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1. GIRIS ve AMAC

Kronik bobrek hastaligi tiim diinyadaki mortalitenin (%8) ve morbiditenin
(%16) 6nemli bir sebebini olusturmaktadir (1). Bobrek yetmezligi, ilerleyici ve
geri doniisiimsiiz nefron kaybina bagli ortaya ¢ikan yikici bir hastaliktir. Diyaliz,
son donem bobrek hastaligi gelisen hastalarda her ne kadar yasam siirelerini
uzatmasina yardimci olsa da, bu sadece gecici bir ¢oziimdiir ve bobrek
fonksiyonlarmin geri kazanilmasina yardimci olmaz. Kesin tedavi yOntemi
allojenik  bobrek transplantasyonu olmasina ragmen, dondér bobrek
bulunmasindaki sikintilar ve immun sisteme bagli komplikasyonlar nedeniyle bu
tedavi yontemi de siirli bir hale gelmektedir. Kronik bobrek hastaliginin
insidans1 artmasina karsin tedavi secenekleri sinirli kalmaktadir. Bu nedenle
saglam bobrek dokusunun miimkiin oldugunca korunmasi, ilerleyen donemde
ortaya cikabilecek bobrek yetmezlik tablosunun azaltilmasi i¢in yasamsal 6nem
tasimaktadir.

Parsiyel nefrektomi, bazi bobrek tlimorlerinin veya ¢ift toplayict sistem
anomalilerinin  tedavisinde  glivenle uygulanmaktadir. Ayrica  bobrek
fonksiyonlarmin korunmasinda ve olast kronik bdbrek hastaliklarinin ortaya
¢ikmasimi Onlemede radikal nefrektomiye {istiinliik saglamaktadir. Bu nedenle
secilmis olgularda radikal nefrektomiye gore tercih edilir hale gelmistir (2-7).
Literatlirde parsiyel nefrektominin 1/3, 2/3, 5/6 gibi farkli oranlarda yapilan
birgok modeli bulunmaktadir. Bu modeller ile bobrekteki doku kaybinin akut ve
kronik  donemdeki  sonuglar1  histopatolojik, immunohistokimyasal ve
biyokimyasal olarak ortaya konmustur. 1975 yilinda Schimamura ve ark (8)
parsiyel nefrektominin, ipsilateral bobrekte erken donemde proliferatif
degisikliklere neden oldugunu, ancak postoperatif 55. haftada skleroza bagh
bobregin  fonksiyonunu kaybettigi gosterilmistir. Nefrektomi sonrasinda
kaybedilen doku, kompanzatuar mekanizmalar1 tetikleyerek viicudun bu kayiba
adapte olmasina yardimci olur. Bobrekte bu kompanzasyon mekanizmalar ile
tubiiler, glomeruler ve vaskiiler dokularda hipertrofik degisiklikler olur. Boylece
kayip renal dokuya ragmen bobrek fonksiyon gostermeye devam eder. Ancak bu

adaptif degisiklikler rejeneratif degildir ve zaman igerisinde tubiiler atrofi,



podositlerin azalmasi, ekstraselliiler matrikste artis, glomeruler hyalinizasyon ve
son olarak skleroza gidis seklinde olmaktadir. Sklerotik degisikliklere hasarlanmig
dokulardaki mitokondri birikimi de eslik eder. Fedovara ve ark. (9) tarafindan
2013 yilinda yapilan bir calismada 5/6 nefrektomi sonrasinda disfonksiyonel
mitokondri birikiminin, hiicre 6liim mekanizmalarini aktive ederek kronik bobrek
hastaliginin ortaya cikmasina yardimci olan etmenlerden birini olusturdugunu
gosterilmistir.

Tim bunlarin sebebinin memelilerde bobregin rejeneratif potansiyelinin
siirli oldugunun diistintilmesidir. Ciinkii nefron gelisimi dogumda ya da erken
postnatal donemde sonlanir (10). Dogum sonrasinda adaptasyon vaskiiler
yapilarda proliferasyon, tubiiler epitelde biiylime ile kendini gosterir. Glomeriil
kayiplar1 rejenerasyon ile geri dondiiriilemeyeceginden, glomerul kaybi nefron
kaybina, dolayisiyla bobregin kaybedilmesine neden olur. Tibbi miihendisligin
gelismesi ile yeni torapatik yoOntemlerin bulunmasina yonelik c¢alismalar
baslanmistir. Insan ya da hayvan kdk hiicreleri toplanarak, parsiyel nefrektomi
yapilan ratlara intravendz yoldan verilerek hem yara iyilesmesine destek oldugu
hem de kalan bobrekte adaptif degisiklikleri arttirici olabilecegi gosterilmistir.
2007 yilinda Sang-Soo Kim ve ark. (11) farkli gestasyonel haftalarda (14,5 - 20,5
hafta) metanefrondan izole edilen fetal hiicreleri, parsiyel nefrektomi yapildiktan
sonra intravendz vermisler. Ug¢ hafta sonra degerlendirildiginde bobrek doku
rejenerasyonun gerceklesmis oldugu gormiistiir. Bir diger calismada deterjan
perfiizyonu ile deselliilarize hale getirilen bobrek, parsiyel nefrektomi yapilan
bobrege nakledilmis ve bu dokunun bobregin rejeneratif markerlarini uyardigi
(nestin, aquaporin-1 gibi) gosterilmistir (12). Ancak bu uyarilmanin mekanizmasi
heniiz anlagilamamustir. Parsiyel nefrektomi sonrasi gozlenen kompensasyonun
bobregin kendi kok hiicre rezervinden proliferatif aktiviteye bagli olarak destek
alip almadig1 konusu tam olarak cevaplanmis degildir. Bu baglamda planlanan bu
calismada bobrekteki adaptasyon mekanizmasini anlamak amaciyla parsiyel/ total
nefrektomi sonrasinda ipsilateral ve kontralateral bobrekte kok hiicre rezervinin
durumu ve proliferatif aktivitenin, nefrektominin farkli oranlarda ve farkli yas
gruplarinda uygulanmasinda farkli sonucglarinin olup olmadigini gostermek tizere

hazirlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi

2.1.1. Makroskopik yapisi

Normal insanda idrar iiretme ve bosaltma sistemi; iki bobrek, iki iireter, bir
mesane ve bir iiretradan olusur. Bobrekler karin arka bolgesinde retroperitoneal
alandadir. Sirtiistii pozisyonda, bobrekler tistten T12 vertebra, alttan L3 vertebra
arasinda bulunurlar, sag bobrek karacigerle iliskisinden dolayr solda daha

asagidadir (13, 14) (Sekil 2.1).

Renal cortex

Renal medulla

Renal column o
Renal pyramid Major calyx
Renal pelvis
Corticomedullary junction Renal artery
Renal vein

Renal papilla

Renal lobe

Fibrous capsule

Sekil 2.1. Bobregin anatomik yapisi (15).

Bobregi igten disa dogru capsula fibrosa, capsula adiposa ve fascia renalis
olmak iizere ii¢ kilif sarar (13, 14, 16). Karin arka duvarinda retroperitoneal olarak
bulunan bobrekler, bazi durumlarda biraz asag:1 yukar: yonde hareket edebilirler.
Bobrekleri yerinde tutan en Onemli olusumlar, damarlar ve fascia renalis'tir.

Ayrica capsula adiposa ve pararenal yag tabakasi da yardimci olur (13, 14, 16).



2.1.2. Fonksiyonel yapisi

Taze bir bobrek kenarlarindan gecen bir kesitle ikiye ayrilarak kesit ylizeyi
incelendiginde, dis kismina cortex renalis, i¢ kismina ise medulla renalis denilir.
Orta kisminda bulunan bobrek seklindeki bosluga da, sinus renalis denilir. Cortex
renalis, mensgeini nefrogen dokudan alir ve papillalar1 hari¢ olmak {izere, pyramis
renalis’lerin her tarafini saran bobrek dokusudur, idrar siizen yapilari igerir.
Medulla renalis 1se mengeini lireter tomurcugundan alir ve toplayici kanallardan
olusur (13, 14, 16). Korteks ve medullanin diizenlenisi, bobregin lob ve lobcuklar
gibi daha kiiciik birimlere béliinebilecegi seklindedir. Insan bébregi ¢ok lobludur.
Bazi tiirlerde (si¢an, tavsan) tek loblu (bir medulla piramidli) bobrek gozlenir.

Hilum renale, bobregin iginde sinus renalis denen boslugun girisidir. A.
renalis hilum renale’den sinus renalis’e girerken v. renalis ve pelvis renalis ¢ikar.
Hilum renale’de bulunan yapilarin pozisyonlart 6nemlidir. Bunlar 6nden arkaya
dogru v. renalis, a. renalis’in 2-3 dali, iireter ve a. renalis’in (VAUA) bir dali
olarak yerlesirler. Bazen iireter’in arkasinda a. renalis’in bir dal ile birlikte v.
renalis’in bir dali da bulunabilir. Perirenal yag dokusu, bobrek hilus’undan
gecerek sinus renalis’e girer ve buradaki yapilarin arasinda kalan bosluklar
doldurur (13, 14, 16).

Hilum renale’den bobrek icinde devam eden bosluga sinus renalis denilir.
Sinus renalis’de pelvis renalis’in {ist boliimii, calix renalis’ler, bobrek damarlar
ve bir miktar da yag dokusu bulunur. Kalikslerin duvarinda bulunan spiral sekilli
kas liflerinin kontraksiyonu sonucunda idrar asagi dogru iletilir. Pelvis renalis,
bobrekten ¢ikarken huni seklinde daralarak iireter’i olusturur (13, 14, 16) (Sekil
2.1).

Bobregin yapisini, kilcal damarlardan kam siizerek olusturduklart idrar ile
kandan zararli metabolizma triinlerini uzaklastiran, idrarin yogunluk ve yapisin
degistirmek suretiyle de organizmanin su ve elektrolit metabolizmasini, asit-baz
dengesini ayarlayan birlesik tubiiler bezler olarak kabul edebiliriz. Idrar tiipciikleri
(uriniferoz tubiil) denen bu tiipciikler bobregin parankimasini olusturur. Idrar
tiipciikleri idrar1 olusturan nefron’lar ve nefron’un yaptig: idrar1 pelvis renalis’e
tasiyan toplayict kanallar olmak tizere iki kisimda incelenir (17). Bobregin

fonksiyonel birimi, nefron’dan ve nefron’un siizdiigii maddelerin bosaltildig



toplayict kanaldan olusan trinifer tubiil’diir. Nefron sirasiyla iki bilesene ayrilir,
bunlar bobrek cisimcigi ve bobrek tubiiliidiir (18). Bobrekte iki tip nefron vardir.
Kortikal nefronlar bobregin korteksine yerlesiktir. Jukstamedullar nefronlar
bobregin korteks-medulla sinirinda yer alirlar. Tiim nefronlar idrar olusum
stirecine katilirlar (19). Glomeriiler filtrat bobrek cisimcigini terk eder ve once
proksimal, daha sonra distal kivrintili tubiillerden gegerek toplayici tubiile akar
(18). Bobrek cisimcigi ve distal kivrintili tubiil komsulugunda jukstaglomerular
aygit (aparat) olarak adlandirilan 6zel bir hiicre grubu yer alir. Bu aparat
jukstaglomerular hiicrelerden ve macula densa’dan olusmustur. Jukstaglomerular
hiicreler ve macula densa’lar tam bir bobrek fonksiyonu i¢in fonksiyonel olarak
biitiinlesmislerdir (18). Podositler ve pencereli endotel hiicrelerin her ikisi ve
bunlarin ilisikte oldugu bazal lamina glomeriiler slizme bariyerini olusturur.
Mezanjiyum, glomeriiler kapillerler arasinda bulunan mezanjiyal hiicreler ve
mezanjiyal matriksten olusan glomerul i¢i (intraglomerul) bir yapidir. Mezenjiyal
hiicreler, diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin 6zelliklerine sahip ozellesmis

perisitlerdir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Glomerulus, Bowman kapsiilii, henle kulpu fonksiyonel ve histolojik
yapist (15, 20).



2.1.3. Damarlari

A. renalis'ler her iki tarafta 1. ve 2. lumbal omurlar arasindaki discus
intervertebralis hizasinda dik a¢1 ile aort’dan ayrilir. Ancak bdobreklerin
pozisyonundan dolayi, sol arter sag arterden biraz daha yukarida bulunur, buna
karsilik sag arter daha uzundur ve v.cava inferior’un arkasindan gecer. Bu
damarlar bobregin hem fonksiyonel, hem de besleyici damarlaridir. A. renalis’ler
hilum renalis’e gelince bobrek segmenti sayisinca (genellikle 5) dala ayrilirlar.
A. segmentalis denilen bu dallarin ¢ogu pelvis renalis'in 6n tarafindan gecer.
Fakat bazen 1 veya 2 tanesi en arkadan gecebilir. A. segmentalis'ler sinus
renalis’de tekrar dallarina ayrilarak calix renalis minor’larin ¢evresinde columna
renalislere girerler. Bobrek loblar1 arasinda uzanan bu dallara a. interlobaris
denilir. A. interlobaris’ler kortikal ve medullar cevher hizasinda yan tarafa
kivrilarak iki cevher arasinda bir kavis seklinde uzanirlar. A. arcuata denilen bu
arterler, birbirleriyle anastomoz yapmazlar. A. arcuata’lardan dik olarak ¢ikan
ince dallara, bobrek lobcuklar1 arasinda uzanmalari nedeniyle, a. interlobularis ad1
verilir. A. interlobularis’lerden yan taraflara uzanan ince dallara ise arteriola
glomerularis afferens denilir. Bunlar capsula glomerularis'in (Bowman kapsiilii)
damar kutbundan girerek iceride rete capillare glomerulare glomerulus denilen
kilcal damar yumagini olustururlar. Bu kilcal damar yumag, tekrar birleserek
arteriola glomerularis efferens’i olusturur. Bu da, arterin girdigi kutuptan ¢ikarak
v. Interlobularis’e acgilir. V. interlobularis de arterleri takip ederek sirasiyla v.
arcuata, v. interlobaris, v. segmentalis ve sonugta v. renalis olarak v. cava
inferior’a acilir. Her iki tarafta a. renalis’in oniinde olan venlerden daha uzun olan
sol v. renalis aorta abdominalis’in Oniinden, a.mesenterica superior’un ise

arkasindan geger (13, 14, 16) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Bobregin damarlanmasi (21).

Arteriola glomerularis efferens, kortikal cevhere gelince tekrar kilcal dallara
ayrilir. Bu kilcal damarlar menseini nefrogen dokudan alan idrar kanalciklarinin
etrafinda rete capillare peritubulare corticale denilen bir ag olustururlar. Bu agdaki
kan konsantreolup yavas seyreder, idrar kanalcigindaki idrar ise fazla diluedir.
Suyun biiyiik bir kism1 ve bazi maddeler, bu ag vasitasiyla geri emilir.

Bobregin medullar cevherini besleyen damarlar (vasa recta), kismen
arteriola glomerularis efferens’ten, kismen de a. arcuata’dan ¢ikar. Bunlar pyramis
renalis’in tepesine dogru uzanirlar. Medullar cevheri besleyen bu damarlar venula
recta denilen venler araciligi ile tekrar donerek v. arcuata’ya agilirlar. A.
interlobularis’lerin u¢ kismindan ayrilan ince dallar (Rr. capsulares) bobregin dis
yiiziine dogru uzanarak disar1 ¢ikar ve capsula fibrosa i¢inde bir ag olustururlar.
Capsula fibrosa, bobrekten siyrildigi zaman bu damarlar kopar. Capsula fibrosa
ve capsula adiposa’y1 besleyen bu dalciklar, a. suprarenalis, a. lumbalis ve a.
testicularis’den gelen dalciklarla anastomoz yaparlar. Bu dalciklarin getirdigi kani
drene eden venlere, v. capsularis denilir. Bu venler venula stellata’lara, bunlar da
v. interlobularis’e agilirlar. Bobrek hilusunda a. renalis’den ayrilan bir kisim
dallar pelvis renalis, calix renalis ve capsula adiposa’y1 besler. Bu dallar capsula

adiposa’ya gelen dallarla anastomoz yapar.
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Bobrekte arteriovendz anastomozlar vardir. Bu tiir anastomozlar calix
renalis’ler civarinda, a. ve v. interlobularis’ler arasinda, kortikal cevherin ince
damarlar1 arasinda tesbit edilmistir. Bu anastomozlar sayesinde, herhangi bir
nedenle glomerulustan gecemeyen kanin bir kismi veya tamami, sliziilmeksizin

dogrudan vendz sisteme gegebilir.

2.1.4. Lenfatikleri

Lenf damarlar1 3 pleksus olusturur. Bunlardan birincisi tubulus renalis’lerin
cevresinde, Ikincisi fascia renalis’in altinda, {i¢linciisii de corpus adiposum
pararenale’de bulunur. Birinci pleksusdaki damarlar birleserek 3-4 ana dal
olusturur. Hilum renale’den ¢ikarken diger iki pleksus’un damarlari ile birlesirler.
Bobrekten ¢ikan lenf damarlart v. renalis’i takip ederek aorta’nin yan tarafindaki

nodi lymphatici lumbales (aortici laterales)’e acilirlar (13, 16).

2.1.5. Sinirleri

Simpatik lifler n.splanchnicus minor, n. splanchnicus imus ve truncus
sympathicus’un lumbal boliimiinden, parasimpatik lifleri ise n. vagus’tan gelir. Bu
lifler once plexus coeliacus, daha sonra a. renalis etrafindaki plexus renalis
araciligl ile bobrege gelir. Bu pleksus i¢inde bir¢cok ganglion bulunur. Bunlardan
en biiyligli a. renalis’in baglangic kisminin 6n tarafinda bulunan, ggl.
aorticorenale’dir. Bu lifler kan damarlar ile tubulus renalis’in hiicrelerine gider.
Simpatikler damarlar1 daraltarak, damardan gegen kanin miktarini azaltir, boylece
kandan siiziilen idrarin miktarin1 azaltmis olur. Agris1 tiim bel bolgesinde duyulur.

Kolik tarzda keskin ve batici bir agr1 seklindedir (13, 14, 16).



2.2. Bobrek Embriyolojisi

Uriner sistem insanlarda intrauterin yasam boyunca nefrojenik kord
tizerinde kranialden kaudale dogru yerlesmis birbirinden farkli ve kismen de tist
iiste binmis ii¢ sistem tarafindan temsil edilir; pronefroz, mezonefroz ve

metanefroz (Sekil 2.4).

Servikal somitler

Pronefrik duktusun
dejenere olan kismi

Pronefroz \
\ Y

L5 T Pronefroz

Nefrojenik kordon

Mezonefroz
i Mezonefrik duktus i Allantois
Karaciger

primordiumu
Yolk sapt

Metanefroz

Allantois Mezonefrik tibiller

Kloaka Metanefrik divertukal (Ureterlk tomurcuk)

Sekil 2.4. Pronefroz, mezonefroz ve metanefroz (22).

Pronefroz ilkel omurgali canlilarin bobreklerini  olusturur. Insan
embriyosunun servikal bolgesinde 7-10 adet solid hiicre topluluguyla temsil
edilen pronefrik sistem, varligin1 ancak 4. gestasyonel haftaya kadar siirdiiriir.
Islevi anlagilamamis, rudimenter bir yapidir. Daha kaudaldekiler olusmadan ilk
olusan nefrotomlar gerilediginden 4. haftanin sonunda pronefrik sisteme ait biitiin
yapilarin izleri silinir gider. Mezonefroz ise ikinci ayin ortasinda orta hattin her iki
yaninda biiyiik ve oval sekilli yapilar halinde belirir. Varligim1 8. gestasyonel
haftaya kadar koruyabilen mezonefrozun kisa bir silire fonksiyon gdosterdigi
sanilmakla birlikte, 2. aym sonunda 6nemli dl¢lide yok olur. Mezonefroz iiriner
sistemin gelisiminde kritik role sahip bir yapidir. Mezonefrik sistemin {riner
sistemin gelisimi lizerindeki etkisi mezonefrik kanaldan 5. gestasyonel haftada

ayrilip yukar1 dogru biiyliyen ve metanefrozun metanefrik blastem haline



farklanmasini uyaran iireter tomurcugunda saklidir. Ugiincii iiriner organ olan

metanefroz veya kalic1 bobrek, 5. haftada belirir (Sekil 2.5).

Mezonefrik
Sonbarsak sistem
Allantois

’ Mezonefrik
}' kanal

‘/’ Metanefrik

/ blastem

’/’
‘/ Uf'efe/"
g tomurafiu

Sekil 2.5. Besinci hafta sonunda sonbarsak ve kloaka arasindaki iliski. Ureter
tomurcugu metanefrik mezoderme (blastem) gomiilmiistiir (23).

Yukar1 dogru uzayarak metanefrozun i¢ine gomiilen ireter tomurcugu
metanefrik dokunun kalici bdbrek haline gelebilmesi igin gereken siireci
baslatirken metanefrik doku da buna karsilik {ireter tomurcugunu toplayici sistemi
olusturmasi i¢in uyarir. Ureter tomurcugu metanefrozla iliski kuramadig: takdirde
metanefrik blastem kalici bobrek haline gelemez. Metanefrik blasteme penetre
olan tireter tomurcugu genisleyerek primitif renal pelvisi olusturur ve gelecekteki
ana kaliksleri olusturmak iizere kranial ve kaudal parcalara ayrilir (Sekil 2.6).
Metanefrik dokuya penetre olan her kaliksten iki yeni tomurcuk gelisir. Bu
tomurcuklar yaklasik 16 nesil tubiil olusturana kadar boliinmeye devam ederler.
Gelisimin daha sonraki evrelerinde, 5. ve takip eden generasyonun toplayici
tubiilleri uzayip mindr kaliksler i¢ine dogru toplanarak renal piramidleri meydana

getirirler (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Renal pelvis, kaliksler ve metanefrozun toplayici kanallariin gelisimi
(23).

Ureter tomurcugu metanefritik blastemin icine gémiiliirken bir yandan da
stirekli boliinerek minér kalisleri ve toplayici tubiilleri olusturur. Yirminci haftada
toplayict sistemin tamami ve nefronlarin da 1/3’ii ortaya ¢ikmis olur. Ureter
tomurcugunun metanefrik blastem {izerindeki uyarici etkisiyle 7. haftadan itibaren
nefronun diferansiyasyonu da baglar. Yeni olusan toplayict tubiillerin distal
uclarinin etrafi metanefrik doku sapkasi adiyla bilinen hiicrelerle ¢evrelenir (Sekil
2.7). Bu hiicreler, tubiillerin indiikleyici etkisiyle renal vezikiil olarak bilinen
kiigiik keseciklere doniisiirler. Daha sonra bunlardan da kiiciik tubiiller meydana
gelir. Bu tubiiller glomeriil adi verilen kapiller yumaklariyla birlikte nefronu veya
bosaltim birimini olusturur. Anlasildigi gibi, nefronlar sentrifugal bir gelisim
gosterir. Her nefronun proksimal ucu, glomeriil tarafindan derin sekilde
yaylandirilmis Bowman kapsiiliinii olusturur. Tubiiliin distal ucu ise, toplayici
kanallardan birbiriyle iliski kurar. Bosaltic1 tubiillerin uzamaya devam etmesi
sonucu proksimal kivrintili tubiiller, Henle halkas1 ve distal kivrintili tubiiller

meydana gelir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi. Oklar, bosaltim biriminin
toplayict sistemle iliskiye girerek, idrarin glomeriillerden toplayici kanallara
akmasini sagladig1 noktay1 gostermektedir (23).

Gestasyonun 20. haftasi civarinda iireter tomurcugundan {ireter, renal pelvis,
major ve mindr kaliksler, papiller kanallar ve sayist yaklasik 1-3 milyon arasinda
degisen nefron biriminin son kismi olan toplayici kanallar gelisir. 20. haftada
toplayici sistemin tamami ve nefronlarin da 1/3°1 artik mevcuttur. Nefrogenez
34.-36. haftaya kadar devam eder. On sekizinci haftadan itibaren amniyon
stvisinin tamamina yakini fetusun idrarindan meydana gelir. Bobreklerin idrar
liretme ve yeterince amniyon sivist olusturabilme kapasitesi fetusun gelisimi
tizerinde baska hi¢ bir seyle kiyaslanmayacak kadar onemlidir. Amniyon sivisi
fetus tarafindan yutulur, sindirim kanalindan emilerek kan dolagimina gecer ve
tekrar bobrekler tarafindan amniyon bosluguna geri doner. Fetal bobregin tek
islevi, ozellikle akciger gelisimi i¢in gerekli olan amniyon sivisinin olusumunu

saglamaktan ibarettir. Bebek her bobreginde 1 milyondan fazla nefronla dogar.
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Ureter tomurcuguyla metanefrik doku arasinda cereyan eden bu biyokimyasal
nitelikli “karsilikl etkilesim” bobreklerin ve toplayict sistemlerin normal sekilde
gelisebilmeleri i¢in sarttir. Bu gerceklesmedigi takdirde {ireter tomurcugunun ve
metanefrik dokunun beklenen diferansiyasyonu gerceklesmez ve bu da ¢esitli
bobrek veya toplayici sistem anomalilerinin ortaya c¢ikmasiyla sonuglanir.
Ureterle ilgili anomalilerin ortaya cikisinda mezonefrik kanaldan ayrilan iireter
tomurcugunun sayisi, ayrilma noktasi ve zamani gibi etkenlerin rolii vardir. Kalici
bobrekler 9-12 haftalar arasinda bir yandan yukarida anlatildigr sekilde
farklanirken, diger yandan da embriyonun kuyrugunun uzamasi ve viicudun
diklesmesi sonucu 4. lumbar vertebra hizasindan 1. lumbar veya 12. torakal
vertebra seviyesine yiikselirler. Bu sirada, mediale dogru 90 derecelik bir doniis
de yaptiklarindan baslangigta 6ne bakan pelvis mediale bakar hale gelir. Dogumda
yaklagik 25 g agirlikta olan bobrekler, eriskinlerde 300 g agirliga ulasirlar. Term
bir bebegin bobregindeki hiicre sayisi eriskin bobreginin %]17’si kadardir. Net
DNA sentezi dogumdan sonra bir 6 ay daha devam eder. Bu donemden sonra

bobrek hiicre boliinmesinden ziyade, hiicrelerin boyutunun artmasiyla biiyiir (24).

2.3. Nefrektomi Teknikleri

e Basit nefrektomi: Tiim bobregin ¢ikarilmasidir.

e Subkapsuler nefrektomi: Bobrek kapsiilii renal pedikiile kadar agilir.
Perihiler yag dokulari eksize edilir. Renal pedikiil ve damarlar1 baglanir ve
cikarilir.

o Marcellation ile nefrektomi: Cevre dokuya yapisik oldugu ya da total
olarak ¢ikarilamadigi drurumlarda bobregin parca parca ¢ikarilmasidir.

e Nefroiireterektomi: Bobregin ve lireterin ¢ikarilmasidir.

o Parsiyel nefrektomi: Bobregin yalnizca hasarli ya da hastalik barindiran
kisminin ¢ikarilmasidir.

e Radikal nefrektomi: Bobrek, perinefritik yag dokusu, adrenal gland, gerato
fasyasi ve paraaortik lenf nodlarini i¢ine alacak sekilde ¢ikarilmasidir.

e Donor nefrektomi: Bobregin damarlart ve iireteri ile birlikte bagka bir

bireye verilmek lizere ¢ikarilmasidir (25).
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2.4. Nefrektomi Endikasyonlari

Nefrektomi ilk defa 1869 yilinda abdominal kitle 6n tanist ile Gustow
Simon tarafindan elektif olarak yapilmis bir operasyondur. Major renal travmalar,
obstriiksiyon ve tasa bagli 4. derece hidronefroz veya hidroiireteronefroz, spesifik
ve nonspesifik enfeksiyonlara bagli pyonefroz, kist hidatik, multikistik bébrek ve
polikistik bobrek gibi renal kistik hastaliklar, transplantasyon amagli donor
nefrektomisi ve hipoplazik bobrek gibi hipertansif renal hastaliklar da
nefrektominin benign endikasyonlarini olusturmaktadir (26, 27).

Rastlantisal olarak saptanan kiiciik bobrek kitleleri nefron koruyucu
cerrahiye uygun olan kitlelerdir. Giincel calismalar, preoperatif bobrek islev
bozuklugunun diisiintildiigiinden daha fazla oldugunu gostermektedir (28). Bu
bulgular, kii¢iik boyutlu bobrek kitlelerinin cerrahi tedavisinde nefron koruyucu
cerrahi olan parsiyel nefrektomi (PN)’nin 6nemini daha da arttirmaktadir. On
yillik zaman periyodunda, agik parsiyel nefrektomi (APN) radikal nefrektomi ile
karsilagtirildiginda, rastlantisal olarak saptanan kiiciik boyutlu bobrek kitlelerinin
cerrahi tedavisinde bobrek islevlerinin daha iyi korunmasi ve radikal nefrektomi
ile esit onkolojik sonuclar1 olmasi nedeniyle, altin standart cerrahi yontem olarak
klinik uygulamaya girmistir (29, 30). Gelismis lilkelerde benign nedenlere bagh
nefrektomi sayist giderek azalmakta, maligniteye bagli nefrektomi endikasyon

olarak ilk siray1 almaktadir (31, 32).

Parsiyel nefrektomi endikasyonlari
Genel olarak  PN’nin  endikasyonlar1 ¢  ayr1  kategoride
degerlendirilmektedir (33):

o Kesin endikasyonlar: Anatomik veya fonksiyonel soliter bobrek olgulari.

e Goreceli endikasyonlar: i) Normal islev goren karst bobregi ileri
donemde olumsuz etkileyebilecek durumlar (diabetes mellitus,
hipertansiyon, tag hastalig1 ve gecirilmis cerrahi oykiisii gibi), ii) Kars1
bobrekte kanser gelisimine yol acabilecek bobrek hiicreli kanserin
kalitsal formlarinin saptanmasi.

o Elektif endikasyonlar: Kars1 bobregi normal olan lokalize tek tarafli

bobrek hiicreli kanser olgulari.
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Parsiyel nefrektomi kontrendikasyonlar:

PN’nin kontrendikasyonlari iki ayr1 kategoride degerlendirilmektedir (34):

o Kesin kontrendikasyonlar: Renal ven ve/veya vena kava inferior’da
trombus olan olgular, tiimor boyutu, lokal invazyon saptanmasi,

o Goreceli kontrendikasyonlar: Lenfadenopati, kanama bozuklugu.

2.5. Kok Hiicreler

2.5.1. KoKk hiicrenin tarihcesi

Gilinlimiizde tibbin yetersiz kaldig1 tedavisi olmayan hastaliklar i¢in umut
15181 olarak goriilen kok hiicreler germ hiicrelerinden, fetiisten ve yetiskin
dokulardan elde edilebilmektedirler. Kok hiicre tedavisi, giiniimiizde birgok etik
ve dini tartigmalara sebep olan, medyanin giindemini siirekli olusturan bir
konudur (35).

Tarihte 1lk kez 1800’lii yillarda baz1 hiicrelerin diger hiicreleri
olusturabilecegi fikrinin ortaya atilmasi ile glindeme gelen kok hiicreler ilk
1900’14 yillarin baginda kesfedilmistir. Bu hiicrelerin sadece kan hiicrelerine
farklilasabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu donemde kok hiicreler insan ve hayvan kok
hiicreleri olmak iizere ikiye ayirilmistir (36).

1950-1960’11 yillarda Ord. Prof. Dr. Vet. Hek. Tugg. Siireyya Tahsin
Aygiin, dogum sonras1 atilan plasentalarda kordon kanindaki hiicreler ile insan
Omriiniin uzatilabilecegini sOyleyerek hiicre kiiltiir tekniklerinin yani sira ilk hiicre
ve kok hiicre tedavilerini yapmistir. Bunlar kitap ve makaleler halinde
uluslararasi dergilerde yayimlamis, yurtdisinda uluslararasi kurultaylarda bildiri
olarak sunmus ve Almanca olarak kitap haline getirerek, Almanya’da
yayimlamustir (37).

1960 yilinda McCulloch ve Till (38) kok hiicrelerin kendi kendini
yenileyebilme ve farklilagsabilme 6zelliklerini tanimlamiglardir. 1991 yilinda ise
kok hiicreler, Caplan (39) tarafindan bugilinkii tanimini alarak embriyonik kok
hiicre ve mezenkimal kok hiicre olarak isimlendirilmistir.

19. yiizyila geri dondiigiimiizde 1868°de Tavassali ve Corsby (40), 1869°da
Goujon yaptiklari ¢caligmalarda kemik hiicresi igermeyen kemik iligi hiicrelerinin

osteojenik  hiicrelere  farklilasma egiliminde oldugunu ispatlamislardir
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Friendestein ve ark. (41) 1960 ve 1970 yillarinda yaptig1 ¢aligmalarda kemik iligi
hiicrelerinin sadece kii¢iik bir popiilasyonunu olusturan hiicrelerin  kemik
hiicrelerine farklilastigini géstermislerdir.

1970 wyilinda Friendestein ve ark. (41) kemik iligindeki farklilagan
hiicrelerin ylizeye hemen tutunmasi ile kolayca hematopoetik hiicrelerden
ayrilabildigini, ylizeye tutunan bu fibrosblastik hiicrelerin klonal yap1 gostererek
tiredigini géstermislerdir.

1976’da Testa, 1977°de Dexter ve 1978’de Allen ve ark. (42) tarafindan
kemik iligi kok hiicrelerinin hiicresel bir mikro ¢evre tarafindan regiile edildigi
gosterilmistir. Kok hiicre nig hipotezi 1978 yilinda Schofield tarafindan
desteklenmistir. Ozellikle kemik iligi stromasinda ikinci bir tip kok hiicrenin
bulunabilecegi Tavassali, Friedenstein ve Owen (43) tarafindan ortaya atilmistir.
Kemik iligindeki ikinci tip kok hiicre fikri 1978 yilinda ortaya atilmig olmasina
ragmen; 1999 yilinda Pittengen ve ark. (44) yayimladigi makaleye kadar ses
getirmemistir. Friedestein ve Owen (45) 1987-1988 yillarinda kemik iligi kok
hiicrelerine kemik kok hiicresi ad1 verilmistir.

Kemik iligi kok hiicre ¢alismalarindan yaklasik 10 yil sonra 1970 yilinin
ortalarinda teratokarsinoma ¢aligmalariyla beraber embriyonik kok hiicre
caligmalar1 da baslamistir. Teratokarsinoma denilen kompleks yapili tiimorlerde
bir ¢ok hiicre hatt1 bulunmustur (deri, kas, sa¢, dis). Daha sonraki ¢aligmalarda bu
hiicre tiplerinin ii¢ ayr1 embriyonik germ tabakasindan mezoderm, endoderm ve
ektodermden tliredigi ortaya ¢ikartilmistir (46-60).

1981 yilinda Evans ve Kaufman (47) embriyonik karsinoma hiicrelerinin
biyolojisini anlamak i¢in blastokist hiicre kiitlesini kiiltiir ortamina ald1 ve en iyi
embriyonik karsinoma hiicre hattin1 elde etmistir. Bu basariy1 blastokistin i¢ hiicre
kitlesinin kiiltiire edilmesi takip etmistir. Normal karyotipte, pluripotent olan bu
hiicrelerin kiiltiire edilmesiyle embriyonik kok hiicrelerin biyolojisinin énemli bir
kismini kesfetmis oldu.

1981 yilindan on iki yil sonra, 1993 yilinda Kanadali bilim adamlar1
embriyonik kok hiicrelerin totipotensi 6zelligini  bulmayr basarmislardir.
Embriyonik kok hiicrelerden yasayan bir fare iireterek embriyonik kok hiicrelerin

totipotensi 6zelligini ispatladilar (48).
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1994 yilinda Bongso ve ark. (49) Wisconsin Universitesi'nde yaptiklari
caligmalar ile ilk embriyonik kok hiicre izolasyonunu gercgeklestirmisler; ancak
embriyonik kok hiicre kiiltiirlinii yapmamuglardir.

1998 yilinda Thomson ve ark. (50) Winconsin Universitesi’nde insan
embriyonik kok hiicrelerinin, 5 gilinlik embriyodan izolasyonunu ve kiiltiiriinii
yapmislardir. Bu hiicrelerin limitsiz tireme 06zelliginin oldugu ve bir¢ok hiicre
tipine farklilasabilecegi saptanmistir. Yine 1998 yilinda John Hopkins
Universitesi’nde, John Gearhart tarafindan yapilan bir calisma ile 9 haftalik bir
fetiis kadavrasindan insan embriyonik germ hiicreleri elde edilmistir.

Embriyonik kok hiicreler, 4-5 giinliik embriyonun rahim duvarina
yerlesmeden Onceki safhasi olan blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler. Bu
sathada embriyo 150 hiicreden meydana gelen ve dis kisminda yuvarlak bir daire
olusturacak sekilde dizilmis hiicreler (trofektoderm), sivi dolu bir kavite
(blastosel) ve i¢ kisimda, bir kiime hiicre i¢eren yap1 seklindedir. Gelismekte olan
bir fetiisiin primordial germ hiicrelerinden de embriyonik kok hiicrelere benzeyen
hiicreler elde edilebilir (51).

2006 yilinda Japon arastirmact Dr. Shinya Yamanakanin (52)
laboratuvarinda somatik hiicreler embriyonik kok hiicre genlerini ifade edebilen
pluripotent benzeri hiicrelere doniistliriilmiistiir. Bunlara indiiklenmis pluripotent
hiicre (IPSCs) ad1 verilmistir.

2008 yilinda French ve ark. (53) blastokist i¢cine somatik hiicrelerin
cekirdeklerini transfer ederek pluripotent kok hiicre elde etmeyi basarmislardir.

2008 yilinda Chung ve ark. (54) embriyoyu parcalamadan pluripotent kok
hiicre elde edilebilecegi goriisiinii ortaya atmislardir. Bu iki g¢alisma da
gostermektedir ki, herhangi bir etik sorunla karsilasmadan ve immiinreaksiyon
sorunu olmadan kisilerin kendi hiicrelerinden pluripotent hiicreler elde edilebilir.
IPSCs kesfinden ii¢ yil sonra, 2009 yilinda Kanadali bilim adamlar1 IPSCs

hiicrelerinden yasayan bir fare iiretmeyi basarmiglardir (55).
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Klinisyenler ve bilim adamlar1 yillarca kok hiicre aragtirmalari iizerinde
calismislardir. Giinlimiizde bu c¢aligmalarin sonucunda iki Onemli gelisme
saglanmistir. Bunlardan bir tanesi Thomson ve ark. (56) tarafindan somatik hiicre
cekirdeklerinin tekrar programlanip embriyonik kok hiicrelere somatik hiicre
cekirdeklerinin aktarilmasi ile yapilan hayvan klonlanmasi; bir digeri ise tedavisi
olmayan hastaliklarin hiicresel tedavi imkanidir. Gelisim biyolojisinin temelini
olusturan hydra’larda kok hiicre biyolojisinin 6 6nemli 6zelligi gosterilmistir;

i)  Sinrsiz tireme ve farklilasma 6zelligi,

ii) Hiicresel ¢cevreden gelen sinyallere ¢ok hizli yanit verebilme 6zelligi;

iii) Wnt ve Notch sinyal yolaklarinin kok hiicre davraniglarinin

kontroliindeki biiylik 6nemi;

iv) Terminal farklilasmada kromatin modifikasyonun énemi;

v) Kok hiicre kaynaklarinda farklilasmanin gosterilmesi;

vi) Kendi kendini yenilemenin kanser gelisimi iizerindeki etkisi

arastiritlmistir (57).

Planaryalarin yliksek rejenerasyon kabiliyeti arastirmacilarin ilgisini
cekmistir. Planaryalarda bulunan pluripotent, rejenerasyondan sorumlu hiicrelere
neoblast hiicreleri denilmistir. Planaryanin yiiksek rejenerasyon kabiliyeti ve
kiiltiiriiniin  kolay yapilmasi nedeniyle kok hiicre arastirmalarinda en ¢ok
kullanilan model organizmadir. Ayrica planaryanin memeli kok hiicrelerine yakin
biyolojide olmasi, insan ve farede rejenerasyon c¢alismalarina umut 15181
olmaktadir (58). Planaryadan sonra yassi kurtlar ailesinin diger bir iiyesi olan
Macrostomum lignano kok hiicre biyolojisi ¢alismalarinda 6nemli bir model
organizmadir. Gerek kiiltiiriniin kolay olmasi, gerek hiicre sayisinin az olmasi,
seffaf olmas1 neoblast (rejenerasyondan sorumlu hiicreler) adi verilen kok hiicre
calismalarin1 kolaylagtirmaktadir. Macrostomum lignano ile yapilan kok hiicre
caligmalarinda basit yapili kurtlardan, yiiksek organizmali canlilara kadar kok

hiicre biyolojisine bilgi kazandiracak uygun model bir organizmadir (59).
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2.5.2. KoKk hiicrelerin tanim

Kok hiicreler, farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline ve kendisini
yenileyebilme yetenegine sahip farklilasmamis, in vivo ve in vitro kosullarda
istenilen doku hiicrelerine farklilasabilen hiicrelerdir.

Kok hiicreler bir yandan ¢ogalirken bir yandan da farkli tiplerde hiicrelere
dontigebilirler. Bu doniisiim, farkli gelisim evrelerinden elde edilen hiicrelerde
farkli derecelerde gozlenmektedir. iki haploit gamet hiicresinin (sperm ve
yumurta) birlesmesiyle olusan zigotun (totipotent) birbirini izleyen
boliinmeleriyle blastokist olusur ve bu asamadaki hiicreler biitiin organizmay1
olusturmak iizere ¢ogalirlar, farklilasirlar (61). Insanda 4-6 giinliik bir blastokistin
i¢ hiicre kitlesinde yer alan bu hiicreler embriyonik kok hiicrelerdir ki, bunlar tiim
germ tabakalarini (ektoderm, mezoderm, endoderm) ve onlardan koken alacak
sistemleri olusturabilme yetenegindedirler (pluripotent) (62). Embriyonik
gelisimin ilerleyen dénemlerinde hiicreler, uterus duvarina implante olana kadar
pluripotent (yaklasik 200 farkli tipte hiicreye farklilasabilme); implantasyondan
sonra ise multipotent (iic germ tabakasina ait hiicrelerden bazilarina
farklilagabilme) 6zellik kazanirlar (63). Kok hiicreler canlinin yasami boyunca
urettigi, farklilasmamis hiicreler olmasina ragmen bebegin gelisim siiresince
embriyonel gelisimde planlanan sekle aykiri bir farklilasma gostermez (64).
Viicudumuzda deri, karaciger gibi bazi organlarin rejenerasyon yeteneklerini
hayatimiz boyunca kaybetmezken, diger organlarin rejenerasyon oOzelliklerini
kaybetmis olmalarinin sebebi hala bilinmemektedir (65).

Gelisimin ilerleyen safhalarinda (fGtal, prenatal, postnatal, c¢ocukluk,
yetiskinlik, vb.) olan organizmada totipotent bir kok hiicreden s6z etmek miimkiin
degildir. Ancak, ¢esitli dokularda (kemik iligi, yag, kas, vb.) gerektiginde ¢ogalip
farklilasabilen hiicreler varhigimi siirdiirmektedir. Bunlara yetiskin kok hiicreler
denir ve embriyonik kok  hiicrelere gore smrli sayida  hiicre tipine

farklilagabilmektedirler (pluripotent ya da multipotent) (Sekil 2.8) (63, 66).
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Sekil 2.8. Kok hiicreler unipotent ya da multipotent 6zellik gdsterebilir (67).

2.5.3. KoKk hiicrelerin genel ozellikleri

Swnirsiz_boliinme ve kendini_yenileme: Kok hiicreler, sahip olduklar

telomeraz enziminin aktivitesi sonucunda sinirsiz  boliinebilme yetenegi
kazanmaktadirlar (68). Boliinmeler esnasinda bir yandan Oncii hiicrelere
dontisecek hiicreleri iiretirken bir yandan da kendi yedeklerini olustururlar.
Boylece organizmadaki kok hiicre havuzu, yasam boyu sabit biiylikliikte kalir.
(69).

Farklilasma (Plastisite = Transdiferansiasyon): Bir hiicre 6zgiin bir yap1

kazanmak ve Ozel gorevleri iistlenmek iizere farklilagmaya baslamadan Once
yeterli sayiya ulagir ve ardindan, ¢ogalma ile ilgili mekanizmalar kapatilarak
farklilagma ile ilgili olanlar devreye girer. Bu siiregte genellikle hiicre bdliinme
dongiisiinden ¢ikar (GO fazi). Farklilagmay1 uyaran ve devam ettiren etkenlerin
ortadan kalkmasi durumunda hiicre tekrar boliinme dongiisiine girer (G1 fazi) (62,
66, 70) (Sekil 2.9). Kok hiicrelerin farklilasma kapasiteleri diger hiicrelerden
yiiksektir. Bu ozellikleri sayesinde, organizmadaki yapim ve onarim olaylarinda

onemli roller iistlenirler (62).
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Sekil 2.9. Kok hiicre farklilasmasi (71).

2.5.4. KoKk hiicre tipleri

Embriyonik kok hiicreler: Embriyonik kok hiicreler (EKH), déllenmeden
birkag giin sonraki blastokist asamasindan izole edilmektedirler. Bu kitleden izole
edilen EKH’ler pluripotent 6zelliktedirler. In vitro’da, smirsiz olarak g¢ogaltilip

istenilen her hiicre tipine farklilastirilabilmektedirler (63, 66) (Sekil 2.10).

Ploruia

Blaswula

Uterus

Sekil 2.10. Embriyonik kok hiicre (71).
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Uyarilmis pluripotent kéok hiicreler (iPS): Uyarillmis pluripotent kok
hiicreler, somatik hiicrelere pluripotensi genlerinin (Oct3/4, Sox2, KlIf4, v.b.)

aktarilmasi yoluyla olusturulmaktadir (Sekil 2.11).

(A) Human embryonic stem cells
Fertilised
Sperm Oocyte
pe _ egg Morula
— -
@@ e
o T Inner
sene e cell
Patient In vitro 65" hace
model system
Transplant 1
-— 2 _(HESC
Differentiate —_ _,—..__-‘;2
- — > = =
RPE cells ._,.»»A:_—:—_?\_,)
e P
S
iPSC
Fibroblast cells e Reprogram with
P Oct4, Sox2,
&V Kifa, Myc,
Blood cells Somatic cells Nanog, Lin28
Unipotent
(8) Induced pluripotent stem cells

Sekil 2.11. Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (iPS) (72).

Yetiskin kok hiicreler: Yetiskin kok hiicreler, dogum sonrasinda
organizmada farkli doku ve organlarda yerlesik halde bulunan multipotent kok
hiicreler olup 3 alt grupta incelenirler.

» Hematopoetik kok hiicreler (HKH): Embriyonik donemde olusan
HKH’ler, kemik 1iligi gelisip kok hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereken
mikrogevreyi saglayana kadar bu bolgeler arasinda goc¢ ederler.
Dogumun gerceklesmesiyle HKH’ler kemik iliginde yerlesik olarak
gorevlerini yasam boyu stirdiiriirler.

» Kanser kok hiicreleri: Bazi solid kanser tiirlerinde, hiicre kitlesi iginde
kok hiicre ozelliklerini barindiran belli sayida kanser kok hiicresi
bulunmaktadir. Bunlar kendini yenileme ve ¢ogalma 6zellikleri sayesinde
cogalarak tiimor kitlesinin yeniden ortaya ¢ikmasina ve biiylimesine

neden olmaktadir (66).
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» Mezenkimal kok hiicreler (MKH): MKH’ler ilk defa 1966 yilinda
Fridenstein ve Petrakova tarafindan tanimlanmislardir. Fridenstein,
yaptig1 kemik iligi kiiltiirlinde morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen
hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bu hiicrelerin kemik ve yag
hiicrelerine farklilagma yeteneginde oldugunu gostermistir (73) (Sekil

2.12).

Sekil 2.12. Mezenkimal kok hiicreler (74).

MKH’ler; sitokin, kemokin ve ekstraseliiler matriks proteinlerini
sentezleyebilirler (75). Diger taraftan MKH’ler, inflamasyon alanindan salgilanan
sitokin ve kemokinlerinlerin meydana getirdikleri gradiyent yoniinde goc¢ ederek
tirettikleri kemokin reseptorleri vasitasiyla hasarli dokulara yerlesirler (76). Doku
hasarinda tamir yetenegine sahip olan MKH’ler tedavi amaciyla

kullanilabilmektedirler.

2.5.5. Bobrek kok hiicre rezervinin belirlenmesi

Eriskin bobrekteki kok hiicre rezervini belirlemek i¢in farkli teknikler
kullanmistir. Bunlar hiicre yiizey belirteclerinin belirlenmesi, nadir boliinen
hiicrelerin etiketlenmesi, nefrogenez sirasindaki transkripsiyon faktorlerinin
gosterilmesi, floresan boyamalar ve hiicre kiiltiirii yapilmasidir. Bu teknikler
kullanilarak renal glomerul, tubiil ve papilladaki potansiyel kok hiicre rezervleri

gosterilebilmistir.
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CD133 (prominin-1), plasma hiicrelerinin zarinda bulunan bir proteindir.
Hematopoietik, noral, endotelyal ve kanser kok hiicrelerinde bulunur (77). Ayni
zamanda bdbrek tubiil, glomeriill ve interstisyumunda bol miktarda CDI133+
hiicreler bulunur (77). Sagrinati ve ark. (78) CD24+ ve PDX- hiicreleri de
Bowman kapsiilii’'nde gostermislerdir. PDX matiir podositlerde, CD24 ise
neonefrojenik zonda eksprese edilmektedir. Lindgren ve ark. (79) proksimal
tubiillerde CD133, CD24 ve vimentin pozitif progenitor hiicreleri gosteren bir
calisma yapmuslardir.

Kok hiicreleri farklilagsmig hiicrelerden nadir bdliinmeleriyle ayrilirlar. Bu
nedenle takip edilmeleri icin etiketleme yontemi de kullanilmaktadir. Boyle
hiicrelere “label retaining cell- LRC” denilmektedir. Bu amagla 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU) ve histone2B-green floresan fiizyon proteini (H,B-GFP)
kullanilir (80, 81).

ATP baglayic tastyict proteinler ve Salll geni diger rezerv belirleyicilerdir
(82). Salll bobrek gelisimi ve kok hiicrelerin proliferasyonunda rol oynayan bir
transkripsiyon faktoriidiir (83, 84).

Yiizey antijen belirteglerine yonelik yapilan ilk 6nemli ¢aligmalar SH2 ve
SH3 antikorlarinin bulunmasini saglamistir (85). Daha sonra SH2 ve SH3, CD105
ve CD73 epitoplarinin bulunmasi saglanmistir (86, 87). Bununla birlikte, CD90+
hiicreler bulunmus ve kok hiicre olarak kabul edilmistir. Bir¢ok literatiirde kok
hiicreler i¢in immiinfenotip analiz yapilirken genel olarak CD105+, CD90+,
CD34-, CD45-, HLA-DR- tanimlama panelleri kullanilmistir (88).

2.6. Sican Bobregi

2.6.1. Anatomisi

Ratlarda renal arterler, a. mesenterica superior’a ¢ok yakin olarak orijin
alirlar. Sag renal arter, sola nazaran biraz daha {istte (cranial)’dir. Hatta sag renal
arter a. mesenterica cranialis’in hemen iist (6niinden) orijin alir. A. renalis’ler
gl. suprarenalis’lere dallarini verdikten sonra hilus i¢inde iki dala ayrilir (96).
Literatiirlerde ilk dallanma tlire gore cranial ve caudal, ya da dorsal ve ventral
dallar olarak ifade edilmistir. Buna gore; a. renalis cranial ve caudal dallara (97),

ya da dorsal ve ventral dallara (98) ayrildig1 gibi a. renalis’in bu dallara ilave
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olarak {iglincii bir dal daha verdigi bildirilmistir (96, 99). Dorsal (kranial) dal
bobrek anterior yiiziin {ist 1/3’linli ve posterior yiiziin iist 2/3’linli beslerken,

ventral ylizdeki dallar orta ve alt polii beslemektedir (96).

2.7. Nefrektomi Modelleri

2.7.1. Cerrahi modeller

Subtotal nefrektomi veya enfarkt modeli (Artik Bobrek): En sik kullanilan
ilerleyici bobrek yetmezligi modellerinden birisidir. Teknik olarak ligasyon ya da
ablasyon yontemleri kullanilabilir. Ligasyon uygulanan yontemde tipik olarak
renal arterin polar dallarina ligasyon uygulanir. Eger 2 polar dala ligasyon
uygulanir ve daha sonrada karsi taraf bobrege total nefrektomi yapilir ise 5/6
nefrektomi modeli, 1 polar dala ligasyon yapilir karst bobrek korunursa 1/3
nefrektomi modeli uygulanmis olur. Ablasyon modelinde ise ipsilateral bobregin
yaklasik %50’sine polar bolgeden baglanarak rezeksiyon uygulanir ardindan
kontralateral nefrektomi uygulanarak 5/6 nefrektomi modeli, eger yaklasik
%20’sine polar bolgeden baslanarak rezeksiyon uygulanirsa 1/3 nefrektomi
modeli elde edilmis olur. Iki segmental dala ligasyon uygulandiginda bébregin
yaklasik %50-70’inde iskemi gelisirken bir dala ligasyon uygulandiginda iskemik

alan orani1 %20-30 civarinda olmustur (89).

2.7.2. Toksik modeller
Puromisin aminoniikleosid (PAN) ve adriamisin (90), adenin (91),
kalsindrin inhibitorleri (92), sisplatin (93), aristolokolik asit (94) ve folik asit

(95) uygulanmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin cerrahi asamalar1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuarinda gergeklestirilmis olup, ilgili konularda Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinin katkis
alinmustir. Tiim deneysel islemler Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel

Etik Kurulunun 2016/8 sayili izni ile yapilmstir.

3.1. Deneysel Model

Calismada 3 haftalik siitten kesilmis agirlig1 80-90 gram arasinda degisen 84
yavru ve 8§ haftaliktan biiylik, agirligi 200-250 gram arasinda degisen 84 ergin
gen¢c Wistar-Albino tlirli erkek sigan kullanildi. Deney hayvanlari, deney
stiresince 12 saatlik aydinlik- karanlik sikluslar1 olan, uygun oda sicakligi ve nem
orani otomatik olarak saglanan odalarda, 4-5 sican alabilen kafeslerde barindirildi.
Deney siirecinde tiim si¢anlar standart kafeslerde, uygun diyet ve ¢cesme suyu
verilerek yasatildilar.

Siganlar intraperitoneal 50 mg/kg ketamin (Ketasol, Interhas Tibbi ve
Kimyevi Uriinler San. Tic. A.S.) ve 10 mg/kg xylazine (Kepro Xylazine, Biopharm
Ast flag San. Ve Tic. Ltd. Sti.) ile anestezi saglandiktan sonra tiim si¢anlar cerrahi
islem siiresince spontan solunum ile ventile oldu.

Sicanlar nefrektomi Oncesinde ve sonrasinda tartim terazisi (Desis T28®,

ETS Elektronik tartim sistemleri) ile tartilarak kaydedildi.

3.2. Deney Gruplar

Kontrol ve deney grubu olmak iizere iki grup olusturuldu. Kontrol grubu
kendi icerisinde 6 gruba ayrildi ve her bir kontrol grubunda 10 erkek sican
kullanildi. Deney grubu ise kendi icerisinde 18 gruba ayrilip, her grupta 6 erkek
sigan kullanildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Deney gruplari.

Deney grubu

Siitten kesilmis

Ergin geng

yavru
5 haftalik 8 haftaliktan biiyiik
(deneyin 15.giinii) (deneyin 15.giinii)
(n:10) (n:10)
Kontrol 7 haftahku ) 8 haftaliktan buyuk
Grubu (deneyin 30.giinii) (deneyin 30.giinil) 60
(n: 10) (n: 10)
11 haftalik 8 haftaliktan biiyiik
(deneyin 60.giinii) (deneyin 60.giinii)
(n: 1()) (n: 10)
Postoperatif 15.giin | Postoperatif 15.giin
(n:6) (n:6)
ek tar?ﬂl 173 Postoperatif 30.giin | Postoperatif 30.giin
parsiyel (n:6) (n:6) 36
nefrektomi : :
Postoperatif 60.giin | Postoperatif 60.giin
(n:6) (n:6)
Postoperatif 15.giin | Postoperatif 15.giin
(n:6) (n:6)
Cerrahi Tek tarafh - " : -
Sonrasi total Postope(r:nS 30.giin Postope(r;tgﬁ 30.glin 36
Grubu nefrektomi : i
Postoperatif 60.giin | Postoperatif 60.giin
(n:6) (n:6)
Postoperatif 15.giin | Postoperatif 15.giin
Tek tarafh (n:6) (n:6)
total - - - -
nefrektomi, Postope(rna.tét)" 30.giin Postope(rna‘tg 30.gln 36
karsi taraf 5/6 ' :
nefrektomi Postoperatif 60.giin | Postoperatif 60.giin
(n:6) (n:6)

3.3. Cerrahi islemler

Sicanlarin karin derisinin tiiyleri tiras edildikten sonra povidon iyot ile
temizlenerek steril kosullar saglandi. Orta hat insizyonla laparatomi yapildi.
Bobrek lojuna ulasildiktan sonra;

¢ 1/3 nefrektomide (1/3 Nx), artik bobrek — ligasyon (enfarkt) modeli (89,

100) uygulanarak sol bobregi besleyen renal arterin ventral (kaudal) polar
dallarindan birisine 6/0 vicryl (Pegelak™, Dogsan cerrahi  dikis

malzemeleri) siitiir ile ligasyon uygulandi.
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e Tek tarafli total nefrektomide (TTNx), sag bobregi besleyen damarlarin
hepsi total olarak 6/0 vicryl (Pegelak®, Dogsan cerrahi dikis
malzemeleri) ile bagland1 ve bobrek total olarak eksize edildi.

e 5/6 nefrektomide (5/6 Nx), artik bobrek — ligasyon (enfarkt) modeli (89,
100)uygulanarak sol bobregi besleyen renal arterin arterin ventral
(kaudal) polar dallarindan birisine ve dorsal (kaudal) polar dalina 6/0
vicryl (Pegelak®, Dogsan cerrahi dikis malzemeleri) siitiir ile ligasyon
uygulandi. Ardindan sag bobregi besleyen damarlarin hepsi 6/0 vicryl
(Pegelak®™, Dogsan cerrahi dikis malzemeleri) ile total olarak bagland: ve

bobrek total olarak eksize edildi.

Ameliyat sonunda kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi
icin karin bosluguna 10 mL steril serum fizyolojik (%0,9 Nacl) verildi. Kanama
kontrolii sonrasinda fasya ve kaslar 4/0 vicryl (Pegelak”™, Dogsan cerrahi dikis
malzemeleri), siitten kesilmis yavrularin karinlar1 5/0 ipek (Silk®, Dogsan cerrahi
dikis malzemeleri) ile, ergin geng ratlarin karinlar1 4/0 ipek (Silk™, Dogsan cerrahi
dikis malzemeleri) ile siirekli dikislerle kapatildi. Ameliyat sonrasi 3. saatte su ve
diyet alimina izin verildi. Cerrahiden 1 saat 6nce ve 5 saat sonra analjezi igin
subkutan 5 mg/kg carprofen (Rimadyl"™) enjeksiyonu yapildu.

Kontrol grubuna ise karin derisinin tiiyleri tiras edildikten sonra povidon
iyot ile temizlenerek steril kosullar saglandi. Orta hat insizyonla laparotomi
yapildi, bobrek lojuna ulasildi. Ancak bobreklere herhangi bir girisim yapilmadi.

Sicanlar (deney ve kontrol gruplari) belirlenen giinlerde cerrahi sirasinda
eksanguinasyon yontemiyle (kan1 bosaltma), abdominal aortadan 8 ml kan
almarak sakrifiye edildi ve ardindan 200 ml serum fizyolojik ve 200 ml

paraformaldehit ile doku perfiizyonu yapildiktan sonra bobrek dokusu alind.
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» Cerrahi islem asamalar

Sekil 3.1. Deney hayvanlarinin karin bdlgesinin hazirlanmasi ve laparatomi
yapilmasi.

Sekil 3.2. Sol bobrek arter dallanmasi. a. sol renal arter, b. kranial (dorsal) arter,
c. ve d. kaudal (ventral arterler).
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Sekil 3.3. a) Sag bobrek pedikiiliiniin (*) penset yardimiyla askiya alinmasi ve
b) 6/0 vicryl (7) ile baglanmasi - TTNx intraoperatif goriniim, ¢) TTNx
postoperatif 2. ay bobregin goriiniimii.

Sekil 3.4. a. Sol bdbregin anterior polar dallarindan birinin ligasyonu 1/3 Nx
sonrasi beslenmesi bozulan alt pol (*) intraoperatif goriiniim, b. 1/3 Nx ipsilateral
(*) ve kontralateral (*) postoperatif 2. ay bobregin goriinimii.

Sekil 3.5. a. Sol bobregin kranial ve kaudal dallarindan birinin ligasyonu (5/6 Nx)
sonrasinda beslenmesi bozulan alt ve {ist pol (*) intraoperatif goriiniim, b. 5/6 Nx
postoperatif 2. ay bobregin goriiniimii.
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Sekil 3.6. a. Cerrahi eksanguinasyon yontemi ile abdominal aortadan (\) kan
alinmasi, b. Eksanguinasyon sonrasinda kalp ventrikiiline (*) yerlestirilen
paraformaldehid i¢eren enjektor ile tiim viicut perfiizyonu yapilmasi.

3.4. Histolojik Degerlendirme

Postoperatif 15, 30 ve 60. giinlerde ipsilateral ve kontralateral bobrekteki
kok hiicre rezervi immunfloresan ¢ift boyamayla CD90, CD105 isaretlemeyle
degerlendirildi. Proliferasyon degerlendirmesi ise immunohistokimyasal olarak

Ki67 boyamasiyla yapildi.

3.4.1. immunohistokimya protokolii

Immunohistokimya metodunda Ki67 antikoru kullanildi. Boyamadan dnce
kesitlerin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izildi ve ardindan PBS ile 3 kez beser
dakika yikandi. Sonrasinda UV blok ile bloklanip, yikama yapilmadan Ki67
primer antikoru (Invitrogen #PAS5-19462) ile inkiibe edildi. Tekrar PBS ile 3 kez 5
dakika yikanip, AlexaFlour 488 (Invitrogen) ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra 3 defa 5 dakika PBS ile yikandiktan sonra ornekler DAPI ile kapatildi ve

floresan mikroskopta incelendi.
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3.4.2. Ciftli immiinofloresan protokolii

Ciftli immunofloresan metodunda CD105 ve CD90 antikorlar1 kullanildi.
Kesitlerin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izildikten sonra PBS ile 3 kez beser dakika
yikandi. Daha sonra kesitler UV blok ile bloklanip yikama yapilmadan CD105
(Bioss bs-4609R) ve CD90 (Invitrogen#MA1-80651) primer antikorlari ile inkiibe
edildi. Tekrar PBS ile 3 kez 5 dakika yikanip, anti-rabbit AlexaFlour 488 sekonder
antikor (1/400) (Invitrogen) ve anti-mouse Texas Red (1/600) (Invitrogen)’dan
hazirlanan mix ile inkiibe edildi. Son olarak 3 kez 5 dakika PBS ile yikanan

ornekler DAPI ile kapatildi ve floresan mikroskopta incelendi.

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme

Kontrol ve deney grubundaki sicanlarin parsiyel/ total nefrektomi sonrasi,
15, 30 ve 60. giinlerde, sicanlarin sakrifikasyonu esnasinda alinan kan 6rnekleri
Histoloji ve Embriyoloji Laboratuarinda santrifiij makinasinda (Eppendorf
centrifuge®, 5810) 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek serumlar1 alindi. Bu
serumlarda BUN ve kreatinin miktarlar1 c¢alisildi. Bu parametrelerin
degerlendirilmesi Mitchell ve ark. (138) yapmis oldugu ¢alismadaki normal Bun

ve kreatinin degerleri baz alinarak yapilmistir.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Caligmamizda histolojik boyamalar sonucunda ortaya c¢ikan verilere
istatistiksel degerlendirmeye uygun olmadiklar1 i¢in bu yonde bir calisma
yapilamadi. Ancak biyokimyasal parametrelerin gruplar arasinda parametrik
hipotez testlerinden Anova testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak kabul
edildi. Degiskenler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Tlim istatistiksel
coziimlemeler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows

(20.0 version) paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calisma siiresince parsiyel/total nefrektomi yapilan gruplardan 15 si¢an
ameliyat sonrasi erken donemde kaybedildi. Kaybedilen siganlarin yerine yenileri
konularak ¢alismaya devam edildi. Tiim gruplarda, sakrifikasyon oncesi yapilan
karin i¢i degerlendirmede, makroskopik olarak bir ratin bagirsaklar arasinda fibrin
plaklart gelistigi goriildii. Calisma gruplarinda elde edilen bulgular asagida
belirtilmistir:

4.1. Morfolojik Degerlendirme

Preoperatif ve postoperatif tartilar1 alinan sicanlarda 5/6 nefrektomi grubu
disinda diger nefrektomi tekniklerinin uygulandigi sicanlarda yas grubundan
bagimsiz olarak degerlendirildiginde agirlik artisinin gerceklestigi ancak bu artisin
kontrol grubuna gore daha diisiik oranda oldugu goriildii. 3 haftalik siganlarin
agirlik artigi, 8 haftalik sicanlara gore daha fazlaydi.

3 haftalik yavru siganlarda agirlik artist 1/3 nefrektomi grubunda 15. giin
sonunda ortalama 24+8 g, 30. giin sonunda 45+12 g ve 60. giin sonunda ise 85+15
g oldugu goriildii. Tek tarafli total nefrektomi grubunda ise 15, 30 ve 60. giin
sonunda ortalama agirlik artiglar1 sirasiyla 20+£7 g, 35£12 g, 50+15 g olarak
saptand1. Her iki grubun agirlik artislar1 kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). 5/6 nefrektomi sonrasinda 15. giin
ortalama agirlik artis1 1545 g, 30. giin sonunda ise 15+10 g olarak saptandi. 60.
giin sonunda ise agirlik artiginin olmadigi, aksine kilo kaybinin oldugu ve bu
durumun kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli oldugu gériildii (p<0.05).
Bu agirlik Nx sonrasinda ise iki ve dort hafta sonunda sicanlarin ortalama 30+15 g
kilo alimlariin oldugu, 8 haftanin sonunda ise kilolarinda anlamli bir degisiklik
olmadig goriildi (Tablo 4.1).

Sekiz haftalik ergin gen¢ sicanlarda agirlik artis1 1/3 nefrektomi grubunda
15. glin sonunda ortalama 25+12 g, 30. giin sonunda 4015 g ve 60. giin sonunda
ise 80+15 g oldugu goriildii. Tek tarafli total nefrektomi grubunda ise 15, 30 ve
60. giin sonunda ortalama agirlik artiglar1 sirastyla 25+12 g, 30+10 g, 5015 g
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olarak saptandi. Her iki grubun agirhik artislari  kontrol gruplart ile
karsilagtirildiginda  istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). 5/6 nefrektomi
sonrasinda 15. giin ortalama agirlik artis1 15+7 g, 30. glin sonunda ise 20£11 g
olarak saptandi. 60. giin sonunda ise agirlik artisinin olmadigi, aksine kilo
kaybinin oldugu ve bu durumun kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli

oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Deney gruplarimin agirlik postoperatif agirlik artiglari.

Agirhik (g)

Uc haftahk yavru sican Sekiz haftalik ergin geng
| s | v | ovgin | isgin | oo | ovgin |

TTNX 20 £7%* 35 +12* 50 £15% 25+12* 30+10%* 50+15%*

1/3 NX 25 £8%* 55 +£12* 90+15% 25+12* 58+15% 90+15%

5/6 NX 15 £5%* 20 £10* 0+0* 15£7%* 20+11%* 0+0*

Kontrol 45 £10* 80+15%* 150 £25%* 36 £10%* 85+£15% 140 £15%*
(* p<0.05)

4.2. Biyokimyasal Degerlendirme

BUN degerleri tiim gruplar yastan ve postoperatif donemden bagimsiz
olarak degerlendirildiginde tek tarafli total nefrektomide %91.7, 1/3 nefrektomide
(1/3 NX) %75, 5/6 nefrektomide (5/6 NX) %94,4 oranlarinda yiiksek olarak
saptanmistir. Kreatinin degerleri ise tek tarafli total nefrektomi ve 1/3
nefrektomide %97.2, 5/6 nefrektomide %75 oraninda normal sinirlarda olarak

bulunmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Tiim deney gruplarinin BUN ve kreatinin degerleri.

TTTNX %?2.8 %5.6 %91.7 %0 %97.2 %?2.8
1/3 NX %0 %25 P75 %0 %97.2 %2.8
5/6 NX %0 %35.6 %94 .4 %0 DTS5 %25
Kontrol %6.7 %61.7 %31.7 %0 %100 %0
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3 haftalik yavru sicanlarda BUN degerleri tiim nefrektomi gruplarinda,
kontrol gruplarina gore, artis gostermekle birlikte 5/6 nefrektomide bu artis daha
fazladir. Bu artis 1/3 nefrektomide istatistiksel olarak anlamsizken (p>0.05), diger
nefrektomi gruplarinda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Ilk iki haftada hizl
bir artig gosteren bu degerler 4. haftada en yiiksek ortalama degerlerine ulagmis,
ancak 8. hafta kontrollerinde diisiis gostermistir (Tablo 4.3).

8 haftalik ergin geng sicanlarda yavru ratlarin degerlerine benzer sonuglara
rastlanmistir (Tablo 4.4). BUN degerlerindeki artis 1/3 nefrektomide istatistiksel
olarak anlamsizken (p>0.05), tiim nefrektomi gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli olarak saptanmistir (p<<0.05).

Kreatinin degerleri ise yapilan cerrahi girisimlerden bagimsiz olarak her iki
yas grubunda normal degerlerde saptanmistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Bu durum

tiim nefrektomi gruplarinda istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05).

Tablo 4.3. Ug haftalik yavru siganlarin biyokimya parametreleri.

BUN (mg/dl) Kreatinin (mg/dl)

Uc haftalik yavru sican

Uc haftalik yavru sican

1/3 NX 24.0+1.2 | 28.16+7.3 | 23.0£1.0 | 0.9+0.2 | 0.5+£0.2 0.26+0.1
TTNX 22.3+£54* | 31.1£7.7* 25+1.6%* 0.4+0.1 0.3+0.1 0.3£0.1
5/6 NX 49.2+11% | 29.4+8.0*% | 29.3£4.0* | 0.5+0.2 | 0.4+0.1 0.6:0.2
Kontrol 19.0+£5.0* | 20.0+5.0%* 20+£2.0%* 0.5£0.2 | 0.5£0.1 0.3+£0.6
(*p<0.05).

Tablo 4.4. Sekiz haftalik ergin geng sicanlarin biyokimya parametreleri.

BUN (mg/dl) Kreatinin (mg/dl)

8 haftalik ergin gencg 8 haftalik ergin gencg
1/3NX | 20.1+£3.6 | 24.5£2.1 21.6+1.8 | 0.5£0.03 | 0.5+0.08 0.3+0.1
TTNX 25+£3.6* | 29.8+2.1* 25+4 5% 0.5+0.1 | 0.5+0.2 0.5 +0.08

5/6 NX 48+28* 36.5¢11% 36£11%* 0.7£0.3 | 0.5+0.1 0.5+0.1
Kontrol 19+2%* 20+1.5% 22 +3* 0,3+0.1 | 0.3%0.1 0.3+0.6
(*p<0.05)



4.3. Proliferasyon (Ki67) ve Kok Hiicre Belirtecleri (CD90-CD150)
Bulgular:

3 haftalik sicanlarda nefrektomi sonrasi 15. giinde diseke edilen bobrek
orneklerinde proliferasyon marker1 Ki67 ve kok hiicre belirtecleri CD90, CD105
immunofloresan yontemle incelendi. Proliferasyon belirteci Ki67 nin tubiillerde
boyanma gosterdigi 1/3 nefrektomi ve 6zellikle 5/6 nefrektomi grubunda daha
fazla isaretlenme oldugu izlendi. Kok hiicre isaretleyicisi olarak kullanilan CD90
ve CD105 boyamalarinda; CD90’in glomeriilde siddetli boyanma gosterdigi,
CD105’in ise tubiillerde kuvvetli, glomeriilde zayif olarak boyandig1 izlendi. Kok
hiicre belirteglerinin 1/3 nefrektomi ve 5/6 nefrektomi gruplarinda artmis oldugu,
nefrokteminin kok hiicre havuzunu artirdigini diisiindiiren goriintiiler elde edildi.
Her iki belirtecin isaretledigi kok hiicre karakteri gosteren isaretlemeler 5/6
nefrektomi ve tek tarafli total nefrektomi grubunda hem glomeriilde, hem de

tubtillerde izlendi (Sekil 4.1).

KONTROL 13 NX 1/3 NX KONTROL 5/6 NX TOTAL NX
# / \

# n

Sekil 4.1. Ug haftalik sicanlarda nefrektomi sonrasi 15. giinde Ki67 ve CD90-105
boyanmalari. Ki67 sadece tubiillerde izlenirken (yesil oklar), CD90-105 glomerul
ve inter tubiiler alandaki stromal hiicrelerde izlendi (kirmizi oklar). Yaygin
olmamakla birlikte, her ikisinin de boyandigi kok hiicreler de (turuncu oklar)
izlenmektedir.
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Uc haftalik siganlarda nefrektomi sonrasi 30. giinde diseke edilen bobrek
orneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 ve kok hiicre belirtegleri CD90- CD105
immunofloresan boyamalar1 incelendiginde; nefrektomi sonrasi 15. giine benzer
sekilde ancak daha siddetli boyanmalar belirlendi. Nefrektomi sonrasi
proliferasyona yonelen hiicre miktarinin 1/3 nefrektomi ipsilateral, 1/3 nefrektomi
kontralateral, 5/6 nefrektomi gruplarinda proliferasyonun arttigi ve CD90,-CD105

boyanmasinin 6zellikle glomeriilde artmis oldugu izlendi. Bu artisin 30. giinde 15.

giine gore daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.2).

3W30D KONTROL 113 NX 1/3 NX KONTROL 5/6 NX TOTAL NX
L

] '

Sekil 4.2. Ug haftalik sicanlarda nefrektomi sonrasi1 30. giinde Ki67 ve CD90-105
boyanmalari. Proliferasyon markir1 Ki67 (yesil oklar) ve kok hiicre markirlar
CD90 (kirmiz1 oklar), CD105, CD90-105 belirteglerinin her ikisinin de boyandigi
kok hiicreler (turuncu oklar) izlenmektedir.

3 haftalik siganlarda nefrektomi sonrasi 60. giinde diseke edilen bobrek
orneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 ve kok hiicre belirtegleri CD90-CD105
immunofloresan boyamalar1 incelendiginde; Ki67 boyanmalarinin nefrektomi
sonrast 30. giine benzer sekilde oldugu izlenirken, CD90-105’in birlikte boyandigi
kok hiicre boyanmalarinin 15. ve 30. giinlere goére hem glomeriilde, hem de
intertubiiler hiicrelerde daha yaygin oldugu goriildi. CD90 boyanmasi
nefrektominin postoperatif 15. giin degerlendirmesinde glomertillerle sinirliyken,
30 giinden itibaren intersitisyal alanda ve tubiillerde izlenmeye bagladigi, 60

giinde ise igaretli hiicre miktarinin daha fazla ve boyanma siddetinin daha yiiksek
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oldugu belirlendi. 30. glinden itibaren proksimal tubiil ¢aplarinda genislemenin
proliferatif hiicre aktivasyonunun bir gostergesi olabilecegi degerlendirildi (Sekil

4.3).

3W60D KONTROL 113 NX 1/3 NX KONTROL 5/6 NX TOTAL NX
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Sekil 4.3. Ug haftalik sicanlarda nefrektomi sonrasi 60. giinde diseke edilen
bobrek orneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 (yesil oklar) ve kok hiicre
belirtegleri CD90 (kirmizi oklar), CDI105 (yesil oklar) immunofloresan
boyamalar1 goriillmektedir. CD90-105 belirtegleri her ikisinin de boyandigi kok
hiicreler (turuncu oklar) izlenmektedir.

Sekiz haftalik ergin siganlarda nefrektomi sonrasi 15. giinde diseke edilen
bobrek orneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 ve kok hiicre belirtecleri CD90,
CD105 immunofloresan boyanmalari incelendiginde; ergin sicanlarda Ki67
boyanmalarinin gen¢ hayvanlardakine benzer oldugu belirlendi. Ki67 pozitif
hiicrelerin 5/6 nefrektomi grubunda diger gruplardan daha fazla oldugu belirlendi.
CD90-105 boyanmalartysa gen¢ hayvanlara gore daha yiiksek izlendi.
Boyanmalarin hem tubiillerde, hem de glomeriilde daha yaygin ve siddetli oldugu
belirlendi. CD90-105 pozitif kok hiicre boyanmalarinin 5/6 nefrektomi grubunda
intertubtiler stromal hiicrelerde, glomeriiler boyanmalarin ise 5/6 nefrektomi ve
Total nefrektomi grubunda daha siddetli ve ¢cok sayida oldugu belirlendi (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4. Sekiz haftalik ergin siganlarda nefrektomi sonrasi 15. gilinde diseke
edilen bobrek drneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 (yesil oklar) ve kok hiicre
belirtegleri CD90 (kirmizi oklar), CD90-105 kok hiicre boyanma (turuncu oklar)
ornekleri izlenmektedir.

Sekiz haftalik ergin sicanlarda nefrektomi sonrasi 30. giinde diseke edilen
bobrek orneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 ve kok hiicre belirtegleri CD90,
CD105 immunofloresan boyamalarinda; Ki67 ekspresyonunun nefrektomize
bobreklerde daha siddetli oldugu goriildi. 1/3 nefrektomi, 1/3 nefrektomi
kontrolateral gruplarinda daha yogun olarak izlendi. CD90-105 kdok hiicre
boyanmalar1 5/6 nefrektomi grubunda hem intertubiiler stromal hiicrelerde, hem

de glomeriilde daha ¢ok ve daha belirgindi (Sekil 4.5).

8W30D KONTROL 113 NX 1/3 NX KONTROL 5/6 NX TOTAL NX
¥

Sekil 4.5. Sekiz haftalik ergin siganlarda nefrektomi sonras1 30. giinde diseke
edilen bobrek drneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 (yesil oklar) ve kok hiicre
belirtegleri CD90 (kirmiz1 oklar), CD90-105 boyanan kok hiicreler (turuncu)
izlenmektedir.
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Sekiz haftalik ergin sicanlarda nefrektomi sonrast 60. giinde diseke edilen
bobrek drneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 ve kok hiicre belirtecleri CD90-
CD105 immunofloresan boyanmalar1 incelendiginde; Ki67 ekspresyonunun
Total nefrektomi grubu disindaki diger gruplarda benzer sekilde 30. giine gore
daha diisiik oldugu belirlendi. CD90-105 pozitif hiicrelerin hem glomeriilde hem
de intertubiiler alanda 30. gline nazaran daha fazla oldugu goriildi. CD90-105
pozitif kok hiicreleri tek tarafli total nefrektomi ve 5/6 nefrektomi gruplarinda
daha siddetli ve fazla sayida izlendi (Sekil 4.6).

KONTROL 1/3 NX KONTROL TOTAL NX
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Sekil 4.6. Sekiz haftalik ergin siganlarda nefrektomi sonrasi 60. giinde diseke
edilen bobrek orneklerinde proliferasyon belirteci Ki67 (yesil oklar) ve kok hiicre
belirteglert CD90 (kirmizi), CD105 (yesil) immunofloresan boyanmalari, CD90-
105 pozitif hiicreler (turuncu oklar) goriilmektedir.

KONTROL 1/3 NX KONTROL TOTAL NX

Sekil 4.7. Gruplara uygulanan Ki67, CD90, CD105 immunflorens boyamalarinin
negatif boyamalart.
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Nefrektomi  gruplarinda  Ki67  boyanmalarin  degerlendirildiginde,
nefrektomi siddetinin kalan bobrek kitlesinde proliferatif aktiviteyi harekete
gecirdigi, Ozellikle bu aktivitenin 30 giin civarinda daha fazla oldugu belirlendi.
Proliferasyonun belirteci Ki67’nin ii¢ haftalik kontrol hayvanlarinda
erginlerinkinden daha fazla oldugu belirlendi. Bu durum hayvanin biiylime
stirecinde olmastyla iligkili olarak normal bir durum olarak degerlendirildi.
Nefrektomi gruplarinda proliferasyon ve kok hiicre boyanmalarmin nefrektomi
siddetine bagl olarak daha yiliksek bulunmakla beraber 60 giinliik 6rneklerde
CD90-105 pozitif kok hiicre isaretlenmesinin 6zellikle glomeriil ve intertubiiler

alanlarda 8 haftalik gen¢ hayvanlardan daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.7).
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5. TARTISMA

Bobrek hastaliklar giiniimiizde 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir.
Son yapilan caligmalar, 20 yas ve iizeri 6liimlerin %11’in1 bobrek hastaliklarinin
olusturdugunu gostermektedir (101). Kompleks bir yapisinin olmasi, yiiksek
metabolizma hizi, atik ve toksinler bobregi akut hasarlanmalara acik hale
getirmekte ve sonucta geri doniisiimsiiz fonksiyon kaybi olusabilmektedir (102).
Her ne kadar diyaliz ve organ nakli bir ¢6zlim gibi goriinse de yliksek maliyetli bir
tedavi olmasi, nakil i¢in yeterli dondr sayisinin olmamasi, nakil sonrasinda ise
uzun donemde kullanilan immiinsupresan ilaglarin etkileri, gelisen fibrozis ve
tubuler atrofi nedeniyle bir¢ok hastada doku reddine neden olmaktadir (78, 103,
104). Tim bunlar saglik arastirmalarmi bobrek hastaliklarina daha kalici bir
¢Oziim bulmaya itmektedir.

Insan ya da hayvan kok hiicrelerinin parsiyel nefrektomi yapilan sigcanlara
intravendz yoldan verilmesinin hem yara iyilesmesine destek olabildigi, hem de
nefrektomize bobrekte adaptif degisiklikler olusturabildigi gosterilmistir (11).
Uzun zaman boyunca, bobregin karaciger gibi rejeneratif 6zellige sahip bir organ
olmadig1 diisiiniilmiistiir. Ancak son yillarda organ miihendisligindeki ilerlemeler
bu durumun bdyle olmadigini, bébregin diisiiniilenin aksine kompleks bir yapiya
sahip olmakla birlikte rejenerasyon kapasitesi bulunan bir organ oldugunu
gostermistir (105). Bobrege bu 6zelligi, farkli kompartmanlarinda (renal papilla,
glomeriil, renal tubiil) bulunan kok hiicre rezervleri vermektedir (105). Sagrinati
ve ark. (78), Angelotti ve ark. (106), Bruno ve ark. (107) yaptiklar1 ¢alismalarda
glomerullerde kok hiicre nisini, Lindgren ve ark. (79) proksimal tubiillerde kok
hiicre nisini, Oliver ve ark. (2004) renal papillada kok hiicre nisi oldugunu
gostermislerdir. Ancak bobregin kompleks bir yapiya sahip olmasi ve 28’den
fazla farklilasmis hiicre igermesi rejenerasyonu daha zor bir hale getirmistir
(109). Bu nedenle rejenerasyonu saglamak adina birden fazla farklilagsmis hiicre
verilerek bobregin rejenerasyonunu saglamak miimkiin olmamistir. Caligmalar
bir yandan rejenerasyonun tetikleyici ve kontrol mekanizmalarini anlamaya
yonelik olmakla birlikte bir yandan da ekzojen materyallerle rejenerasyonun

saglanip saglanamayacagi yoniinde ilerlemektedir. 2007 yilinda Kim ve ark. (11,

42



109) tarafindan farkli gestasyonel haftalarda (14.5 - 20.5 hafta) metanefrondan
izole edilen fotal hiicreler, parsiyel nefrektomi yapildiktan sonra kana verilmis, 3
hafta sonra degerlendirildiginde ise bdbrek doku rejenerasyonun gerceklesmis
oldugu gosterilmistir. Yu ve ark. (12) calismasinda deterjan perfiizyonu ile
deselliilarize hale getirilen bobrek, parsiyel nefrektomi yapilan bobrege
nakledilmis ve bu dokunun bobregin rejeneratif belirteglerini uyardigi (nestin,
aquaporin-1 gibi) gosterilmistir. Ancak bu uyarilmanin mekanizmasi heniiz
anlagilamamustir.

Bobregin rejeneratif kapasitesinin varligini gostermeye yonelik hayvan
deneyi modellerinin ¢ogunlugu iskemi-reperfiizyon hasarina bobregin verecegi
yanit goriilmek tizere tasarlanmistir (111, 144). Kullanilan iskemi-reperfiizyon
hasarlanmasi ile bobrekteki kok hiicrelerin varligi gosterilmistir. Ancak farkli yas
gruplarinda ve birden fazla farkli nefrektomi modeli kullanilarak yapilan,
bobregin rejeneratif potansiyelini etkileyecek tetik mekanizmasini bu agidan
gbsteren calisma bulunmamaktadir. Iskemi sonrasinda uyarilacak inflamatuar
hiicre yanit1 bobregin proliferatif aktivitesine karsi bir etki olusturacagi ve fibroz
kaskadmi da uyaracagindan, c¢alismamizda kullanilan artik bobrek modeli ile
bobreklerin doku/voliim kaybinin kendisinde var olan kok hiicre rezervi lizerinden
rejeneratif yanitin1 destekleyici sonuglarin elde edilebilinecek bir deney modeli
olusturulmustur. Calismamizda, nefrektomi tekniklerinin genel mortalitesi %7,5
olarak saptanmis ve kaybedilen siganlarin yerine yenisi koyularak ¢aligma basarili
bir sekilde bitirilebilmistir.

Sicanlar dogum sonrasinda yetigskin agirliga ulasana kadar giinde ortalama
5-10 g gida alirlar. Ikinci aydan sonra erkek siganlar ortalama 250-300 g, disi
sicanlar ise ortalama 200-250 g olurlar (131, 132). Ingrid ve ark. (133) 2015
yilinda parsiyel nefrektomi sonrasinda bobrekteki fonksiyonel ve histolojik
degisiklikleri gostermek icin diizenledikleri caligmada, siganlarin erken donemde
agirliklarinda azalma oldugu saptanmistir. Calismamizda nefrektomi sonrasinda
kilo alimmin oldugu ancak saglikli siganlarin degerlerine yetisemedigi
goriilmiistir. Bu kilo kaybinin da literatiir verileri baz alindiginda (135),
nefrektomi sonrast donemde hasar goren tubiiller nedeniyle protein kaybi ve

elektrolit bozukluklarina bagli oldugunu diisiindiirmiistiir.
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Davies ve ark. (134) calismasinda parsiyel nefrektomi sonrasinda
baslangicta nefronlarda kompensatuvar hipertrofi ve fonksiyonel adaptasyon
(hiperfiltrasyon) gelismistir. Daha sonrasinda ise tabloya ilerleyici fokal
segmental ya da global sklerozla birlikte proteiniiri, tiremik toksinlerde artis ve
bobrek fonksiyonlarinda bozulma eklenmistir. BUN ve kreatinin bobrek
hasarlanmasinda yaygin olarak kullanilan belirteclerdir. Kren ve ark. (135)
yaptiklar1 bir ¢alismada, iki adet segmental damara ligasyon uyguladig1 deneysel
nefrektomi grubunda kreatinin seviyesini ortalama 0.85 mg/dl, bir damara
ligasyon uyguladigi grupta ise ortalama 0.4 mg/dl bulmustur ve bu degerler
kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek olarak saptanmistir. Calismamizda ise
deney gruplarinin kreatinin degerleri, siganlarin yaslar1 ve nefrektomi
tekniklerinden bagimsiz olarak tiim postoperatif doénemlerde kontrol
gruplarindakiler ile karsilastirildiginda normal olarak bulunmustur. Bobrek
parankiminin %70’inin (5/6 nefrektomi) uzaklastirildigi, Davies ve ark. (134),
Mathew ve ark. (136), Maizel ve ark. (137), calismalarinda postoperatif 30.
ginden sonra bobrek yetmezliginin gelistigi goriilmiis ve BUN artisim
gostermislerdir. Mevcut calismamizda bobrek doku kaybina paralel olarak BUN
degerinde artig goriilmiis, ancak adaptasyon siiresinde 60. giine kadar bu degerde
diisme goriilmiistiir. Bu diisiis bobregin, basta toksik maddelerin atilimindan asil
sorumlu olan proksimal tubiillerin, renal hasarlanmaya kars1 proliferatif
aktivitesinin artigina bagli gergeklestigini diistindiirmektedir.

Oehring ve ark. (119) uranilnitrat toksikasyonu, 5/6 nefrektomi ve her
ikisinin birlikte yapildig1 bir deneysel modelde toksik maddede daha fazla olmak
tizere, 5/6 nefrektomi sonrasinda epitelyal - mezenkimal gegisin arttigini,
fibroblastik aktivite artisin1 da alfa SMA ve vimentin proteinleri ile gdstermistir.
Bu calisma, bobrekteki tamir mekanizmalarinin, memelilerde matiir dokularda
diferansiasyonunun olmamasi nedeniyle, rejenerasyon degil rejeneratif hipertrofi
olarak belirtilmesi gerektigi belirtmistir (114).

Bugiine kadar hasarlanmis bir bobregin eriskin memeli hayvan modellerinde
yeniden olusup olusmadigmi gostermeye yonelik caligmalar yapilmis, ancak
basarili olunamamistir (102). Heniliz memelilerde yeni nefron olusumu

gosterilemese de alt sinif vertebralilarda de gosterilmistir. Elger ve ark. (110)
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“Elasmobranch Leucoraja Erinacea” baliginda parsiyel nefrektomi yaptiktan
sonra rejenerasyonun oldugunu gdsteren bir ¢alisma yapmistir. Yapmis olduklart
calismada yeni nefron olusumunu saglayan neonefrojenik bir zon oldugu
gosterilmistir. Bu zon kok hiicre benzeri hiicreleri barindirmaktadir ve bu zon
sayesinde bobrekte hacim kayb1 yeni nefronlarin gelismesine, hasarlanan bobregin
iyilesip biiylimesine yardimci olmustur. Her ne kadar bobregin yeniden kok
hiicrelerden farklilasarak gelistigi gosterilemese de, akut bobrek hasarlanmasi
sonrasinda bdbregin  kendini tamir edebilme kapasitesi sayesinde renal
fonksiyonlarin geri kazanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu geri kazanim hizli renal
proliferasyon yaniti ile miimkiindiir. Ancak hasarlanan dokulara yanit veren
hiicrelerin  hangi  kok hiicre rezervinden kaynaklandigi net olarak
gosterilememistir (111, 112). Calismamizda, 3 haftalik yavru siganlarda kok hiicre
(CD90- 105) boyanmasi nefrektominin postoperatif 15. giin degerlendirmesinde
glomeriillerle smirliyken, 30. giinden itibaren intersitisyal alanda ve tubiillerde
izlenmeye basladigi, 60. giinde ise isaretli hiicre miktarinin daha fazla ve
boyanma siddetinin daha ytiksek oldugu belirlenmistir. Bu da adaptasyon siirecine
ge¢ donemde tiim hiicrelerin destek oldugunu disiindiirmektedir. Ancak bu
deneklerin 3 haftalik oldugu ve biiylime siirecinde oldugu da diistiniilmelidir.
Uzun yillardir bobrek tubiil epitelinin hasarlanma sonrasinda hemostazini
nasil sagladigi sorusu giindemdedir. Baz1 caligmalar doku yenilenmesinin
farklilagmis hiicrelerin boliinmesi ile oldugunu sdylerken (123-125), bazi
caligmalar bu tubiil epitelyum hiicrelerinin kok hiicrelerin dnciilii gibi davranip bu
sekilde fonksiyon gosterdigini belirtmistir (80, 81, 126, 127). 2007 yilinda
Alexander ve ark. (128) tubiillerin proliferatif kapasitesini gostermek {izere
diizenlendigi ¢alismada hasarli bobrege farklilasmig tubiil epitelyum hiicrelerinin
prolifere olarak yanmit verdigi, klasik kok hiicre donglisiindeki gibi yavas ya da
hizli dongiilii kok hiicrelerin rastlanmadigini gostermistir. Yaptigimiz ¢alismada
ise farkli oranlarda yapilan nefrektominin, nefrektomi sonrasi 30. giinden itibaren
kok hiicre rezervinde artis oldugunu gdosterilmigtir. 3 haftalik yavru sicanlarda
CD90-105’1n birlikte boyandig1 kok hiicre boyanmalarmin 15. ve 30. giinlerde 1/3
nefrektomi ve 5/6 nefrektomiye gore hem glomeriilde, hem de intertubiiler

hiicrelerde daha yaygin oldugu goriilmiistiir. Bu kok hiicre aktivitesinin
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postoperatif 60. giinde ise diger gilinlere gore daha fazla oldugu gorilmiistiir.
Ergin siganlarda ise postoperatif 15. giinden itibaren baslayan bu CD90-105
boyanmalar1 gen¢ hayvanlara gore daha yiiksek izlenmistir. Boyanmalarin hem
tubiillerde hem de glomeriilde daha yaygin ve siddetli oldugu belirlenmistir. Bu
siddetli ve ¢ok sayida olan boyanmalarin doku kaybinin daha fazla oldugu 5/6
nefrektomi ve total nefrektomi gruplarinda belirginlestigi gortilmiistiir. CD90-105
pozitif kok hiicre boyanmalarinin 5/6 nefrektomi grubunda intertubiiler stromal
hiicrelerde, glomeriiler boyanmalarin ise 5/6 nefrektomi ve total nefrektomi
grubunda daha siddetli ve ¢ok sayida oldugu belirlenmistir. Bu baglamda, renal
doku tamirinde nefrektomi ile tetiklenen mekanizmalarin bobregin kok hiicre
rezervini artirarak etkinlik gosterdigini diisiinmekteyiz. Fine ve ark. (120)
sicanlara yapilan parsiyel nefrektomi sonrasinda, bobrek kiitlesinde azalma ile
birlikte postoperatif 7-10. giinden itibaren geride kalan bobrek dokusunda adaptif
hipertrofik biliylimeyi gostermistir. Benjamin D ve ark. (113) iskemik bobrek
hasar1 sonrasinda renal tamire ekstratubiiler kdk hiicrelerin katkisinin olmadigin
gosteren bir ¢alisma yapmistir. Vogetseder ve ark. (128, 129) bobrekte tubiiler
proliferasyonun kok hiicrelerde herhangi bir degisiklik olmaksizin farklilagsmis
hiicrelerin prolifere olmasi ile gerceklestigini gostermistir. Yine son yaptiklari bir
calismada renal proksimal tubiillerin proliferatif kapasitesinin hiicrelerin, hiicre
cogalma dongiisiiniin G1 fazinda bekletmesi, bdylece proliferasyon siiresinin
kisalmasini sagladigini, ancak yine de kok hiicrelerde bir degisiklik olmadigini
bildirmistir (130). Yapilan diger c¢alismalarin aksine, ¢alismamiz renal tamir
mekanizmasinda yalniz tubiil ve glomertillerdeki kok hiicrelerin rol almadigini, es
zamanli olarak intersitisyel kok hiicre rezervinin de katkida bulundugunu
gostermistir.

Benjamin D. ve ark. (113) 2008 yilinda yapmis oldugu bir caligmada,
iskemik renal hasarlanma sonrasinda tamir yanitinin sadece tubiiler epiteldeki
mezenkimal hiicrelerin proliferasyonu ile oldugu gosterilmistir. Sidorova ve ark.
(114) erken postnatal donemde tavsanlara yapilan tek tarafli nefrektomi
sonrasinda glomerullerde proliferasyon oldugunu gostermistir. Ancak daha sonra
bu bulguyu destekleyecek yeni bir veri bulunmamistir. Yapmis oldugumuz

calismada 3 haftalik siitten kesilmis yavru ve 8 haftaliktan biiylik gen¢ ergin
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sicanlara farkli oranlarda yapilan nefrektomi sonrasinda, tiim gruplarda
postoperatif 15. giinden itibaren artis gosteren parenkimal hiicrelerde proliferatif
aktivitenin oldugu goriilmiistiir. 30. giinden itibaren ise proksimal tubiil ¢caplarinda
genisleme olmaya baslamis ve bu bulgu da proliferatif hiicre aktivasyonunun bir
gostergesi olarak degerlendirilmistir. Proksimal tubiillerdeki bu asir1 proliferatif
aktivitenin bu nefron segmentinin metabolik olarak diger nefron boliimlerine gore
daha aktif olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (115-118). Proliferatif
etkinlik yavru siganlarda 5/6 nefrektomide oOzellikle daha fazla olarak
goriilmiistiir. 8 haftalik siganlarda Ki67 boyanmalarmin yavru si¢canlara benzerlik
gosterdigi ancak 8. haftada bu artigin azalmis oldugu goriilmiistiir. Bu durumun
renal hasarlanma sonras1 fibrotik aktivitenin artisina bagli olabilecegi
distinilmiistiir.

Fine (120), 5/6 nefrektomi sonrasinda renal kitle azalmasinin postoperatif 7-
10. giinden itibaren geride kalan bdobrek dokusunda hipertrofik degisikliklerin
olugmasina neden oldugunu, ancak postoperatif 30. giinden itibaren adaptasyon
doneminde glomeruler skleroz, tubiiler atrofi, hipertansif vaskuler degisikliklerle
birlikte giden bobrek biiylimesinde gerileme, renal hiicre ¢evresinde apoptotik
hiicrelerin birikimi ve tubiiler intersitisyel hasarlanma ve fibrozda artis oldugunu
gostermistir (121, 122). Bu bulgular bobrekte hacimsel azalma sonrasinda 8.
haftada parenkimal proliferatif aktivitenin sinirlanmasini destekler niteliktedir.

Bu calisma, renal doku kayb1 sonrasinda bobrekteki kok hiicrelerle iliskili
adaptasyon mekanizmasini anlamak amaciyla yapildi. Bu amaca yonelik olarak
farkli oranlarda yapilan parsiyel / total nefrektominin ve yas faktoriiniin bobrek
fonksiyonlar1, kok hiicre rezervi ve parankimal hiicre proliferasyonuna etkisi
sicanlarda olusturulan bu deneysel modelin yukaridaki boliimlerde belirtilen
sonuglariin gelecek arastirmalar i¢in kaynak olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda preoperatif kontrol ve deney gruplarmin kan o6rneklerinin
alinmamis olmasi ve yalnizca biyokimyasal parametrelerden BUN ve kreatinin
calisilmasi, kok hiicre ve proliferasyon belirteclerinin istatistiksel olarak
degerlendirilememesi ve nefrektominin ge¢ donem etkilerini gdsterememesi,

calismamizin kisitliliklarini olugturmaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada elde edilen wveriler literatiirdeki bilgiler ile birlikte

degerlendirildiginde asagidaki sonuglara ulagilmistir:

e Kontrol gruplarinda siganlarin agirlik degisimleri hem yaglara, hem de
nefrektomi tilirlerine gore anlamli degisiklik gostermemistir. Nefrektomi
gruplarinda ise agirlik artisinin kontrollere gére anlamli olarak daha az
oldugu goriilmiistiir (p<0.05). 5/6 nefrektomi yapilan hem 3 haftalik hem
de 8 haftalik siganlarin 60. giindeki agirliklar1 1/3 ve tek tarafli total
nefrektomi yapilanlar ile karsilagtirlldiginda anlamli olarak diisiik
bulundu (p<0.05). Bu durumun nefrektomi sonrasinda sivi aliminin
kisitlanmamasi, 6zel diyet verilmemesi sonucunda gelismis olabilecegini
distindirmiistiir.

e Nefrektomi sonrasinda bobrek yetmezligi belirtegleri olan BUN ve
kreatinin degerlendirmesinde; diger calismalara paralel olarak erken
donemde BUN sonuglarinin tiim nefrektomilerde kontrol gruplarina
anlamli olarak yiiksek oldugu ancak 60. giin degerlendirmesinde diisiis
oldugu goriilmistir. Bu sonuglar tubiiler ve glomeriiler proliferatif
aktivitenin artistyla uyumluluk gostermistir. Kreatinin degerleri ise tiim
gruplarda kontrol grubundan yiiksek olmakla birlikte normal sinirlar
icerisinde saptanmustir.

e Bobrek eski donemlerde diisiiniildiigiiniin  aksine rejenerasyon
kapasitesine sahiptir. Bunu da renal tubiil, renal papilla ve glomeriilde
yer alan kok hiicreler saglamaktadir.

e Bobrege rejeneratif kapasiteyi yapisinda bulundurdugu koék hiicreler
vermektedir. Yapilan tek bir caligmada renal hasarlanma sonrasinda
yeniden bobrek olusumu bir balik tliriinde gosterilebilinmistir. Her ne
kadar ¢aligmamizda tam bir rejenerasyon gosterilmis olmasa da, parsiyel
nefrektomi bobregin kok hiicre rezervini artirarak rejeneratif aktivitesinin
varhigim gostermistir. Mevcut deney modelimizde gosterildigi tizere kok
hiicre rezervi viziiel olarak degerlendirildiginde postoperatif 15. giin

artigin basladigi, 60. giinde ise en yiiksek diizeyine ulagtig1 goriilmiistiir.
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e Farkli nefrektomi teknikleri sonrasinda kok hiicre rezervinde artis,
parenkimal proliferatif aktiviteye paralel olarak en fazla doku kaybinin
oldugu 5/6 nefrektomide goriilmiistir. Bu artist tek tarafli total
nefrektomi izlemistir.

e Bobrekteki bu rejeneratif kapasiteyi destekleyici bulgular, farklh
nefrektomiler sonrasinda ilk olarak 15. giin degerlendirmesinde
tubiillerde baslamistir. 30. ve 60. gilinlerde glomeriil ve interstisyel
hiicrelerdeki artisin da eklenmesiyle devam etmistir. Bu kok hiicre
rezervindeki artis bircok eski calismada yalnizca tubiil epitelinde
gosterilmistir.

e Parsiyel nefrektomi sonrasinda proliferatif aktivite li¢ haftalik sicanlarda
daha fazla iken kok hiicre rezervinde artis, sekiz haftalik sicanlarda daha
fazla olarak goriilmistir. Proliferatif aktivitenin yiiksek olmasimni
hayvanin biiylime siirecinde olmasiyla iligkili olarak normal bir durum
olarak degerlendirilmistir.

e Kok hiicrelerin rejeneratif kapasitesini gosterebilmesi igin bir uyarana
ihtiyac1t vardir. Heniiz bu uyaranin net mekanizmasinin ne oldugu eski
yapilan c¢aligmalarda anlasilamamakla birlikte, calismamizda da
gosterdigimiz ~ iizere bobrek doku kaybi nedenlerden  birini
olusturmaktadir. Farkli oranlarda yapilan nefrektomi modelleri
gostermistir ki bobrek hacminin %30 kayb1 bile kontrol gruplarina gore
kok hiicre rezervi ile birlikte tubiiler, glomeruler ve interstisyel hiicrelerin
proliferatif aktivitelerinin artigina katkida bulunmustur. Bu artis hacim
kaybinin 15. giinlinde baglamis, 30. giin en yiiksek diizeyine ulagsmistir.
Ancak 60. giinde bir azalma gostermisti. Bu da renal tamir
mekanizmalarinin hasarlanma sonrasinda es zamanli biiyiimeye karsi
mekanizmalar1 da uyardigini diistindiirmiistiir.

e Bobregin kok hiicre nisleri ve rejenerasyonu uyaracak yollart bulduktan
sonra bundan sonraki asamanin bu kok hiicrelerin diferansiasyon
yollarin bulunmas: gerektigini ve ¢alismalarin bu yonde devam etmesi

gerektigini diistinmekteyiz.
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7. OZET

Parsiyel / Total Nefrektomi Yapilan Sicanlarda Ipsilateral ve

Kontralateral Bobrekteki Kok Hiicre Rezervinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alisma, renal doku kaybi sonrasinda bobrekteki kok hiicrelerle iligkili
adaptasyon mekanizmasin1 anlamak amaciyla yapildi. Bu amaca yonelik olarak
farkli oranlarda yapilan parsiyel / total nefrektominin ve yas faktoriiniin bobrek
fonksiyonlari, kok hiicre rezervi ve parankimal hiicre proliferasyona etkisi
sicanlarda olusturulan deneysel bir model iizerinde arastirildi.

Calismamizda siitten kesilmis 3 haftalik yavru siganlar ve 8 haftalik ergin
geng sicanlart iceren 2 ana grup olusturuldu. Her grubun kendi igerisinde kontrol
ve deney grubu mevcuttu. Kontrol gruplar1 kendi yas grubu igerisinde 3 gruba
ayrildi ve her bir kontrol grubunda 10 erkek sican kullanildi. Deney grubu ise
kendi yas grubu igerisinde 9 gruba ayrilip, her grupta 6 erkek sican kullanildi.
Sicanlara tek tarafli total nefrektomi, 1/3 nefrektomi ve 5/6 nefrektomi yapilarak
postoperatif 15, 30 ve 60. giin degerlendirmeleri yapildi. Deneyin baslangicinda
ve sonunda siganlarin agirliklart 6lgiildii. Deney sonlandirilmadan kan ve bobrek
ornekleri alinarak biyokimyasal ve immiinohistokimyasal degerlendirilmeleri
yapildi. Biyokimyasal parametre olarak kan orneklerinde BUN ve kreatinin
Ol¢timleri yapildi ve istatistiksel olarak karsilagtirildi. Doku 6rneklerinde ise kok
hiicre rezervi immiinfloresan ¢ift boyamayla (CD90 ve CD105), proliferasyon ise
immiinohistokimyasal olarak Ki67 boyamasiyla viziiel olarak degerlendirildi.

Calismamizda kontrol grubundaki siganlar1 agirlik degisimleri hem yaslara
hem de nefrektomi tiirlerine gore anlamli degisiklik gostermedi. Deney grubunun
preoperatif ve postoperatif agirlik 6lgiimlerinde si¢anlarda agirlik artis1 kontrollere
gore daha az olmakla birlikte farklar istatistiksel olarak anlaml idi (p<0.05). 5/6
nefrektomi yapilan hem 3 haftalik hem de 8 haftalik siganlarin 60. gilindeki
agirhiklart 1/3 ve tek tarafli total nefrektomi yapilanlar ile karsilastirildiginda
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05).

Parsiyel/total nefrektomi sonrasinda BUN degerleri tiim nefrektomi

gruplarinda, kontrol gruplarina gore artis gostermekle birlikte bu artis yalnizca 1/3

50



nefrektomi yapilan siganlarda anlamli olarak bulunmadi. 5/6 nefrektomi grubunda
BUN degerindeki artis postoperatif 15. giin diger gruplara gore daha belirgindi.
Deney gruplarinin kreatinin degerleri ise siganlarin yaslart ve nefrektomi
tekniklerinden bagimsiz olarak tim postoperatif donemlerde kontrol
gruplarindakiler ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli farklilik bulunmadi
(p>0.05).

Her iki yas grubu ve tiim postoperatif donemler goz oniine alindiginda, en
fazla kok hiicre rezervinin 5/6 nefrektomi yapilan 8 haftalik si¢anlarda oldugu
bulundu. Calismamizda, en yiiksek proliferatif aktivite tek tarafli total nefrektomi
ve 5/6 nefrektomi yapilan gruplarda saptandi. Bu artis postoperatif 15. giinde
tubiillerde baslamis, 60. giinde en yiiksek diizeyine ulasarak glomeriil ve
interstisyel hiicrelerde de goriilmiistiir. Yas gruplarina gore yapilan
degerlendirmede proliferatif aktivitenin 3 haftalik sicanlarda daha fazla oldugu
bulundu.

Bu deneysel ¢alisma, bobreklerin doku/voliim kaybina kendisinde var olan
kok hiicre rezervi ilizerinden rejeneratif yanit verebilecegini desteklemistir. Bu
yanit, bobregi ilgilendiren ve doku/voliim kaybina yol agan klinik durumlarin
onlemesi ve giderilmesi i¢in bir potansiyel tasimaktadir. Ancak bu bulgularin

daha ileri deneysel ve klinik arastirmalarla irdelenmesine gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Sican, parsiyel nefrektomi, kok hiicre
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8. ABSTRACT

Assessment of Cell Reserve in the Ipsilateral and Contralateral Kidney

After Partial / Total Nephrectomy

In this study, In order to understand the adaptation mechanism of the kidney
after partial / total nephrectomy performed at different rates, The effect of age
factor on reserve and proliferation was evaluated experimentally to determine
whether the stem cell reserve increased in the renal compensatory mechanism and
whether there was a difference in the effect of nephrectomy on reserve and
proliferation.

In our study, 2 main groups were formed, including 3 week old pups and 8
week old rats. Each group had its own control and experiment group. Control
groups were divided into 3 groups in their age group and 10 male rats were used
in each control group. Experimental group was divided into 9 groups in their age
group and 6 male rats were used in each group. The rats underwent single-sided
total nephrectomy, 1/3 nephrectomy and 5/6 nephrectomy, and post-operative 15,
30 and 60 day evaluations were performed. The weights of the rats were measured
at the beginning and end of the experiment. Biochemical and
immunohistochemical evaluations of blood and kidney samples were made before
the end of the experiment. BUN and creatinine measurements were done as
biochemical parameters and statistically compared. In the tissue samples, the stem
cell reserve was evaluated by immunofluorescence double staining (CD90 and
CD105), and the proliferation was visualized by immunohistochemical Ki67
staining.

In our study, weights of rats in the control group did not show any
significant change with respect to both age and nephrectomy types. The
preoperative and postoperative weight measurements of the experimental group
were significantly lower than the weight increase controls (p <0.05). Weights on
day 60 of both 3-week and 8-week rats with 5/6 nephrectomy were significantly
lower than 1/3 and unilateral total nephrectomy (p <0.05).

52



BUN values after partial/total nephrectomy increased in all nephrectomy
groups compared to control groups, but this increase was not found significant in
only 1/3 nephrectomized rats. The increase in BUN in the 5/6 nephrectomy group
was more prominent on the 15" postoperative day than in the other groups.
Creatinine values of the experimental groups were not significantly different in all
postoperative periods, regardless of the age of the rats and nephrectomy
techniques, when compared to the control groups (p> 0.05).

Given both age groups and all post-operative periods, we found that the
most stem cell reserve was in 8-week-old rats with 5/6 nephrectomy. In our study,
the highest proliferative activity was detected in unilateral total nephrectomy and
5/6 nephrectomy groups. This increase was observed in glomeruli and interstitial
cells, reaching the highest level on day 60, in tubules at postoperative 15" day.
Proliferative activity was found to be higher in the 3-week-old rats than in the
age-matched rats.

This experimental study supports that the kidneys may respond to tissue /
volume loss regeneratively through its own stem cell reserve. This response has
potential for prevention and treatment of kidney-related and clinical conditions
leading to tissue / volume loss. However, these findings need further experimental

and clinical investigations.

Key words: Rat, partial nephrectomy, stem cell
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