için 

Distile su 1155 2310 3465 

Toplama Solüsyonu 500 1000 1500 

Poliakrilamid 330 660 990 

TEMED 2,5 5 7,5 

%10’luk APS 15 30 45 
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Blotlama işleminin sonunda, çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında 1 saat %5'lik BSA 

(TBS-T içinde hazırlandı) ile bloklama aşaması gerçekleştirildi. Bloklama 

aşamasından sonra membranlar FGF-23, α-Klotho ve β-aktin antikorları ile uygun 

dilüsyonlarda gece boyu +4°C'de çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda membranlar, 3 defa 10 dk TBS-T ile yıkanarak, uygun dilüsyonda sekonder 

antikor eklenerek karıştırıcı üzerinde oda sıcaklığında 2 saat inkübe edildi. Süre 

sonunda 3 kez 10 dakika TBS-T solüsyonu ile yıkanan membran, kemilüminesans 

reaktifle yaklaşık 5 dakika geliştirildikten sonra, membrandaki protein bantları, 

görüntüleme cihazı aracılığıyla tespit edildi. Elde edilen bantlar dansitometre ile 

okunarak protein miktarları belirlendi. İnternal standart olarak β-aktin kullanıldı. 

 

 

3.7. Real-Time PCR Protokolü 

Böbrek dokusu örneklerinden Total RNA izolasyonu Trizol (Invitrogen) reaktifi 

kullanılarak gerçekleştirildi. Böbrek dokuları MagNa Lyser Green Beads tüplerine 

alındı ve üzerine 1'er mL Trizol reaktifi eklendi. Homojenizasyon, MagNa-Lyser 

cihazında 6000 rpm’de 25 saniyede gerçekleştirildi. Homojenizasyon işleminden 

sonra Invitrogen'in protokoluna göre RNA izole edildi. Protokol sonunda elde edilen 

RNA pelletleri üzerine RNase-free su eklendi. Elde edilen RNA için konsantrasyon 

ölçümü spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarında yapıldı. İşlem 

sonunda tüpler -80°C'ye kaldırıldı.  

DNase muamelesi RNA (3 µg) 1U DNase I (Invitrogen) ile muamele edildi ve 

komplementer DNA (cDNA) sentezi için kullanıldı. cDNA sentezi, SuperScript™ III 

First-Strand Synthesis System kiti (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen) kullanılarak 

gerçekleştirildi. DNaz ile muamele edilmiş olan 3 µg RNA örneğine, 10xRT tamponu, 

25 mM MgCl2, 10 mM dNTPmix, 0.1 M DTT, 50 ng/μL random heksamerler, 

RNaseOUT ve Superscript III Reverse Transkriptase (200 U/µL)’den oluşan toplam 

Tablo 3. 7. Western Blot yönteminde kullanılan antikorlar ve seyreltmeleri 

Primer antikor Seyreltme Sekonder antikor Seyreltme 

FGF23 1/250 Anti-Rabbit 1/2000 

α-Klotho 1/100 Anti-Rabbit 1/1000 

β-aktin 1/1000 Anti-Mouse 1/5000 
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10 µL’lik cDNA sentez karışımı ilave edilip yavaşça karıştırıldı. Bu karışım, 25ºC’de 

10 dakika, 50ºC’de 50 dakika ve 85ºC’de 5 dakika inkübe edildi. Reaksiyon, 1 μL 

RNase H eklenip 37ºC’de 20 dakika inkübe edilerek sonlandırıldı. Elde edilen 

cDNA’lar PCR için kullanılıncaya kadar -20ºC’de saklandı.  

Sıçan FGF23 ve α-Klotho için spesifik primerler kullanılarak QuantStudio 3 Real-

Time PCR (Applied Biosystems) cihazında, Power SYBR® Green Master Mix 

protokolüne göre Real-time PCR çalışıldı. Reaksiyon karışımı; 10 µL Power SYBR® 

Green PCR Master Mix, 10 µM forward, 10 µM reverse primer, 2 µL cDNA ile toplam 

hacim 10 µL olacak şekilde nuclease-free su ile hazırlandı.  

Amplifikasyon koşulları; 95ºC'de 10 dakika, 95ºC'de 15 saniye ve 60ºC'de 30 saniye 

olacak şekilde gerçekleştirildi. QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems) 

cihazına ait software programı yardımıyla CT (siklus eşik değerleri) değerleri 

belirlendi. Elde edilen CT değerleri 2-∆∆CT formülünde kullanılarak her genin kontrol 

grubuna kıyasla göreceli değişim düzeyleri hesaplandı. Amplifikasyon, 40 siklusta 

gerçekleştirildi. Ayrıca, Melting Curve analizi ile ürünlerin beklenen ve gözlenen Tm 

değerleri karşılaştırılarak PCR ürünlerinin doğruluğu değerlendirildi. 

Tablo 3. 8. Real-time PCR deneyi için kullanılan oligonükleotid primerler 

 

 

3.8. Serum FGF23 ve Klotho Düzeyinin Ölçülmesi 

Kontrol ve deney gruplarından alınan kan örneklerinde FGF23 ve α-Klotho düzeyleri 

ELISA yöntemine dayalı ölçüm kitleri kullanılarak ölçüldü. 

FGF23 rFGF23bf 5’-GCTGGCTCCGTAGTGATAATAGG-3’ 132 bp 

rFGF23br 5’-GCCGTTCTCTAGCGTCCACT-3’ 

α-Klotho rαKlf 5’-TTTGCTTGGGGAGTGGTTGA-3’ 82 bp 

rαKlr  5’-CCCACAGATAGACATTCGGGTC-3’ 

GAPDH rGAPDHf 5’-GTGCCAGCCTCGTCTCATAG-3’ 91 bp 

rGAPDHr      5’-AGAGAAGGCAGCCCTGGTAA-3’ 
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3.9. İdrar Albümin/ Kreatinin Düzeyinin Ölçülmesi 

Kontrol ve deney gruplarından elde edilen idrar örneklerinde albümin/kreatinin 

düzeyleri kolorimetrik olarak, sıçana özgü ölçüm kitleri kullanılarak ölçüldü. 

3.10. İdrar Fosfat Atılımının Ölçülmesi  

Kontrol ve deney gruplarından elde edilen idrar örneklerinde idrarda fosfat atılım 

düzeyleri kolorimetrik olarak, sıçana özgü ölçüm kitleri kullanılarak ölçüldü. 

3.11. İstatistiksel Analizler 

Tüm istatistik hesaplamalar bilgisayar ortamında GraphPad Prism programı ile 

gerçekleştirilmiştir (version 5.0, GraphPad Software Incorporated).  

Grupların karşılaştırılmasında Bonferoni düzeltmeli Mann Whitney U testi 

kullanılmıştır.  

Eşleştirilmiş örneklerin karşılaştırılması için Wilcoxon işaretli sıra testi kullanılmış ve 

p ≤ 0.05 için değerler anlamlı kabul edilmiştir.  

Dansitometrik analizler için Image J programı kullanılmıştır 
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4. BULGULAR 

 

4.1. İzole Edilen Mezenkimal Kök Hücrelerin FACS Analiz Sonuçları 

Mezenkimal kök hücreler izole edildikten sonra, flow sitometre analizi sonuçlarına 

göre CD44, CD90, CD73, CD105 pozitif, hematopoetik belirteçler olan CD34, CD45, 

CD14, CD19 ve HLA-DR negatif bulunmuştur. CD44, CD73, CD90 ve CD105 

mezenkimal kök hücre belirteçleriyle yapılan FACS deney sonuçlarına göre pozitif 

hücrelerin oranları CD44 %94.2, CD73 %48, CD90 %96 ve CD105 %68.2’dir. 

A) 

 

B) 
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C) 

 

D) 

 

E) 

 

Şekil 4. 1. İzole edilen mezenkimal kök hücrelerin FACS analiz sonuçları 

A) CD44 B) CD73 C) CD90 D) CD105 E) Negatif Kontrol için FACS analiz sonuçları. 
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4.2. Mezenkimal Kök Hücrelerin Yönlendirme Sonuçları 

Farklılaşan mezenkimal kök hücrelerin kondrosite yönlendirme sonrası Prusya Mavisi 

ile boyanması sonucunda kıkırdak proteoglikanlarının boyandığının belirlenmesi 

kıkırdak yapısının oluşmaya başladığını göstermiştir. Kıkırdak kollajenlerinin 

boyanması için Sirius kırmızısı boyası kullanılmıştır. Osteojenik farklılaştırmayı 

göstermek için yönlendirilen hücrelerdeki kalsiyum depolanmalarını belirlemek için 

Alizarin kırmızısı S boyaması yapılmıştır. Adipojenik farklılaştırmayı göstermek 

amacıyla, yönlendirilen yağ hücreleri için Oil Kırmızısı O boyaması yapılmıştır. 

 

Şekil 4. 2. İzole edilen mezenkimal kök hücrelerin farklılaşma boyamaları 

MKH'lerin kondrogenez sonrası kıkırdak hücrelerine (Prusya Mavisi ve Sirius Kırmızısı 

boyanmaları), Osteogenez sonrası kemik hücrelerine (Alizerin Kırmızısı S) ve Adipogenez sonrası 

(Oil Kırmızısı O) boyaları ile yağ hücrelerine farklılaşması. 

 

4.3. Western Blot Bulguları 

4.3.1. FGF23 Protein Ekspresyonu 

5/6 nefrektomi modeli oluşturulduktan sonra 15 ve 30 gün beklenerek ilerlemiş böbrek 

hasarı oluşturulan gruplarda, kontrol grubuna kıyasla FGF23 protein ekspresyonunda 

istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlendi (p<0,01). Nefrektomi yapılarak 30 gün 
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beklenen gruba kıyasla, kök hücre verilerek 15 ve 30 gün beklenen grupların FGF23 

protein ekspresyon seviyeleri arasında anlamlı bir azalma gözlendi (p<0,01). Kök 

hücre enjeksiyonundan sonra 30 gün beklenen grup FGF23 protein ekspresyonu 

seviyelerinde, Nefrektomi+15 gün grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma belirlendi (p<0.05). 

 

Şekil 4. 3. FGF23 protein ekspresyonları. 

A) Tüm gruplara ait FGF23 ve internal kontrol olarak kullanılan β-Aktin proteinlerinin western blot 

sonucuna ait bantlar gösterilmektedir. B) Western blot sonuçlarının bantlarına ait yoğunlukların 

taranması ile elde edilen veriler sütun grafikleri şeklinde belirtilmiştir (± 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. α-Klotho Protein Ekspresyonu 

Nefrektomi modeli oluşturulan her üç grup da, kontrol grubuna kıyasla daha düşük 

seviyede Klotho protein ekspresyonu göstermesine rağmen, bu fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı. Kök hücre verilen gruplarda, α-Klotho ekspresyonunun, 

nefrektomi yapılarak 30 gün beklenen gruba kıyasla arttığı belirlendi (Şekil 4.4). 
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Şekil 4. 4. Klotho protein ekspresyonları. 

A) Tüm gruplara ait Klotho ve internal kontrol olarak kullanılan β-Aktin proteinlerinin western blot 

sonucuna ait bantlar gösterilmektedir. B) Western blot sonuçlarının bantlarına ait yoğunlukların 

taranması ile elde edilen veriler sütun grafikleri şeklinde belirtilmiştir (± standart hata ve n=6). 

 

4.4. Real-Time PCR Bulguları 

4.4.1. FGF23 mRNA Ekspresyonu 

Real-time PCR bulgularına göre, FGF23’ün gen düzeyinde ekspresyonu, kontrol 

grubuna kıyasla nefrektomi oluşturulan tüm gruplarda bir artış göstermiştir. Bununla 

birlikte, nefrektomi oluşturulduktan sonra kök hücre verilerek 30 gün beklenen grupta, 

hastalığın en ilerlemiş hali olan Nefrektomi+30 gün grubuna kıyasla FGF23 mRNA 

ekspresyon düzeylerinde anlamlı bir azalma belirlenmiştir. Kök hücre verilerek 30 gün 

beklenen gruptaki FGF23 mRNA ekspresyonu, nefrektomi+30 gün grubuna kıyasla 

anlamlı şekilde azalmıştır (Şekil 4.5). 



34 
 

 

Şekil 4. 5. FGF23 mRNA düzeyleri. 

Tüm gruplara ait FGF23 ve internal kontrol olarak kullanılan β-Aktin genlerinin Real-Time PCR 
sonuçlarına ait veriler sütun grafik şeklinde belirtilmiştir (± standart hata, * p<0.05 NEF+30 vs. 

KHS+30; NEF vs NEF+30 ve n=6). 

 

4.4.2. α-Klotho mRNA Ekspresyonu 

Sıçan α-Klotho genine özgü primerler kullanılarak, deney gruplarına ait böbrek 

dokularında Real-time PCR deneyleri gerçekleştirildi. Buna göre, Sham grubu ile 

kıyaslandığında, nefrektomi gruplarında α-Klotho gen ekspresyon düzeyinde azalma 

gözlenmiştir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Kök hücre 

verilen her iki grupta da α-Klotho ekspresyonu nefrektomi oluşturulmuş gruplara 

kıyasla bir artış göstermiştir fakat bu fark da istatistiksel olarak anlamlı değildir (Şekil 

4.6). 
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Şekil 4. 6. α-Klotho mRNA düzeyleri. 

Tüm gruplara ait α-Klotho ve internal kontrol olarak kullanılan β-Aktin genlerinin Real-Time PCR 

sonuçlarına ait veriler sütun grafik şeklinde belirtilmiştir (± standart hata ve n=6). 

 

4.5. Kit Ölçüm Sonuçları 

4.5.1. Serum FGF23 Düzeyi Ölçümü 

Sıçana özgü ELISA kiti kullanılarak, tüm hayvan gruplarına ait serum örnekleri 

incelendi. Kitin belirttiği şekilde hazırlanan standart grafikten yararlanılarak serum 

FGF23 seviyeleri pg/mL cinsinden hesaplandı. Elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde, serum FGF23 düzeylerinde gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark gözlenmedi (Şekil 4.7). 
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Şekil 4. 7. Serum FGF23 düzeyleri. 

 (± standart hata ve n=6) 
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4.5.2. Serum α-Klotho Düzeyi Ölçümü 

Sıçana özgü ELISA kiti kullanılarak, tüm hayvan gruplarına ait serum örnekleri 

incelendi. Kitin belirttiği şekilde hazırlanan standart grafikten yararlanılarak serum α-

Klotho seviyeleri pg/mL cinsinden hesaplandı. Elde edilen sonuçlara göre, Nefrektomi 

grubuna kıyasla, Nefrektomi+15 ve Nefrektomi+30 gün gruplarında serum α-Klotho 

seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı şekilde artmış bulundu (p<0,05).  Serum α-

Klotho seviyeleri, Nefrektomi grubu dokularda, kök hücre verilerek 15 gün beklenen 

grup (p<0.001) ve kök hücre verilerek 30 gün beklenen gruba (p<0.05) kıyasla, 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşük olarak belirlendi. Nefrektomi yapıldıktan 

sonra 15 gün beklenen gruptaki α-Klotho ekspresyonu, kök hücre enjeksiyonundan 

sonra 15 gün beklenen gruptaki ekspresyona kıyasla anlamlı şekilde düşük bulundu 

(p<0,05).   
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Şekil 4. 8.  Serum α-Klotho düzeyleri 

(± standart hata; * p<0.05: Nef vs KHS+30; Nef+15 vs KHS+15; Nef vs Nef+30; Nef vs Nef+15; 

***p<0.001: Nef vs. KHS+15 ve n=6) 

4.5.3. İdrar Fosfat Ölçümü 

Sıçana özgü kolorimetrik kit kullanılarak, tüm hayvan gruplarına ait 24 saatlik idrar 

örnekleri incelendi. Kitin belirttiği şekilde hazırlanan standart grafikten yararlanılarak 

idrar fosfat seviyeleri mmol/L cinsinden hesaplandı. Buna göre, kök hücre 

enjeksiyonundan sonra 15 ve 30 gün beklenen her iki grupta da idrar fosfat seviyeleri, 

nefrektomi grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşük olarak belirlendi 

(p<0,05).  Nefrektomi oluşturulduktan sonra 30 gün beklenen grupta, kök hücre 
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verilen her iki gruba kıyasla fosfat seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı şekilde yüksek 

bulundu (p<0,05). Nefrektomi yapıldıktan sonra 15 gün beklenen gruptaki idrar fosfat 

ekspresyonunun, kök hücre enjeksiyonu yapılan her iki gruptaki idrar fosfat 

ekspresyonuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı (p<0,01) şekilde yüksek olduğu 

belirlendi (Şekil 4.9). 
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Şekil 4. 9. İdrar fosfat düzeyleri 

 (± 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. İdrar Albümin/Kreatinin Oranı Ölçümü 

Sıçana özgü kolorimetrik kit kullanılarak, tüm hayvan gruplarına ait 24 saatlik idrar 

örnekleri incelendi. Kitin belirttiği şekilde hazırlanan standart grafikten yararlanılarak 

idrar albümin/kreatinin oranı mg/g cinsinden hesaplandı. Buna göre, nefrektomi + 30 

gün grubunun albümin kreatinin oranının, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı olarak arttığı belirlendi (p<0,05). Kök hücre verildikten sonra 15 gün beklenen 

gruba kıyasla, nefrektomi grubu ile nefrektomi oluşturulduktan sonra 30 gün beklenen 

gruptaki albümin / kreatinin oranlarına bakıldığında, istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma görüldü (p<0,05). Benzer şekilde, kök hücre verildikten sonra 15 gün beklenen 

gruba kıyasla, nefrektomi oluşturulduktan sonra 15 gün beklenen gruptaki albümin 

kreatinin oranında da bir azalma görüldü fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

değildi (Şekil 4.10). 
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Şekil 4. 10. İdrar albümin/kreatinin oranı 

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

Kronik böbrek hastalığı, 21. yüzyılda insan sağlığını tehdit eden en önemli halk sağlığı 

sorunlarından biridir (Yan ve Shao 2024). KBH'ye bağlı ölümler dünya çapında 

artmaktadır ve KBH, 2040 yılına kadar en yaygın beşinci ölüm nedeni olma yolunda 

ilerlemektedir. Geç teşhis ve sınırlı tedavi araçları, bu ilerleyişi etkileyen iki faktördür. 

KBH, esas olarak çeşitli patojenik faktörlerin böbrek yapısına ve fonksiyon 

bozukluğuna neden olduğu ve böbrek fonksiyonlarında geri dönüşümsüz kaybın 

meydana geldiği bir hastalık türüdür. KBH etiyolojisi karmaşıktır ve fibrozise yol açan 

düzensiz sinyal yolaklarını içerir. Mevcut tedaviler sınırlı olmakla birlikte, daha etkili 

tanı ve tedavi yöntemlerine yönelik arayışlar yoğundur (Reiss ve ark., 2024). 

Kendini yenileme ve farklı soylardan hücreler oluşturma kapasitesi kök hücrelerin iki 

iyi özelliğidir. Kök hücreler kökenlerine göre sınıflandırılabilir; embriyonik kök 

hücreler, yetişkin kök hücreler ve uyarılmış pluripotent kök hücreler. Yetişkin kök 

hücreler, vücuttaki çeşitli dokularda bulunan ve o spesifik doku veya organın birden 

fazla hücre tipine farklılaşma kapasitesine sahip, farklılaşmamış hücrelerdir. Bu kök 

hücreler mezenkimal kök hücreleri, hematopoietik kök hücreleri, uydu hücrelerini ve 

kas kök hücrelerini içerir. Mezenkimal kök hücreler ilk olarak kobayların kemik iliği 

ve dalağından izole edilmiştir (Habiba ve ark., 2024).  

Mezenkimal kök hücrelerin diyabet, kanser, Parkinson ve Alzheimer gibi 

nörodejeneratif hastalıklar başta olmak üzere çok sayıda hastalıktaki etkisi geniş çapta 

araştırılmıştır. Pro-anjiyogenik, immünosüpresif ve anti-fibrotik yetenekleri 

inflamasyonla mücadele etmelerine ve doku onarımını teşvik etmelerine olanak tanır 

ve bu da onları potansiyel olarak fibrozisi de tedavi edebilen bir hücre popülasyonu 

haline getirir. Genel olarak MKH’ler, böbrek fibrotik sürecinin spesifik aşamalarını 

engelleyerek koruyucu fibrotik aracılar olarak görev yapar (Liu ve ark., 2024). 

Mezenkimal kök hücrelerin böbrekler üzerinde olumlu etkileri olduğu, glomerüler 

boyut, podosit apoptozu, glomerüler matris genişlemesi/skleroz, peritübüler 

interstisyel fibrozis, renal tübüler epitel hücre ölümü ve farklılaşması, 

tübülointerstisyel fibrozis gibi çeşitli negatif süreçlerde azalmaya yol açtığı 

bulunmuştur. Bu etkiler albüminürinin azalması ve böbrek fonksiyonunun önemli bir 

ölçüsü olan glomerüler filtrasyon hızının stabilizasyonu ile de bağlantılıdır (Habiba ve 

ark., 2024).  
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Mezenkimal kök hücreler geniş bir klinik uygulama yelpazesi için uygun ve 

uygulanabilir kaynaklardır. Reinders ve ark., 2021 yılında yaptıkları randomize klinik 

çalışmada, MKH tedavisi ile 24 hafta sonunda kantitatif fibroz skorlarının iyileştiğini 

bulmuşlardır. Ek olarak, post-hoc analizlerle MKH grubundaki korunmuş böbrek 

fonksiyonunu ortaya koymuşlardır.  

Mezenkimal kök hücrelerin salgıladığı parakrin faktörler, MKH'lerin kültür 

koşullarına, hücre geçiş sayısına, kültür ortamının boyutuna (iki veya üç boyutlu) ve 

kültür ortamına bağlı olarak büyük çeşitlilik gösterdiğinden MKH içeriğini ve böbrek 

hasarı üzerindeki terapötik etkinliğini standardize etmek zordur. Nagaishi ve ark., 

2016 yılında yaptıkları çalışmada, MKH'lerin antifibrotik bir etki göstererek diyabetik 

nefropatiyi (DN) iyileştirip iyileştiremediğini araştırmışlardır. MKH'lerden türetilen 

ekzosomların bu işlevlerde kısmen yer alabileceğini ortaya koymuşlardır. Çalışmanın 

sonucuna göre, MKH tedavisi tübüler interstisyel fibrozu baskılamış, transforme edici 

büyüme faktörü-β’nın (TGF-β) artan ektopik ekspresyonunu tersine çevirmiş; 

diyabetli farelerin tübülointerstisyumunda da olumlu yönde fibrotik değişiklikler 

gözlemlenmiştir. 

Alfarano ve ark., 2012 yılında yaptıkları bir çalışmada, kemik iliğinden elde edilen 

MKH’lerin, iskemi-reperfüzyon sonrası böbrekteki işlev bozukluğunu ve bu 

bozulmaya dahil olan mekanizmaları araştırmayı amaçlamışlardır. Bu kapsamda, 

iskemi-reperfüzyon ve immünosüpresif tedaviden sonra klinikte oluşan kronik böbrek 

hasarının gelişimini taklit eden orijinal bir kemirgen modelini kullanmışlardır. Bu 

modeli kullanarak, doğrudan böbreğe enjekte edilen MKH'leri kullanılarak yapılan 

hücre bazlı tedavinin, fibrozis gelişimini önleyip önlemediği veya azaltıp 

azaltmadığını araştırmışlardır. Bu amaçla, sağ böbrekte nefrektomi, sol böbrekte 

iskemi-reperfüzyon hasarı ve 28 gün boyunca siklosporin tedavisini kapsayan bir 

hayvan modeli oluşturmuşlardır. Erkek Lewis sıçanlarının kemik iliğinden elde edilen 

mezenkimal kök hücreler, iskemi-reperfüzyon hasarından 7 ve 14 gün sonra böbrek 

parankimine doğrudan enjekte edilmiştir. MKH enjeksiyonunun böbrek fonksiyonu 

üzerindeki etkisini değerlendirmek için, iskemi-reperfüzyon hasarından 7, 14 ve 28 

gün sonra toplanan kan örneklerinde kreatinin ve üre plazma seviyelerini ölçmüşlerdir. 

Bu deneysel koşullarda, plazma kreatinin ve üre konsantrasyonları kontrol grubuna 

kıyasla hasta grupta önemli bir artış göstermiştir. Aynı zamanda, MKH'lerin 

intraparenkimal enjeksiyonunun, böbrek fonksiyonunu iyileştirdiği gösterilmiştir. 
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Tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, MKH’lerin terapötik etkinliğinin varlığı 

belirtilmiş, fakat bu etkinin renal fibrozis derecesine bağlı olabileceğini 

vurgulanmıştır.  

An ve ark., 2019 yılında yaptıkları bir çalışmada, ilk kez, mezenkimal kök hücre 

uygulamasını insan olmayan diyabetik primatlar üzerinde denemişlerdir. 

Araştırmacılar, rhesus makak maymunlarında diyabetik nefropati modeli geliştirmiş 

ve bu hayvanlara 2 ay boyunca dört kez mezenkimal kök hücre uygulamışlardır. 

Verilen etiketli MKH'lerin böbreklere göç ettiğini tespit eden araştırmacılar; bu 

hayvanlarda MKH tedavisinden sonra, proksimal tübüler epitel hücrelerinde sodyum 

glukoz kotransporter-2 (SGLT-2) regülasyonunu baskılanması ve glisemik değerlerde 

iyileşme gibi diyabetik nefropati ile ilişkişi olan farklı metabolik değişiklerle böbrek 

fonksiyonu üzerindeki iyileşmeyi tespit etmişlerdir. 

Konu ile ilgili yapılan bir başka çalışmada, araştırmacılar kemik kaynaklı kök 

hücrelerin miR-124a ile kombinasyonunun, böbrek dokusunu koruduğunu 

göstermiştir. miR-124a ile birlikte MKH uygulaması, podosit hücrelerinin 

proliferasyonunu arttırmış ve apoptozunu engellemiştir (Sun ve ark., 2018). 

2019 yılında Bai ve ark., yaptıkları bir çalışmada, MKH'lerin DN modelinde lipid 

metabolizmasını düzenleyerek koruyucu etkilerini göstermişlerdir. Araştırmacılar, ilk 

olarak, MKH tedavisinden sonra DN grubu sıçanların böbreklerinde Lipoksin A4'ün 

(LXA4) önemli ölçüde arttığını ortaya koymuştur. LXA4, MKH'lerin koruyucu 

mekanizmasında önemli bir rol oynamaktadır. Daha sonra, diyabetik nefropati ile 

ilişkili fibrozis sinyal yolu ve proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini belirleyen 

araştırmacılar, hem mezenkimal kök hücre hem de LXA4 tedavisinin, TGF-β/Smad 

sinyallemesini ve TNF-α, IL-6, IL-8 ve IFN-γ dahil olmak üzere proinflamatuar 

sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettiğini ortaya koymuşlardır. Bu veriler, MKH'lerin 

DN'deki TGF-β/Smad sinyallemesini ve proinflamatuar sitokinleri hedef alarak LXA4 

aracılığıyla DN patogenezinin ilerlemesini baskıladığını göstermektedir. 

Adipoz doku kaynaklı kök hücre nakli (ASC) de, diyabetik nefropati için umut 

vaadeden bir tedavidir. Ancak, bu hücrelerin intravasküler uygulanması hedef 

organlarda düşük tutunma ile sonuçlanır. Bu nedenle, hücre tabakası teknolojisini 

ASC'lere uygulamayı düşünen Takemura ve ark., ASC tabakalarını doğrudan bir DN 

sıçan modelinin böbreklerine naklederek terapötik sonuçları analiz etmişlerdir. Böbrek 
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koruyucu etkilerin, nakledilen ASC'lerden salgılanan çeşitli trofik faktörlerin parakrin 

etkilerinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Mevcut çalışmada, ASC tabakalarının 

üst sıvısında BMP-7, EGF, HGF, IGF-1 ve PGI2 salgılanması tespit edilmiştir; bu 

faktörlerin böbrek hasarının iyileşmesine katkıda bulunduğu bilinmektedir. Nakledilen 

allojenik hücrelerin nakilden 14 gün sonrasına kadar hayatta kaldığını doğrulayan 

araştırmacılar, ASC'lerin parakrin etkisi aracılığıyla sağlanan böbrek koruyucu etkinin 

sağkalım süreleri boyunca başarıyla gerçekleştirildiğini ve allojenik ASC'lerin 

diyabetik nefropatinin iyileşmesine katkıda bulunuyor olduğunu düşünmüşlerdir. 

Özetle, ASC tabakası nakli, tutunma verimliliğini arttırmış; kök hücre uygulaması, 

böbrek yapısını hem glomerüler hem de tübüler seviyelerde korumuştur (Takemura ve 

ark., 2020). 

2015 yılında, Ni ve ark., yaptıkları bir çalışmada, diyabetik nefropati modeli 

oluşturulmuş sıçanlarda adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücre transplantasyonunun 

koruyucu etkilerini araştırmışlardır. Buna göre, ASC tedavisinin böbrekteki histolojik 

değişiklikleri iyileştirdiğini, apoptoz oranını ve Wnt/β-katenin ekspresyonunu 

azalttığını ve Klotho ekspresyonunu arttırdığını belirtmişlerdir. 

Çalışmamızda, sıçana özgü kolorimetrik kiti kullanarak, tüm hayvan gruplarına ait 24 

saatlik idrar örneklerinde albümin/kreatinin oranları tespit ettik. Kitin belirttiği şekilde 

hazırlanan standart grafikten yararlanılarak idrar albümin/kreatinin oranını ölçtük. 

Buna göre, nefrektomi+30 gün grubunun albümin kreatinin oranının, kontrol grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olarak arttığını belirledik (p<0,05). Kök hücre 

verildikten sonra 15 gün beklenen gruba kıyasla, nefrektomi grubu ile nefrektomi 

oluşturulduktan sonra 30 gün beklenen gruptaki albümin/kreatinin oranlarına 

baktığımızda, istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gördük (p<0,05). Benzer şekilde, 

kök hücre verildikten sonra 15 gün beklenen gruba kıyasla, nefrektomi oluşturulduktan 

sonra 15 gün beklenen gruptaki albümin/kreatinin oranında da bir azalma tespit ettik. 

Elde ettiğimiz sonuçların, literatürdeki ilgili diğer çalışmalarla ortaya koyulan 

sonuçlar ile uyumlu olması, hayvan modelimizin doğruluğunu bize kanıtladı. 

Ulusal Böbrek Vakfı, ABD Gıda ve İlaç Dairesi ve Avrupa İlaç Ajansı'nın ortak bir 

çalıştayı, albüminüride erken bir değişikliğin klinik çalışmalarda KBH ilerlemesi için 

uygun bir belirteç olabileceğini önermiştir. Buna göre; Green ve ark. (2023), T2D ve 

evre 2-3 KBH bireyleri içeren 807 yetişkin ile gerçekleştirdikleri randomize ve 

kontrollü Faz 2 çalışmasında (çalışmaya idrar albümin/kreatinin oranı (UACR) ≥300–
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<5000 mg/g olan kişiler dahil edilmiştir) idrar albümin/kreatinin oranının düşürülmesi 

ile böbrek iyileşmesi arasındaki ilişkiyi ortaya koymuşlardır. Benzer şekilde, diyabeti 

olan yaklaşık 500.000 kişiyi içeren bir meta-analizde, idrar albümin/kreatinin 

oranındaki bir değişikliğin son evre böbrek hastalığına ilerleme riskiyle ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Coresh ve ark., 2019). Yine başka bir çalışmada, diyabetli>20.000 

katılımcıya ait veriler içeren 41 klinik çalışmanın meta-analizi, albüminüri ile böbrek 

arasında net bir ilişki ortaya koymuştur. Albüminürideki %30'luk bir azalma, son evre 

böbrek hastalığı da dahil olmak üzere böbrek hastalığı ilerleyişinde %27'lik bir azalma 

ile ilişkilendirilmiştir (Heerspink ve ark., 2019). Elde ettiğimiz bulgular, bu sonuçlar 

ile paralellik göstermektedir. 

Kronik böbrek hasarı ve mineral-kemik iliği metabolizması ile ilgili yakın zamanda 

tanımlanan iki yeni oyuncu FGF23 ve α-Klotho'dur. FGF23 esas olarak kemikteki 

osteositler tarafından üretilen fosfatürik bir hormondur. FGF23 sentezi ve 

salgılanmasının düzenlenmesi tam olarak aydınlatılmamış olmasına rağmen Pi, 

kalsiyum, D vitamini türevleri, PTH ve diğer faktörlerin FGF23 düzeyini etkilediği 

görülmektedir. FGF23, fibroblast büyüme faktörü reseptörleri 1c, 3c ve 4'e bağlanır ve 

serum Pi seviyelerinin doğrudan düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. Bunu, 

proksimal tübülde sodyuma bağlı Pi ortak taşıyıcıları olan sodyum-Pi IIa ve IIc'yi aşağı 

regüle ederek ve böylece renal Pi atılımını artırarak yapar (Yamada ve Giachelli 2017). 

Ek olarak FGF23, 1α-hidroksilazı inhibe eder ve 24α-hidroksilaz aktivitesini arttırır, 

böylece kalsitriol seviyelerini azaltır; bu da serum Pi normalizasyonunu destekler. 

Fonksiyonel D vitaminindeki azalma, bağırsakta fosfat ve kalsiyum emilimini sınırlar. 

FGF23'ün FGFR'lere bağlanması, zorunlu bir yardımcı reseptör olarak tip I 

transmembran proteini α-Klotho'yu gerektirir. FGFR'ler pek çok yerde eksprese 

edildiğinden, bir hücre üzerinde α-Klotho'nun varlığının, FGF23 etkisi için doku 

spesifikliğini sağladığı düşünülmektedir. α-Klotho esas olarak böbrek, paratiroid bezi 

ve koroid pleksusta eksprese edildiğinden, FGF23'ün fonksiyonunun tarihsel olarak bu 

organlarla sınırlı olduğu düşünülüyordu, ancak bu paradigma, FGF23'ün başka 

reseptörlere ve kalp dahil başka hedef dokulara sahip olabileceğine dair artan kanıtlarla 

değişmektedir (Portales-Castillo ve Simic 2022). 

Böbrekte FGF23, FGF reseptörüne ve onun yardımcı reseptörü Klotho'ya bağlanır. 

Hem akut hem de kronik böbrek hasarı, hiperfosfatemiyi önleme mekanizması olarak 

dolaşımdaki FGF23 düzeylerini artırır. Yüksek FGF23 düzeylerinin böbrek hastalığı 



44 
 

olan hastalarda morbidite ve mortalite ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Ancak α-

Klotho'nun genel popülasyonda ve KBH hastalarında koruyucu etkilerini test eden 

hiçbir klinik çalışma bulunmamaktadır (Yamada ve Giachelli 2017). 

Çalışmamızda ilk olarak term plasentaların amniyon membranından izole edilen 

mezenkimal kök hücrelerin flow sitometre ile karakterizasyonunu gerçekleştirdik. 

Daha sonra bu hücrelerin adiposit, kondrosit ve osteositlere yönlendirilme deneylerini 

yaptık. 5/6 nefrektomi oluşturulan bazı gruplara (kök hücre+15 gün (n=6) ve kök 

hücre+30 gün grupları (n=6)) kök hücre enjekte ettik.  

Tüm gruplarda FGF23 ve α-Klotho düzeylerini Western Blot yöntemi ile belirledik. 

Analiz sonuçlarına göre 5/6 nefrektomi modeli oluşturulduktan sonra 15 ve 30 gün 

beklenerek ilerlemiş böbrek hasarı oluşturulan gruplarda, kontrol grubuna kıyasla 

FGF23 protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözledik (p<0,01). 

Nefrektomi yapılarak 30 gün beklenen gruba kıyasla, kök hücre verilerek 15 ve 30 gün 

beklenen grupların FGF23 protein ekspresyon seviyeleri arasında ise anlamlı bir 

azalma gördük (p<0,01). Kök hücre enjeksiyonundan sonra 30 gün beklenen grup ile 

Nef+15 gün grubu arasında FGF23 protein ekspresyonu seviyeleri arasında da 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark belirledik (p<0.05). Nefrektomi modeli oluşturulan 

her üç grup da, kontrol grubuna kıyasla daha düşük seviyede Klotho protein 

ekspresyonu gösterdi. Kök hücre verilen her iki gruptaki protein düzeyindeki Klotho 

ekspresyonunun ise, nefrektomi yapılan gruba kıyasla arttığını belirledik. Western 

Blot bulgularımızın literatürdeki benzer çalışmalarla uyumlu olması, deneyimizi 

tasarlarken planladığımız sonuçlara ulaştığımızı bize gösterdi. Mezenkimal kök hücre 

enjeksiyonundan sonra nefrektomi gruplarında FGF23 protein ekspresyon 

seviyesindeki azalma ile Klotho protein ekspresyon seviyelerinde artış, renal hasara 

karşı MKH'lerin terapötik etkilerinden kaynaklanıyor olabilir. 

FGF23 ve α-Klotho mRNA ekspresyonlarını Real-Time PCR yöntemi ile 

değerlendirdik. Buna göre, FGF23’ün gen düzeyinde ekspresyonu, kontrol grubuna 

kıyasla nefrektomi oluşturulan tüm gruplarda bir artış gösterdi. Bununla birlikte, 

nefrektomi oluşturulduktan sonra kök hücre verilerek 30 gün beklenen gruptaki 

mRNA ekspresyonlarını, hastalığın en ilerlemiş hali olan Nefrektomi+30. gün grubu 

kıyasla (p<0,05) anlamlı olarak azalmış bulduk. Gruplar arasında en belirgin azalmayı, 

(p<0,05) Nefrektomi+30. gün grubu ile kök hücre verilerek 30 gün beklenen grup 

arasında belirledik. Sham grubu ile kıyasladığımızda, nefrektomi gruplarında α-Klotho 
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gen ekspresyon düzeyinde bir azalma belirledik. α-Klotho gen ekspresyon seviyeleri, 

kök hücre verilen her iki grupta da nefrektomi oluşturulmuş gruplara kıyasla bir artış 

gösterdi. Real-time PCR deneylerinde elde ettiğimiz sonuçlar hem kendi içinde hem 

de literatür ile tutarlıydı. Gen düzeyinde elde ettiğimiz sonuçlar, Western blot 

deneyleri ile protein düzeyinde tespit ettiğimiz sonuçlar ile uyumluydu. Bu paralellik, 

mezenkimal kök hücre uygulanmasının protein düzeyinde olduğu gibi gen düzeyinde 

de bir iyileşmeye neden olması ile açıklanabilir. 

Yamada ve ark. (2017), yaptıkları bir çalışmada araştırmacılar kronik böbrek hasarının 

aslında bir α-Klotho eksikliği durumu olarak tanımlanabileceğinden bahsetmiştir. Bu 

sebeple KBH'li hastalarda çözünebilir α-Klotho'yu yenilemek veya membrana bağlı α-

Klotho'nun ekspresyonunu arttırarak KBH ilerleyişinin önüne geçme önerisini ortaya 

koymuşlardır. Klotho esas olarak distal tübülde ifade edilirken, FGF-23'ün fosfat 

taşıyıcıları ve D vitamini metabolizması üzerindeki etkileri proksimal tübülde 

meydana gelir. Onal ve ark. (2018), bunu kanıtlamak için, yaptıkları bir çalışmada 

farelerin proksimal tübülünde Klotho'nun ablasyonu gerçekleştirilmiş ve yüksek 

fosfatlı bir diyetle tehdit edildiğinde bu durumun hiperfosfatemi ile sonuçlandığı 

belirlenmiştir. İnsanlarda veya farelerde Klotho eksikliği, FGF23 eksikliğine benzer 

şekilde şiddetli hiperfosfatemiye ve 1,25(OH)2D seviyelerinde azalmaya yol açar. 

KBH ilerlemesi sırasında α-Klotho seviyelerinin FGF23'teki artışa paralel olarak 

azaldığı ortaya koyulmuştur. Bizim sonuçlarımız da bu verileri destekler niteliktedir. 

Çalışmamızda FGF23’ün böbrek fonksiyonu ile olan ilişkisi bilindiğinden FGF23 ve 

α-Klotho’nun serum düzeyleri sıçana özgü ELISA kit ile; idrarda fosfat atılım 

düzeylerini de sıçana özgü kolorimetrik kit kullanarak ölçtük. İlk olarak tüm hayvan 

gruplarına ait serum örneklerinde FGF23 düzeylerini ELISA kit yardımıyla belirledik. 

Buna göre, kontrol grubuna kıyasla, nefrektomi gruplarında serum FGF23 seviyelerini 

daha yüksek olarak belirledik. Ayrıca, sıçana özgü ELISA kit kullanarak serum α-

Klotho seviyelerini belirledik. Buna göre, Nefrektomi grubuna kıyasla kök hücre 

verilerek 15 gün beklenen grup (p<0.001) ve kök hücre verilerek 30 gün beklenen 

gruptaki (p<0.05) Klotho düzeyleri, istatistiksel olarak anlamlı şekilde yüksek bulduk. 

Nefrektomi yapıldıktan sonra 15 gün beklenen gruptaki α-Klotho ekspresyonu ise, kök 

hücre enjeksiyonundan sonra 15 gün beklenen gruptaki ekspresyona kıyasla anlamlı 

şekilde düşüktü. 
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Desbiens ve ark., (2022) yaptıkları bir çalışmada, KBH olan (çoğunlukla evre 3A) ve 

olmayan bireyler arasında FGF23 düzeylerinin farkında bakmışlar ve KBH'de 

FGF23'ün erken dönemde arttığını gösteren bir sonuç ortaya koymuşlardır. Konu ile 

ilgili yapılan bir başka çalışmada, KBH'de, eGFR 60 mL/dk/1,73 m2'nin altına düştüğü 

anda, fosfat tutulumu, plazma D vitamini ve kalsiyumda azalma ile birlikte FGF23 

düzeylerinde artış ortaya koyulmuştur. Araştırmacılar, tüm bu değişen faktörlerin, 

ilerlemiş böbrek hasarı ve sekonder hiperparatiroidizm gelişimi ile olan ilişkisini 

göstermişlerdir (Sinha ve ark., 2022). Bizim çalışmamızda, böbrek hasarının ilerleyişi 

ile ölçülen FGF23 seviyelerindeki artış, bu örnek çalışmaları destekler niteliktedir. 

Çalışmamızda aynı zamanda, sıçana özgü kolorimetrik kit kullanarak, tüm hayvan 

gruplarına ait 24 saatlik idrar örneklerinde fosfat düzeylerini belirledik. Kitin belirttiği 

şekilde hazırlanan standart grafikten yararlanılarak idrar fosfat seviyelerini hesapladık. 

Buna göre, nefrektomi grubundaki idrar fosfat düzeyleri, kök hücre verilen her iki 

gruba kıyasla anlamlı şekilde yüksekti (p<0,05).  Nefrektomi oluşturulduktan sonra 30 

gün beklenen grupta, kök hücre verilen her iki gruba kıyasla fosfat seviyeleri 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde artmıştı (p<0,05). Nefrektomi yapıldıktan sonra 15 

gün beklenen gruptaki idrar fosfat atılımının, kök hücre enjeksiyonu yapılan her iki 

gruptaki idrar fosfat ekspresyonuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı (p<0,01) 

şekilde yüksek olduğunu belirledik. 

Paratiroid hormonu ve FGF23, KBH patogenezinde merkezi bir rol oynar. Her iki 

hormon da böbrek fonksiyonu azaldıkça, muhtemelen normal fosfat dengesini 

korumaya bir yanıt olarak artar, ancak hastalar böbrek yetmezliğine ulaştığında, PTH 

ve FGF23 fosfatürik etkilerini göstermede başarısız olur, bu da hiperfosfatemiye ve 

PTH ve FGF23'te daha fazla yükselmeye yol açar. Orta ve ileri evre KBH'li hastalarda, 

normofosfatemi, FGF23 ve PTH'nin fosfatüriyi artırmaya yönelik etkisi ile korunur, 

ancak KBH'nin ilerlemesi, renal Klotho ekspresyonunun azalmasıyla birlikte böbreğin 

üriner fosfat salgılama yeteneğinde bir azalmaya yol açarak belirgin bir hiperfosfatemi 

gelişmesi ile sonuçlanır (Komaba 2023). Bu sürece kalsitriol düzeylerinde kademeli 

bir azalma eşlik eder ve bu da PTH salgılanmasını daha da uyarır. Bu nedenle ilerlemiş 

KBH'li hastalarda sıklıkla hiperfosfatemi, azalmış kalsitriol seviyeleri ve sekonder 

hiperparatiroidizm görülür. Bu veriler bizim sonuçlarımızla paralellik göstermektedir. 

Tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, kronik böbrek hasarının tanı ve 

progresyonunun değerlendirilmesi için önemli bir biyobelirteç olan FGF23’ün renal 
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hasardaki önemini elde ettiğimiz bulgularla desteklediğimizi düşünüyoruz. Aynı 

zamanda, elde ettiğimiz sonuçların, mezenkimal kök hücrelerin kronik böbrek hasarı 

üzerindeki iyileştirici etkisi ile ilgili yapılan çalışmalara katkı sağlayabileceğine 

inanıyoruz. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Çalışmamızda nefrektomi modeli yapılarak kronik böbrek hastalığı oluşturulmuş 

sıçanlarda, mezenkimal kök hücrelerin terapötik etkileri önemli bir biyobelirteç olarak 

önerilen FGF23 ve onun koreseptörü Klotho’nun gen ve protein düzeyindeki 

ekspresyonları ile serum konsantrasyonundaki değişiklikler üzerinden incelenmiştir. 

Ayrıca deney grubuna dahil olan sıçanların tümünün, sakrifiye edilmeden önceki son 

24 saatlik idrarı toplanmış, ve bu idrarlarda fosfat düzeyleri ile, albümin/kreatinin 

oranları ölçülmüştür. Çalışmamızın sonuçlarını aşağıdaki gibi özetleyebiliriz: 

1. Fosfatürik bir hormon olan FGF23, kronik böbrek hastalığı için biyobelirteç olarak 

önerilen 251 aminoasitli bir polipeptiddir.  

2. Tüm deney gruplarında, FGF23 protein ekspresyonları Western Blot yöntemi ile 

incelendiğinde, kontrol gruplarına kıyasla nefrektomi gruplarındaki protein 

ekspresyonlarında artış ortaya koyuldu. Buna ek olarak, FGF23’ün metabolik 

aktivitelerini gerçekleştirmek için ihtiyaç duyduğu koreseptör olan Klotho’nun da tüm 

deney gruplarındaki protein ekspresyonları Western Blot yöntemi ile incelenmiş; 

kontrol gruplarına kıyasla nefrektomi gruplarının protein ekspresyonlarındaki azalma 

belirlenmiştir. FGF23 ve Klotho için elde ettiğimiz bu sonuçlar, FGF23’ün etki 

mekanizmasını destekler niteliktedir. Mezenkimal kök hücre enjeksiyonundan sonra 

ise nefrektomi gruplarında FGF23 protein ekspresyon seviyesindeki azalma ile Klotho 

protein ekspresyon seviyelerinde artış, renal hasara karşı MKH'lerin terapötik 

etkilerinden kaynaklanıyor olabilir. 

3. Tüm gruplar için FGF23 ve Klotho mRNA ekspresyonları Real-time PCR metodu 

ile incelenmiştir. FGF23 mRNA ekspresyonları, kontrol grubuna kıyasla, nefrektomi 

yapılan gruplarda artmış; kök hücre enjeksiyonundan sonra ise azalma göstermiştir. 

Kontrol grubuna kıyasla, nefrektomi gruplarında Klotho mRNA ekspresyonunda tespit 

edilen azalma ise, kök hücre enjeksiyonundan sonra artış göstermiştir. Gen ve protein 

düzeyinde elde ettiğimiz paralel sonuçlar, mezenkimal kök hücre uygulanmasının 

protein düzeyinde olduğu gibi gen düzeyinde de bir iyileşmeye neden olması ile 

açıklanabilir. 

4. Hayvan modeli olarak subtotal nefrektomi oluşturulduktan sonra, KBH’nin önemli 

parametrelerinden biri olarak kabul edilen ‘’fosfatüri’’yi doğrulamak adına, 24 saatlik 

idrarda fosfat atılım düzeyleri kolorimetrik kit yardımıyla belirlenmiştir. Buna göre, 
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fibrozis şiddeti arttıkça idrar ile atılan fosfat miktarının giderek arttığı; kök hücre 

enjeksiyonundan sonra ise anlamlı bir şekilde azaldığı bulunmuştur. FGF23 gibi PTH 

de, KBH patogenezinde merkezi bir rol oynar. Her iki hormon da böbrek fonksiyonu 

azaldıkça, muhtemelen normal fosfat dengesini korumaya bir yanıt olarak artar, ancak 

böbrek hasarı ilerlediğinde PTH ve FGF23 fosfatürik etkilerini göstermede başarısız 

olur, bu da hiperfosfatüriye ve PTH ve FGF23'te daha fazla yükselmeye yol açar. Elde 

ettiğimiz sonuçlar bu mekanizmayla uyumlu olmakla birlikte, mezenkimal kök 

hücrelerin renal hasar üzerindeki terapötik etkisini de destekler niteliktedir. 

5. Hayvan modeli olarak subtotal nefrektomi oluşturulduktan sonra, KBH’nin önemli 

parametrelerinden bir diğeri olarak kabul edilen albümin/kreatinin oranı da 24 saatlik 

idrarda sıçana özgü kolorimetrik kit ile belirlenmiştir. Buna göre, deney gruplarında 

böbrek hasarının şiddeti arttıkça idrarda hesaplanan albümin/kreatinin oranının 

giderek arttığı; kök hücre enjeksiyonundan sonra bu artışın yerini azalmaya bıraktığını 

tespit ettik. Bu sonuçlar da, hayvan modelimizin doğruluğunu bize göstermiştir. 

Sonuç olarak, kronik böbrek hasarının tanı ve progresyonunun değerlendirilmesi için 

önemli bir biyobelirteç olan ve uygun terapötik müdahale seçimlerine yol açan değerli 

klinik bilgiler sağlamaya yardımcı olabileceğine inandığımız FGF23’ün renal 

hasardaki önemini, elde ettiğimiz bulgularla desteklediğimizi düşünmekteyiz. Aynı 

zamanda, elde ettiğimiz sonuçların, mezenkimal kök hücrelerin kronik böbrek hasarı 

üzerindeki iyileştirici etkisi ile ilgili yapılan çalışmalara katkı sağlayabileceği 

kanısındayız. 
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