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Bu calismada renal iskemi reperflizyon hasari olusturulan sigcanlarda adipoz
kaynakli mezenkimal kok hicre ve melatonin uygulamasinin bdbrekteki etkisini
incelemeyi amagladik.

Wistar Albino cinsi 60 erkek sigan kullanildi. Sigcanlar 6 gruba ayrildi. Kontrol
grubu (K) (n:10), Sham grubu (S) (n:10), iskemi Reperfiizyon grubu (IR) (n:10), iskemi
reperfuzyon olusturulduktan sonra intraperitonal olarak melatonin verilen grup (IR+M)
(n:10), iskemi reperfizyon olusturulduktan sonra lokal olarak adipoz kaynakh
mezenkimal kok hidcre uygulanan grup (IR+KH) (n:10), iskemi reperflizyon
olusturulduktan sonra lokal olarak adipoz kaynakli mezenkimal kok hicre ve
intraperitonal olarak melatonin birlikte verilen grup (IR+KH+M) (n:10). Her gruptan
sicanlarin 5 tanesi 3. glin, 5 tanesi 14. glin sakrifiye edildi. Alinan kan 6rneklerinden
BUN, kreatinin bakildi. Her gruptan alinan bébrek dokulari rutin doku takibin ardindan
Hematoksilen Eozin ve Masson Trikrom boyama yapilarak histopatolojik olarak
skorlama ile incelendi. Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 ekspresyonlari immuinohistokimyasal
olarak degerlendirildi. TUNEL y6ntemiyle apoptotik indeks hesaplandi.

IR grubunda kan BUN, kreatinin dlzeyleri diger gruplara gére anlamh olarak
yuksek bulundu (p<0,05). Tedavi grubunda hem 3. glindeki hem de 14. glindeki kan
kreatinin dizeyleri IR grubuna gore dislk saptansa da istatistiksel olarak anlamh
degildi (p>0,05). Kreatinin diizeylerinde IR+KH+M grubunda 14. giinde 3. gine gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. 14. glindeki de@erler karsilastirildiginda
IR grubunda BUN duzeyleri yine ayni degerlerde olmasina ragmen, M ve IR+KH+M
gruplarinda anlamh olarak dastigu goérulda. Yapilan histolojik degerlendirmede IR
grubunda 3. gunde glomerul epiteli ve tubul hicrelerinde dokulmeler, bowman
boslugunda genisleme, kanama alanlari saptandi. 14. ginde bu degisikliklerle birlikte
fibrotik alanlar gorildi. istatistiksel olarak anlaml olmasa da tedavi gruplarinda IR
grubuna gore histolojik skorlama dusuktid. 3. ve 14. gunleri kendi aralarinda
karsilastirdigimizda IR+KH+M grubu 14. glnde histolojik skorlama anlamli olarak
dusuk bulundu. Kaspaz-3, Bax ekspresyonu IR grubunda artarken, tedavi grubunda
Ozellikle 14. ginde azaldi§i1 saptandi. Bununla birlikte Bcl-2 ekspresyonun IR grubunda
tim yapilarda negatif gbzlenirken tedavi gruplarinda ekspresyonun arttigi saptandi.
Apoptozis IR grubunda en yuksek oranda saptanirken, istatistiksel olarak anlaml
olmasa da tedavi gruplarinda dustigu goéraldi. Calismamizin sonuglarina gore
uygulanan tedaviler iskemi reperfliizyon hasarinda etkili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Renal iskemi Reperflizyon, Melatonin, Kok Hiicre, Kaspaz-3, Bax,
Bcl-2, TUNEL.

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
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ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the effect of adipose-derived
mesenchymal stem cell and melatonin administration on kidney in rats with renal
ischemia-reperfusion injury.

60 male Wistar Albino rats were used. Rats were divided into 6 groups. Control
group (K) (n:10), Sham group (S) (n:10), ischemia reperfusion group (IR) (n:10), group
given melatonin intraperitonally after ischemia reperfusion is created (IR+M) (n:10),
group given locally adipose-derived mesenchymal stem cells after ischemia reperfusion
is created (IR+KH) (n:10), group given locally with adipose-derived mesenchymal stem
cells and intraperitonally melatonin after ischemia reperfusion is created (IR+KH+M)
(n:10). 5 of the rats from each group are 3. day, 5 of them 14. the day was sacrified.
BUN, creatinine were checked from the blood samples taken. Kidney tissues taken
from each group were examined with histopathological scoring by staining
Hematoxylene eosin and Masson's trichrome stain after routine tissue follow-up.
Caspase-3, Bax, Bcl-2 expression were evaluated immunohistochemically. Apoptotic
index was calculated by TUNEL method.

Blood BUN and creatinine levels were significantly higher in the IR group than in
other groups (p<0.05). Blood creatinine levels in both day 3 and day 14 were low in the
treatment group, but it is not statistically significant (p>0.05). A statistically significant
decrease in creatinine levels was detected in the IR+KH+M group compared to day 3
on day 14. Although BUN levels in the IR group were still the same when the values
on day 14 were compared, M and IR+KH+M groups were found to have dropped
significantly. In histological evaluation, on the 3rd day in the IR group, the glomerul
epithelial and tubule cells were shed, areas of dilation and bleeding were detected in
the Bowman cavity. On the 14th day, fibrotic areas were seen with these changes.
Although not statistically significant, histological scoring was low in treatment groups
compared to the IR group. When we compared the 3rd and 14th days among
themselves, the histological scoring of the IR+KH+M group on the 14th day was found
to be significantly lower. Caspase-3, Bax expression increased in the IR group, but
decreased in the treatment group especially at 14th day. However, Bcl-2 expression
was negative in all structures in the IR group, while expression increased in the
treatment groups. While apoptosis was detected at the highest level in the IR group, it
was observed that it decreased in the treatment groups, although it was not statistically
significant. According to the results of our study, the treatments applied were effective
in correcting the ischemia reperfusion injury.

Keywords: Renal Ischemia Reperfusion, Melatonin, Stem Cell, Caspase, Bakx,
Bcl-2, TUNEL
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1. GiRIS

iskemi; bir dokuya kan akisinin kismen ya da tamamen ortadan kalkmasidir.
Dokunun yeterli duzeyde beslenememesi ve metobolik atiklarin atilamamasi sonucu
sivi-elektrolit dengesizligi olusur. Buna bagli olarak olusan serbest oksijen radikallerinin
(ROS) salinmasi dokunun zarar gérmesine ve hiicresel dliimlere neden olur. iskemi
bobrekte akut bébrek yetmezligine daha da ilerleyen boyutlarda kronik bébrek
yetmezligine kadar giden bir dizi olaylar dizisine sebep olmaktadir (Aydogdu vd 2005,
Sener vd 2009). Reperflizyon ise dokuya yeniden kan akisinin saglanmasidir ve
dokuya yerlesen polimorf niveli I6kositler (PMNL) tarafindan salinan mediyatoérler ROS
yikimi arttirici etki yaparak dokunun iskemiye gore daha fazla oranda zarar gérmesine
neden olmaktadir. iskemi sonucundan olusan akut bébrek yetmezligi, glomeriler
filtrasyon hizinda azalma, tubuler nekroz ve bdbrek damarlarinda diren¢ olusumuna
sebep olurken buna bir de reperflizyon ile dokuya nétrofillerin gelmesi ve mediatérlerin
etkileri de eklenince apoptoz yogunlugu da fazla olmaktadir. Bébrekler karmasik
mikrovaskuler ag yapisi ve yuksek enerjiye duyduklari ihtiyactan dolayi diger dokulara
gore iskemi-reperfliizyon hasarindan (IRI) oldukca fazla etkilenmektedir. (Conesa vd
2001, Slater 1984).

Hucrelerin yasam siklusunda yapim-yikim olaylari doku homeostazisinin
saglamak icin denge halinde olmak zorundadir. Fakat dengenin apoptoz lehinde
bozulmasi birgok problemi de beraberinde getirmektedir. Proapoptotik ve antiapoptotik
Bcl-2 ailesi proteinlerinin denge halinde olmasi yasam ile 6lim arasindaki dengeyi
belirlemektedir. Bax proteini apoptozisi indUklerken Bcl-2 proteini apoptozisi inhibe
etmektedir. Kaspazlar da apoptozda rol alan proteazlardir ve aktive edici (kaspaz-2,
kaspaz-8) ve inhibe edici kapsaz (Kaspaz-3, Kaspaz-6) formlari bulunmaktadir (Aksit
vd 2008).

Melatonin serbest radikallerin ortadan kaldiriimasinda etkin rol oynamaktadir.
Genel olarak antioksidan maddeler oksidan maddeleri etkisiz hale getirirken daha az
zararli olan peroksidan maddelere donlslr. Melatonin birgcok antioksidandan farkh
olarak ara basamaklarda olugsan maddelere de baglanarak onlar igin de antioksidan
Ozellik gostermeye devam eder. Bu 6zelliinden dolay! terminal antioksidan olarak
isimlendirilir. Renal IRl gorulen bircok deneysel calismalarda melatoninin koruyucu
etkileri bildirilmistir (Reiter vd 2000).



Erigkin kok hicre sinifindan olan mezenkimal kok hicreler farkli hicre tiplerine
donusebilme ve rejenerasyon yeteneklerinin sahiptir. Bobrek dokusunda iskemik hasar
sonrasi doku yenilenmesini sagdlayip, zarar goren tubuller hiicrelere farkhlasarak iskemi
reperflzyonun zararl etkilerini ortadan kaldirmaya yardimci oldugu c¢esitli calismalarla
desteklenmistir (Morigi vd 2004 ).

1.1. Amac

Melatonin ve kok hucrenin renal iskemi reperfizyon hasarinda etkileri ayri ayri
incelenmis ve melatoninin mezenkimal kdk hicrenin g¢ogalmasini ve Kkoruyucu
etkilerinin artmasini  saglayarak hdcre o6limanu azalttigr  farkh ¢aligsmalarda
gOsterilmistir. Biz bu ¢alismada renal iskemi reperfiizyon hasari olusturulan siganlarda
adipoz kaynakli kdk hticrelerin bdbregin hangi yapilarina daha etkili oldugunu, serumda
BUN ve kreatinin dizeylerine etkilerini bulmayi ve melatoninle adipoz kaynakh kok
hicrelerin  uygulama seklinin apoptotik acidan tedaviye etkisini biyokimyasal,
histokimyasal, immunohistokimyasal ve immunfloresan TUNEL ydntemleri kullanilarak

karsilastirmali olarak incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Embriyonik Geligimi

insanlarda intrauterin yasam boyunca kranialden kaudale dogru, birbirinden
farkli 3 bobrek tipi pespese ve kismen de st Uste binecek sekilde olusur: pronefroz,
mezonefroz, metanefroz. Bu sistemlerden birincisi rudimenter, iglevsizdir ve primitif
baliklardaki bébrege analogdur (Moore vd 2016), ikinci sistem intrauterin yasamin
erken doneminde kisa slre fonksiyon gosterebilir; Uglinci sistemden ise Kkalic

bobrekler meydana gelir (Hassa vd 1996).

2.2. Bobregin pozisyon degisimleri

Primordiyal kalici bobrekler birbirine yakin olacak sekilde sakrumun ventralinde
pelvisin iginde yerlesmis haldedirler. Karnin ve pelvisin blylmesi ile birlikte yavas
yavas karnin icerisine ve daha yukari boélgelerine dodru konumlanirlar. Bdbregin
yukarilara dogru konumlanma durumu hem vicudun diklesmesi hem de lumbar ve
sakral boélgelerdeki blylimelerden kaynaklanmaktadir. 9. Haftaya ulasildiginda yetiskin
bireydeki pozisyonuna erisirler. Nefrogenezisin tamamlanmasi dogumla gerceklesir
(Hassa vd 1996).

2.2.1. Pronefroz:

ik bdbrek olarak adlandirilan yapi dérdinci haftanin basinda 7. ve 14. Somit
araligina denk gelen (Hassa vd 1996) servikal bolgede 7-10 adet solid hiicre toplulugu
ve tubuler yapilar (Moore vd 2016) ile bas gosterirler. Pronefrik kanal, kaudal olarak
uzanir ve kloaka’'ya acilir (Moore vd 2016). Pronefrik yapilar dérdincid haftanin
sonunda dejenere olur, pronefrik kanallarin biytk kismi kalir ve bir sonraki bébrek

sistemi icin temel olusturur (Moore vd 2016).

2.2.2. Mezonefroz:

Orta safha bdbrek olarak adlandirilan bu yapi 9. ve 26. somit araligina denk
gelen 70-80 cift mezonefrik kanallar (Hassa vd 1996) Ust torasik ve Ust lumbar
segmentlerin  intermediate  mezoderminden  doérdincli  haftanin  sonlarinda
pronefrozlarin kaudalinde gelisir. Yaklasik 4 hafta boyunca embriyoda iglev goérirler
(Moore vd 2016). ilk olarak bogaltim tibiillerinin boyu uzamaya baslar ve kivrilarak S
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seklinde yapilya dénlserek medial uzantilarin ucunda kapiller bir yumaktan olusan
glomerul halini alirlar. Tdbuller de glomerilin etrafinda Bowman Kapsulinu
olustururlar. Kapsul ve glomerilden olusan bu yapiya renal korpuskdl denir (Hassa vd
1996). Mezonefrik tlbuller pronefrik kanaldan kdkenlenen bilateral mezonefrik kanala
oradan da kloakaya agcilir. Mezonefroz bdbrekler birinci trimestlerin sonunlarinda
dejenerasyona ugrarken mezonefrik tlbuller erkek bireylerde testislerin efferent
duktulilerine dénltsutrken (Moore vd 2016) disilerde bu yapi tamamen kaybolmaktadir
(Hassa vd 1996).

2.2.3. Metanefroz (kalici borek):

Son boébrek olarak adlandirilan bu yapi 26. ve 28. somit araliginda embriyonun
pelvik bdlgesinde (Hassa vd 1996) metanefrik mezodermden besginci haftada
gelismeye baslar. Fakat kanal gelisimi diger bdbrek sistemlerinden farkli olarak
gergeklesir. Ureterik tomurcuk mezonefrik kanalin kloakaya giris kismina yakin, disa
dogru gelisen divertikildiir. Ureter tomurcugunun sap kismi (reter olarak, bag kismi da
béliinerek metanefrozun toplayici tiibillerini olusturur. ik dért toplayici tiibil
genisleyerek birlesir ve major kaliksleri, ikinci olusan doért toplayici tibul birleserek

minor kaliksleri meydana getirir.

Her bir toplayici tibllden metanefrik vezikiller, bu vezikillerin uzamasiyla da
metanefrik tlbuller olusur (Moore vd 2016). Metanefrik tlbuller S seklini alir ve S’nin bir
ucunda iceri dogru buytyen kapiller, glomertllere farklanir. Olusan tubul ve glomerdl
yapisi nefron ve bosaltim birimini olusturur. Her nefronun proksimal ucu glomeral
etrafini saran Bowman kapsullni olusturur. Tubulin distal ucu toplayici kanallarla iliski
kurup bosaltici tibulin uzamaya devam etmesi ile birlikte proksimal kivrintili tibduller,
henle kulpu, distal kivrintili tibdulleri meydana getirir. Nefronlar doguma kadar olusmaya
devam eder ve dogum gerceklestijinde bobrekte yaklasik olarak 1 milyon nefron
vardir. Bobrekler glomeruler kapillerlerin farklilasmasindan kisa slire sonra ve gebeligin
de 10. haftasindan itibaren idrar UGretimine baslarlar (Hassa vd 1996). Olusan idrar

amniyon bosluguna verilir ve amniyon sivisi ile karigir (Moore vd 2016).

2.3. Bobreklerin kan beslenmesindeki degisiklikler

Bobrekler pozisyon dedisikligi sUresince kan beslenmelerini yakindaki kan
damarlarindan gercgeklestirirler. Baglangicta bobrek arterleri ana iliak arterden dallanir
daha sonra da bdbreklerin kan beslenmesi aortun distal ucundan gerceklestirilir. Daha
yukariya ulastiklarinda ise aortun yan dallarindan kan alirlar, kaudalde bulunan
dallardaki gelisim geriler ve kaybolurlar. Bdébreklerin gelisimi 9. haftaya geldiginde
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suprerenal bezlere ulasiimis olur ve ylkselme son bulur. Bobrekler en kranial arter
dallarini abdominal aorttan alir ve bu dallar da kalici bdbrek arterlerini olusturur sag
arter sol arterden daha uzun olmakla birlikte daha superior yerlesimlidir (Moore vd
2016).

2.4. Boébrek Yapisi, Histolojisi ve Fizyolojisi

Uriner sistem bir cift bobrek, Ureter, bir mesane ve (lretradan meydana
gelmektedir (Mescher 2015). Borekler karnin sag ve sol arka duvarinda retroperitonal
bdlgede (Hinman 1996) kolumna vertebralisin iki yaninda ve psoas kasinin (Altunéren
vd 2017) lateralinde yerlesmis olarak islev géren yaklasik olarak agirligi 125-160 gram
arasinda degisen organdir (Hinman 1996). Sag bébrek, hemen (st kisminda bulunan
karaciger nedeniyle biraz daha asagi yerlesimlidir. Her iki bébrek de hafif oblik
pozisyonda durmaktadir ve Ust polleri alt pollerine gbre orta hata daha yakindir
(Altundren vd 2017). insan bébreginin boyutu 10-12 cm uzunlugunda, 5-6 cm
genisliginde, 3-4 cm kalinhgindadir (Hinman 1996). Sol bébrek sag bébrekten yaklasik
olarak 1 cm kadar daha asagidadir (Altundren vd 2017).

Bobrek; distan bol kollejen fibrin ve az sayida da elastik fibrinlerden olusan
dayanikli yapida fibréz bir kapsul ile értilidiar. Yasa bagh olarak kapsulin kalinhgi ve
elastik fibrillerin sayisi artis gozlenir. Bébrekte bag doku kisimlarina intersitisyum denilir
ve fibréz kapsul bobregin iceriye dogru bikuldigu kisim olan hilus kismindan girer.
Ayni bolgeden hiluslarla birlikte arteria renalis girer, vena renalis ve Ureter cikar.
Ureterin st ucu hilusu dolduran pelvis renalis olarak adlandirilan bir genisleme yapar
(Hassa vd 1996). Bobrek dokusunun longitudinal kesiti alindiginda makroskopik olarak
da gozlemlenebilen dista korteks ve igte medulladan olusan iki kisim dikkat ceker.
Disaridan ise ince bir bag dokusu yapisi olan kapsuliin organi sardigi gézlenir (Hinman
1996). En dista ise bobregi retroperitonal olarak saran yad dokusu bulunur ve bébregi
travmatik dis etkilere karsl korur. Renal korteks bobregin dis kismindaki medullaya
gére daha koyu renkte olan kismidir (Altunéren vd 2017). Korteks ve medulla
arasindaki gecis i¢c ice gecmis parmaklar gibi gorlilmektedir. Kortekste kapiller
yumaklardan olugsan glomerller yapilar bulunur. Glomerullerin etrafini proksimal
tubdlin geniglemis son kismindan olusan bowman kapsuli cevreler. Glomeruler
kapillerler ve bowman kapsulinun olusturdugu bu yapiya Malpighi cisimcigi denilir
yaklagik sayilart 1 milyon civarindadir. Medulla 10-18 tane koni seklinde piramitten
olusur ve her bir piramitten de kortekse dogru uzanan medullar iginlar ¢ikar. Piramitler
8-20 adet olan mindr kalikslere acilir ve bu acildiklari yere papilla denir. Piramit
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seklindeki medulla kisimlarinin arasinda uzanan korteks kisimlarina bertini kolonlari
denir. Medulla yapisal olarak glomertllerin uzantisi olan tibullerden olugmaktadir ve
yapisinda glomerile rastlanmaz. Medullanin kan dolagimi kortekse oranla daha zayif

olmasindan dolayi iskemik hasara kargi daha duyarlidir (Altunéren vd 2017).

Her bir bébrek idrar olusturmak igin d6zellesmis yaklasik olarak bir milyon
nefrondan olugsmaktadir. Nefronlarin sayisi yaslanmaya, hasara ve hastaliklara ve
yenilenme yetenegine sahip olmamalarina bagli olarak giderek azalmaktadir. Her bir
nefron kandaki siviyi filtreleyen glomeriler kapillerler ve bébrek pelvisinde emilimi
saglayan ve sivilarin idrara déniistiigi kisim olan tibiilden olusmaktadir. idrar (retimi
sirasinda suzulen sivi ilk olarak glomeruler kapillerlerden gecer. Daha sonra bowman
kapsuline oradan da kortekste yer alan proksimal tliblle gecer, buradan medulladaki
Henle kulbunun c¢ikan koluna gelir, buradan da makila densa ya gecer. Bu
asamalardan sonra sirasiyla 6nce distal tlbul, birlestirici tibdl, kortikal toplayici tibdul,
meddller toplayici tibdl, toplayici kanallar, bdbrek pelvisi, Ureter ve mesaneye gelir
(Set vd 2003).

2.5. Nefronlarin béliimleri: (Sekil 2. 1)

Renal cisimcik
Proksimal kivrimli ttbdul

Henle kulbunun ince ve kalin uzantilari

Distal kivrimli tabdal

Sekil 2. 2 Bobrek genel goruntisi (H&E boyanma PT: Proksimal Tabul, DT: Distal Tubdil,
G:Glomertl, MD: Makula Densa A:20X biyiitme, B:100X buyttme)

2.5.1. Bobrek cisimcigi ve kanin suiziilme mekanizmasi:

Nefronlarin baslangi¢ kisminda bulunurlar. Bébrek cisimcigi bowman kapsulu
olarak isimlendirilen dista bazal lamina ile desteklenmis tek katli yassi epitelden olusan



pariyetal tabakadan, icten her bir glomertler kapilleri distan saran podosit adinda
yildizsi epitel hiicrelerden olusan viseral tabaka ile gevrelenmistir. Pariyetal ve viseral
yapraklar arasinda idrar boslugu vardir. Her bir bobrek cisimciginde getirici arteriol ve
gOtlrich arteriolden olusan damar kutbu ile proksimal kivrimli tlbullerin bébrek
cisimcigiyle baglantisinin saglandigi idrar kutbu yer almaktadir. Aferent arteriyoller
bowman kapsuline girdikten sonra, lobillerde birbirine baglanmis kilcal damarlardan
olusan bir ag olusturan iki ila bes dala bolinur. Kilcal damarlarin destekleyici tabakasi
olarak mezengiyum bulunur ve damarlarin disini diz podositler ¢evreler. Bebeklerin ve
klGclk cocuklarin podositleri kibiktir. Kilcal damarlarin etrafini, kalin bir bazal
membrana ve bir pariyetal epitele sahip Bowman kapsuli ¢evreler. Erkek ¢ocuklarda,
proksimal kivrimli tabdllerin epitelyumu genellikle kapsuler bosluga dogru cikinti
olusturmaktadir (Sekil 2. 3) (Mescher 2015).

2.6. iskemi ve Reperfiizyon

iskemi, dokuya gelen arteriyel ya da vendz kan akiminin azalmasi veya
tamamen kesilmesine bagli dokunun oksijenden yoksun kalmasidir. Reperfiizyon ise
iskemili dokunun yeniden kanlanmasini saglamaktir (Yapca vd 2013, Senol vd 2016).
Bobrekte kan akisinin aksamasi, endotel hasari ve iskemiye bagli olarak enerii krizine,
nekroz ve apoptoza bagli hizli hiicresel 6lime neden olmaktadir (Changizi-Ashtiyani vd
2020).

Hicrede hasarlanma ya da 6lme sonucunda oksijenli solunumun aksamaya
ugramasi olayina hipoksi adi verilmektedir. Hipoksiye yol agan en 6énemli etken, iskemi
sonucu arteriyel veya vendéz kan akiminin aksamaya ugramasi ile organ veya
dokularda kanlanmanin yeteri kadar saglanamamasidir (Senol vd 2016). Bobrekler
Vaskuller cerrahi islemler, organ transplantasyonu (Ozan vd 2004), siddetli
hipotansiyon (Valdivielso vd 2001) gibi durumlarda hipoksinin uzun strmesi sonucu
hicre butlinlGgunin bozulmasina bagl olarak hicre o6limlerine yatkindir (Senol vd
2016). Hucrelerde enerji ATP’den saglanmaktadir. Aerobik metabolizmada her bir
glikoz molekilinden 38 ATP molekulu uretilirken, anaerobik metabolizmada her bir
glikoz molekulinden 2 ATP uretiimektedir. ATP molekdlleri; zar tasinmasi, kimyasal
bilesik sentezi, mekanik calismalarda hicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nem
arz etmektedir. Dokuda 6nemli duzeyde gergeklesen iskemi mitokondrideki oksidatif
fosforilasyonu durdurur. Bu esnada glikozun anaerobik olarak glikolizinin devam
etmesine ragmen depolanmis olan ATP lerin de hizli bir sekilde tuketiimesine neden

olur (Pac-Soo vd 2002). Dolayisiyla enerji seviyesindeki dusus toksik metabolitlerin
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dokuda birikmesine neden olarak hicrede fonksiyon bozukluklari ve sonrasinda da
hlcre 6limune kadar giden biyokimyasal reaksiyona neden olur. Azalan ATP miktari ile
birlikte asidoz olusumu artar, sonrasinda gerceklesen reperflizyonla birlikte bosalan
ATP depolar yasamsal faliyetlerin yerine getiriimesine yetecek dizeyde doldurulamaz.
Reperfizyondan sonra ortama gelen nétrofiller ve agida ¢ikan mediatérlerin zararl
etkileri ile birlikte dokuda apoptozis gérilmesi olagan hal alir. (Onal vd 2004, Matin vd
2001). Fakat hafif dizeyde seyreden iskemi sonrasi reperflizyon hizli sekilde iyilesme
saglayabilir (Pac-Soo vd 2002), uzun sureli iskemi sonrasi olusan doku zedelenmesini

reperfuzyon iglemi daha da kotulestirebilir (Senol vd 2016).

iskeminin devamlili§i dokuda kaginiimaz olarak nekroz ve apoptozisin artisina
neden olur. Bu da geri donlisimsiz doku hasari demektir. IRI, akut bébrek hasarinin
(ABH) ana nedenlerinden biridir ve parsiyel nefrektomi, bdbrek nakli, aortik klempleme
cerrahisi, kardiyopulmoner resusitasyon, sepsis ve sok gibi cesitli klinik durumlarda
ortaya ¢ikar (Nieuwenhuijs-Moeke vd 2017, Perico vd 2004). iskemi oksidatif
metabolizmanin azalmasina, metabolik atik UGrinlerinin birikmesine ve ATP'nin
tikenmesine neden olup besin eksikligi olusmasina sebep olur (Bonventre vd 2011,
Susantitaphong vd 2010). Dolayisiyla IRI'nin sonucu olarak Akut bdbrek yetmezligi
(ABY) gelisir ve ABY gelisimi kronik bobrek yetmezligi (KBY) icin ciddi bir tehdittir. ABY
ani bobrek yetmezlIigi ve hizli bobrek fonksiyon kaybi seklinde her 5 yetiskinden 1 inde
ve her 10 ¢ocuktan 3 Gnde goérilmektedir (Rahman vd 2012). ABY nin olugsmasi disik
tansiyon, ezilme vyaralanmasi, inflamasyon ve idrar yolu tikanikhgl veya
enfeksiyonundan kaynaklanan bébrek iskemisi gibi bircok potansiyel nedene baglidir
(Rahman vd 2012, Nargesi vd 2017). Yiksek kan Ure azotu (BUN) ve kreatinin
konsantrasyonlari veya idrar Uretiminde azalma ile teshis edilir (Nargesi vd
2017). Kronik bobrek hastaigi (KBH), son doénem bdbrek yetmezligine ve
inflamasyonun neden oldugu, fibrozise neden olan kollajen birikmesine yol acgan
ilerleyici bir bobrek fonksiyonu kaybi ile karakterizedir (McFetridge vd 2018). Bobrek
fonksiyonlarinin ani sekilde kaybolmasi sonucu ABY ortaya ¢ikar ve erken teshis edilip
altinda yatan sebepler ortadan kaldirlmazsa geri donlsimsiz bobrek fonksiyonu
kaybina sebep olurken diyaliz veya bobrek nakli ile tedavi edilir (Senel 2010). Bobrek
naklinde dondrden bobregin aktarimi sirasinda yapilan kisa sureli iskemi bdbrekte
hasara yol agmakta bu da énlenmesi imkansiz bébrek hasarina yol agmaktadir ( Senel
2001).

Aerobik dokularda uretilen ATP, adenozin monofosfat (AMP), adenozin, inozin

ve hipoksantine pargalanir. Olusan hipoksantin, ksantin dehidrojenaz (KDH) ile ksantin
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ve Urik asite metabolize edilir. Aerobik dokularda hipoksantinin, KDH’la olan
metabolizmasinda nikotinamid adenin dintkleotid (NAD) kullanildidi i¢in, toksik oksijen
radikalleri olusmaz. Hipoksantin, iskemili dokuda KDH ile degil, ksantin oksidaz (XO) ile
metabolize edilir. Clnku iskemi déneminde KDH, XO’ya dénusturtlir. Hipoksantinin,
XO ile olan metabolizmasinda molekiler oksijen (O2) kullanildidi i¢in ara Grlin olarak
toksik oksijen radikaller dretilir. Ancak, iskemili dokuda O2’nin yeterince bulunmamasi
nedeniyle, reperfizyon olmadidi sirece biriken hipoksantin, ksantine dénustirilemez
ve ara Uriin olarak toksik oksijen radikalleri Uretilemez. Fakat uzun sitire devam eden
iskemide hilcre enerji depolari bosalir. Hlicre enerji depolarinin bosalmasi, hicre
membraninda bulunan Na®*, K* -ATPaz pompasinin inhibisyonuna yol agar. ATPaz
pompa inhibisyonu, hicre iginden Na+ ve Ca+2 iyonlarinin hicre disina gegisini
durdurur ve intraselliler Na* ve Ca*? iyon konsantrasyonlari artar. intraselliler Na*
artisi, suyun da hicrelere gegisini pasif bir diflizyonla artirir ve hlcrelerin sismesine
neden olur. Bu sisme, anerobik metabolizma Urtnlerinin birikimi ile daha da artar.
intraselliler Ca*? iyon konsantrasyonunun artisi hiicrelerde patolojik olaylarin
baslatimasina sebep olur. Bu nedenle iskemili dokuya ilk yapilacak midahale,
dokunun yeniden kanlanmasini (reperfizyonunu) saglamaktir. Reperfizyonda
reoksijenizasyonun saglanmasiyla iskemi sirasinda olusan XO, O2'yi kullanarak, biriken
hipoksantini ksantine donustirirken, asiri serbest oksijen radikalinin olugsmasina neden
olur. Reperflizyon mediatorleri olarak bilinen bu serbest oksijen radikalleri, hicre
membran lipidlerini oksidasyona ugratarak, lipidlerden aldehid ve melondialdehit (MDA)
gibi toksik Urtinlerin meydana gelmesini saglar. Ayrica oksijen radikalleri DNA ile de
tepkimeye girerek DNA’nin oksidatif hasarina yol acarlar. Serbest radikal reaksiyonlari
sonrasinda, nikleik asitlerde baz degisimleri ve DNA’da zincir kirilmalari meydana
gelir. Bu degisim onarilamazsa DNA mutasyona ugratilir. 8-hidroksiguanin’in, DNA'nin
mutajenik bir sekli oldugu kabul edilmistir. Parks ve ark.’nin bagirsaklarda IR hasarinin
olusan mukozal kalinhga gore degrlendiriimesi Uzerine yaptiklari ¢calismada iskemiden
sonra reperflizyon gerceklestirdikleri gruptaki hasarin reperflizyonsuz sekilde iskeminin
neden oldugu hasardan ¢ok daha fazla olusturdugunu tespit etmiglerdir (Parks vd
1986).

2.7. Kok Hucre

Kok hucre iglevsel olarak farklilasmamis fakat uygun ortam saglandiginda
farklilasabilen, ¢ogalma, blylume, yenilenebilme, tamir edebilme ve kendi soyunu
devam niteliginde de hicreler Uretebilme gibi 6zelliklere sahip hicrelerdir. Bu
Ozelliklerinden dolay! kdk hicreler in vitro ortamlarda Uretilebilirler (Karasahin 2012).
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K6k huicreler vicutta bulunduklarn yere gore siniflandinldiginda 2 tiptirler. Canli
vicudunda bulunan her tirli hicreye dénisebilme kapasitesinde olan embriyonik kdk
hacreler (Simsek 2012) ve uzun sure kendini yenileme 0Ozelligine sahip ve 6ncu
hicrelere farklilasabilen yetigkin kok hicreleridir (Sagséz vd 2008). Bunun diginda kok
hidcrelerin bir baska siniflandirma sekli de farklilasma kapasitelerine goéredir.
Farkhlasma kapasitesi en fazla olan totipotent kok hticreler, sonra pluripotent kdk
hlcreler ve en az farklilasan multipotent kdk hiicreler olarak siniflanirlar. Bunun disinda
bir baska siniflandirma sekli ise kdk hicrelerin izole edildigi dokulara gére olmaktadir
(Tablo 2.1).

2.8. Farklilagma Kapasitesine Gore Kok Hiicreler
2.8.1. Totipotent kok hiicre:

Canliyl timiyle olusturacak (plasenta, gdébek kordonu, organizmanin bitlini)
tum hdcre tipine ddnusebilecek hicrelerdir. Embriyonun 5. glnine kadar olusan

hlcrelerin timu totipotent karakterdedir (Erden 2014).

2.8.2. Pluripotent kék hiicre:

4-6 glnlik embriyoda embriyo disi hicreler hari¢ tim somatik hlicrelerin ve
dokularin kaynagidir ama tek basina birey olusumunu gerceklestiremez. 3 germ
yapragi hucreleri ve akabinde 2. haftadan itibaran beliren epiblast hicrelerinden

farklasan primordiyal germ hticreleri pluripotent kok hicrelerdir (Erden 2014).

2.8.3. Multipotent kok hiicre:

Pluripotent kok hiicrelerin embriyonun implantasyonundan sonraki asamada 3
germ yapragina ait bazi hucrelere dontismesi sonucu gelisimin ilerleyen donemlerinde
de cogalip farklilasarak doku iginde varliklarini devam ettiren ve eriskin kék hticre
olarak adlandirilan hicre gruplarini olustururlar. Pluripotent hicrelerin daha 6zellesmis
hlcrelere dontsmesi sonucu olusurlar. Multipotent kdk hicreler bulunduklari dokunun

hicre tipini Uretirler (Pinar 2019).
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Tablo 2.1 Huicre popilasyonlarinin farklilasma potansiyelini tanimlamak igin kullanilan
tanimlamalar (Solmaz vd 2011)

. Farklanma
Isim Hicre Tipi Farklanma Yonu
Etkinligi
EKH | Morula asamasindaki hicreler | Totipotent | Embriyo ve embriyo disi dokular
Blastokist agsamasindaki i¢ ) Embriyo gbévdesi (Tum somatik
EKH Pluripotent
hicre kitlesi hucreleri ve germ hucreleri)
Gastrula asamasindaki ) Endoderm, mezoderm ve
EKH . . Pluripotent . .
epiblast hticreler ektoderm hicreleri

Ektoderm, mezoderm ve
EKH . _ Pluripotent | Tum somatik hlcreler
endoderm hiicreleri

. . _ ) Dokuya gore bir veya daha fazla
YKH | Ozgln doku hucreleri Multipotent | )
tlrde hicre

YKH | Bir dokudaki yerlesik hiicreler | Unipotent |Bir hicre tipi

2.9. Kok Hiicre Kaynaklari
2.9.1. Embriyonik kék hiicreler:

Embriyo asamasindaki kék hlcreler gelisimin 4-5. guinlerindeki preimplantasyon
asamasindaki embriyoda 3 farkli germ tabakasina da donisebilme kabiliyetine sahip
blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen totipotent hlicreler olabilecegi gibi daha az
tercih edilen morula asamasindaki embriyodan elde edilen totoipotent hlicrelerdir. Bu
hicreler canlidaki tim hdcre tipine donusebilmesine karsin tek baslarina bir

organizmanin tim sistemlerini olusturamazlar (Pinar 2019).

2.9.2. Erigkin kok hiicreler:

Plasenta, gobek kordon kani, kemik iligi ve erigkinlerin birgokdokusundan (kalp,
bdbrek, deri, beyin, gbéz, karaciger vb.) elde edilebilen ve énci hicrelere farklilagma
Ozelligi gosteren hucrelerdir. Erigkin kdk hacreler ait olduklar dokularda kendi
mikrogevrelerinde dinlenme evresinde kalabildikleri gibi yiksek telomeraz aktiviteleri
olmasinin yaninda embriyonik kdk hicrelere kiyasla farklilagsma o6zellikleri sinirhdir.

Bunun digsinda dokuda belirli yerlesim yerleri olmadigindan elde edilmeleri de kolay
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olmadigi gibi embriyonik kdk hlcreler gibi uzun sire 6zelliklerini koruyarak Gretilmeleri
de kolay degildir (Ural 2006).

Hemapoetik kdk hucreler, kemik iligi stromal kok hucreleri, kordon kani kdk
hlcreleri, endotelyal progenitdér hicreler, iskelet kasi kdk hlcreleri, kardiak kok
hlcreleri, deri ve sindirim sistemindeki epitelyal éncl hiicreler, pankreas, karaciger,
kornea, retina, dis koku, omurilik ve merkezi sinir sistemi kdk hticreleri Gzerinde yapilan
calismalar son dénemde oldukg¢a hiz kazanmistir. Bunlar arasinda ise kemik iligi kdk
hicreleri klinik calismalarda etkinligi arastirimakta olan en eski hicre tiplerinden
birisidir ve uzun zamandir transplantasyon amaciyla Kklinik uygulamalarda
kullaniimaktadir (Sags6z vd 2008). Bilimsel calismalar ve klinik uygulamalarda elde
edilmesi ve etik kurallardan dolayi erigskin kok hucrelerin kullanimi daha fazla oldugu

gOrilmektedir.

Yakin zamana kadar yetigkin kdk hdcrelerin kendi icinde bulunduklari doku
disinda bir dokuya farklanamayacagi dusindliyordu fakat yapilan deneyler
dogrultusunda vyetiskin kok hicrelerin ‘plastisite’ veya transdiferasyon olarak
adlandinilan farkli hicre tiplerine dénisebilme yetilerinin oldugu gértlmustir. Yapilan
calismalar insan yetiskin kok hucrelerinin kalp kasi htcrelerine (Ferrari vd 1998),
iskelet miyoblastlarina (Mezey vd 2000), néroektodermal hiicrelere (Lagasse vd 2000),
hepatositler ve kolanjiositlere (Jackson vd 2001), deri, karaciger, sindirim ve solunum

sistemi epitelyum hicrelerine (Solmaz vd 2011) farkhlasabildigini gostermistir.

2.9.2.1. Hematopoetik kék hiicreler:

Hematopoez prenatal dénemde sari kesede baslayip aort-gonad-mezonefroz
bdlgesi, plesenta, fotal karaciger, timus, dalak gibi bolgelerde ve kemik iliginin
hematopoetik kok hicreler (HKH) icin uygun mikrogcevreyi saglayabilecek erigkinlige
ulastigi zamana kadar surekli goé¢ eder (Terzi vd 2012). Postnatal donemde kemik
iliginde yer alan HKH'ler dogru sinyali aldiklarinda kanda bulunan lenfositer, miyelositer
ve trombositer gibi ¢esitli hicre tiplerine doénusebilirler. Hematopoetik kdk hacreler
kemik iliginde kok hicreye uygun bir niche iginde yer alir ve ortamda kok hicreyi uyarip
¢ogalmasini saglayacak herhangi bir sinyal almadidi stirece Go fazinda (Terzi vd 2012)
bekler. Kandaki hicrelerde meydana gelen azalma, yuva iginde uyku durumunda olan
HKH’lere uyari olarak gelir ve bir kismi kendini yenilerken bir kismi da eksilen hucrelere
donusurler. Bu uyarilar ve donusumler ¢ok siki kontrol altinda tutulur ve meydana
gelecek herhangi mutasyon hicrelerin apoptozisine neden olur. Apoptozis kaspas

enzimi ile ektive edilir. Hlcrenin bilingli sekilde apoptozise ydnelmesi hiicreyi dlimsuz
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gibi davranip kanserlesmesinden ve akabinde maligniteden korur (Ozmen vd 2006).
HKH’ler kemik iliginden, fetal karacigerden, periferik kandan, embriyonik kok
hldcrelerden, umblikal kord kanindan ve hematopoietik kok hicrelerin in vitro olarak
cogaltiimasi gibi yollardan elde edlebilirler. Kemik iligi stromasi mezenkimal kdék
hlcreleri arasinda hematopoietik olmayan hicre gruplari vardir. Bu hiicre gruplari
kemik, kikirdak, yag, kas gibi dokulara dénisebilen multipotent kdk hicreler igerirler.
Bu hucreler in vivo ve in vitro gartlarda gelisebilmeleri ve in vitro tretimlerde cam ve
plastige yapismalarindan dolaylr hematopoietik hicrelerden kolaylikla ayrilabilmeleri

deneysel ¢alismalar igin cazip hale gelmektedir.

2.9.2.2. Mezenkimal kok hicreler:

insanlarda mezenkimal kék hiicre (MKH) kaynagi kemik iligi stromasindaki
‘crista iliaca’dir. Kemik iliginden alinan MKH’ler in vitro olarak cogaltilabilmektedir.
MKH’ler hiicre bazl tedavilerde ve belirli dokulara ait veya sistemsel hasarlarda tedavi
amacgh kullanilabilmektedir. Kanser tedavisi gdren hastalarda malign hicrelere
kemoterapik ilaclarin tasinmasina yodnelik calismalar da yapilmistir. Kemp ve
arkadaslarinin  yaptigi calismada myeloablatif tedavi uygulanmis hematoloji
hastalarinda, hematopoietik prekirsorlerle hematopoietik kék hicre engraftmanini
arttirmak icin mezenkimal kdok hucrelerin etkili olabilecegini gdstermiglerdir
(Gundeslioglu vd 2013). Adipoz dokudan tiretilen kok hicreler kolay elde edilebilmeleri
ve hematopoietik kdk hiicreler kadar islevsel olmalarindan dolayr daha c¢ok tercih
edilmektedir (Karaklkgl vd 2014).

Kok hcre tipleri

1. Dental pulptan turetilen MKH’ler

2. Embriyolardan turetilen MKH’ler

3. Amniyotik sividan turetilen MKH’ler

4. Gobek kordonundan turetilen MKH’ler

5. indliklenmis pluripotent kék hiicrelerden (iPKH) tiiretilien MKH’ler
6. Yag dokusundan tiretilen MKH’ler

7

. Kemik iliginden turetilen MKH’ler

Adipoz dokusu mezenkimal kok hicrelerinin kemik iligi kaynakh MKH’lere gore
daha kolay Uretilebilmeleri ve greft versus host hastaliginin tedavisinde kemik iligi
kaynakhh MKH’lerle benzer etkinlige sahip oldugu gdzlemlenmistir (Ning vd 2006).
Adipoz dokudan Uretilen kok hicreler yag dokusundan kolaylikla izole edilebilen ve

diger MKH’lerle birgok benzer yenilenebilme 6zelligine sahip olan kdk hucre tipleridir.
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MKH’lerin farkl turleri arasinda, adipoz kdkenli kbk hicreler gesitli nedenlerden dolayi
hlcre tedavisi igin umut verici olarak goérilmektedir. Bu hlcrelerin uygun bulunduklar
doku ve organlarda kugik hasarlarin gideriimesinde rol oynadigi ve in vitro kosullarda
mezenkimal kaynakli diger kok hucreler gibi osteojenik, kondrojenik ve adipojenik
farklilasmanin yani sira miyosit ve ndronlara da dénusebilecegi gdsterilmistir (Karoui vd
2011, (Gam vd 2003).

Akut bébrek yetmezligi Gzerine kdk hicre ile tedaviye yonelik yapilan ¢alismalar
iskemi reperflizyondan sonra meydana gelen vaskiler hasarlara karsi koruma
saglandigini, inflamasyonlari azalttigi, antikor Gretimini destekledigine bobrek hasarina
karsi antioksidan ve antiapoptotik etkiye sahip olarak bdbrek inflamasyonunu ve doku
hasarini azalttigini géstermistir (Shih vd 2013, Collett vd 2017).

2.10. Melatonin

Pineal (Epifiz) bez posterior komissur ile dorsal hebanular komissur arasinda,
Uglncl ventrikllin de posterior duvarina yapisik olarak konumlanmis endokrin bir
bezdir. Pineal bezin boyutu ve pozisyonu tirler icinde farklilik goésterir (McCord vd
1917).

Melatonin ilk olarak inedin epifiz bezinden izole edilmis ve akabinde de
noroendokrin hormon sinifina dahil edilmistir. Daha sonra yapilan c¢alismalar
bircokdoku ve organin epifizin kullandigi sentez yolagini ve enzimlerini kullanarak
melatonin sentezleyebilme yetenegine sahip oldugunu ortaya koymustur. Retina
memeli olmayan omurgali canlilarda énemli Gretim yeridir. Memelilerdeki 6nemi ise
hamster retinasindan melatonin sentezinin asil sirkadian saliniminin in vitro olarak
gosteriimesi  ile anlasiimistir. Fakat memelilerdeki retinal melatonin  memeli
olmayanlardaki gibi dolasima katilmaz. Harderian ve gdzyasi bezinden, lens, siliyer
cisim, testis, yumurtalik, uterus, kemik iligi, plasenta, oositler, kirmizi kan hucreleri,
bitkicikler, lenfositler, astrositler, glia hicreleri, mast hicreleri ve ndronlardan
sentezlenen melatonin normal fizyolojik durumlarda dolagima katiimamaktadir bunun
diginda da salinimlari belirli bir dizen dogrultusunda da degildir. Bagirsaklarda tretilen
melatonin pineal beze kiyasla 2 kata yakin bir farkla fazla oldugu duistnilmektedir.
Bunun yani sira kemik iliginde, safrada, sigcan ve koyunlarda Ggincl ventrikiler sivida
ki melatonin miktarinin serumdakine oranla daha fazla olugu belirlenmistir (Yu vd 1981,
Zayman 2019, Ustlinsoy 2007, Tan vd 2018). Pineal bezde melatonin Uretimi sirkadian
ritime bagh olarak dretilir. GuUnduzleri gecelere goére daha dusuk miktarlarda

salgilanirlar. Gozde salgilanan melatonin hormonu de pineal bezdeki gibi sirkadian
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ritme sahiptir. Calismalar neticesinde melatonin saliniminin lenfositler tarafindan da
gerceklestirildigi ve melatoninin immdaniteyi duzenlemede rol oynadigi gorulmuagtar.
Melatoninin bagka bir hipofiz digl Uretim yeri ise gastrointestinal sistemdir ve hipofiz
bezinden 1000 kat daha fazla salgi yapmasi ve yiyecekler yardimiyla disaridan fazla
miktarda triptofan alinmasi sonucu dolasim sistemine de salindid1 géralmustir (Tan vd
2018). Calismalar gdstermistir ki ekstrapineal tlretiimis melatonin miktarlari pineal

bezden turetilene gore ¢ok daha fazladir (Aslan vd 2020).

2.10.1. Melatonin sentezlenme mekanizmasi

Melatonin birgok canlida birden fazla mekanizmada etkinlik gosteren
triptofandan sentezlenen bir indol bilesiktir. Melatonin viicuda temel besinlerle (misir,
piring, bugday, arpa yulaf vb,) ve icecekler (sarap, bira, ¢ay, kahve vb.) gibi besin yolu
ile de alinmaktadir. Melatoninin, triptofan amino asiti 6nculiginde sentezlenir ve
serumdaki triptofan miktari da diyetle alinan miktara bagli olarak degisiklik gdsterir
(Sadok vd 2017, Tan vd 2012). Melatonin depolanamaz, kan ve vicut sivilarina hizli bir
sekilde dagilir (Ustiinsoy 2007). Plazmada %70 oraninda albiimine baglanarak tasinir,
yuksek miktarlarda karacigerde, disik miktarlarda da bobrekte bulunur ve karacigerde
6-hidroksimelatonine donlstrken bdbrekte silfat ve glukuronik asitle bag olusturarak
digsari atihr (Sadok vd 2017). Triptofan kandan alinarak 5-hidroksitriptofana
donistiralir, o da L-aromatik aminoasit dekarboksilaz ile seratonine (5-
hidroksitriptamin) dénusur. Seratonin daha sonra hiz sinirlayici enzim olan arilakilamin
N-asetiltransferaz araciigi ile N-asetilseratonine cgevrilir. N-asetilseratoninden de

hidroksiindol O-metilransferaz enzimi ile melatonin sentezlenir (Atasoy vd 2017).

Melatonin viicutta 3 ayliktan énce salgilanmaya baslar ve salgi miktari yavas
yavas artar. Sonunda 1-3 yas araliginda miktari geceleri maksimum seviyeye ulasir,
yetiskin déneme kadar yavas yavas duser (Waldhauser vd 1993). Pineal bezdeki
seratonin miktarl gece dusuk miktarda iken gliinduz yuksek miktarlarda goérular. Pineal
bezdeki seratonin miktarini 1s1gin sUresine ve siddetine gore degdisiklik gostermektedir.
Melatonin sentezlendikge seratonin miktari dustiginden dolaylr melatonin miktar ile
seratonin arasinda ters iligki s6z konusudur. Melatonin miktarinin gece karanlikta

pineal bezde, kanda, serebrospinal sivida ve idrarda arttig1 géralur (Tatar 2019).

Melatonin miktari gece 20:00-21:00 saatleri arasinda artmaya baglar, en
yuksek dizeye en karanlik zamanlar olan 01:00-03:00 saatleri arasinda ulagir ve
havanin aydinlanmaya bagladigi 05:00-07:00 saatlerinde Uretimi minimum duzeye

kadar diser. Beyinde bulunan suprakiazmatik bolge pineal bezden melatonin Gretimini
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biyolojik ritim c¢ercevesinde dizenlemektedir. Melatonin miktarini etkileyen tek faktdr
IsIk degildir. Is1, gel-git olayl, ndradrenalin ve seratonin metabolizmasi uUzerine etkili

ilaglarin etkiledigi de dusinulmektedir (Fourtillan vd 2001).

2.10.2. Melatoninin koruyucu etki mekanizmalari

Melatonin, sirkadiyen ritmin dizenlenmesi, oksidatif stresin etkilerini ortadan
kaldinlmasi, glikoz intoleransinin ve insilin direncinin iyilegtiriimesi, ener;i
metabolizmasinin dizenlenmesi, bagisiklik sisteminin duzenlenmesi ve yaglanmanin
geciktiriimesi gibi ¢cok sayida dizenleyici ve koruyucu etkilere sahiptir (Reiter vd 2007,
Shieh vd 2009).

Melatoninin  endokrin sistemin dizenlenmesi, immunitenin islevselliginin
arttinimasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadlarin baskilanmasi, organizmanin
dogal yapisinda yer alan ekzojen savunma sistem elemanlari arasinda yer almak gibi
bircok fizyolojik aktivitede rol almakla birlikte glcli de bir antioksidan oldugu
bildiriimistir (Brzezinski 1997). Melatonin klasik bir antioksidan degildir ve onu ayiran en
onemli 6zellik ise serbest radikallere karsi son derece kararli sekilde savasmasi,

bircok kanseri engelleme 6zelligine sahip olmasidir (Tan vd 2015, Cutando vd 2012).

Mevcut kanitlar melatoninin enflamatuar sitokinlerin salinimini azaltabildigini,
mezenkimal kék hiicre (MKH)'lerin proliferasyon kapasitesini arttirdigini ve MKH'lerin
apoptozisini in vitro ve in vivo olarak ortadan kaldirdigini géstermistir. Ayrica,
melatoninin ROS lreten etkenleri ve antioksidan genlerin ekspresyonunu
dizenleyerek, MKH'lerin koruyucu ve anti-apoptotik mekanizmalarini arttirdigi
gOsterilmistir (Liu vd 2013). Bébrek IR'undan sonra melatonin tedavisinin serum TNF-a
dizeylerindeki artisi ve bobrek dokusunda histopatolojik hasari tersine cevirirken
TNF- a'nin serum seviyesini azaltarak koruyucu bir etkiye sahip oldugu ortaya
konulmustur (Oguz vd 2015).

Melatonin tedavisi, kismen aquaporin ekspresyonunu dizeltir ve enflamatuar
yaniti engeller ve renal ultrastriktirel batinligun korunmasi ile iliskilendirilebilen
bilateral Ureteral obstruksiyon veya bilateral uteral obstriksiyon kaynakli bobrek

hasarini guglu bir sekilde énler (Li vd 2019).

Melatonin ile tedavi edilen sican bobrek dokularinda melatoninin IGF-1’in
etkinligini arttinp Kaspaz-3 salinimini azaltarak hicre apoptozunu Onledigi bazi

calismalarda rapor edilmigtir (Ostrowska vd 2001).
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Melatoninin lipofilik yapisi ona serbest radikal toplayici 6zelli§i kazandirmaktadir
ve serbest radikallerin makromolekullerde olusturdugu oksidatif hasara kargi en iyi
bilinen serbest radikal tiketicisi olan glutatyon ve mannitole gére daha iyi koruyuculuga

sahip oldugu bildirilmigtir (Sinanoglu vd 2012).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Siganlarda renal iskemi reperfizyon hasarina kargi melatonin ve kdk hicrenin
koruyucu etkilerinin arastirildi§yi  bu calismada Pamukkale Universitesi Deney
Hayvanlar Arastirma Merkezi'nce Uretilen 60 adet Wistar Albino cinsi 250-350 gr
agirhgindaki erigkin erkek siganlar kullanildi. Siganlar standart sartlarda sicakhgi
(21£1°C) ve rutubeti (65-70%) kontrol edilen 12 saat isik-karanlik ¢evrimi olan
havalandirmali sessiz bir oda iginde, 6zel kafeslerde bakilip, standart yem kullanilarak
ad-libidum beslendiler. Calismalar Pamukkale Universitesi Etik Kurulu'nda
PAUHADYEK-2020/10 nolu 30.01.2020 tarih ve 2020/02 sayili etik kurul kararina

uygun olarak yurttalmastar.

3.1. Kék Hiicrelerin Elde Edilmesi ve Transplantasyonu

Dr. Ogr. U. Nazli CIL' in Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen 2019HZDP020 numarali 'Siklofosfomide
Bagli olusan Ovaryum Hasarinda Yad Dokudan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hicre
Tedavisinin Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ve Phosphorylated Mammalian
Target of Rapamycin (p-mTOR) ekspresyonuna etkisi' baslikli projeden elde edilen
Mezenkimal Kok Hucreler Akim sitometri analizi kullanilarak koék hiicre ylzey belirteci
olarak CD29, CD90, CD45, CD54, CD71, CD106 yonlerinden incelendi. Buradan
alinan sonuglara gore CD29, CD90, CD54 ylzey belirteglerinin ylksek titrede olmasi
ve CD45, CD71,CD106 yuzey belirteclerinin ¢ok disik bulunmasiyla mezenkimal kok
hicre oldugu gdsterilen kdk hicreler donduruldu. Bu calismada 2019HZDP020 nolu
projede hem akim sitometriyle hem de farklilasma deneyleriyle mezenkimal kok hiicre
oldugu desteklenen kok hucreler kullanildi. 3. pasajda dondurdugumuz hucreler bazal
medium hazirlayarak steril sartlarda ve 37 °C de laminal kabin altinda ¢ozildi. T75
flasklara ekilen hicrelerin ¢ogalmasi takip edildi, deney prosediri olusturulduktan

sonra kok hiicre uygulanacak gruplara 1X10° hiicre olarak 0,2 ml PBS igerisinde verildi.

3.2. Cerrahi Operasyon

Deney hayvanlarina intraperitoneal yol ile anestezisi uygulandi. Nefrektomi
uygulanacak deney hayvanlari anestezi altinda, sicakhgi ik ve sabit olan diseksiyon
tablasina tespit edildi. Cerrahi uygulama bdlgesinin %70’lik etanol ile temizligi yapilip
IR gruplarina sag bdbrek nefrektomisi gergeklestirildi. iskemi/reperfiizyon yapilacak

deney hayvanlarina anestezi altinda, midline laparotomi yapilmistir. Sol renal arter
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izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardimiyla 45 dakika sire ile sol renal
arterden kan akisi durduruldu. 45 dakika iskeminin hemen ardindan reperflizyon sureci
uygulandi. Hem nefrektomi hem de reperflizyon siresince her bir deney hayvanina
yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi igin
karin bosluguna steril serum fizyolojik verildi. Bu islemi takiben, kas ve deri kesileri ayri
ayr fakat devamli olarak 3/0 ipek sutlrle dikilerek kesi bélgesi kapatildi ve poviiodeks

antiseptik solusyon ile laparotomi bolgesi temizlendi. (Ozlllerden, 2017)

3.3. Anestezi Uygulamasi

Denek siganlara anestezi islemi 50 mg/kg ketamin (Ketalar flk., Pfizer Pharma
GMBH, Germany) ve 5-10 mg/kg arasi ksilazin hidroklorid (Alfazyne % 2, Alfasan
International, Holland) ile intraperitonal olarak saglandi. Gerektiginde siganlarin
anestezi derinligini sabit tutmak icin ketamin (yari dozda, 25 mg/kg) refleks yanitlara
(pensetle ayaga agrili uyaran verilmesi-pedal refleks, palpebral ve korneal refleksler)
bakilarak tekrarlandi. Deneyde gergeklestirilecek her bir operasyon icin ayni dozlarda
anestezi uygulandi. Genel anestezi altindaki sicanlar operasyon masasina sirt Ustl
yatirilarak flaster yardimi ile ayaklarindan masaya sabitlendi. Cerrahi islemin
gerceklestirilecegi batin orta hatti tras makinesi ile tras edildi. Operasyonun
gerceklestirilecegi bolge povidone-iodine ile temizlendi. Uygun teknikle batin orta hat

cerrahi aletlerle 3 cm kesilerek laparotomi yapildi.

3.4. Deney gruplari ve protokol

Sicanlar agirliklari dlgllerek rastgele 6 gruba ayrildi. Her bir grup 3. ve 14. glin
gruplarn olarak 2 alt gruba ayrilmistir (Alzahrani, 2019; Chen ve ark, 2019).
3.4.1. Kontrol grubu (K):

Gruplar belirlendikten sonraki 3. giinde ve 14. giinde genel anestezi altinda orta
hat laparotomi yapildiktan sonra higbir islem yapiimadan sol bobrekleri alinmistir.
3.4.2. Sham grubu (S):

Siganlara genel anestezi altinda orta hat laparotomi yapildiktan sonra sag
bdbrekleri alinmistir (Ahmadiasl, 2014). Belirlenen 3. gun gruplari laparotomiden 3 gin
sonra ve 14. gun gruplari da laporotomiden 14 gun sonra tekrar operasyona alinip sol

bdbrekleri alinmis ve siganlar sakrifiye edilmistir.
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3.4.3. iskemi reperfiizyon grubu (IR):

Siganlara genel anestezi altinda orta hat laparotomi yapildiktan sonra sag
bobrekleri alinmistir. Sol bdbrek, renal arter ve veni ortaya cikarllip atravmatik
klemplerle klemplendi (Ahmadiasl, 2014). Boébrek 45 dk boyunca iskemiye maruz
kaldiktan sonra klempler ¢ikarildi. Reperfizyon saglandiktan sonra dokunun tam olarak
kanlandigi makroskopik olarak goérildikten sonra denekler baska higcbir islem
yapilmadan kapatiimistir. Belirlenen 3. giin gruplari laparotomiden 3 guin sonra ve 14.
gln gruplari da laporotomiden 14 giin sonra tekrar operasyona alinip sol bdbrekleri

alinmis ve siganlar sakrifiye edilmigtir.

3.4.4. iskemi reperfiizyon + melatonin grubu (IR+M):

Siganlara genel anestezi altinda orta hat laparotomi yapildiktan sonra sag
bdbrekleri alinmistir. Sol bdbrek, renal arter ve veni ortaya cikarillip atravmatik
klemplerle klemplendi (Ahmadiasl, 2014). Bobrek 45 dk boyunca iskemiye maruz
kaldiktan sonra klempler c¢ikarildi ve hemen ardindan intraperitonal olarak tek doz 25
mg/kg melatonin verildi (Chen ve ark, 2019). Reperfizyon isleminin gerceklestigi
makroskopik olarak goézlendikten sonra deneklere bagska higbir islem yapilmadan
kapatildi. Belirlenen 3. glin gruplari laparotomiden 3 glin sonra ve 14. gin gruplari da
laporotomiden 14 gin sonra tekrar operasyona alinip sol bébrekleri alinmis ve siganlar

sakrifiye edilmistir.

3.4.5. iskemi reperfiizyon + kok hiicre grubu (IR+KH):

Siganlara genel anestezi altinda orta hat laparotomi yapildiktan sonra sag
bobrekleri alinmistir. Sol bdbrek, renal arter ve veni ortaya cikarilip atravmatik
klemplerle klemplendi (Ahmadiasl, 2014). Boébrek 45 dk boyunca iskemiye maruz
kaldiktan sonra klempler gikarildi ve hemen ardindan lokal olarak tek doz 1X108 kok
hicre 0,2 ml PBS icerisinde verildi (Zahran ve ark, 2020). Reperflizyon isleminin
gerceklestigi makroskopik olarak goézlendikten sonra deneklere baska higbir islem
yapiimadan kapatildi. Belirlenen 3. gun gruplari laparotomiden 3 guin sonra ve 14. gun
gruplarn da laporotomiden 14 gun sonra tekrar operasyona alinip sol bobrekleri alinmis

ve sicanlar sakrifiye edilmistir.

3.4.6. iskemi reperfiizyon + kok hiicre + melatonin grubu (IR+ KH+M):

Sicanlara genel anestezi altinda orta hat laparotomi yapildiktan sonra sag
bdébrekleri alinmistir. Sol bdbrek, renal arter ve veni ortaya cikariip atravmatik

klemplerle klemplendi (Ahmadiasl, 2014). Bobrek 45 dk boyunca iskemiye maruz
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kaldiktan sonra klempler c¢ikarildi ve hemen ardindan intraperitonal olarak tek doz 25
mg/kg melatonin, lokal olarak tek doz 0,2 ml PBS igerisinde 1X10° kok hiicre verildi
(Chen ve ark, 2019; Zahran ve ark, 2020). Reperfuzyon igleminin gerceklestigi
makroskopik olarak gdézlendikten sonra deneklere bagka higbir islem yapilmadan
kapatildi. Belirlenen 3. gln gruplari laparotomiden 3 gln sonra ve 14. gin gruplari da
laporotomiden 14 gin sonra tekrar operasyona alinip sol bébrekleri alinmis ve siganlar

sakrifiye edilmistir.

3.5. ELISA Yontemi

10 cc vendz kan biyokimya tiplne alinmig, drnekler yaklasik 15 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 10 dakika boyunca 3500 devirde santriflij edilmis ve
elde edilen serum Ornekleri kan Ure azotu (BUN) ve kreatinin dlzeyleri icin analiz

yapilana kadar -80 °C’ de saklanmistir.

Sican kan ure azotu (BUN) kolorimetrik yontem (Ureaz) ile Elabscience ( E-
BC-K183-M), Sigan kreatinin anatijen antikor reaksiyonuna dayali sandivic ELISA
yontemi kullanilarak (E0307Ra), YL-Biont (Shanghai YL Biotech Co. Ltd, China) ticari

kitleri kullanilarak calisiimistir.

Analiz 6ncesi toplanan bitlin 6rnekler ve kitler oda sicakligina getirilmistir.
Calismada kullanilan kitlerin standart ve kimyasallari hazirlandiktan sonra
mikroplakada bulunan kuyucuklara standartlar ve oOrnekler pipetlenmistir. Ardindan
prospektlste anlatilan adimlar izlenerek 6rneklerin testlerin konsantrasyonlarina gore
renklendiriimesi saglanmistir. Renk olusumu goézlendikten sonra 450 nanometrede
(nm) Biotek EIX800 Mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments Inc., USA) kullanilarak
kuyucuklarin absorbans degerleri okunmustur. Gen5 data analiz programi ile serum
absorbans degerleri kullanilarak konsantrasyonlar hesaplanmistir. Bulunan degerler

BUN icin mmol/L ve kreatinin igin ise umol/L’dir.

Sican BUN kolorimetrik yontemi uygulama basamaklari asagidaki gibi

gercgeklestirlmistir.

1. 100 mmol/L ure standardini ddH2O ile uygun konsantrasyonda seyreltme islemi

yapilir.
2. Standat kuyucuga 4 pL ure standart solisyonundan, numune kuyucuguna 4 L

numuneden, kontrol kuyularina 4 yL numuneden eklendi.
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3. Standart kuyucuklar ve numune kuyucuklarina 50 pL Enzim Calisma
Solusyonu, kontrol kuyucuguna 50 pL Reaktif 3 eklendi ve mikroplaka okuyucu
ile 37°C’de 10 saniye boyunca tamamen karigtirarak inkibasyona birakildi.

4. Her 3 kuyucug@a da ayri ayrn 125 pL Reaktif 4 ve Reaktif 5 eklendi ve mikroplaka
okuyucu ile 37°C'de 10 saniye boyunca tamamen karistirarak inkibasyona
birakildi.

5. Mikroplaka okuyucu cihazi (ELISA) ile her kuyucugun konsantrasyon degeri 580
nm’de okuma iglemi yapildi.

6. Sonuclar hesaplanarak analiz edildi.

3.6. Histopatoloji
3.6.1. Doku orneklerinin hazirlanmasi

Siganlara nefrektomi yapildiktan sonra %10 nétral formalinde 24 saat fikse
edildi. Dehidratasyon ve onu takiben parafinizasyon isleminden sonra dokular parafin
bloklara gémulduler. Parafin bloklardan Leica RM-2125 Rotary Mikrotom yardimiyla
3um kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitler Hematoksilen-Eozin, Masson
Trikrom ve imminohistokimyasal olarak boyandi. Boyama islemini takiben tim kesitler
IStk mikroskobunda incelenerek degerlendirildi. Histolojik skorlama su sekilde
yapilmistir. 40X buyltmede rastgele secilen 10 alanda konjesyon, tibller nekroz, cast
formasyonu, fircamsi kenar kaybi, tubuler dilatasyon miktarlari 0'dan 5’e kadar
derecelendirilmistir. Her bir derecelendirmeye karsilik gelen hiicre miktari ise su sekilde
belirlenmigtir. 0: none (Normal), 1: <10 (minimal hasar), 2: %11-25 (hafif hasar), 3:
%25-45 (orta hasar), 4: %46-75 (ciddi hasar), 5: 276 (Alzahrani 2019).

3.6.2. Doku takibi

Nefrektomi isleminden sonra dokular %10’luk nétral formaline alinmigtir.
Dokular icinde bulundugu nétral formalin her 8 saatte bir 3 tur olacak sekilde taze nétral
formalinle degistirilmistir. Daha sonra doku takibi igin asagidaki basamaklar

uygulanmistir.

e Alkol %70 1 saat
e Alkol %80 1 saat
e Alkol %90 1 saat
e Alkol %95 1 saat
e Alkol %100 1 saat
e Alkol %100 1 saat
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e Ksilenl
o Ksilen Il
e Ksilenlll
e Parafin
e Parafin
e Parafin
e Bloklama

1 saat
1 saat
1 saat
1,5 saat
1,5 saat

1 saat

Doku takibi yapildiktan sonra dokular parafin bloklama yapilarak kesit almaya

hazir hale getirilmistir. Kesit alma islemlerinden sonra dokular deperafinizayon

islemlerine tabi tutulmuslardir.

Doku kesitleri polilizinli

lamlara alindiktan sonra

deparafinizasyon islemleri yapilip histokimyasal boyamalara uygun hale getirilmistir.

Deparafinizasyon basamaklari;

e Etiiv (56-60°C)

o Ksilen |

o Ksilenll

e Alkol %100
e Alkol %90
e Alkol %70
e Alkol %50
e Distile su

1 saat

30 dakika

30 dakika

10 dakika

10 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika yika

3.6.3. Hematoksilen-Eozin boyama

Deparafinizasyon isleminden ge¢gmis dokular asagidaki basamaklara gére H&E

boyanmistir.

e Hematoksilen

e Akar su
e Asit alkol
e Akar su

e Amonyak

e Akarsu

e Eozin

e Akarsu

e Alkol %50

3 dakika
30 saniye
Daldir gikar
30 saniye
Daldir gikar
1 dakika

3 saniye
30 saniye

1 dakika
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e Alkol %70 1 dakika

e Alkol %90 1 dakika
e Alkol %100 1 dakika
e Kurutma iglemi

e Ksilen | 10 saniye
e Ksilenll 10 saniye

e Entellan ile kapatma islemi.

3.6.4. Masson Trikrom boyama

Farkli deney gruplarinda uygulanan islemlerde bdbrek bag dokudaki nekrotik,
fibrotik degisimlerini gdzlemlemek igin yapilan Masson Trikrom histokimya boyama

protokoll su sekilde gergeklestirilmistir.

e Bovin sollisyonu 1 saat (dokular agik sari renk alacak)
e Distile su 10 saniye
e Demirli hematoksilen 10 dakika
e Distile su 10 saniye
e Trickrom soliisyonu 30 dakika
e Distile su 10 saniye
e Alkol %50 1 dakika
e Alkol %70 1 dakika
e Alkol %90 1 dakika
e Alkol %100 1 dakika
e Kurutma islemi

o Ksilen | 10 saniye
o Ksilen i 10 saniye

e Entellan ile kapatma islemi.

3.6.5. immiinohistokimyasal boyama

Deney gruplarinda gerceklestirilen Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 immunohistokimyasal
boyama prosedurlt agsagidaki gibi uygulanmistir:
e Dokular distile su ile yikandi. Bu basamaktan sonra dokularin kurumamasina
Ozen gosterilir.
e Antijen retrivel islemi icin Sodyum Sitrat Buffer solusyonu o6rneklerin Gzerini
gececek sekilde behere konularak mikrodalgada 20 dakika kaynatma iglemi
gerceklestirildi
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e QOda sicakliginda ya da akarsu altinda dokularin sogumasi saglandi.

e 1XPBS ile 3 kere 5’er dakika yikand.

e Kesitler 1 birim H20-, 9 birim absolit metanol ile muamele edildi.

e 1XPBS ile 3 kere 5’er dakika yikand.

e Sekonder kitin A SolUsyonu ile dokularin Gzeri kaplanarak 10 dakika bekletildi.

e Primer antikorlar (Bcl-2, Bax, Kaspaz-3) dilie edilerek (1/200) dokularin Gizerine
100 uL damlatildi ve dokular +4°C’ de 12 saat Uzeri kapali ve nemli ortamda
inkibasyona birakildi.

o 1XPBS ile 3 kere 5’er dakika yikand.

e Sekonder kitin B SolUsyonu ile dokularin Gzeri kaplanarak 10 dakika bekletildi.

o 1XPBS ile 3 kere 5’er dakika yikand.

e Sekonder kitin C Solusyonu ile dokularin Uzeri kaplanarak 10 dakika bekletildi.

o 1XPBS ile 3 kere 5’er dakika yikand.

o DAB kiti kendi kullanim protokoliine uygun olarak karistirilarak lamlarin Gzerine
damlatildi ve karanlik ve Uzeri kapali bir ortamda kontrolll bir sekilde 15 dakika
kadar kahverengilesene kadar bekletildi.

e 1XPBS ile 3 kere 5’er dakika yikandi.

e Hematoksilene batirnp ¢ikarilarak boyanma saglandi.

e Distile su ile yikandi.

e Alkol serilerinden gegirilir. Kurutulup ksilene batirilir ve entellan ile kapatilir.

o Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 ekspresyonu gruplarda H skoru [H SCORE=}Pi (I+1)]
kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi. Burada |, boyama yogunlugunu
belirtir (O=ifade yok, 1=hafif, 2=orta ve 3=gulcli). Pi, her yogunluk i¢in boyanan
hlcrelerin ylizdesini belirtir (Zhang, 2015).

3.6.6. TUNEL boyama

Doku ornekleri terminal deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated
deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling (TUNEL) andy Flour™ 488

apoptoz tespit kiti Ureticinin protokolliine gore boyanarak apoptozis dederlendirildi.

e Doku kesitleri 1X PBS ile 2 kere 5’er dakika yikandi.

e 1K Proteinaz K (Bilesen G) Sollisyonunda 30 dakika bekletildi.
e 1XPBS ile 2 kere 5’er dakika yikandi.

o Kaesitler distile su ile yikandi.

e Her bir doku kesitinin Gzerine 50 yL DNase | tamponu (Bilesen F) damlatilarak
10 dakika inklbe edildi.
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e Her bir doku kesitinin Ustine 50 pL DNase | solisyonu damlatilarak oda
sicakhginda 30 dakika inklbe edildi.

o Ornekler distile su ile yikand..

e Orneklerin tizerine 100 uL TdT reaksiyon tamponu (Bilesen A) damlatilarak 10
dakika inklibe edildi.

e 50 pL TdT Reaksiyon kokteyli ile dokularin ylzeyi kaplanir ve 37°C’de 60 — 120
dakika inkibasyona birakildi.

e Ornekler %3'lik BSA igeren PBS iginde 3 kere 5’er dakika yikandi.

e Kesitlere 100 puL Andy Flour TM 488 — Streptavidin boyama sollisyonu
damlatilarak karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

e Ornekler %3'lik BSA igeren PBS iginde 3 kere 5’er dakika yikandi.

e Karanhk ortamda doku Kkesitlerinin Uzerine Hoechst 33342 damlatilarak

kapatma islemi gergeklestirilir.

TUNEL metodu kullanilarak glomeriler ve tdbiler hiicre apoptozu
immunfloresan mikroskobunda degerlendirildi. Mikroskobik goérintilerde nukleuslari
yesil floresan isima yapan glomerler ve tibdler hiicre ¢ekirdekleri TUNEL pozitif hlicre
olarak degerlendirildi. Her lamda 20X blyutmede 10 rastgele alan secilerek alanda
parlak yesil olarak goérintilenen hicreler apoptotik hicre olarak degerlendirerek
TUNEL pozitif hiicrelerin sayimi yapildi. Apoptotik indeksi hesaplandi (Zhang, 2015).

Apopitotik indeks (Al) : Pozitif hiicreler X 100/Total Hiicre sayisi (Zhang, 2015)

3.7. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS statisticd 25 software (Amork, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edildi. Surekli degiskenler ortalama = standart sapma ve
kategorik degiskenler sayl ve yuzde olarak verildi. Bagimsiz grup incelemelerinde
Mann Whitney U testi ve Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Bagimsiz grup
incelemelerinde; Parametrik test varsayimlari saglandiginda Tek Yo6nlU Varyans Analizi
(ANOVA, post hoc: Tukey testi) kullanildi. Tum analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi (Zhang 2015).

26



e Her bir doku kesitinin Ustine 50 pL DNase | solusyonu damlatilarak oda
sicakhginda 30 dakika inkibe edildi.

o Ornekler distile su ile yikand.

e Orneklerin Gizerine 100 uL TdT reaksiyon tamponu (Bilesen A) damlatilarak 10
dakika inklibe edildi.

e 50 uL TdT Reaksiyon kokteyli ile dokularin ylzeyi kaplanir ve 37°C’de 60 — 120
dakika inkibasyona birakildi.

e Ornekler %3'lik BSA igeren PBS iginde 3 kere 5’er dakika yikandi.

o Kesitlere 100 pL Andy Flour TM 488 - Streptavidin boyama sollisyonu
damlatilarak karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

e Ornekler %3'lik BSA igeren PBS icinde 3 kere 5’er dakika yikandi.

e Karanlk ortamda doku Kkesitlerinin Uzerine Hoechst 33342 damlatilarak

kapatma islemi gergeklestirilir.

TUNEL metodu kullanilarak glomerller ve tubuler hicre apoptozu
immunfloresan mikroskobunda degerlendirildi. Mikroskobik goérlUntulerde nukleuslari
yesil floresan isima yapan glomerler ve tibdler hiicre ¢ekirdekleri TUNEL pozitif hlicre
olarak degerlendirildi. Her lamda 20X blyutmede 10 rastgele alan secilerek alanda
parlak yesil olarak goérintilenen hicreler apoptotik hiicre olarak degerlendirerek
TUNEL pozitif hiicrelerin sayimi yapildi. Apoptotik indeksi hesaplandi (Zhang, 2015).

Apopitotik indeks (Al) : Pozitif hiicreler X 100/Total Hiicre sayisi (Zhang, 2015)

3.7. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS statisticd 25 software (Amork, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edildi. Sirekli degiskenler ortalama = standart sapma ve
kategorik degiskenler sayl ve yuzde olarak verildi. Bagimsiz grup incelemelerinde
Mann Whitney U testi ve Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Bagdimsiz grup
incelemelerinde; Parametrik test varsayimlari saglandiginda Tek Yonla Varyans Analizi
(ANOVA, post hoc: Tukey testi) kullanildi. Tim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi (Zhang 2015).
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4. BULGULAR

4.1. Kok Hiucre Karakterizasyonu

Pamukkale Universitesi Bilimsel arastirma Projeleri Koordinasyonu Birimi
tarafindan desteklenen 2019HZDP020 numarali ‘Siklofosdomide Bagl Olusan
Ovaryum Hasarinda Yad Dokudan Elde Edilen Mezenkimal K&k Hicre Tedavisinin
Mammalian Target of Rapamycin (mMTOR) ve Phosphorylated Mammalian Target of
Rapamycin (p-mTOR) Ekspresyonuna Etkisi’ baslkli projeden elde edilen Mezenkimal
Kok Hucreler akim sitometri analizi kullanilarak kok hicre ylzey belirteci olarak CD29,
CD90, CD44, CD45, CD54, CD71, CD106 yonlerinden incelendi. Buradan alinan
sonuclara gore CD29 (%87,13), CD90 (%91,41), CD54 (%91,11) ylzey belirteclerinin
yuksek titrede olmasi ve CD45 (%0,63), CD71 (%26,83), CD106 (%7,99) yuzey
belirteglerinin disik bulunmasiyla mezenkimal kék hicre oldugu gdsterilmistir (Sekil
4.1).

Yapilan farkllasma deneyleri sonucunda kék hticrelerin adipojenik, kondrojenik
ve osteojenik farkhlastigi gdsterilerek, elde ettigimiz hlcrelerin mezenkimal kék hicre

oldugu flow sitometri analizi sonuclarina destek olarak ispatlanmistir ( Sekil 4.2 ).
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Sekil 4.1 Mezenkimal kok hicrelerin flow sitometri sonuglari. CD29, CD90, CD44 ekspresyonu

sirasiyla 87,13%, 91,41%, 91,11% pozitif, CD45 ve CD106 ekspresyonu sirasiyla 0,63% ve
7,99% pozitiftir.

Sekil 4.2 ADMKH’nin Gglincu pasajda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik dokuya farklasmasi.
ADMKH’nin ¢6zuldikten sonraki goruntisi (ok) (A), adipojenik farklilasma (ok) (B), kondrojenik
farklilasma (ok) (C) ve osteojenik farklilasma (ok) (D). X20, inverted mikroskop.

4.2. Gruplarin Kan BUN ve Kreatinin Degerlerinin Karsilastiriimasi

Gruplarin 3. Gun kan kreatinin duzeyleri karsilastirildiginda, K grubununa gore
batln gruplarin kreatinin dizeyinin arttigi saptandi. Bu artis IR grubunda ve IR+KH+M
grubunda anlamli olarak fazlaydi (p<0,05). Tedavi grubunda hem 3. gindeki hem de
14. gundeki kan kreatinin dizeyleri IR grubuna gore diguk saptansa da istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05). Kreatinin duzeyleri IR+KH+M grubunda 14. ginde 3.
glne gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. IR+KH+M grubunda 3. giin
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kreatinin dizeyi 41,95 + 2,1 iken 14. ginde 30,09 + 8,57 ye dustu. (Sekil 4.3)
(Tablo 4.1)

Kreatinin
60
50
40
30
20
10 II
0
K S IR M IR+KH IR+KH+M

M Kreatinin 3. glin W Kreatinin 14. giin

Sekil 4.3 Gruplarin kan kreatinin dizeylerinin kargilastirmali grafiksel analizi

BUN duzeyleri 3. ginde M ve IR+KH+M gruplarinda K grubuna gére anlamli
olarak daha yiksek bulundu. M ve IR+KH+M gruplarinin BUN diizeyleri 3. ginde IR
grubunda yuksekti ama istatistiksel olarak anlamh degildi. 14. glindeki degerler
karsilastirildiginda IR grubunda BUN dlzeyleri yine ayni degerlerde olmasina ragmen,
M ve IR+KH+M gruplarinda anlamli olarak dustigu saptandi. 14. gin kan BUN
duzeyleri K ve S grubunda IR grubuna gére anlamli olarak dusuktl. (Sekil 4.4)
(Tablo 4.1)
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K ) IR M

IR+KH IR+KH+M

50
45
40
35
30
25
2
1
1

[ T ¥y B

MBun3.gin MBun14. giin

Sekil 4.4 Gruplarin kan BUN dizeylerinin karsilastirmali grafiksel analizi

Tablo 4.1 Gruplarin kan kreatinin ve BUN sonuglari

Gruplar arasi

K s IR M IR+KH IR+KH+M ;
Kreatinin  3.giin  22.67+0 3473+137 44234542 3378+261 3624+0  4195:2,1 0.001*
(Umolll) 14 gin  21.60+0 3444+299 3654+582 3429+467 37,37+549 30,00+ 8,57 0.051
R 1 0.114 1 - 0.020*
BUN 3.gin  11.09+0 17,35+4,04 2177+4,99 3486+939 1097408 30,59+ 6,43 0.003*
(mMmolL)  144in  11.09+0 1639+1,26 20,06+167 18154085 1503+6,2 20,93 + 1,69 0.004*
- 0.886 0.686 0.029* 0.057 0.020

4.3. Histolojik Degerlendirme

K grubunda bdbrek kesitlerinde tim histolojik yapilarin korundugu goérulda.
Glomertller ve tuabul yapilari normal goérinimindeydi. Masson Trikrom boyama
sonucunda glomertler ve tibul yapilarinda herhangi bir nekrotik degisiklik gdzlenmedi.
(Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

S 3. gin grubunda glomerul yapilar, proksimal, distal ve toplayici tubuller
olagan goérunuimunde goéruldi. Yer yer kanama alanlari mevcuttu. Masson Trikrom
boyanmasi K grubuyla uyumlu bir sekilde glomeril ve tibullerde nekrotik boyanmaya
rastlanmadi. S 14. gun grubunda glomerller yapilar saglam olarak gortlmekle birlikte
bazi tubullerde dilatasyon saptandi. Ama genel olarak glomerul ve tubul yapilari hem
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H&E hem de Masson Trikrom boyama sonuglarinin K grubuyla uyumlu oldugu goruldu.
(Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR grubunda 3. gin H&E boyanan kesitlerde bazi glomerller yapilar saglam
gorilirken glomertllerin  bazilarinda bowman boslugunda genisleme, glomertler
yapilarda kayip goézlendi. Korteks ve medulladaki tibdllerde dilatasyon, bazi tibdullerde
cast formasyon dikkat cekiciydi. IR grubunda 14. gin sakrifiye edilen si¢anlarin
bdbreklerinde tubller hasarin daha da arttidi goézlendi. Bowman boslugundaki
genigleme, bazi glomerillerde yapinin tamamen bozuldugu gorulmustur. 3. Gun
bobreklerde glomerillerde fibrotik dedisiklikler gorilirken, 14. gin bdbreklerde
glomertllerdeki fibrozise ek olarak, damar cevresinde, tubulllerde ve 0Ozellikle
medulladaki tiibullerdeki fibrozis dikkat ¢ekiciydi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR+M 3. gun grubunda bazi glomerillerde bowman boslugunda genisleme
goérilmesine ragmen genel olarak glomeril yapilarn saglamdi. Proksimal tibdllerde
saglam olanlarla birlikte dilate tlbduller de goérildi. Yer yer tubdl i¢i ve tubuller arasi
kanama alanlari mevcuttu. Bazi tibullerde tibul limenine hicre dékilmesiyle birlikte,
tibul lGmeninde eozinofilik bir sivi oldugu saptandi. Masson Trikrom sonuglarinda 3.
gun grubunda fibrotik degisiklikler gorilmedi. M verilen 14. gin grubunda ise
glomertllerde bowman boslugunun dizeldigi, dilate tubdllerin 3. glindekilere nazaran
azaldig dikkati ¢ekti. Masson Trikrom boyamada fibrotik degisiklikler bazi damar ve

glomerl ¢cevresinde sinirli alanlarda saptandi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR+KH 3. glin grubunda bazi alanlarda glomertillerde ve damar disinda kanama
alanlari olmakla birlikte kortekste proksimal tibullerde diizelme oldugu goérildi. Bébrek
tubdl lGmenine hicresel doékulmeler medulladaki bazi tubullerde devam ederken
kortekste azaldigi dikkati ¢cekti. Masson Trikrom boyamada glomeril ve cevresinde
fibrostik degisiklikler saptandi. KH 14. glin grubunda glomerullerde proksimal tibdllerde
duzelmeler belirginken bu tibillerde dilatasyon hala devam etmekteydi. Masson
Trikrom boyamada bazi glomertllerde fibrotik degisiklikler gériilmezken, tubdller arasi
fibrotik degisiklikler M grubundan daha fazlaydi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR+KH+M 3. gun grubunda bazi glomeruller yapisal butinlaguna kaybetmisken
bazi glomeriller normal yapida gorilmekteydi. Tubdllerin bazilarinda hucresel
dokilmeler ve dilatasyon goérulirken bazi tibdllerde 6Ozellikle proksimal tibullerde
duzelme dikkati cekti. Masson Trikrom boyamada dilate tubullerin oldugu ve glomerul
yapisinin bozuldugu alanlarda fibrotik degisiklikler gérildi. KH+M grubunda 3. ginde
saptanan degisiklikler 14. ginde daha belirgindi. Yer yer dilate tubuller goriilse de
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glomerdl, tibdl yapilart K ve S grubundaki gibi normaldi. Fakat Masson Trikrom
boyamada bazi glomerlllerde damar c¢evresinde ve tibul gevrelerinde fibrotik
degisiklikler gézlendi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

Sekil 4.5 3. guin sakrifiye edilen gruplarin H&E ve Masson Trikrom boyanma gorintdleri.

(Higbir islem yapilmayip 3. Gunde sakrifiye edilen K grubu (A1: H&E gorintisii 20X buyitme,
A2:H&E gorintist 40X blyitme, A3: Masson Trikrom gorintisi 20X blyitme, A4: Masson
Trikrom goruntlist 40X buyutme). Sag nefrektomi yapilip 3. giinde sakrifiye edilen Sham grubu
(B1: H&E goruntisu 20X buyutme, B2: H&E gorintisi 40X blyldtme, B3: Masson Trikrom
goriintlisu 20X buyutme, B4: Masson Trikrom goruntusi 40X buyldtme). IR yapilip 3. ginde
sakrifiye edilen IR grubu (C1: H&E gorintist 20X blyutme, C2: H&E gorintlsi 40X buyutme,
C3: Masson Trikrom gorintiist 20X buyutme, C4: Masson Trikrom goruntisu 40X biydtme). IR
yapildiktan sonra 3. glinde sakrifiye edilen M grubu (D1: H&E goruntust 20X buydtme, D2: H&E
gorintisu 40X buyutme, D3: Masson Trikrom gorintist 20X blyldtme, D4: Masson Trikrom
gorintisi 40X buyitme). IR yapildiktan sonra kék hiicre uygulanip 3. giinde sakrifiye edilen IR
+ KH grubu (E1: H&E gorinttsi 20X blylutme, E2: H&E goruntlsi 40X buyutme, E3: Masson
Trikrom gorintist 20X blyitme, E4: Masson Trikrom goriintiisi 40X buyutme). IR yapildiktan
sonra kok hicre ve melatonin uygulanip 3. gliinde sakrifiye edilen IR + KH + M grubu (F1: H&E
gorintist 20X buyutme, F2: H&E gorintlisi 40X buyitme, F3: Masson Trikrom gorintisu
20X biyitme, F4: Masson Trikrom goriintiist 40X blyitme) Glomeril (GL), Tabul (T)).
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IR &

IR+KH

IR+KH+M

Sekil 4.6 14. giin sakrifiye edilen gruplarin H&E ve Masson Trikrom boyanma goruntuleri.
(Higbir islem yapilmayip 14. Ginde sakrifiye edilen K grubu (Al: H&E goruntlsi 20X buyitme,
A2:H&E gorintist 40X blyutme, A3: Masson Trikrom gorintisi 20X blyitme, A4: Masson
Trikrom gorintist 40X blyitme). Sag nefrektomi yapilip 14. giinde sakrifiye edilen S grubu
(B1: H&E goruntisu 20X buyutme, B2: H&E gorintiusi 40X blylitme, B3: Masson Trikrom
goruntist 20X buyutme, B4: Masson Trikrom gorintisi 40X buyidtme). IR yapilip 14. ginde
sakrifiye edilen IR grubu (C1: H&E gorintist 20X blyutme, C2: H&E gorintlsi 40X buyutme,
C3: Masson Trikrom gorintiisti 20X buyutme, C4: Masson Trikrom goruntisu 40X biydtme). IR
yapildiktan sonra 14. giinde sakrifiye edilen M grubu (D1: H&E goriintisi 20X biyitme, D2:
H&E gorintisi 40X blydtme, D3: Masson Trikrom gorintlisi 20X blylitme, D4: Masson
Trikrom goruntisu 40X buyitme). IR yapildiktan sonra kék hiicre uygulanip 14. giinde sakrifiye
edilen IR + KH grubu (E1: H&E gorintisi 20X blyitme, E2: H&E gorintlst 40X buyutme, ES:
Masson Trikrom gorintiisi 20X blyutme, E4: Masson Trikrom gorintisi 40X biydtme). IR
yapildiktan sonra kok hiicre ve melatonin uygulanip 14. glinde sakrifiye edilen IR + KH + M
grubu (F1: H&E gorintisi 20X buyutme, F2: H&E gorintisi 40X buyutme, F3: Masson
Trikrom goruntist 20X blylitme, F4: Masson Trikrom gorintiist 40X biyitme) Glomerl (GL),
Tubdl (T)).
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Yapilan histolojik skorlamada gruplarin 3. gunleri degerlendirildiginde IR grubu
histolojik olarak K ve S grubuna gdre anlamli olarak yuksek saptandi (p<0,05). 14.
gundeki histolojik skorlamayi degerlendirdigimizde IR yapilari ve sadece KH verilen
gruptaki yikselme dikkat cekiciydi. IR+KH grubu K grubuna gdére anlamli olarak daha
yiiksek saptandi (p<0,05). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da tedavi gruplarinda IR
grubuna goére histolojik skorlama dusiktd. 3. ve 14. gunleri kendi aralarinda
karsilagtirdigimizda IR+KH+M grubu 14. gunde histolojik skorlama anlamli olarak
duslk bulundu. (Sekil 4.7)

Histolojik Skor

K S IR M

IR+KH IR+KH+M

=

w

o]

[y

M Hist_Skor 3. glin W Hist_Skor 14. giin

Sekil 4.7 Gruplarin histolojik olarak skorlamasinin karsilastiriimasi

4.4, immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda Kaspaz-3 glomeril hiicrelerinde hem pozitif, hem de negatif
ekspresyon gosterdi. Tubul hicrelerinde ve damar endotelinde de reaksiyonun zayif
pozitif oldugu belirlendi. Bax ekspresyonu glomerul paryetel epitelinde yer yer zayif, yer
yer kuvvetli pozitif reaksiyon gdsterirken, tibillerde ve damar endotelinde boyanma
negatifti. Bcl-2 glomertl paryetal epitelinde kuvvetli pozitif tublllerde orta derecede
ekspresyon gosterdi. (Sekil 4.8) (Sekil 4.10).
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S 3. gin grubunda Kaspaz-3 glomerullerde paryetel epitelde kuvvetli pozitif,
tubul hicrelerinde ise negatif reaksiyon gdsterdi. Tubdllerin ¢odu negatif olarak
izlenirken bir bolimiinde pozitif reaksiyon dikkati ¢ekti. Bax ekspresyonu tim yapilarda
negatif olarak izlendi. Bcl-2 ekspresyonu tubullerin gogunda, glomeriler hiicrelerde ve
damar endotelinde kuvvetli pozitifti. (Sekil 4.8). S 14. gun grubunda Kaspaz-3
reaksiyonu bu grupta tibilllerde ve damar endotelinde pozitif eksprese olurken
glomertllerde negatif ekspresyon gozlendi. Bax glomeril hicrelerinde ve tubullerde
zayIf ekspresyonda izlendi. Bcl-2 bu grupta glomeriilde negatif eksprese olurken,

tublllerde ve damar endotelinde kuvvetli pozitifti. (Sekil 4.10).

IR 3. guin grubunda Kaspaz-3 glomerl paryetel epitelinde, tibullerde ve damar
endotelinde kuvvetli reaksiyon gosterdi. Bununla birlikte glomertlde hicrelerin
cogunlugu negatifti. Bu grupta Bax ekspresyon tim yapilarda zayif pozitif ekspresyon
goOsterdi. Bcl-2 ekspresyonu glomerdllerin ve tlbullerin ¢cogunda negatif izlenmesine
karsin bazi tlbullerde zayif pozitif boyanma dikkati cekti. (Sekil 4.8). IR 14. gin
grubunda Kaspaz-3 ve Bax glomertllerde, tibullerde ve endotelde kuvvetli ekspresyon
gOsterdi. Bcl-2 ekspresyonu ise Bax ve Kaspaz-3' ten farkli olarak tim yapilarda
negatifti. (Sekil 4.10).

IR+M 3. guin grubunda Kaspaz-3 glomerillerde pozitif tlbullerde zayif, endotelde
ise kuvvetli pozitif derecede ekspresyon gosterdi. Bax tim yapilarda negatifti bununla
birlikte bazi tibdllerin [Gmeni pozitif reaksiyon gosteren salgi ile dolu olarak izlendi. Bcl-
2 glomerul hicrelerinde kuvvetli derecede, tubillerde ve endotelde ise orta derecede
pozitifti. (Sekil 4.8). IR+M 14. gunde Kaspaz-3 reaksiyonu glomerllerde negatifken
tubullerin bir boéliminde ve endotelde zayif pozitif boyanma goésterdi. Bu grupta Bax
reaksiyonu glomerulde ve endotelde negatifken tibdllerde reaksiyon zayif pozitif olarak
izlendi. Bcl-2 ekspresyonu glomertillerde, tlbdillerde ve endotelde ise kuvvetli pozitifti.
(Sekil 4.10).

IR+KH 3. gun grubunda Kaspaz-3 ekspresyonu glomerilde orta derecede
tublllerde ise zayif ekpresyon gdstermistir. Bax ekspresyonu glomeriler hicrelerinde
ve tlbillerde negatifti. Bcl-2 ekspresyonun ise glomertlerde ve tibillerde kuvvetli
pozitif olarak reaksiyon gdsterdigi dikkati gekti. (Sekil 4.8). IR+KH 14. gin grubunda
Kaspaz-3 glomerulde ve tublllerde zayif ekspresyon godsterdi. Bax ekspresyonu bu
grupta tim yapilarda negatifti. Bcl-2 glomerullerde, tubullerde ve damar endotelinde

kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi. (Sekil 4.10).

35



IR+tKH+M 3. gin grubunda Kaspaz-3 glomerillerde orta derece pozitif
reaksiyon gosterirken tubullerde reaksiyon negatifti. Endotel hicrelerinin ise kuvvetli
pozitif reaksiyon gosterdigi belirlendi. Bu grupta Bax glomerillerde ve tubullerde zayif
pozitifti. Bcl-2 ekspresyonu glomerillerde, tibilllerde ve damar endotelinde kuvvetli
pozitifti. (Sekil 4.8). IR+KH+M 14. giin grubunda Kaspaz-3 glomerile rhicrelerinde,
tubullerde zayif pozitif ekspresyon gésterdi. Bax ekspresyonu tim yapilarda ¢ok zayif
pozitif olarak izlendi. Bcl-2 ekspresyonu glomertl hiicrelerinde ve tubullerde kuvvetli
pozitif reaksiyon gosterdi. (Sekil 4.10).

Semikantitatif H skoru analizinde 3. Glinde IR grubunda Kaspaz-3 ekspresyonu
diger gruplara gore anlamli olarak ylksekken Bcl-2 ekspresyonu anlamli olarak disik
bulundu (p<0.05). Tedavi gruplarinda Kaspaz-3 salinimi azalhp Bcl-2 salinimi
artmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir farkhlik saptanmadi (p>0.05). 3. glinde
Bax ekspresyonunda gruplar arasinda anlamh bir farkhhk bulunmadi (p>0.05).
(Sekil4.9) (Tablo4.2). 14. gin Kaspaz-3 ve Bax ekspresyonunun IR grubunda diger
gruplara gore anlamli olarak arttigi, Bcl-2 ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi
saptandi (p<0,05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu. (Sekil4.11)
(Tablo4.3)
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IR+ KH+M

Sekil 4.8 3. glinde sakrifiye edilen gruplarin immunohistokimyasal gérintuleri

(Sag nefrektomi yapilip 3. glinde sakrifiye edilen S grubu. IR yapilip 3. glinde sakrifiye edilen IR
grubu. IR yapildiktan sonra 3. giinde sakrifiye edilen KH grubu. IR yapildiktan sonra kék hticre
uygulanip 3. gliinde sakrifiye edilen IR+KH grubu. IR yapildiktan sonra kdk hiicre ve melatonin
uygulanip 3. glinde sakrifiye edilen IR+KH+M grubu. IR yapildiktan sonra melatonin uygulanip
3. glinde sakrifiye edilen IR+M gurubu. Gruplardan alinan bébrek kesitlerinde Kaspaz-3, Bax ve
Bcl-2 ekspresyonu. Glomeril (GL), Tibiil (T), Damar (D). immiinoperoksidaz X400, Bar 50pum.)
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Sekil 4.9 3. gin gruplarindan alinan bobrek dokusunda Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 eksprese eden
hicrelerin H-Skoru analizi

Tablo 4.2 3. gun gruplarindan alinan bdbrek dokusundaki
ekspresyonunun H-skor analizi sonugclari. Istatistiksel olarak anlamlilik: ***p<0,05

Kaspaz-3, Bax ve Bcl-2

3. Gln Kaspaz-3 Bax Bcl-2
OrtalamazStandart OrtalamazStandart OrtalamazStandart
sapma sapma sapma

S 96,00+15,36 75,33+17,97 132,66+10,7

K 84,33+16,8 54,66+9,8 153,83+35,06

IR 289,00+£13,43*** 201,50+32,32 66,83+10,68***

IR+M 106,66+12,58 79,66+15,84 274,56+11,86

IR+KH 106,50+9,81 67,83+10,16 276,66+13,48

IR+KH+M | 115,33+11,36 69,50+28,17 254,66+28,54
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Sekil 4.10 14. Giunde sakrifiye edilen gruplarin immunohistokimyasal gorintileri.

(Sag nefrektomi yapilip 14. guinde sakrifiye edilen S grubu. IR yapilip 14. giinde sakrifiye edilen
IR grubu. IR yapildiktan sonra 14. giinde sakrifiye edilen KH grubu. IR yapildiktan sonra kok
hiicre uygulanip 14. giinde sakrifiye edilen IR+KH grubu. IR yapildiktan sonra kok hiicre ve
melatonin uygulanip 14. giinde sakrifiye edilen IR +KH+M grubu. IR yapildiktan sonra melatonin
uygulanip 14. giinde sakrifiye edilen IR+M gurubu. Gruplardan alinan bdbrek kesitlerinde
kaspaz-3, Bax ve Bcl-2 ekspresyonu. Glomer(l (GL), Tibil (T), Damar (D). immiinoperoksidaz
X400, Bar 50um.)
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Sekil 4.11 14. giin gruplarindan alinan bébrek dokusunda Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 eksprese eden
hicrelerin H-Skoru analizi

Tablo 4.3 14. gin gruplarindan alinan bobrek dokusunda Kaspaz-3, Bax ve Bcl-2
ekspresyonunun H-skor analizi sonuglari Istatistiksel olarak anlamlilik: ***p<0,05

14. Gln Kaspaz-3 Bax Bcl-2
OrtalamazStandart | OrtalamazStandart | OrtalamaxStandart
sapma sapma sapma

S 91,66+9,28 37,3345,31 114,15+23,08

K 84,33+16,386 52,66+10,1 113,83+25,63

IR 214,33+12,7%** 217,00+19,4*** 50,50+5,54***

IR+M 99,00+4,51 39,66+10,38 297,16+3,31

IR+KH 92,66+8,11 39,50+9,07 288,00+11,3

IR+KH+M 93,55+6,22 46,50+6,44 295,83+5,94
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4.5. TUNEL Bulgulan

Gruplarin 3. ve

14.

gundeki

hesaplanan

apoptotik

indekslerini

karsilagtirdigimizda IR grubunda K ve S grubuna gore anlamli yukseklik saptandi.

Apoptotik hiicre artisi glomeriiler yapilarda daha belirgindi. ilging bir sekilde histolojik

skorlama IR+KH+M grubunda 14. ginde anlamli olarak azalirken, TUNEL(+) hlcrelerin
anlamli olarak artmasi dikkat ¢ekiciydi (p<0,05). (Tablo 4.4) (Sekil 4.12) (Sekil 4.13)

Tablo 4.4 Gruplarin histolojik skorlama ve TUNEL degerlendirme sonuglari

Gruplar arasi

S IR M IR+KH IR+KH+M o
Histolojik 3.gin 030 1+£0,24 3,83+0,97 1,98 £0,85 24+0 2,6 +£0,78 0.002*
Skor 14.gin 030 0,75+ 0,26 4,28 +0,34 1,6+0,22 2,8+0,2 1,2+0,16 0.001*
0.2 0.886 0.886 0.029*
TUNEL 3.gun  292%0 8,35+2,11 29,77 £ 4,26 13,63+3,72 10.24+0 10,69+ 2,27 0.002*
(Al) 14.gin 2.92*0 13,37+1,43 44,98+14,35 6,97 £ 5,27 8,32+2,31 17,78+ 2,86 0.002*
0.029* 0.114 0.229 0.029*
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3.GUN TUNEL

14.GUN TUNEL

IR+M §

IR+KH

IR+KH+M

Sekil 4.12 3. ve 14. giinde sakrifiye edilen deney gruplarinin TUNEL boyama goérintileri (40X
biyitme)

42



Tunel

70
60
50

40

30
20
l i P il
R s
S IR M

K IR+KH IR+KH+M

=]

B Tunel 3.giin W Tunel 14. giin

Sekil 4.13 3. ve 14. glinde sakrifiye edilen deney gruplarinin apoptotik indeks sonuglarinin
karsilastiriimasi.
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5. TARTISMA

Bizim ¢alismamizda verilen tedaviler istatistiksel olarak anlaml olmasa da kan
kreatinin ve BUN dizeylerini dustUrmastir. Gruplarin 3. glndeki histopatolojik
gorintilerinda K ve S grubu kadar iyi olmasa da IR grubuna gore belirgin bir diizelme
vardi. Fakat 14. gundeki histolojik dizelme deney gruplarinda oldukga belirgindir. IR
grubunda 3. ve 14. gunlerde TUNEL pozitif hiicre ve Kaspaz-3 ve Bax ekspresyonu
artarken, Bcl-2 ekspresyonunun gézlenmemesi iskeminin apopitotik yolagi tetikledigini
gOstermistir. Butlin tedavi gruplarinda ve 6zellikle 14. giinde olmak Uzere apopitotik
gen ekspresyonunu ve apopitotik indeksi disirmesi tedavinin etkin oldugunu

gOstermektedir.

Akut iskeminin ortaya ¢ikmasindan sonra, renal perfizyonun restorasyonu,
suiperoksit, hidrojen peroksit (HOOH) ve hidroksil (OH) radikali dahil olmak Uzere
proinflamatuar sitokinlerin ve ROS Uretimini tetikleyen vaskuler endotel hlcrelerini hizla
aktive eder. Akut bobrek hasarinda iskemi reperflizyonu takiben, kusurlu antioksidan
suregler, endojen antioksidanlarin tikenmesine ve redoks tarafindan dizenlenen
enzimlerin aktivitesinin azalmasina neden olarak hticre ici ROS birikimini siddetlendirir.
Azaltilmis antioksidan kapasite ile iligkili bu artan ROS dretimi, bir oksidatif stres
durumuna yol acar (Lee vd 2019). Sonucta mitokondriyal hasar, ATP'nin tikenmesi,
artan lipid peroksidasyonu ve hiicre 6lim yollarinin aktivasyonu ile sonuglanir. ROS'un
diger bir zararh etkisi, hiicre zari proteinlerinin oksidatif modifikasyonudur; bu, iyon ve
besin tasinmasini, enerji metabolizmasini ve hiicresel homeostaz icin gerekli olan
organel fonksiyonunu bozar. Ayrica, NF-B'nin ROS aracili aktivasyonu, bdbrek
fonksiyonu Uzerinde zararl bir etkisi olan tlbil epitel hiicre apoptozunu ve bdbrek
fibrozunu tetikleyerek sistemik inflamasyonu siddetlendirmeye devam eder (Lee vd
2019).

iskemi, tiibil hicrelerinde NO (nitrik oksit) sentazi aktifler. Daha sonra olusan
ROS proteinlerinin aktivastonu, lipit peroksidasyonu, DNA hasari, apoptozisin
indukasyonu yolu ile renal tubdl hucrelerinin hasarina neden olur. Melatonin akut
bobrek yetmezliginde antiinflamatuardir, antioksidandir ve endoplazmik retikulum
stresini azaltir. Shi ve ark. diyabetik si¢canlarda melatoninin IR Uzerindeki etkisine

bakmiglar. 4 hafta boyunca melatonin verdikleri diyabetik ve nondiyabetik siganlarda IR
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olusturmuslar ve melatoninin diyabette oksidatif hasar ve apoptozisi hafiflettigini
bulmuslardir (Shi vd 2019).

Ahmediasl ve ark.’nin yaptigi calismada tek tarafli nefrektomi ve sonrasinda
renal iskemi reperflizyon olusturduklari siganlara, iskemi éncesi 10 mg/kg melatonin ve
5000 U/kg eritropoietin verilip, 24 saat sonra sakrifiye etmigler. Serum Ure seviyeleri
melatonin verilen grupta anlamli olarak azalmis. MDA seviyesi anlamli olarak diger
gruplara goére disuk saptanmistir. Melatonin uygulanmasi histopatolojik anormallikleri
azaltmistir (Ahmediasl vd 2014) Melatoninle tedavi edilmis akut pankreatikli
hayvanlarda pankreas iltihabinda, amilaz, lipaz ve inflamatuar &éncullerinden olan
sitokinlerin  seviyelerinde azalma oldugu, inflamatuari &nleyen interl6kinlerin
seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise melatonin
bir baska antioksidan etkisi ise miyeloperoksidaz seviyesini azaltmasi, kan akigini
dizenlemesi, prostaglandin seviyesinde azalma, apoptoz ve nekrozu kontrol altina
almasi olarak gdézlemlenmistir (Carrasco vd 2013). Baska bir ¢calismada peroksil
radikalinin neden oldugu hasara karsi melatoninin doz miktarina bagh olarak

reperflizyon sirasinda koruyucu etki gésterdigini gdézlemlenmistir (Dobsak vd 2003).

Melatoninin in vitro olarak uygulanmasinda, histon deasetilaz sinyalinin
hedeflenmesiyle A549 ve PC9 akciger adenokarsinom hucrelerini baskiladigini ve
apoptoz molekilleri olan PUMA ve Bax molekdillerinin reseptér miktarinda artisa;
proliferasyonla ilgili olan, antiapoptoz molekili Bcl-2 reseptérlerinde azalmaya neden

oldugu ve kansere karsi etki gosterdigi gézlemlenmistir (Fan vd 2015).

Li ve arkadaslar boébreklerde cift tarafli tikanikhigin yol acgtigi sorunlarin
melatonin tedavisi ile gideriimesine yonelik ¢calisma yapmislar. 60 adet Sprgue-Dawley
(SD) erkek sicanlari her biri 20 sicandan olusan 3 gruba ayirmislar ve bu gruplar
yapacaklari uygulamalara goére kontrol grubu olarak kullanacaklari sham, bilateral
Ureter obstriksiyon (BUO) ve BUO+Melatonin olacak sekilde 3 ayri gruba her grubu da
kendi icinde 2 alt gruba ayirmis. BUO-R+melatonin grubuna BUO baslangicinda
melatonin 20 mg/kg ve 50 mg/kg 6 saat sonra, serbest birakildiktan sonra 50 mg/kg ve
2 gun boyunca gunliuk olarak verilmigtir. BUO'dan 24 saat sonra, siganlar, kontrol
sicanlarina kiyasla plazma Uure ve kreatinin dizeylerini 6nemli 6lgide arttigini
saptamiglardir. Melatoninin yararli mekanizmalarinin BUO ve BUO-R siganlarinda
bdbrek fonksiyonunun bozulmasi sonucu renal AQP -1, -2, -3 ekspresyonunun
baskilanmasina bagli olarak inflamatuar infiltrasyon ve sitokinlerin salgilanmasini

blyuk o6lctde inhibe ettigini, obstriksiyondan sonra bdbrek ultrastriktirel butinlagana
45



korumasini sagladigi goérilmis. Melatonin tedavisinin renal hemodinamik diizenleme,
renal yapi ve tubuler fonksiyon batunlagand koruma sagladigini, BUO'nun
salinmasindan Once ve sonra potansiyel olarak koruyucu bir rol Ustlendigini
gOstermisler (Li vd 2019).

Chen ve ark. 2019 renal IR siganlarinda melatonin ve poricoic acid A (PAA)nin
etkisine bakmiglar. Yapilan incelemeler sonucunda IRI siganlari sham grubu ile
karsilastirildiginda a-SMA (alfa diz kas aktin) kollagen | ve fibronektin ekspresyonu
artmig 14. gunden sonra IRl grubunda belirgin interstisyel fibrozis goériimus. IRI
grubuna goére melatonin ve PAA ile tedavi gruplarinda a-SMA kollagen | ve fibronektinin
azaldigi; hem melatonin hem PAA inhibitor etki gdstermis ve buna ek olarak M+ PAA
kombinasyonunda ise daha etkili sonug alinmis ve bu etkiyi de fibrozisi engelleyerek

yaptigini gdézlemlemisler (Chen ve ark. 2019).

Panah ve ark. yaptigi calismada 18 yas ustl bobrek nakli yapilan hastalarda
oral melatoninin inflamatuar ve oksidatif stres faktorleri, bobrek fonksiyon
biyobelirtecleri ve  Klotho gen/protein  ekspresyonu (zerindeki  etkilerini
degerlendirmigler. Kontrol grubu IR+plasebo, islem yapilan grup IR+M olarak
isimlendirilmis. Kontrol ve islem grubunda transplantasyondan 24 saat énce serumda
kreatinin ve Ure miktarlarinin, Plazma melatonin, TNF-a ve nétrofil jelatinaz ile iligkili
lipokalin (NGAL) seviyeleri malondialdehit (MDA) seviyesi, tam kan hicrelerinden
Klotho mRNA 6lcimiu ve Klotho Western blot analizi yapilmasi adina kan drnekleri
alinmis kan alimina ek olarak taburcu olana kadar (25 giin) islem grubuna oral olarak
melatonin, kontrol grubuna da ayni sekil ve renkte plasebo verilmis, taburcu olurken
tekrar kan 6rnekleri alinmistir. Melatonin verilen grupta plasebo grubuna gére BUN,
Cr, Ozellikle NGAL'nin, TNF-a seviyesinin ve lipid peroksidasyonun azaldigi
gorulmustir. Melatoninin anti-inflamatuar ve anti-stres 6zellikleri belirginken, Klotho
protein ekspresyonunu etkilerinden farkh oldugu gézlenmis. Genel olarak bu
calismanin sonuglari melatoninin IR kaynakli bdbrek hasari Uzerinde koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu gdstermistir (Panah vd 2019). Santos ve ark.’nin 2018 de
Peristan kaynakli lupus farelerinde oral yoldan 6 ay alinan melatoninle lupus nefrit
bdbrek hasarini iyilestirmeye yonelik bir calisma yapmiglar. Bu farelerde Bax
ekspresyonu, ¢ok zayif renal Bax ekspresyonu gosteren kontrol farelerine gore renal
tibuler epitel hiicrelerinde ve glomeriler mezanjiyal hicrelerde orta derecede
yukselmistir. Arastiricilar Melatoninin tedavisi sonucunda Bax ekspresyonun azaldigini

saptamiglardir (Santos vd 2018).
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Bizim ¢alismamizda M tedavisi hem 3. giin hem de 14. giinde sakrifiye edilen
sicanlarda bdébrek histolojik gérintistininin dizelmesine katki saglamistir. Fibrotik
degisikliklerin bazi damar ve glomerll gevresinde sinirli kaldigi saptanmistir. Kaspaz-3
ve Bax ekspresyonunun IR gruplarina gére azalmasi ve Bcl-2'nin artmasi diger
calismalarla uyumluluk gdstermektedir. TUNEL pozitif hicrelerin IR grubuna goére,
Ozellikle 14. gin sakrifiye edilen grupta azalmasi bize melatoninin apopitotik yolakta

etkili oldugunu disundurtta.

MKH’ler konakgi organlarin hicre fenotipini dretme, doku onarimi ve
rejenerasyonu, iyilestirme konusundaki dogal kapasitesi nedeniyle akut bdbrek
hasarinda etkili tedavi olarak kullanilabilir. Hasarli doku igerisindeki daha fazla MKH,
MKH tedavilerinin pozitif etkilerini daha da arttirir. Fakat bu enjekte edilen MKH’lerin en
bUyuk engel, mikroortamin negatif etkisi nedeniyle daha yiksek erken 6lim oranidir.
Oksidatif hasar, hipoksinin indukledigi apoptozu, erken iltihap olusumu MKH’nin enjekte

edildigi yerde erken dlumune neden olur (Alzahrani 2019).

Xie ve ark ‘nin 2019 da Klotho da transfekte edilmis kemik iligi kaynakl
mezenkimal kOk hulcrelerin renal iskemi reperflizyon hasarina kargi etkisi Gzerine
yaptiklari calismada 10 haftalik SD siganlara sag nefrektomi, sol iskemi reperflizyon
yapilarak gruplar olusturulmus. Tedavi gruplarinda IR grubuna gdére serum kreatininde
anlaml azalma, bébrek doku MDA diizeylerinde azalma, histolojik yapida diizelme ve
apoptotik hlcre sayisinda azalma saptanmistir. En belirgin azalma Klotho gen

transfeksiyonu yapilan grupta saptanmistir (Xie vd 2019).

Chen ve ark. yaptigi calisamada bilateral iskemi reperflizyon hasari
olusturdulari bébrek dokusuna otolog olarak hazirladiklari adipoz kaynakli mezenkimal
kok hdcreleri lokal olarak uygulamislar. Yapilan calismada sonug¢ olarak adipoz
kaynakli mezenkimal kok hicrelerin bobrek BUN ve kreatinin dlzeylerini renal iskemi
reperfliizyon hasari yapilan gruba goére dizelttigini, inflamatuar, oksidatif stres ve
apoptatik biyomarkerlarin kok hicre verilen grupta daha dustk, anti-inflamatuar, anti-
oksidatif ve anti-apoptatik markerlarin anlamli olarak daha yuksek oldugunu
saptamislar. Adipoz kaynakli mezenkimal kdék hucrelerin renal iskemi reperflizyon
hasarini, oksidatif stresi ve inflamatuar yaniti minimize ederek etki ettigini

savunmusglardir (Chen vd 2011).

Yapilan bir ¢alismada renal iskemi olusturulan sicanlara AD-MKH verilmis.
Bdbrek fonksiyon parametrelerinde, daha az oksidatif stres ve bébrek dokusu hasarinin
Onlenmesinde AD-MKH enjeksiyonundan 48 saat sonra 6nemli iyilesme gosterilmigtir.
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Yaptiklan caligmada, AD-MKH'lerin intraventz enjeksiyonu ile, muhtemelen tikanikhgi
ve antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri azaltarak cesitli bébrek fonksiyonlari ve
histopatolojik parametreleri iyilestirdigini géstermigler. 45 dakika renal iskemi gecirmis
sicanlarda fetal membranlardan turetilmis insan MKH'lerinin enjeksiyonu, parakrin
mekanizmalar, gesitli sitokinlerin salgilanmasi ve inflamasyonu azaltarak fonksiyonel ve

morfolojik iyilesmeyi gelistirdi (Changizi-Ashtiyani vd 2020).

Akut organ hasari genellikle dogustan gelen bagisikhgr hedef alarak
inflamasyon, apopitozis ve oksidatif stres’le sonuclanir. Bunlarin timd hasara dogrudan
katkida bulunur. Yapilan bu calismada IR hasari yapilan grupta ylksek derecede
bobrek hasari gértlmuastir. Yiksek ure, kreatinin, Retinol baglayici protein degerleri,
yuksek TNF-a, IL-1B ve NF-B gibi inflamatuar stikonlerde artis, yiksek DNA hasari,
yuksek oksidatif marker degerleri saptanmistir. Tek basina MKH, melatonin ve Exo
tedavilerinin teker teker veya kombinasyon olusturularak uygulanmasi sonucunda
azalmig fakat kombine kullanimlari kadar etkili olmamistir. En etkili oldugu kombine
yontem ise M+Exo olmustur (Zahran vd 2020). Bu gruplar énceki ¢calisma ile uyumludur
(Chenvd 2014, Chang vd 2015).

Minocha ve ark.’nin 2019 da amniyon sivisi kaynakli kdk hlcre ile sisplatinden
kaynaklanan akut bdbrek yetmezliginin iyilestirimesi Uzerine yaptiklar calismada
Sisplatin enjeksiyonunun 5. guninde siganlar, saglikli kontrollere kiyasla BUN ve
serum kreatinin seviyelerinde dnemli bir artis sergilemis, 8. glinde, AFSC ile tedavi
edilen grupta, salin ile tedavi edilen gruba kiyasla BUN ve serum Kkreatinin
seviyelerinde 6nemli bir distis gbézlenmis, ancak her iki grupta saglikli kontrollere
kiyasla anlamli derecede daha ylksek seviyeler varken 12. giinde, AFSC ile tedavi
edilen gruptaki kan biyokimyasal parametreleri saglikli kontrollerinkiyle karsilastirilabilir
hale gelmis, saglikli kontrollere kiyasla salin ile tedavi edilen grupta hala énemli 6l¢lide
yiksek oldugu gorulmads. Bodbrek dokularinin histopatolojik analizi, sisplatin
enjeksiyonunun 5. gininde, IR siganlarinin boébreklerinin, firca kenarhiginin kaybi,
hiyalin dokim olusumu ve tubuler dilatasyon ile birlikte siddetli tubuler nekroz
sergiledigini ortaya koymus, 8. gunde bdbrekler, salinle tedavi edilen gruba kiyasla
AFSC ile tedavi edilen grupta tubuler hasarda énemli bir zayiflama sergilemis. 12.
gunde, salinle tedavi edilen sicanlarin bobrekleri hala nekrotik tubller hicreler ve
hiyalin dokuntuleri gosterirken AFSC ile tedavi edilen siganlarin bobrekleri, infize
edilen hucreler tarafindan bdbrek hasarinin azaldidini gosteren daha dusuk bir
hicresel hasar indeksi gostermis ve AFSC ile tedavi edilen grup ile salin ile tedavi

edilen grup arasinda Jablonski derecelendirme skorunda oOnemli bir fark ortaya
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koyulmus. Sisplatin enjeksiyonundan sonra 8. ve 12. glnlerde apoptozla iligkili sinyal
yolu  proteinlerinin  seviyelerini  belirlemek icin  Western  blot  analizi
yapilmis. Proapoptotik proteinlerin ekspresyon seviyelerinde dnemli bir artig, Saghkh
kontrollere kiyasla salinle tedavi edilen grupta proapoptotik proteinlerin ekspresyon
seviyelerinde, yani PUMA, Bax/Bcl2 orani, pargcalanmis Kaspaz-3 ve pargcalanmig
Kaspaz-9'da énemli bir artis gézlendi. Bununla birlikte, AFSC uygulamasindan sonra,
salinle tedavi edilen gruba kiyasla AFSC ile tedavi edilen gruptaki tUm pro-apoptotik
proteinlerin belirgin down-regilasyonu izlenmis. Bu g¢alisma, sisplatin ile indiklenen
ABY’de AFSC uygulamasinin, otofajinin aktivasyonu ve apoptozun inhibisyonu yoluyla
bdbrek fonksiyonunun ve histolojinin hizli iyilesmesi ile sonuglandidini gostermistir
(Minocha ve ark.’nin 2019).

Apoptozisin renal iskemide tubuler hicre 6limd icin mekanizmalardan biri
oldugu bilinmektedir. Tubuller epitelyal hicrelerdeki apoptotik degisiklikler iskemi
reperflizyon olusan hayvan modellerinden ve insanlardan alinan bdbrek biyopsilerinde
gOsterilmistir. TUbdl epitel hiicrelerinde gergeklesen apoptozis igin cesitli mekanizmalar
vardir. iskemi boyunca tiibiil epitel hiicrelerinde proapoptotik olan Bax proteinini
upregule eder. Bu da antiapoptotik protein olan Bcl-2’nin azalmasina neden olur.

Bdylece apoptozisin baslamasini tesvik eder (Lee 2019).

Yapilan calismalarda akut bdbrek yetmezliginde kemik iliginden uretilen
mezenkimal koék hicrelerin bdbrek tlbiler hasara karsi korumada, M2 makrofaj
infiltrasyonu ve inflamatuar yanitlarin  azaltiimasinda, bobrek fonksiyonunun
iyilestiriimesinde etkili oldugu gosterilmistir (Geng vd 2014). Bir baska ¢alismada in vivo
kopek akut bobrek yetmezligi modelinde umblical cord’dan tiretilen mezenkimal kok
hicrelerin BUN ve kreatinin dizeylerinin dismesinde, bodbrek lezyonlarinin dizelip
bobrek fonksiyonlarinin iyilesmesinde ve hlicre yaslanmasinda ve inflamasyonun
azalmasinda, glomeriler filtrasyonun iyilestiriimesinde, bdbrek hucrelerinin
proliferasyonunun artmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Lee vd 2017, Rodrigues vd
2017). 2013 yilinda (NCT01840540) faz | kesif calismasinda alti hastada AD-MKH
kullanilarak Kklinik ¢alisma yapilmistir. Bu calsma KBY hastalarinda AD-MKH
uygulamasinin guvenilirligini ve toksikitesini test etmeyi amaglamig, AD-MKH’nin klinik
kullanim potansiyeli ve MKH markerinin 6zellikleri dogrulanmigtir (Camilleri vd 2016).
Ayrica, MKH’lerin, bagisiklik aktivitesini dizenleyen ve konakgi hicrelerin genisleme
ve farklilagsma potansiyelini arttiran, boylece hasarli dokularin iyilesmesini destekleyen
birgcok farkl sitokin ve buyume faktorl salgilayabilecegi gorilmustir (Choi vd 2015).

Kronik bébrek yetmezliginde kemik iliginden tiretilen MKH’lerin kollajen birikimini
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azaltarak sitokin ve kemokin ekspresyonunu duzenleyerek renal fibrozis ve kronik
inflamasyonu hafiflettigi goérdlmustir (Wu vd 2014). Bagka bir galisma insan AD-
MKH’den turetilen eksozomlarin farelerde ABY’nin bobrek hastaliginin gelisimi ile iligkili
bir transkripsiyon faktorti olan SOX9’un modilasyonu yoluyla ABH-KBH gecisini inhibe
ettigini 6ne surmistir (Kumate vd 1988). Ayrica diyabetik noropatili siganlarda
streptozosin ile induiklenen bobrek hasari ve bobrek dokusu hiicre apoptozunda AD-
MKH tedavisinin bdbrekte histolojik degisiklikleri iyilestirdigi, apoptoz oranini ve Wnt/j-
katenin ekspresyonunu azalttigi ve kreto ekspresyonunu arttirdigi ve daha ilginci RNA
kullanilarak Klotho’'nun distrilmesi AD-MKH’lerin Bax ve Wnt/B-katenin yolunu inhibe
ederek podosit hasarini azalttigi bulunmustur (Ni vd 2015).

Calismamizda sag nefrektomi, sol iskemi reperfizyon olusturdugumuz
sicanlara lokal olarak tek doz AD-MKH verildi. KH tedavisi kan BUN, Kkreatinin
duzeylerini disurmustir. Yapilan ¢alismalardaki gibi istatistiksel olarak anlamli olmasa
da histolojik skorlama ve TUNEL sonuglari IR grubuna goére tedavi gruplarinda

iyilesmenin oldugunu géstermistir.

Chen ve ark. 2014 yilinda yapti§i ¢alismada sepsis’in indikledigi renal hasar
olusturulan sican modelinde yag dokudan elde edilen kék hlcre intraventz olarak ve
melatonin intraperitonal olarak birlikte uygulamislar ve diger gruplara goére anlamh
olarak daha fazla iyilesme saptamislardir (Chen vd 2014). Yapilan bir baska ¢calismada
24 saat melatoninle inkibe edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicreler renal
iskemi reperflizyon hasari olusturulan disi sicanlara verilmis yapilan deney sonucunda
melatoninle inkibasyonun mezenkimal koék hicrelerin koruyucu etkisini daha da
guglendirdigi gosterilmistir (Alzahrani vd 2019). Rashed ve ark. diyabetik nefropati
erkek sican modelinde in-vitro 24 saat melatoninle muamele edilen kemik iligi
mezenkimal kok hicrelerin bébrek fonksiyonlarini anlamh bir sekilde dizenledigini ve
proliferasyon yetenegini arttirdigini géstermislerdir. Melatonin ve kok hiicre verilen
grupta superakutdismutaz-1 ve Beclin-1 seviyelerini kdk hiicre grubuna goére anlaml
olarak arttirdigini, TGF-Beta markerlarini bébrek dokusunda azalttigini saptamiglardir
(Rashed vd 2018).

Renal iskemi reperflizyona kargi melatonin ve mezenkimal kok hucre kaynakli
eksozomlarin iyilestirici etkisi Uzerine yapilan galismada; histopatolojik olarak bdbrek
hasari skorunda azalma, bobrek hasarinin tespitinde yol gésteren BUN ve kreatinin
seviyelerinin kanda o6nemli dizeyde azaldidi, azalmisg oksidatif stres durumu,

antioksidan seviyelerinde artig, apoptozun azalmasi, indiklenmis antiapoptotik etki
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inflamasyonun inhibasyonu, iyilestirilmig rejenerasyon, gelismig anjiyogenez gibi en liyi

koruyucu etkiye sahip oldugu tespit etmiglerdir (Alzahrani 2019).

60 disi sigan Uzerinde yapilan bir calismada iki tarafli renal iskemi reperflizyon
hasari olusturulmus. Bir gruba IR + renal artere 1x10° MKH enjekte etmisler. Diger
gruba melatonin ile birlikte MKH ile dnkosullaniriimis Exozom (M+Exo) verilirken bir
gruba da melatonin veriimeden sadece Exozom verilmis. Sonug¢ta M+Exo grubununun
diger tedavi gruplarina gdére renal iskemi reperflizyon hasarina karsi daha etkili

oldugunu savunmuslar (Alzahrani 2019).

Zahran ve ark.’nin 2020 de bilateral renal iskemi reperfizyon yaptiklari
siganlara 20mg/kg melatonin 3 gin, 1x10® MKH renal arter icine enjekte ederek ve
bunlarin eksozomlariyla deney gruplarini olugturmuslar. Gruplarin serumdaki Ure,
kreatinin, Retinol Baglayici Protein degerleri IR grubunda sham ve kontrol grubuna
gore ciddi artig gdzlenmisg, tek basina M ve MKH uygulanan gruplarda seviyeleri IR
olusturulanlara gére daha dusik dizeylerde Olgiimis, M+MKH grubunda tek basina
uygulamaya gore daha disikken normal seviyelerle karsilastirilabilecek diizeye kadar
disen grup ise M+Exo grubu olmustur. Histopatolojik diizelme en iyi dizeyde Exo,
M+MKH ve Exo+M gruplarinda saptanmstir. Enflamasyon ve hasarla iligkili genler ve
TNFa proteini ekpresyon seviyeleri IR grubunda en yilksek seviyedeyken tedavi
uygulanan gruplarda azalmis fakat en duslk seviyeler ise M+Exo grubunda gorilmus
(Zahran vd 2020).

Melatonin akciger, bagirsaklar gibi organlarda iskemik hasarda kdk hicre
tedavisinde kullaniimistir (Zahran 2020). Zahran ve ark.’na gére siganlarda melatonin,
mezenkimal kdk hicreler ve onlarin exozom’lan renal iskemi reperfiizyon hasarini
azaltmistir. Sadek ve ark. renal IR olusturduklari Amerika siganlarina kemik iligi MHK
enjeksiyonu yapmislar. Operasyondan 24 saat ve 72 saat sonra tedavi gruplarinda
renal fonksiyonlarin daha iyiye gittigini bulmuslar. H&E, PAS (Periyodik Asit Schiff) ve
Proliferatif hiicre nukleer antijen (PCNA) boyanmalar sonucunda tedavi grubunda

hasarin daha az oldugunu gérmusler (Sadek vd 2013).

Yapilan galigmalar, KH+M Uygulamasinin renal iskemi reperfiizyon hasarinda
etkili oldugunu cesitli yonleriyle gostermistir. Bizim ¢alismamizda IR+KH+M 6zellikle
14. gun grubunda kan BUN, kreatinin degerlerini anlamli bir sekilde dusurmdustir. Bu
da bize KH+M tedavisinin histolojik ek olarak fizyolojik duzelmenin de basladigini

gostermistir.
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6. SONUC

Calismamizda tedavi gruplarinda IR gruplarina gére Kaspaz-3 reaksiyonu
azalma gosterirken, Bcl-2 ekspresyonu artmistir. TUNEL pozitif hicreler batin tedavi
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da belirgin disius gostermistir. Bunlara
ek olarak histopatolojik dizelme en belirgin IR+KH+M grubunda gozlenmigtir. Bu
nedenle denek sayisinin arttirilacagl ve daha uzun sureli takipli gruplarin olacagi ileri

¢alismalara ihtiyag vardr.
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4. BULGULAR

4.1. Koék Hicre Karakterizasyonu

Pamukkale Universitesi Bilimsel arastirma Projeleri Koordinasyonu Birimi
tarafindan desteklenen 2019HZDP020 numarali ‘Siklofosdomide Bagli Olusan
Ovaryum Hasarinda Yad Dokudan Elde Edilen Mezenkimal Kék Hicre Tedavisinin
Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ve Phosphorylated Mammalian Target of
Rapamycin (p-mTOR) Ekspresyonuna Etkisi’ baslikli projeden elde edilen Mezenkimal
Kok Hucreler akim sitometri analizi kullanilarak kdk hicre ylzey belirteci olarak CD29,
CD90, CD44, CD45, CD54, CD71, CD106 yonlerinden incelendi. Buradan alinan
sonugclara gore CD29 (%87,13), CD90 (%91,41), CD54 (%91,11) ylzey belirte¢lerinin
yuksek titrede olmasi ve CD45 (%0,63), CD71 (%26,83), CD106 (%7,99) ylzey
belirteglerinin disik bulunmasiyla mezenkimal kék hicre oldugu gdsterilmistir (Sekil
4.1).

Yapilan farklilasma deneyleri sonucunda kék hticrelerin adipojenik, kondrojenik
ve osteojenik farkhlastigi gdsterilerek, elde ettigimiz hicrelerin mezenkimal kék hicre

oldugu flow sitometri analizi sonuclarina destek olarak ispatlanmistir ( Sekil 4.2 ).
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Sekil 4.1 Mezenkimal kok hicrelerin flow sitometri sonuglari. CD29, CD90, CD44 ekspresyonu
sirasiyla 87,13%, 91,41%, 91,11% pozitif, CD45 ve CD106 ekspresyonu sirasiyla 0,63% ve
7,99% pozitiftir.

Sekil 4.2 ADMKH’nin Gglincu pasajda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik dokuya farklasmasi.
ADMKH’nin ¢6zuldikten sonraki goruntisi (ok) (A), adipojenik farklilasma (ok) (B), kondrojenik
farklilasma (ok) (C) ve osteojenik farklilasma (ok) (D). X20, inverted mikroskop.

4.2. Gruplarin Kan BUN ve Kreatinin Degerlerinin Karsilastiriimasi

Gruplarin 3. Gun kan kreatinin duzeyleri karsilastirildiginda, K grubununa gére
batln gruplarin kreatinin dizeyinin arttigi saptandi. Bu artig IR grubunda ve IR+KH+M
grubunda anlamli olarak fazlaydi (p<0,05). Tedavi grubunda hem 3. giindeki hem de
14. gundeki kan kreatinin dizeyleri IR grubuna gore diguk saptansa da istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05). Kreatinin duzeyleri IR+KH+M grubunda 14. ginde 3.
gune gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. IR+KH+M grubunda 3. gin
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kreatinin dizeyi 41,95 + 2,1 iken 14. gunde 30,09 = 8,57 ye dustu. (Sekil 4.3)
(Tablo 4.1)
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M Kreatinin 3. glin W Kreatinin 14. giin

Sekil 4.3 Gruplarin kan kreatinin dizeylerinin kargilastirmali grafiksel analizi

BUN dtizeyleri 3. ginde M ve IR+KH+M gruplarinda K grubuna gére anlamli
olarak daha yiksek bulundu. M ve IR+KH+M gruplarinin BUN diizeyleri 3. ginde IR
grubunda yiksekti ama istatistiksel olarak anlamh degildi. 14. glindeki degerler
karsilastirildiginda IR grubunda BUN dlzeyleri yine ayni degerlerde olmasina ragmen,
M ve IR+KH+M gruplarinda anlamh olarak dustiglu saptandi. 14. gin kan BUN
dizeyleri K ve S grubunda IR grubuna goére anlamli olarak disuktl. (Sekil 4.4)
(Tablo 4.1)
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Sekil 4.4 Gruplarin kan BUN dizeylerinin karsilastirmali grafiksel analizi

Tablo 4.1 Gruplarin kan kreatinin ve BUN sonuglari

Gruplar arasi

K s IR M IR+KH IR+KH+M X
Kreatinin  3.giin  22.67+0 34,73+137 4423+542 33784261  36.24+0 419521 0.001*
(UmollL) 14 giin  2160+0 34,44+299 3654582 3420+4,67 37,37+549 30,00 & 8,57 0.051
; 1 0.114 1 ; 0.029%
BUN 3.gin  11.00+0 17,35+4,04 21,77+4,99 3486+9,39 1997+08 30,59 + 6,43 0.003*
(Mmolll)  14gin  11.09+0 16,39+1,26 20,06+1,67 1815£0,85 150362 20,93 +1,69 0.004*
] 0.886 0.686 0.029% 0.057 0.029%

4.3. Histolojik Degerlendirme

K grubunda bdbrek kesitlerinde tim histolojik yapilarin korundugu goéruldu.
Glomertller ve tubul yapilari normal goérinimindeydi. Masson Trikrom boyama
sonucunda glomertler ve tibul yapilarinda herhangi bir nekrotik degisiklik gdzlenmedi.
(Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

S 3. gln grubunda glomerul yapilari, proksimal, distal ve toplayici tubuller
olagan goérunimunde goéruldi. Yer yer kanama alanlari mevcuttu. Masson Trikrom
boyanmasi K grubuyla uyumlu bir sekilde glomerul ve tibullerde nekrotik boyanmaya
rastlanmadi. S 14. gun grubunda glomerller yapilar saglam olarak gortlmekle birlikte
bazi tubullerde dilatasyon saptandi. Ama genel olarak glomerul ve tubul yapilari hem
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H&E hem de Masson Trikrom boyama sonuglarinin K grubuyla uyumlu oldugu goruldu.
(Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR grubunda 3. gin H&E boyanan kesitlerde bazi glomerller yapilar saglam
gérilirken glomertllerin  bazilarinda bowman boslugunda genisleme, glomertler
yapilarda kayip gbézlendi. Korteks ve medulladaki tibdllerde dilatasyon, bazi tibdtllerde
cast formasyon dikkat cekiciydi. IR grubunda 14. gin sakrifiye edilen si¢anlarin
bobreklerinde tubller hasarin daha da arttidi goézlendi. Bowman boslugundaki
genigleme, bazi glomerillerde yapinin tamamen bozuldugu goérulmustur. 3. Gun
bobreklerde glomerillerde fibrotik dedisiklikler gorulirken, 14. gin bdbreklerde
glomerullerdeki fibrozise ek olarak, damar c¢evresinde, tlblllerde ve &zellikle
medulladaki tibullerdeki fibrozis dikkat ¢ekiciydi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR+M 3. gun grubunda bazi glomerillerde bowman boslugunda genisleme
goérilmesine ragmen genel olarak glomeril yapilar saglamdi. Proksimal tibdllerde
saglam olanlarla birlikte dilate tlbduller de goérildi. Yer yer tlbdl i¢i ve tubuller arasi
kanama alanlari mevcuttu. Bazi tibullerde tibil limenine hicre dékilmesiyle birlikte,
tibul lGmeninde eozindfilik bir sivi oldugu saptandi. Masson Trikrom sonuglarinda 3.
gln grubunda fibrotik degisiklikler gorilmedi. M verilen 14. gin grubunda ise
glomertllerde bowman boslugunun dizeldigi, dilate tubdllerin 3. glindekilere nazaran
azaldig dikkati ¢ekti. Masson Trikrom boyamada fibrotik degisiklikler bazi damar ve

glomerul ¢cevresinde sinirli alanlarda saptandi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR+KH 3. glin grubunda bazi alanlarda glomertillerde ve damar disinda kanama
alanlari olmakla birlikte kortekste proksimal tibullerde diizelme oldugu goérildi. Bébrek
tubdl lGmenine hicresel dokiulmeler medulladaki bazi tubullerde devam ederken
kortekste azaldi§i dikkati gekti. Masson Trikrom boyamada glomerul ve cevresinde
fibrostik degisiklikler saptandi. KH 14. giin grubunda glomertllerde proksimal tibdillerde
duzelmeler belirginken bu tubdllerde dilatasyon hala devam etmekteydi. Masson
Trikrom boyamada bazi glomertllerde fibrotik degisiklikler gériilmezken, tlbduller arasi
fibrotik degisiklikler M grubundan daha fazlaydi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

IR+KH+M 3. gun grubunda bazi glomerdller yapisal batinligunia kaybetmisken
bazi glomeriller normal yapida gorlilmekteydi. Tubdllerin bazilarinda hucresel
dokulmeler ve dilatasyon gorulurken bazi tubullerde o6zellikle proksimal tubullerde
duzelme dikkati ¢ekti. Masson Trikrom boyamada dilate tubdullerin oldugu ve glomerul
yapisinin bozuldugu alanlarda fibrotik degisiklikler gérildi. KH+M grubunda 3. ginde
saptanan degisiklikler 14. ginde daha belirgindi. Yer yer dilate tubuller gorulse de
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glomerdl, tibdl yapilart K ve S grubundaki gibi normaldi. Fakat Masson Trikrom
boyamada bazi glomerlllerde damar c¢evresinde ve tibul gevrelerinde fibrotik
degisiklikler gézlendi. (Sekil 4.5) (Sekil 4.6)

Sekil 4.5 3. glin sakrifiye edilen gruplarin H&E ve Masson Trikrom boyanma géruntileri.

(Higbir islem yapilmayip 3. Gunde sakrifiye edilen K grubu (A1: H&E goriuntist 20X buyttme,
A2:H&E goruntisu 40X blyitme, A3: Masson Trikrom goriuntist 20X blyitme, A4: Masson
Trikrom goruntusu 40X buyitme). Sag nefrektomi yapilip 3. giinde sakrifiye edilen Sham grubu
(B1: H&E goruntusu 20X buyutme, B2: H&E gorintiusi 40X buylutme, B3: Masson Trikrom
gorintist 20X bulyidtme, B4: Masson Trikrom gorintlisi 40X buyutme). IR yapilip 3. ginde
sakrifiye edilen IR grubu (C1: H&E goruntisi 20X blyutme, C2: H&E gorintisi 40X buyutme,
C3: Masson Trikrom goéruntist 20X biyutme, C4: Masson Trikrom goéruntisi 40X biyutme). IR
yapildiktan sonra 3. glinde sakrifiye edilen M grubu (D1: H&E géruntusi 20X blyutme, D2: H&E
gorintist 40X blyidtme, D3: Masson Trikrom goruntiusi 20X blyltme, D4: Masson Trikrom
gorintisi 40X blyidtme). IR yapildiktan sonra kék hicre uygulanip 3. glinde sakrifiye edilen IR
+ KH grubu (E1: H&E goriuntusi 20X biyutme, E2: H&E gorintisu 40X buyitme, E3: Masson
Trikrom gorintist 20X blyitme, E4: Masson Trikrom goriintiisi 40X buyutme). IR yapildiktan
sonra kok hucre ve melatonin uygulanip 3. gliinde sakrifiye edilen IR + KH + M grubu (F1: H&E
gOruntisu 20X buyitme, F2: H&E gorintist 40X blyldtme, F3: Masson Trikrom gorintisu
20X biyutme, F4: Masson Trikrom gorintisu 40X buyiitme) Glomerdl (GL), Tubdl (T)).
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IR+KH

IR+KH+M

Sekil 4.6 14. giin sakrifiye edilen gruplarin H&E ve Masson Trikrom boyanma géruntuleri.
(Higbir islem yapilmayip 14. Ginde sakrifiye edilen K grubu (A1: H&E goruntisi 20X buyutme,
A2:H&E goruntisu 40X blyitme, A3: Masson Trikrom goriuntist 20X blyitme, A4: Masson
Trikrom goruntist 40X blyitme). Sag nefrektomi yapilip 14. giinde sakrifiye edilen S grubu
(B1: H&E goruntusu 20X buyutme, B2: H&E goérintusi 40X buylutme, B3: Masson Trikrom
gOruntisu 20X buyitme, B4: Masson Trikrom goruntiisi 40X buyutme). IR yapilip 14. ginde
sakrifiye edilen IR grubu (C1: H&E goruntisi 20X blyutme, C2: H&E gorintisi 40X buyutme,
C3: Masson Trikrom goéruntist 20X biyutme, C4: Masson Trikrom goéruntisi 40X biyutme). IR
yapildiktan sonra 14. giinde sakrifiye edilen M grubu (D1: H&E goriintisi 20X blylutme, D2:
H&E gorintist 40X biyutme, D3: Masson Trikrom gorintiisi 20X buyutme, D4: Masson
Trikrom goruntisu 40X buyitme). IR yapildiktan sonra kék hicre uygulanip 14. ginde sakrifiye
edilen IR + KH grubu (E1: H&E gorintusit 20X buyutme, E2: H&E gorintusi 40X buyutme, E3:
Masson Trikrom goérintisi 20X blylitme, E4: Masson Trikrom gorintlisi 40X buyutme). IR
yapildiktan sonra kok hiicre ve melatonin uygulanip 14. glinde sakrifiye edilen IR + KH + M
grubu (F1: H&E gorintist 20X buyitme, F2: H&E gorintlisi 40X biyidtme, F3: Masson
Trikrom gorintisu 20X blylutme, F4: Masson Trikrom gorintiisi 40X buyitme) Glomerl (GL),
Tubdl (T)).
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Yapilan histolojik skorlamada gruplarin 3. gunleri degerlendirildiginde IR grubu
histolojik olarak K ve S grubuna gore anlamli olarak yuksek saptandi (p<0,05). 14.
gundeki histolojik skorlamayi degerlendirdigimizde IR yapilari ve sadece KH verilen
gruptaki yikselme dikkat ¢ekiciydi. IR+KH grubu K grubuna gdére anlamli olarak daha
yiiksek saptandi (p<0,05). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da tedavi gruplarinda IR
grubuna gore histolojik skorlama dusuktd. 3. ve 14. gunleri kendi aralarinda
karsilagtirdigimizda IR+KH+M grubu 14. gunde histolojik skorlama anlamli olarak
diglk bulundu. (Sekil 4.7)

Histolojik Skor

K S IR M

IR+KH IR+KH+M

=

w

o]

[y

M Hist_Skor 3. glin W Hist_Skor 14. giin

Sekil 4.7 Gruplarin histolojik olarak skorlamasinin karsilastiriimasi

4.4, immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda Kaspaz-3 glomeril hicrelerinde hem pozitif, hem de negatif
ekspresyon gosterdi. Tubul hicrelerinde ve damar endotelinde de reaksiyonun zayif
pozitif oldugu belirlendi. Bax ekspresyonu glomerul paryetel epitelinde yer yer zayif, yer
yer kuvvetli pozitif reaksiyon gdsterirken, tibullerde ve damar endotelinde boyanma
negatifti. Bcl-2 glomerll paryetal epitelinde kuvvetli pozitif tiblllerde orta derecede
ekspresyon gosterdi. (Sekil 4.8) (Sekil 4.10).
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S 3. gln grubunda Kaspaz-3 glomertullerde paryetel epitelde kuvvetli pozitif,
tubul hicrelerinde ise negatif reaksiyon gdsterdi. Tubdllerin ¢odu negatif olarak
izlenirken bir boliminde pozitif reaksiyon dikkati ¢ekti. Bax ekspresyonu tim yapilarda
negatif olarak izlendi. Bcl-2 ekspresyonu tubullerin gogunda, glomeriler hiicrelerde ve
damar endotelinde kuvvetli pozitifti. (Sekil 4.8). S 14. gin grubunda Kaspaz-3
reaksiyonu bu grupta tiblllerde ve damar endotelinde pozitif eksprese olurken
glomerullerde negatif ekspresyon goézlendi. Bax glomerul hlcrelerinde ve tubullerde
zayIf ekspresyonda izlendi. Bcl-2 bu grupta glomeriilde negatif eksprese olurken,

tublllerde ve damar endotelinde kuvvetli pozitifti. (Sekil 4.10).

IR 3. giin grubunda Kaspaz-3 glomerl paryetel epitelinde, tiblllerde ve damar
endotelinde kuvvetli reaksiyon goésterdi. Bununla birlikte glomerilde hicrelerin
cogunlugu negatifti. Bu grupta Bax ekspresyon tim yapilarda zayif pozitif ekspresyon
goOsterdi. Bcl-2 ekspresyonu glomerdllerin ve tlbullerin ¢cogunda negatif izlenmesine
karsin bazi tlbullerde zayif pozitif boyanma dikkati cekti. (Sekil 4.8). IR 14. gln
grubunda Kaspaz-3 ve Bax glomertillerde, tibullerde ve endotelde kuvvetli ekspresyon
gOsterdi. Bcl-2 ekspresyonu ise Bax ve Kaspaz-3' ten farkli olarak tim yapilarda
negatifti. (Sekil 4.10).

IR+M 3. guin grubunda Kaspaz-3 glomerillerde pozitif tiblllerde zayif, endotelde
ise kuvvetli pozitif derecede ekspresyon gdsterdi. Bax tim yapilarda negatifti bununla
birlikte bazi tabdllerin lGmeni pozitif reaksiyon gdsteren salgi ile dolu olarak izlendi. Bcl-
2 glomertl hicrelerinde kuvvetli derecede, tlblllerde ve endotelde ise orta derecede
pozitifti. (Sekil 4.8). IR+M 14. ginde Kaspaz-3 reaksiyonu glomerillerde negatifken
tubullerin bir boéliminde ve endotelde zayif pozitif boyanma goésterdi. Bu grupta Bax
reaksiyonu glomeruilde ve endotelde negatifken tibdllerde reaksiyon zayif pozitif olarak
izlendi. Bcl-2 ekspresyonu glomertillerde, tubullerde ve endotelde ise kuvvetli pozitifti.
(Sekil 4.10).

IR+tKH 3. gin grubunda Kaspaz-3 ekspresyonu glomerllde orta derecede
tublllerde ise zayif ekpresyon gdstermistir. Bax ekspresyonu glomeriler hicrelerinde
ve tublllerde negatifti. Bcl-2 ekspresyonun ise glomerilerde ve tubullerde kuvvetli
pozitif olarak reaksiyon gosterdigi dikkati gekti. (Sekil 4.8). IR+KH 14. gin grubunda
Kaspaz-3 glomerilde ve tublllerde zayif ekspresyon godsterdi. Bax ekspresyonu bu
grupta tum yapilarda negatifti. Bcl-2 glomertllerde, tibullerde ve damar endotelinde

kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi. (Sekil 4.10).
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IR+tKH+M 3. gin grubunda Kaspaz-3 glomerillerde orta derece pozitif
reaksiyon gosterirken tubullerde reaksiyon negatifti. Endotel hucrelerinin ise kuvvetli
pozitif reaksiyon gosterdigi belirlendi. Bu grupta Bax glomerillerde ve tubullerde zayif
pozitifti. Bcl-2 ekspresyonu glomerillerde, tibilllerde ve damar endotelinde kuvvetli
pozitifti. (Sekil 4.8). IR+tKH+M 14. gun grubunda Kaspaz-3 glomerile rhucrelerinde,
tubullerde zayif pozitif ekspresyon goésterdi. Bax ekspresyonu tim yapilarda ¢ok zayif
pozitif olarak izlendi. Bcl-2 ekspresyonu glomerul hicrelerinde ve tubullerde kuvvetli

pozitif reaksiyon gosterdi. (Sekil 4.10).

Semikantitatif H skoru analizinde 3. Glinde IR grubunda Kaspaz-3 ekspresyonu
diger gruplara gore anlamli olarak ylksekken Bcl-2 ekspresyonu anlamli olarak disik
bulundu (p<0.05). Tedavi gruplarinda Kaspaz-3 salinimi azalp Bcl-2 salinimi
artmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir farkhlik saptanmadi (p>0.05). 3. glinde
Bax ekspresyonunda gruplar arasinda anlamh bir farkhhk bulunmadi (p>0.05).
(Sekil4.9) (Tablo4.2). 14. gin Kaspaz-3 ve Bax ekspresyonunun IR grubunda diger
gruplara gore anlamli olarak arttigi, Bcl-2 ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi
saptandi (p<0,05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu. (Sekil4.11)
(Tablo4.3)
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Sekil 4.8 3. glinde sakrifiye edilen gruplarin immunohistokimyasal gérintuleri

(Sag nefrektomi yapilip 3. giinde sakrifiye edilen S grubu. IR yapilip 3. glinde sakrifiye edilen IR
grubu. IR yapildiktan sonra 3. ginde sakrifiye edilen KH grubu. IR yapildiktan sonra kék hticre
uygulanip 3. giinde sakrifiye edilen IR+KH grubu. IR yapildiktan sonra kdk hiicre ve melatonin
uygulanip 3. giinde sakrifiye edilen IR+KH+M grubu. IR yapildiktan sonra melatonin uygulanip
3. guinde sakrifiye edilen IR+M gurubu. Gruplardan alinan bébrek kesitlerinde Kaspaz-3, Bax ve
Bcl-2 ekspresyonu. Glomertil (GL), Tibiil (T), Damar (D). immiinoperoksidaz X400, Bar 50um.)
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Sekil 4.9 3. gin gruplarindan alinan bobrek dokusunda Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 eksprese eden
hicrelerin H-Skoru analizi

Tablo 4.2 3. gun gruplarindan alinan bobrek dokusundaki
ekspresyonunun H-skor analizi sonugclari. Istatistiksel olarak anlamlilik: ***p<0,05

Kaspaz-3, Bax ve Bcl-2

3. Gin Kaspaz-3 Bax Bcl-2
OrtalamazStandart OrtalamazStandart OrtalamazStandart
sapma sapma sapma

S 96,00+15,36 75,33+17,97 132,66+10,7

K 84,33+16,8 54,66+9,8 153,83+35,06

IR 289,00+£13,43*** 201,50+32,32 66,83+10,68***

IR+M 106,66+12,58 79,66+15,84 274,56+11,86

IR+KH 106,50+9,81 67,83+10,16 276,66+13,48

IR+tKH+M | 115,33+11,36 69,50+28,17 254 ,66+28,54
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Sekil 4.10 14. Ginde sakrifiye edilen gruplarin immunohistokimyasal gorintileri.

(Sag nefrektomi yapilip 14. giinde sakrifiye edilen S grubu. IR yapilip 14. giinde sakrifiye edilen
IR grubu. IR yapildiktan sonra 14. giinde sakrifiye edilen KH grubu. IR yapildiktan sonra kok
hiicre uygulanip 14. giinde sakrifiye edilen IR+KH grubu. IR yapildiktan sonra kok hiicre ve
melatonin uygulanip 14. giinde sakrifiye edilen IR +KH+M grubu. IR yapildiktan sonra melatonin
uygulanip 14. giinde sakrifiye edilen IR+M gurubu. Gruplardan alinan bdbrek kesitlerinde
kaspaz-3, Bax ve Bcl-2 ekspresyonu. Glomer(l (GL), Tibil (T), Damar (D). immiinoperoksidaz
X400, Bar 50pm.)
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Sekil 4.11 14. gun gruplarindan alinan bébrek dokusunda Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 eksprese eden
hicrelerin H-Skoru analizi

Tablo 4.3 14. gun gruplarindan alinan bobrek dokusunda Kaspaz-3, Bax ve Bcl-2
ekspresyonunun H-skor analizi sonuglari Istatistiksel olarak anlamlilik: ***p<0,05

14. Gln Kaspaz-3 Bax Bcl-2
OrtalamazStandart | OrtalamazStandart | OrtalamatStandart
sapma sapma sapma

S 91,66+9,28 37,3345,31 114,15+23,08

K 84,33+16,86 52,66+10,1 113,83+25,63

IR 214,33+12,7*** 217,00+£19,4*** 50,50+5,54***

IR+M 99,00+4,51 39,66+10,38 297,16+3,31

IR+KH 92,66+8,11 39,50+9,07 288,00+11,3

IR+KH+M 93,5516,22 46,5046,44 295,831+5,94
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4.5. TUNEL Bulgulan

Gruplarin 3. ve

14.

gundeki

hesaplanan

apoptotik

indekslerini

karsilagtirdigimizda IR grubunda K ve S grubuna gore anlamli yukseklik saptandi.

Apoptotik hiicre artisi glomeriiler yapilarda daha belirgindi. ilging bir sekilde histolojik

skorlama IR+KH+M grubunda 14. ginde anlamli olarak azalirken, TUNEL(+) hlcrelerin
anlamli olarak artmasi dikkat ¢ekiciydi (p<0,05). (Tablo 4.4) (Sekil 4.12) (Sekil 4.13)

Tablo 4.4 Gruplarin histolojik skorlama ve TUNEL degerlendirme sonuglari

Gruplar arasi

S IR M IR+KH IR+KH+M o
Histolojik 3.gin  03%0 1+0,24 3,83+0,97 1,98 £0,85 24+0 2,6+0,78 0.002*
Skor 14.gin 03+0 0,75+ 0,26 4,28 +0,34 1,6+0,22 2,8+0,2 1,2+0,16 0.001*
0.2 0.886 0.886 0.029*
TUNEL 3.gin  2.92+0 8,35+2,11 29,77 £4,26 13,63%3,72 10.24+0 10,69+ 2,27 0.002*
(Al) 14.gln 292+0 13,37+1,43 44,98+14,35 6,97 + 5,27 8,32 +2,31 17,78+ 2,86 0.002*
0.029* 0.114 0.229 0.029*
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3.GUN TUNEL

14.GUN TUNEL

IR+M

IR+KH

IR+KH+M

Sekil 4.12 3. ve 14. giinde sakrifiye edilen deney gruplarinin TUNEL boyama goérintileri (40X
biyttme)
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Sekil 4.13 3. ve 14. glnde sakrifiye edilen deney gruplarinin apoptotik indeks sonuglarinin
karsilastiriimasi.
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5. TARTISMA

Bizim galismamizda verilen tedaviler istatistiksel olarak anlamli olmasa da kan
kreatinin ve BUN dizeylerini dustUrmastir. Gruplarin 3. glndeki histopatolojik
gérintilerinda K ve S grubu kadar iyi olmasa da IR grubuna gdre belirgin bir diizelme
vardi. Fakat 14. glndeki histolojik diizelme deney gruplarinda olduk¢a belirgindir. IR
grubunda 3. ve 14. ginlerde TUNEL pozitif hlicre ve Kaspaz-3 ve Bax ekspresyonu
artarken, Bcl-2 ekspresyonunun gézlenmemesi iskeminin apopitotik yolagi tetikledigini
gOstermistir. BUtln tedavi gruplarinda ve 6zellikle 14. giinde olmak Uzere apopitotik
gen ekspresyonunu ve apopitotik indeksi disirmesi tedavinin etkin oldugunu

gOstermektedir.

Akut iskeminin ortaya ¢ikmasindan sonra, renal perfizyonun restorasyonu,
suiperoksit, hidrojen peroksit (HOOH) ve hidroksil (OH) radikali dahil olmak Uzere
proinflamatuar sitokinlerin ve ROS Uretimini tetikleyen vaskuler endotel hlcrelerini hizla
aktive eder. Akut bobrek hasarinda iskemi reperflizyonu takiben, kusurlu antioksidan
suregler, endojen antioksidanlarin tikenmesine ve redoks tarafindan dizenlenen
enzimlerin aktivitesinin azalmasina neden olarak hiicre ici ROS birikimini siddetlendirir.
Azaltilmis antioksidan kapasite ile iligkili bu artan ROS dretimi, bir oksidatif stres
durumuna yol acar (Lee vd 2019). Sonugta mitokondriyal hasar, ATP'nin tikenmesi,
artan lipid peroksidasyonu ve hlicre 6lim yollarinin aktivasyonu ile sonuglanir. ROS'un
diger bir zararh etkisi, hiicre zar proteinlerinin oksidatif modifikasyonudur; bu, iyon ve
besin tasinmasini, enerji metabolizmasini ve hiicresel homeostaz icin gerekli olan
organel fonksiyonunu bozar. Ayrica, NF-B'nin ROS aracili aktivasyonu, bdbrek
fonksiyonu Uzerinde zararli bir etkisi olan tlbil epitel hiicre apoptozunu ve bdbrek
fibrozunu tetikleyerek sistemik inflamasyonu siddetlendirmeye devam eder (Lee vd
2019).

iskemi, tibul hiicrelerinde NO (nitrik oksit) sentazi aktifler. Daha sonra olugan
ROS proteinlerinin aktivastonu, lipit peroksidasyonu, DNA hasari, apoptozisin
indikasyonu yolu ile renal tubul hicrelerinin hasarina neden olur. Melatonin akut
bdbrek yetmezliginde antiinflamatuardir, antioksidandir ve endoplazmik retikulum
stresini azaltir. Shi ve ark. diyabetik si¢canlarda melatoninin IR Uzerindeki etkisine

bakmislar. 4 hafta boyunca melatonin verdikleri diyabetik ve nondiyabetik siganlarda IR
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olusturmuslar ve melatoninin diyabette oksidatif hasar ve apoptozisi hafiflettigini
bulmuslardir (Shi vd 2019).

Ahmediasl ve ark.’nin yaptigi calismada tek tarafli nefrektomi ve sonrasinda
renal iskemi reperflizyon olusturduklari siganlara, iskemi éncesi 10 mg/kg melatonin ve
5000 U/kg eritropoietin verilip, 24 saat sonra sakrifiye etmigler. Serum Ure seviyeleri
melatonin verilen grupta anlamli olarak azalmis. MDA seviyesi anlamli olarak diger
gruplara goére disuk saptanmistir. Melatonin uygulanmasi histopatolojik anormallikleri
azaltmistir (Ahmediasl vd 2014) Melatoninle tedavi edilmis akut pankreatikli
hayvanlarda pankreas iltihabinda, amilaz, lipaz ve inflamatuar &éncullerinden olan
sitokinlerin  seviyelerinde azalma oldugu, inflamatuari &nleyen interl6kinlerin
seviyelerinde artis oldugu tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise melatonin
bir baska antioksidan etkisi ise miyeloperoksidaz seviyesini azaltmasi, kan akigini
dizenlemesi, prostaglandin seviyesinde azalma, apoptoz ve nekrozu kontrol altina
almasi olarak gézlemlenmistir (Carrasco vd 2013). Bagka bir calismada peroksil
radikalinin neden oldugu hasara karsi melatoninin doz miktarina baglh olarak

reperflizyon sirasinda koruyucu etki gésterdigini gdézlemlenmistir (Dobsak vd 2003).

Melatoninin in vitro olarak uygulanmasinda, histon deasetilaz sinyalinin
hedeflenmesiyle A549 ve PC9 akciger adenokarsinom hicrelerini baskiladigini ve
apoptoz molekilleri olan PUMA ve Bax molekillerinin reseptdér miktarinda artisa;
proliferasyonla ilgili olan, antiapoptoz molekull Bcl-2 reseptérlerinde azalmaya neden

oldugu ve kansere karsi etki gosterdigi gozlemlenmistir (Fan vd 2015).

Li ve arkadaslari boébreklerde cift tarafli tikanikhigin yol acgtigi sorunlarin
melatonin tedavisi ile gideriimesine yonelik ¢calisma yapmislar. 60 adet Sprgue-Dawley
(SD) erkek sicanlari her biri 20 sicandan olusan 3 gruba ayirmislar ve bu gruplar
yapacaklari uygulamalara goére kontrol grubu olarak kullanacaklari sham, bilateral
Ureter obstriiksiyon (BUO) ve BUO+Melatonin olacak sekilde 3 ayri gruba her grubu da
kendi icinde 2 alt gruba ayirmis. BUO-R+melatonin grubuna BUO baslangicinda
melatonin 20 mg/kg ve 50 mg/kg 6 saat sonra, serbest birakildiktan sonra 50 mg/kg ve
2 gun boyunca gunliuk olarak verilmigtir. BUO'dan 24 saat sonra, siganlar, kontrol
sicanlarina kiyasla plazma ure ve kreatinin dizeylerini 6nemli 6lgide arttigini
saptamiglardir. Melatoninin yararli mekanizmalarinin BUO ve BUO-R siganlarinda
bdbrek fonksiyonunun bozulmasi sonucu renal AQP -1, -2, -3 ekspresyonunun
baskilanmasina bagli olarak inflamatuar infiltrasyon ve sitokinlerin salgilanmasini

blyuk o6lglde inhibe ettidini, obstriksiyondan sonra bdbrek ultrastriktirel butinlagana
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korumasini sagladigi gorilmuas. Melatonin tedavisinin renal hemodinamik dizenleme,
renal yapi ve tdbiler fonksiyon butinlagand koruma sagladigini, BUO'nun
salinmasindan Once ve sonra potansiyel olarak koruyucu bir rol Ustlendigini

gOstermisler (Li vd 2019).

Chen ve ark. 2019 renal IR siganlarinda melatonin ve poricoic acid A (PAA)nin
etkisine bakmislar. Yapilan incelemeler sonucunda IRI siganlari sham grubu ile
karsilastiriidiginda a-SMA (alfa diz kas aktin) kollagen | ve fibronektin ekspresyonu
artmig 14. gunden sonra IRl grubunda belirgin interstisyel fibrozis goriimus. IRI
grubuna gére melatonin ve PAA ile tedavi gruplarinda a-SMA kollagen | ve fibronektinin
azaldigi; hem melatonin hem PAA inhibitor etki gdstermis ve buna ek olarak M+ PAA
kombinasyonunda ise daha etkili sonug alinmis ve bu etkiyi de fibrozisi engelleyerek

yaptigini gdézlemlemisler (Chen ve ark. 2019).

Panah ve ark. yaptigi calismada 18 yas Ustl bobrek nakli yapilan hastalarda
oral melatoninin inflamatuar ve oksidatif stres faktorleri, bdbrek fonksiyon
biyobelirtecleri ve  Klotho gen/protein  ekspresyonu (zerindeki etkilerini
degerlendirmigler. Kontrol grubu IR+plasebo, islem yapilan grup IR+M olarak
isimlendirilmis. Kontrol ve islem grubunda transplantasyondan 24 saat énce serumda
kreatinin ve Ure miktarlarinin, Plazma melatonin, TNF-a ve nétrofil jelatinaz ile iligkili
lipokalin (NGAL) seviyeleri malondialdehit (MDA) seviyesi, tam kan hicrelerinden
Klotho mRNA o6lcimi ve Klotho Western blot analizi yapilmasi adina kan ornekleri
alinmis kan alimina ek olarak taburcu olana kadar (25 giin) islem grubuna oral olarak
melatonin, kontrol grubuna da ayni sekil ve renkte plasebo verilmis, taburcu olurken
tekrar kan ornekleri alinmistir. Melatonin verilen grupta plasebo grubuna gére BUN,
Cr, ozellikle NGAL'nin, TNF-a seviyesinin ve lipid peroksidasyonun azaldigi
gorulmustir. Melatoninin anti-inflamatuar ve anti-stres 0Ozellikleri belirginken, Klotho
protein ekspresyonunu etkilerinden farkh oldugu gézlenmis. Genel olarak bu
calismanin sonuglari melatoninin IR kaynakli bdbrek hasari Uzerinde koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu gdstermistir (Panah vd 2019). Santos ve ark.’nin 2018 de
Peristan kaynakli lupus farelerinde oral yoldan 6 ay alinan melatoninle lupus nefrit
bobrek hasarini iyilestirmeye yoénelik bir calisma yapmislar. Bu farelerde Bax
ekspresyonu, ¢ok zayif renal Bax ekspresyonu gosteren kontrol farelerine goére renal
tubuler epitel hudcrelerinde ve glomeriler mezanjiyal hucrelerde orta derecede
yukselmistir. Arastiricilar Melatoninin tedavisi sonucunda Bax ekspresyonun azaldigini

saptamislardir (Santos vd 2018).
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Bizim ¢alismamizda M tedavisi hem 3. gin hem de 14. ginde sakrifiye edilen
sicanlarda bdbrek histolojik gérintistininin dizelmesine katki saglamistir. Fibrotik
degisikliklerin bazi damar ve glomerll gevresinde sinirli kaldigi saptanmistir. Kaspaz-3
ve Bax ekspresyonunun IR gruplarina gére azalmasi ve Bcl-2‘nin artmasi diger
calismalarla uyumluluk gdstermektedir. TUNEL pozitif hicrelerin IR grubuna gore,
Ozellikle 14. gin sakrifiye edilen grupta azalmasi bize melatoninin apopitotik yolakta

etkili oldugunu disundurtta.

MKH’ler konakgi organlarin hicre fenotipini Uretme, doku onarimi ve
rejenerasyonu, iyilestirme konusundaki dogal kapasitesi nedeniyle akut bdbrek
hasarinda etkili tedavi olarak kullanilabilir. Hasarli doku igerisindeki daha fazla MKH,
MKH tedavilerinin pozitif etkilerini daha da arttirir. Fakat bu enjekte edilen MKH’lerin en
blylk engel, mikroortamin negatif etkisi nedeniyle daha yiksek erken 6lUm oranidir.
Oksidatif hasar, hipoksinin indukledigi apoptozu, erken iltihap olusumu MKH’nin enjekte

edildigi yerde erken dlumune neden olur (Alzahrani 2019).

Xie ve ark ‘nin 2019 da Klotho da transfekte edilmis kemik iligi kaynakl
mezenkimal kOk hulcrelerin renal iskemi reperflizyon hasarina karsi etkisi Gzerine
yaptiklari calismada 10 haftalik SD siganlara sag nefrektomi, sol iskemi reperflizyon
yapilarak gruplar olusturulmus. Tedavi gruplarinda IR grubuna gére serum kreatininde
anlamh azalma, bébrek doku MDA diizeylerinde azalma, histolojik yapida diizelme ve
apoptotik hlicre sayisinda azalma saptanmistir. En belirgin azalma Klotho gen

transfeksiyonu yapilan grupta saptanmistir (Xie vd 2019).

Chen ve ark. yaptigi calisamada bilateral iskemi reperflizyon hasari
olusturdulari bébrek dokusuna otolog olarak hazirladiklari adipoz kaynakli mezenkimal
kok hicreleri lokal olarak uygulamislar. Yapilan calismada sonug¢ olarak adipoz
kaynakli mezenkimal kok hicrelerin bobrek BUN ve kreatinin dlzeylerini renal iskemi
reperfliizyon hasari yapilan gruba goére dizelttigini, inflamatuar, oksidatif stres ve
apoptatik biyomarkerlarin kok hicre verilen grupta daha dusuk, anti-inflamatuar, anti-
oksidatif ve anti-apoptatik markerlarin anlamli olarak daha yuksek oldugunu
saptamislar. Adipoz kaynakli mezenkimal kok htcrelerin renal iskemi reperflizyon
hasarini, oksidatif stresi ve inflamatuar yaniti minimize ederek etki ettigini

savunmuslardir (Chen vd 2011).

Yapilan bir ¢alismada renal iskemi olusturulan sicanlara AD-MKH verilmis.
Bdbrek fonksiyon parametrelerinde, daha az oksidatif stres ve bébrek dokusu hasarinin
Onlenmesinde AD-MKH enjeksiyonundan 48 saat sonra 6nemli iyilesme gosterilmistir.
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Yaptiklan caligmada, AD-MKH'lerin intraven6z enjeksiyonu ile, muhtemelen tikanikhgi
ve antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri azaltarak cesitli bébrek fonksiyonlari ve
histopatolojik parametreleri iyilestirdigini gostermigler. 45 dakika renal iskemi gecirmis
sicanlarda fetal membranlardan tiretilmig insan MKH'lerinin enjeksiyonu, parakrin
mekanizmalar, gesitli sitokinlerin salgilanmasi ve inflamasyonu azaltarak fonksiyonel ve

morfolojik iyilesmeyi gelistirdi (Changizi-Ashtiyani vd 2020).

Akut organ hasari genellikle dogustan gelen bagisikhgr hedef alarak
inflamasyon, apopitozis ve oksidatif stres’le sonuclanir. Bunlarin timd hasara dogrudan
katkida bulunur. Yapilan bu calismada IR hasari yapilan grupta ylksek derecede
bobrek hasari gértlmuastir. Yiksek ure, kreatinin, Retinol baglayici protein degerleri,
yuksek TNF-a, IL-1B ve NF-«B gibi inflamatuar stikonlerde artis, yiksek DNA hasari,
yuksek oksidatif marker degerleri saptanmistir. Tek basina MKH, melatonin ve Exo
tedavilerinin teker teker veya kombinasyon olusturularak uygulanmasi sonucunda
azalmig fakat kombine kullanimlari kadar etkili olmamistir. En etkili oldugu kombine
yontem ise M+Exo olmustur (Zahran vd 2020). Bu gruplar énceki ¢calisma ile uyumludur
(Chen vd 2014, Chang vd 2015).

Minocha ve ark.’nin 2019 da amniyon sivisi kaynakl kdk hicre ile sisplatinden
kaynaklanan akut bdbrek yetmezliginin iyilestirimesi Uzerine yaptiklar calismada
Sisplatin enjeksiyonunun 5. glininde siganlar, saglikli kontrollere kiyasla BUN ve
serum kreatinin seviyelerinde dnemli bir artis sergilemis, 8. glinde, AFSC ile tedavi
edilen grupta, salin ile tedavi edilen gruba kiyasla BUN ve serum Kkreatinin
seviyelerinde 6nemli bir dists gbézlenmis, ancak her iki grupta saglikli kontrollere
kiyasla anlamli derecede daha ylksek seviyeler varken 12. giinde, AFSC ile tedavi
edilen gruptaki kan biyokimyasal parametreleri saglikli kontrollerinkiyle karsilastirilabilir
hale gelmis, saglikli kontrollere kiyasla salin ile tedavi edilen grupta hala énemli dlclide
yuksek oldugu goérilmids. Bodbrek dokularinin histopatolojik analizi, sisplatin
enjeksiyonunun 5. guninde, IR sicanlarinin boébreklerinin, firca kenarhiginin kaybi,
hiyalin dokim olusumu ve tubuler dilatasyon ile birlikte siddetli tubuler nekroz
sergiledigini ortaya koymus, 8. gunde bdbrekler, salinle tedavi edilen gruba kiyasla
AFSC ile tedavi edilen grupta tubuler hasarda 6nemli bir zayiflama sergilemis. 12.
gunde, salinle tedavi edilen sicanlarin bobrekleri hala nekrotik tubller hicreler ve
hiyalin doékintuleri gosterirken AFSC ile tedavi edilen siganlarin boébrekleri, inflize
edilen hicreler tarafindan bébrek hasarinin azaldigini gosteren daha dugsik bir
hicresel hasar indeksi gostermis ve AFSC ile tedavi edilen grup ile salin ile tedavi

edilen grup arasinda Jablonski derecelendirme skorunda o6nemli bir fark ortaya
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koyulmus. Sisplatin enjeksiyonundan sonra 8. ve 12. glnlerde apoptozla iligkili sinyal
yolu proteinlerinin  seviyelerini  belilemek igcin ~ Western blot analizi
yapilmis. Proapoptotik proteinlerin ekspresyon seviyelerinde dnemli bir artis, Saghkh
kontrollere kiyasla salinle tedavi edilen grupta proapoptotik proteinlerin ekspresyon
seviyelerinde, yani PUMA, Bax/Bcl2 orani, parcalanmis Kaspaz-3 ve pargcalanmig
Kaspaz-9'da énemli bir artis gézlendi. Bununla birlikte, AFSC uygulamasindan sonra,
salinle tedavi edilen gruba kiyasla AFSC ile tedavi edilen gruptaki tUm pro-apoptotik
proteinlerin belirgin down-regllasyonu izlenmis. Bu c¢alisma, sisplatin ile indiklenen
ABY’de AFSC uygulamasinin, otofajinin aktivasyonu ve apoptozun inhibisyonu yoluyla
bdbrek fonksiyonunun ve histolojinin hizli iyilesmesi ile sonuglandidini gostermistir
(Minocha ve ark.’nin 2019).

Apoptozisin renal iskemide tlbller hicre 6limd igin mekanizmalardan biri
oldugu bilinmektedir. Tubller epitelyal hicrelerdeki apoptotik degisiklikler iskemi
reperflizyon olusan hayvan modellerinden ve insanlardan alinan bdbrek biyopsilerinde
gOsterilmistir. TUbdl epitel hiicrelerinde gergeklesen apoptozis igin cesitli mekanizmalar
vardir. iskemi boyunca tiibiil epitel hiicrelerinde proapoptotik olan Bax proteinini
upregile eder. Bu da antiapoptotik protein olan Bcl-2'nin azalmasina neden olur.

Bdylece apoptozisin baslamasini tesvik eder (Lee 2019).

Yapilan calismalarda akut bdbrek yetmezliginde kemik iliginden uretilen
mezenkimal kdék hicrelerin bdbrek tlbller hasara karsi korumada, M2 makrofaj
infiltrasyonu ve inflamatuar yanitlarin  azaltiimasinda, bdbrek fonksiyonunun
iyilestiriimesinde etkili oldugu gosterilmistir (Geng vd 2014). Bir baska ¢alismada in vivo
képek akut bobrek yetmezligi modelinde umblical cord’dan tiretilen mezenkimal kok
hicrelerin BUN ve kreatinin dizeylerinin dismesinde, bdbrek lezyonlarinin dizelip
bobrek fonksiyonlarinin iyilesmesinde ve hilicre yaslanmasinda ve inflamasyonun
azalmasinda, glomeriler filirasyonun iyilestiriimesinde, bdbrek hiicrelerinin
proliferasyonunun artmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Lee vd 2017, Rodrigues vd
2017). 2013 yilinda (NCT01840540) faz | kesif calismasinda alti hastada AD-MKH
kullanilarak klinik ¢alisma yapimistir. Bu c¢alisma KBY hastalarinda AD-MKH
uygulamasinin guvenilirligini ve toksikitesini test etmeyi amaglamig, AD-MKH’nin klinik
kullanim potansiyeli ve MKH markerinin 6zellikleri dogrulanmigtir (Camilleri vd 2016).
Ayrica, MKH’lerin, bagisiklik aktivitesini dizenleyen ve konakgi hlcrelerin genisleme
ve farklilasma potansiyelini arttiran, bdylece hasarl dokularin iyilesmesini destekleyen
birgcok farkl sitokin ve buyume faktorl salgilayabilecegi goriimustir (Choi vd 2015).

Kronik boébrek yetmezliginde kemik iliginden taretilen MKH’lerin kollajen birikimini
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azaltarak sitokin ve kemokin ekspresyonunu duzenleyerek renal fibrozis ve kronik
inflamasyonu hafiflettigi gordimastir (Wu vd 2014). Bagka bir calisma insan AD-
MKH’den turetilen eksozomlarin farelerde ABY’nin bobrek hastaliginin gelisimi ile iligkili
bir transkripsiyon faktorti olan SOX9’un modilasyonu yoluyla ABH-KBH gecisini inhibe
ettigini 6ne surmistir (Kumate vd 1988). Ayrica diyabetik néropatili sicanlarda
streptozosin ile indiklenen bdbrek hasari ve bdbrek dokusu hlcre apoptozunda AD-
MKH tedavisinin bdbrekte histolojik degisiklikleri iyilestirdigi, apoptoz oranini ve Wnt/3-
katenin ekspresyonunu azalttigi ve kreto ekspresyonunu arttirdigi ve daha ilginci RNA
kullanilarak Klotho’'nun distrilmesi AD-MKH’lerin Bax ve Wnt/B-katenin yolunu inhibe

ederek podosit hasarini azalttigi bulunmustur (Ni vd 2015).

Calismamizda sag nefrektomi, sol iskemi reperfizyon olusturdugumuz
sicanlara lokal olarak tek doz AD-MKH verildi. KH tedavisi kan BUN, kreatinin
dizeylerini disurmustir. Yapilan ¢alismalardaki gibi istatistiksel olarak anlamli olmasa
da histolojik skorlama ve TUNEL sonuglari IR grubuna goére tedavi gruplarinda

iyilesmenin oldugunu géstermistir.

Chen ve ark. 2014 yilinda yapti§i ¢alismada sepsis’in indukledigi renal hasar
olusturulan sican modelinde yag dokudan elde edilen kék hilicre intravenéz olarak ve
melatonin intraperitonal olarak birlikte uygulamislar ve diger gruplara gére anlamh
olarak daha fazla iyilesme saptamislardir (Chen vd 2014). Yapilan bir bagska ¢calismada
24 saat melatoninle inkibe edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicreler renal
iskemi reperflizyon hasari olusturulan disi siganlara verilmis yapilan deney sonucunda
melatoninle inkibasyonun mezenkimal kok htcrelerin koruyucu etkisini daha da
guglendirdigi gosterilmistir (Alzahrani vd 2019). Rashed ve ark. diyabetik nefropati
erkek sican modelinde in-vitro 24 saat melatoninle muamele edilen kemik iligi
mezenkimal kok hucrelerin bébrek fonksiyonlarini anlamh bir sekilde dizenledigini ve
proliferasyon yetenegini arttirdigini géstermislerdir. Melatonin ve kok hicre verilen
grupta superakutdismutaz-1 ve Beclin-1 seviyelerini kdk hicre grubuna gore anlamli
olarak arttirdigini, TGF-Beta markerlarini bébrek dokusunda azalttigini saptamiglardir
(Rashed vd 2018).

Renal iskemi reperflizyona karsi melatonin ve mezenkimal kdk hiicre kaynakl
eksozomlarin iyilestirici etkisi Uzerine yapilan ¢alismada; histopatolojik olarak bdbrek
hasari skorunda azalma, bdbrek hasarinin tespitinde yol gosteren BUN ve kreatinin
seviyelerinin kanda oOnemli dizeyde azaldigi, azalmig oksidatif stres durumu,

antioksidan seviyelerinde artis, apoptozun azalmasi, indiklenmis antiapoptotik etki
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inflamasyonun inhibasyonu, iyilestirilmig rejenerasyon, gelismis anjiyogenez gibi en iyi

koruyucu etkiye sahip oldugu tespit etmiglerdir (Alzahrani 2019).

60 disi sigan Uzerinde yapilan bir calismada iki tarafli renal iskemi reperflizyon
hasari olusturulmus. Bir gruba IR + renal artere 1x10® MKH enjekte etmigler. Diger
gruba melatonin ile birlikte MKH ile dnkosullaniriimis Exozom (M+Exo) verilirken bir
gruba da melatonin veriimeden sadece Exozom verilmis. Sonug¢ta M+Exo grubununun
diger tedavi gruplarina goére renal iskemi reperflizyon hasarina karsi daha etkili

oldugunu savunmuslar (Alzahrani 2019).

Zahran ve ark.’nin 2020 de bilateral renal iskemi reperfizyon yaptiklari
sicanlara 20mg/kg melatonin 3 giin, 1x10® MKH renal arter igine enjekte ederek ve
bunlarin eksozomlariyla deney gruplarini olugturmuslar. Gruplarin serumdaki Ure,
kreatinin, Retinol Baglayici Protein degerleri IR grubunda sham ve kontrol grubuna
gore ciddi artis gdzlenmisg, tek basina M ve MKH uygulanan gruplarda seviyeleri IR
olusturulanlara gére daha disik dizeylerde Olgiimis, M+MKH grubunda tek basina
uygulamaya goére daha dislkken normal seviyelerle karsilastirilabilecek diizeye kadar
disen grup ise M+Exo grubu olmustur. Histopatolojik diizelme en iyi dizeyde Exo,
M+MKH ve Exo+M gruplarinda saptanmstir. Enflamasyon ve hasarla iligkili genler ve
TNFa proteini ekpresyon seviyeleri IR grubunda en yiksek seviyedeyken tedavi
uygulanan gruplarda azalmis fakat en duslk seviyeler ise M+Exo grubunda gorilmus
(Zahran vd 2020).

Melatonin akciger, bagirsaklar gibi organlarda iskemik hasarda kok hicre
tedavisinde kullaniimistir (Zahran 2020). Zahran ve ark.’na gére siganlarda melatonin,
mezenkimal kdk hilcreler ve onlarin exozom’lan renal iskemi reperfliizyon hasarini
azaltmistir. Sadek ve ark. renal IR olusturduklari Amerika siganlarina kemik iligi MHK
enjeksiyonu yapmislar. Operasyondan 24 saat ve 72 saat sonra tedavi gruplarinda
renal fonksiyonlarin daha iyiye gittigini bulmuslar. H&E, PAS (Periyodik Asit Schiff) ve
Proliferatif hiicre nukleer antijen (PCNA) boyanmalari sonucunda tedavi grubunda

hasarin daha az oldugunu gérmusler (Sadek vd 2013).

Yapilan galigmalar, KH+M Uygulamasinin renal iskemi reperfiizyon hasarinda
etkili oldugunu cesitli yonleriyle gostermigtir. Bizim g¢alismamizda IR+KH+M 6zellikle
14. gun grubunda kan BUN, kreatinin degerlerini anlamli bir sekilde dasirmustir. Bu
da bize KH+M tedavisinin histolojik ek olarak fizyolojik dizelmenin de basladigini

gOstermistir.
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6. SONUG

Calismamizda tedavi gruplarinda IR gruplarina gdre Kaspaz-3 reaksiyonu
azalma gosterirken, Bcl-2 ekspresyonu artmistir. TUNEL pozitif hicreler batin tedavi
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da belirgin dists gostermistir. Bunlara
ek olarak histopatolojik dizelme en belirgin IR+KH+M grubunda gozlenmigtir. Bu
nedenle denek sayisinin arttirilacagl ve daha uzun sureli takipli gruplarin olacagi ileri

¢alismalara ihtiyag vardir.
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