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 Her bir doku kesitinin üstüne 50 µL DNase I solüsyonu damlatılarak oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

 Örnekler distile su ile yıkandı. 

 Örneklerin üzerine 100 µL TdT reaksiyon tamponu (Bileşen A) damlatılarak 10 

dakika inkübe edildi. 

 50 µL TdT Reaksiyon kokteyli ile dokuların yüzeyi kaplanır ve 37oC’de 60 – 120 

dakika inkübasyona bırakıldı. 

 Örnekler %3’lük BSA içeren PBS içinde 3 kere 5’er dakika yıkandı. 

 Kesitlere 100 µL Andy Flour TM 488 – Streptavidin boyama solüsyonu 

damlatılarak karanlık ortamda oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

 Örnekler %3’lük BSA içeren PBS içinde 3 kere 5’er dakika yıkandı. 

 Karanlık ortamda doku kesitlerinin üzerine Hoechst 33342 damlatılarak 

kapatma işlemi gerçekleştirilir. 

 
TUNEL metodu kullanılarak glomerüler ve tübüler hücre apoptozu 

immünfloresan mikroskobunda değerlendirildi. Mikroskobik görüntülerde nukleusları 

yeşil floresan ışıma yapan glomerüler ve tübüler hücre çekirdekleri TUNEL pozitif hücre 

olarak değerlendirildi. Her lamda 20X büyütmede 10 rastgele alan seçilerek alanda 

parlak yeşil olarak görüntülenen hücreler apoptotik hücre olarak değerlendirerek 

TUNEL pozitif hücrelerin sayımı yapıldı. Apoptotik indeksi hesaplandı (Zhang, 2015). 

Apopitotik İndeks (AI) : Pozitif hücreler X 100/Total Hücre sayısı (Zhang, 2015) 

 
 
3.7. İstatistiksel Analiz 

 
Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS statisticd 25 software (Amork, NY: IBM Corp.)) 

paket programıyla analiz edildi. Sürekli değişkenler ortalama ± standart sapma ve 

kategorik değişkenler sayı ve yüzde olarak verildi. Bağımsız grup incelemelerinde 

Mann Whitney U testi ve Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanıldı. Bağımsız grup 

incelemelerinde; Parametrik test varsayımları sağlandığında Tek Yönlü Varyans Analizi 

(ANOVA, post hoc: Tukey testi) kullanıldı. Tüm analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi (Zhang 2015). 
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4. BULGULAR 
 
 
4.1. Kök Hücre Karakterizasyonu 
 

Pamukkale Üniversitesi Bilimsel araştırma Projeleri Koordinasyonu Birimi 

tarafından desteklenen 2019HZDP020 numaralı ‘Siklofosdomide Bağlı Oluşan 

Ovaryum Hasarında Yağ Dokudan Elde Edilen Mezenkimal Kök Hücre Tedavisinin 

Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ve Phosphorylated Mammalian Target of 

Rapamycin (p-mTOR) Ekspresyonuna Etkisi’ başlıklı projeden elde edilen Mezenkimal 

Kök Hücreler akım sitometri analizi kullanılarak kök hücre yüzey belirteci olarak CD29, 

CD90, CD44, CD45, CD54, CD71, CD106 yönlerinden incelendi. Buradan alınan 

sonuçlara göre CD29 (%87,13), CD90 (%91,41), CD54 (%91,11) yüzey belirteçlerinin 

yüksek titrede olması ve CD45 (%0,63), CD71 (%26,83), CD106 (%7,99) yüzey 

belirteçlerinin düşük bulunmasıyla mezenkimal kök hücre olduğu gösterilmiştir (Şekil 

4.1). 

 
Yapılan farklılaşma deneyleri sonucunda kök hücrelerin adipojenik, kondrojenik 

ve osteojenik farklılaştığı gösterilerek, elde ettiğimiz hücrelerin mezenkimal kök hücre 

olduğu flow sitometri analizi sonuçlarına destek olarak ispatlanmıştır ( Şekil 4.2 ).  
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Şekil 4.1 Mezenkimal kök hücrelerin flow sitometri sonuçları. CD29, CD90, CD44 ekspresyonu 
sırasıyla 87,13%, 91,41%, 91,11% pozitif, CD45 ve CD106 ekspresyonu sırasıyla 0,63% ve 
7,99% pozitiftir. 

 
 

 
 
Şekil 4.2 ADMKH’nin üçüncü pasajda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik dokuya farklaşması.  
ADMKH’nin çözüldükten sonraki görüntüsü (ok) (A), adipojenik farklılaşma (ok) (B), kondrojenik 
farklılaşma (ok) (C) ve osteojenik farklılaşma (ok) (D). X20, inverted mikroskop. 

 
 
4.2. Grupların Kan BUN ve Kreatinin Değerlerinin Karşılaştırılması 

 
Grupların 3. Gün kan kreatinin düzeyleri karşılaştırıldığında, K grubununa göre 

bütün grupların kreatinin düzeyinin arttığı saptandı. Bu artış IR grubunda ve IR+KH+M 

grubunda anlamlı olarak fazlaydı (p<0,05). Tedavi grubunda hem 3. gündeki hem de 

14. gündeki kan kreatinin düzeyleri IR grubuna göre düşük saptansa da istatistiksel 

olarak anlamlı değildi (p>0,05). Kreatinin düzeyleri IR+KH+M grubunda 14. günde 3. 

güne göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma saptandı. IR+KH+M grubunda 3. gün 
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kreatinin düzeyi 41,95 ± 2,1 iken 14. günde 30,09 ± 8,57 ye düştü. (Şekil 4.3)       

(Tablo 4.1) 

 

 
 
Şekil 4.3 Grupların kan kreatinin düzeylerinin karşılaştırmalı grafiksel analizi 

 
 

BUN düzeyleri 3. günde M ve IR+KH+M gruplarında K grubuna göre anlamlı 

olarak daha yüksek bulundu. M ve IR+KH+M gruplarının BUN düzeyleri 3. günde IR 

grubunda yüksekti ama istatistiksel olarak anlamlı değildi. 14. gündeki değerler 

karşılaştırıldığında IR grubunda BUN düzeyleri yine aynı değerlerde olmasına rağmen, 

M ve IR+KH+M gruplarında anlamlı olarak düştüğü saptandı. 14. gün kan BUN 

düzeyleri K ve S grubunda IR grubuna göre anlamlı olarak düşüktü. (Şekil 4.4)     

(Tablo 4.1) 
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Şekil 4.4 Grupların kan BUN düzeylerinin karşılaştırmalı grafiksel analizi 

 
 
Tablo 4.1 Grupların kan kreatinin ve BUN sonuçları 
 

  K S IR M IR+KH IR+KH+M 
Gruplar arası 

p 

Kreatinin 

(umol/L) 

3. gün 22.67 ± 0 34,73 ± 1,37 44,23 ± 5,42 33,78 ± 2,61 36.24 ± 0 41,95 ± 2,1 0.001* 

14. gün 21.60 ± 0 34,44 ± 2,99 36,54 ± 5,82 34,29 ± 4,67 37,37 ± 5,49 30,09 ± 8,57 0.051 

 
p - 1 0.114 1 - 0.029* 

 

BUN 

(mmol/L) 

3. gün 11.09 ± 0 17,35 ± 4,04 21,77 ± 4,99 34,86 ± 9,39 19,97 ± 0,8 30,59 ± 6,43 0.003* 

14.gün 11.09 ± 0 16,39 ± 1,26 20,06 ± 1,67 18,15 ± 0,85 15,03 ± 6,2 20,93 ± 1,69 0.004* 

 
p - 0.886 0.686 0.029* 0.057 0.029* 

 

 
 
4.3. Histolojik Değerlendirme 

 
K grubunda böbrek kesitlerinde tüm histolojik yapıların korunduğu görüldü. 

Glomerüller ve tübül yapıları normal görünümündeydi. Masson Trikrom boyama 

sonucunda glomerüler ve tübül yapılarında herhangi bir nekrotik değişiklik gözlenmedi. 

(Şekil 4.5) (Şekil 4.6) 

 
S 3. gün grubunda glomerül yapıları, proksimal, distal ve toplayıcı tübüller 

olağan görünümünde görüldü. Yer yer kanama alanları mevcuttu. Masson Trikrom 

boyanması K grubuyla uyumlu bir şekilde glomerül ve tübüllerde nekrotik boyanmaya 

rastlanmadı. S 14. gün grubunda glomerüler yapılar sağlam olarak görülmekle birlikte 

bazı tübüllerde dilatasyon saptandı. Ama genel olarak glomerül ve tübül yapıları hem 
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H&E hem de Masson Trikrom boyama sonuçlarının K grubuyla uyumlu olduğu görüldü. 

(Şekil 4.5) (Şekil 4.6) 

 
IR grubunda 3. gün H&E boyanan kesitlerde bazı glomerüler yapılar sağlam 

görülürken glomerüllerin bazılarında bowman boşluğunda genişleme, glomerüler 

yapılarda kayıp gözlendi. Korteks ve medulladaki tübüllerde dilatasyon, bazı tübüllerde 

cast formasyon dikkat çekiciydi. IR grubunda 14. gün sakrifiye edilen sıçanların 

böbreklerinde tübüler hasarın daha da arttığı gözlendi. Bowman boşluğundaki 

genişleme, bazı glomerüllerde yapının tamamen bozulduğu görülmüştür. 3. Gün 

böbreklerde glomerüllerde fibrotik değişiklikler görülürken, 14. gün böbreklerde 

glomerüllerdeki fibrozise ek olarak, damar çevresinde, tübüllerde ve özellikle 

medulladaki tübüllerdeki fibrozis dikkat çekiciydi. (Şekil 4.5) (Şekil 4.6) 

 
IR+M 3. gün grubunda bazı glomerüllerde bowman boşluğunda genişleme 

görülmesine rağmen genel olarak glomerül yapıları sağlamdı. Proksimal tübüllerde 

sağlam olanlarla birlikte dilate tübüller de görüldü. Yer yer tübül içi ve tübüller arası 

kanama alanları mevcuttu. Bazı tübüllerde tübül lümenine hücre dökülmesiyle birlikte, 

tübül lümeninde eozinofilik bir sıvı olduğu saptandı. Masson Trikrom sonuçlarında 3. 

gün grubunda fibrotik değişiklikler görülmedi. M verilen 14. gün grubunda ise 

glomerüllerde bowman boşluğunun düzeldiği, dilate tübüllerin 3. gündekilere nazaran  

azaldığı dikkati çekti. Masson Trikrom boyamada fibrotik değişiklikler bazı damar ve 

glomerül çevresinde sınırlı alanlarda saptandı. (Şekil 4.5) (Şekil 4.6) 

 
IR+KH 3. gün grubunda bazı alanlarda glomerüllerde ve damar dışında kanama 

alanları olmakla birlikte kortekste proksimal tübüllerde düzelme olduğu görüldü. Böbrek 

tübül lümenine hücresel dökülmeler medulladaki bazı tübüllerde devam ederken 

kortekste azaldığı dikkati çekti. Masson Trikrom boyamada glomerül ve çevresinde 

fibrostik değişiklikler saptandı. KH 14. gün grubunda glomerüllerde proksimal tübüllerde 

düzelmeler belirginken bu tübüllerde dilatasyon hala devam etmekteydi. Masson 

Trikrom boyamada bazı glomerüllerde fibrotik değişiklikler görülmezken, tübüller arası 

fibrotik değişiklikler M grubundan daha fazlaydı. (Şekil 4.5) (Şekil 4.6) 

 
IR+KH+M 3. gün grubunda bazı glomerüller yapısal bütünlüğünü kaybetmişken 

bazı glomerüller normal yapıda görülmekteydi. Tübüllerin bazılarında hücresel 

dökülmeler ve dilatasyon görülürken bazı tübüllerde özellikle proksimal tübüllerde 

düzelme dikkati çekti. Masson Trikrom boyamada dilate tübüllerin olduğu ve glomerül 

yapısının bozulduğu alanlarda fibrotik değişiklikler görüldü. KH+M grubunda 3. günde 

saptanan değişiklikler 14. günde daha belirgindi. Yer yer dilate tübüller görülse de 
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glomerül, tübül yapıları K ve S grubundaki gibi normaldi. Fakat Masson Trikrom 

boyamada bazı glomerüllerde damar çevresinde ve tübül çevrelerinde fibrotik 

değişiklikler gözlendi. (Şekil 4.5) (Şekil 4.6) 

 

 
Şekil 4.5 3. gün sakrifiye edilen grupların H&E ve Masson Trikrom boyanma görüntüleri.  
(Hiçbir işlem yapılmayıp 3. Günde sakrifiye edilen K grubu (A1: H&E görüntüsü 20X büyütme, 
A2:H&E görüntüsü 40X büyütme, A3: Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, A4: Masson 
Trikrom görüntüsü 40X büyütme). Sağ nefrektomi yapılıp 3. günde sakrifiye edilen Sham grubu  
(B1: H&E görüntüsü 20X büyütme, B2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  B3: Masson Trikrom 
görüntüsü 20X büyütme, B4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR yapılıp 3. günde 
sakrifiye edilen IR grubu (C1: H&E görüntüsü 20X büyütme, C2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  
C3: Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, C4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR 
yapıldıktan sonra 3. günde sakrifiye edilen M grubu (D1: H&E görüntüsü 20X büyütme, D2: H&E 
görüntüsü 40X büyütme,  D3: Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, D4: Masson Trikrom 
görüntüsü 40X büyütme). IR yapıldıktan sonra kök hücre uygulanıp 3. günde sakrifiye edilen IR 
+ KH grubu (E1: H&E görüntüsü 20X büyütme, E2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  E3: Masson 
Trikrom görüntüsü 20X büyütme, E4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR yapıldıktan 
sonra kök hücre ve melatonin uygulanıp 3. günde sakrifiye edilen IR + KH + M grubu (F1: H&E 
görüntüsü 20X büyütme, F2: H&E görüntüsü  40X büyütme,  F3: Masson Trikrom görüntüsü  
20X büyütme, F4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme) Glomerül (GL), Tübül (T)). 
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Şekil 4.6 14. gün sakrifiye edilen grupların H&E ve Masson Trikrom boyanma görüntüleri.  
(Hiçbir işlem yapılmayıp 14. Günde sakrifiye edilen K grubu (A1: H&E görüntüsü 20X büyütme, 
A2:H&E görüntüsü 40X büyütme, A3: Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, A4: Masson 
Trikrom görüntüsü 40X büyütme). Sağ nefrektomi yapılıp 14. günde sakrifiye edilen S grubu  
(B1: H&E görüntüsü 20X büyütme, B2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  B3: Masson Trikrom 
görüntüsü 20X büyütme, B4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR yapılıp 14. günde 
sakrifiye edilen IR grubu (C1: H&E görüntüsü 20X büyütme, C2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  
C3: Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, C4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR 
yapıldıktan sonra 14. günde sakrifiye edilen M grubu (D1: H&E görüntüsü 20X büyütme, D2: 
H&E görüntüsü 40X büyütme,  D3: Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, D4: Masson 
Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR yapıldıktan sonra kök hücre uygulanıp 14. günde sakrifiye 
edilen IR + KH grubu (E1: H&E görüntüsü 20X büyütme, E2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  E3: 
Masson Trikrom görüntüsü 20X büyütme, E4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme). IR 
yapıldıktan sonra kök hücre ve melatonin uygulanıp 14. günde sakrifiye edilen IR + KH + M 
grubu (F1: H&E görüntüsü 20X büyütme, F2: H&E görüntüsü 40X büyütme,  F3: Masson 
Trikrom görüntüsü 20X büyütme, F4: Masson Trikrom görüntüsü 40X büyütme) Glomerül (GL), 
Tübül (T)). 
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Yapılan histolojik skorlamada grupların 3. günleri değerlendirildiğinde IR grubu 

histolojik olarak K ve S grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptandı (p<0,05). 14. 

gündeki histolojik skorlamayı değerlendirdiğimizde IR yapıları ve sadece KH verilen 

gruptaki yükselme dikkat çekiciydi. IR+KH grubu K grubuna göre anlamlı olarak daha 

yüksek saptandı (p<0,05). İstatistiksel olarak anlamlı olmasa da tedavi gruplarında IR 

grubuna göre histolojik skorlama düşüktü. 3. ve 14. günleri kendi aralarında 

karşılaştırdığımızda IR+KH+M grubu 14. günde histolojik skorlama anlamlı olarak 

düşük bulundu. (Şekil 4.7) 

 

 
 
Şekil 4.7 Grupların histolojik olarak skorlamasının karşılaştırılması 

 
 
4.4. İmmünohistokimyasal Bulgular 
 

Kontrol grubunda Kaspaz-3 glomerül hücrelerinde hem pozitif, hem de negatif 

ekspresyon gösterdi.  Tübül hücrelerinde ve damar endotelinde de reaksiyonun zayıf 

pozitif olduğu belirlendi. Bax ekspresyonu glomerül paryetel epitelinde yer yer zayıf, yer 

yer kuvvetli pozitif reaksiyon gösterirken, tübüllerde ve damar endotelinde boyanma 

negatifti. Bcl-2 glomerül paryetal epitelinde kuvvetli pozitif tübüllerde orta derecede 

ekspresyon gösterdi. (Şekil 4.8) (Şekil 4.10). 
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S 3. gün grubunda Kaspaz-3 glomerüllerde paryetel epitelde kuvvetli pozitif, 

tübül hücrelerinde ise negatif reaksiyon gösterdi. Tübüllerin çoğu negatif olarak 

izlenirken bir bölümünde pozitif reaksiyon dikkati çekti. Bax ekspresyonu tüm yapılarda 

negatif olarak izlendi. Bcl-2 ekspresyonu tübüllerin çoğunda, glomerüler hücrelerde ve 

damar endotelinde kuvvetli pozitifti. (Şekil 4.8). S 14. gün grubunda Kaspaz-3 

reaksiyonu bu grupta tübüllerde ve damar endotelinde pozitif eksprese olurken 

glomerüllerde negatif ekspresyon gözlendi. Bax glomerül hücrelerinde ve tübüllerde 

zayıf ekspresyonda izlendi. Bcl-2 bu grupta glomerülde negatif eksprese olurken, 

tübüllerde ve damar endotelinde kuvvetli pozitifti. (Şekil 4.10). 

 
IR 3. gün grubunda Kaspaz-3 glomerül paryetel epitelinde, tübüllerde ve damar 

endotelinde kuvvetli reaksiyon gösterdi. Bununla birlikte glomerülde hücrelerin 

çoğunluğu negatifti. Bu grupta Bax ekspresyon tüm yapılarda zayıf pozitif ekspresyon 

gösterdi.  Bcl-2 ekspresyonu glomerüllerin ve tübüllerin çoğunda negatif izlenmesine 

karşın bazı tübüllerde zayıf pozitif boyanma dikkati çekti. (Şekil 4.8). IR 14. gün 

grubunda Kaspaz-3 ve Bax glomerüllerde, tübüllerde ve endotelde kuvvetli ekspresyon 

gösterdi. Bcl-2 ekspresyonu ise Bax ve Kaspaz-3’ ten farklı olarak tüm yapılarda 

negatifti. (Şekil 4.10). 

 
IR+M 3. gün grubunda Kaspaz-3 glomerüllerde pozitif tübüllerde zayıf, endotelde 

ise kuvvetli pozitif derecede ekspresyon gösterdi. Bax tüm yapılarda negatifti bununla 

birlikte bazı tübüllerin lümeni pozitif reaksiyon gösteren salgı ile dolu olarak izlendi. Bcl-

2 glomerül hücrelerinde kuvvetli derecede, tübüllerde ve endotelde ise orta derecede 

pozitifti. (Şekil 4.8). IR+M 14. günde Kaspaz-3 reaksiyonu glomerüllerde negatifken 

tübüllerin bir bölümünde ve endotelde zayıf pozitif boyanma gösterdi. Bu grupta Bax 

reaksiyonu glomerülde ve endotelde negatifken tübüllerde reaksiyon zayıf pozitif olarak 

izlendi. Bcl-2 ekspresyonu glomerüllerde, tübüllerde ve endotelde ise kuvvetli pozitifti. 

(Şekil 4.10). 

 
IR+KH 3. gün grubunda Kaspaz-3 ekspresyonu glomerülde orta derecede 

tübüllerde ise zayıf ekpresyon göstermiştir. Bax ekspresyonu glomerüler hücrelerinde 

ve tübüllerde negatifti. Bcl-2 ekspresyonun ise glomerülerde ve tübüllerde kuvvetli 

pozitif olarak reaksiyon gösterdiği dikkati çekti. (Şekil 4.8). IR+KH 14. gün grubunda 

Kaspaz-3 glomerülde ve tübüllerde zayıf ekspresyon gösterdi. Bax ekspresyonu bu 

grupta tüm yapılarda negatifti. Bcl-2 glomerüllerde, tübüllerde ve damar endotelinde 

kuvvetli pozitif reaksiyon gösterdi. (Şekil 4.10). 
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IR+KH+M 3. gün grubunda Kaspaz-3 glomerüllerde orta derece pozitif 

reaksiyon gösterirken tübüllerde reaksiyon negatifti. Endotel hücrelerinin ise kuvvetli 

pozitif reaksiyon gösterdiği belirlendi. Bu grupta Bax glomerüllerde ve tübüllerde zayıf 

pozitifti. Bcl-2 ekspresyonu glomerüllerde, tübüllerde ve damar endotelinde kuvvetli 

pozitifti. (Şekil 4.8). IR+KH+M 14. gün grubunda Kaspaz-3 glomerüle rhücrelerinde, 

tübüllerde zayıf pozitif ekspresyon gösterdi. Bax ekspresyonu tüm yapılarda çok zayıf 

pozitif olarak izlendi. Bcl-2 ekspresyonu glomerül hücrelerinde ve tübüllerde kuvvetli 

pozitif reaksiyon gösterdi. (Şekil 4.10). 

 
Semikantitatif H skoru analizinde 3. Günde IR grubunda Kaspaz-3 ekspresyonu 

diğer gruplara göre anlamlı olarak yüksekken Bcl-2 ekspresyonu anlamlı olarak düşük 

bulundu (p<0.05). Tedavi gruplarında Kaspaz-3 salınımı azalıp Bcl-2 salınımı 

artmasına rağmen gruplar arasında anlamlı bir farklılık saptanmadı (p>0.05). 3. günde 

Bax ekspresyonunda gruplar arasında anlamlı bir farklılık bulunmadı (p>0.05). 

(Şekil4.9) (Tablo4.2). 14. gün Kaspaz-3 ve Bax ekspresyonunun IR grubunda diğer 

gruplara göre anlamlı olarak arttığı, Bcl-2 ekspresyonunun anlamlı olarak azaldığı 

saptandı (p<0,05). Diğer gruplar arasında anlamlı bir farklılık yoktu. (Şekil4.11) 

(Tablo4.3) 
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Şekil 4.8 3. günde sakrifiye edilen grupların immünohistokimyasal görüntüleri  
(Sağ nefrektomi yapılıp 3. günde sakrifiye edilen S grubu. IR yapılıp 3. günde sakrifiye edilen IR 
grubu. IR yapıldıktan sonra 3. günde sakrifiye edilen KH grubu. IR yapıldıktan sonra kök hücre 
uygulanıp 3. günde sakrifiye edilen IR+KH grubu. IR yapıldıktan sonra kök hücre ve melatonin 
uygulanıp 3. günde sakrifiye edilen IR+KH+M grubu. IR yapıldıktan sonra melatonin uygulanıp 
3. günde sakrifiye edilen IR+M gurubu. Gruplardan alınan böbrek kesitlerinde Kaspaz-3, Bax ve 
Bcl-2 ekspresyonu. Glomerül (GL), Tübül (T), Damar (D). İmmünoperoksidaz X400, Bar 50µm.) 
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Şekil 4.9 3. gün gruplarından alınan böbrek dokusunda Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 eksprese eden 
hücrelerin H-Skoru analizi 

 
 
Tablo 4.2 3. gün gruplarından alınan böbrek dokusundaki Kaspaz-3, Bax ve Bcl-2 
ekspresyonunun H-skor analizi sonuçları. İstatistiksel olarak anlamlılık: ***p<0,05 

 

3. Gün Kaspaz-3 Bax Bcl-2 

 Ortalama±Standart 
sapma   

Ortalama±Standart 
sapma   

Ortalama±Standart 
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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kaspaz-3 Bcl-2 Bax  
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Şekil 4.10 14. Günde sakrifiye edilen grupların immünohistokimyasal görüntüleri. 
(Sağ nefrektomi yapılıp 14. günde sakrifiye edilen S grubu. IR yapılıp 14. günde sakrifiye edilen 
IR grubu. IR yapıldıktan sonra 14. günde sakrifiye edilen KH grubu. IR yapıldıktan sonra kök 
hücre uygulanıp 14. günde sakrifiye edilen IR+KH grubu. IR yapıldıktan sonra kök hücre ve 
melatonin uygulanıp 14. günde sakrifiye edilen IR +KH+M grubu. IR yapıldıktan sonra melatonin 
uygulanıp 14. günde sakrifiye edilen IR+M gurubu. Gruplardan alınan böbrek kesitlerinde 
kaspaz-3, Bax ve Bcl-2 ekspresyonu. Glomerül (GL), Tübül (T), Damar (D). İmmünoperoksidaz 
X400, Bar 50µm.) 
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Şekil 4.11 14. gün gruplarından alınan böbrek dokusunda Kaspaz-3, Bax, Bcl-2 eksprese eden 
hücrelerin H-Skoru analizi 

 
 
Tablo 4.3 14. gün gruplarından alınan böbrek dokusunda Kaspaz-3, Bax ve Bcl-2 
ekspresyonunun H-skor analizi sonuçları İstatistiksel olarak anlamlılık: ***p<0,05 

 

14. Gün Kaspaz-3 Bax Bcl-2 

 Ortalama±Standart 
sapma   

Ortalama±Standart 
sapma   

Ortalama±Standart 
sapma   

S 91,66±9,28 37,33±5,31 114,15±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 93,55±6,22 46,50±6,44 295,83±5,94 

Kaspaz-3 Bax Bcl-2  
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4.5. TUNEL Bulguları 
 

Grupların 3. ve 14. gündeki hesaplanan apoptotik indekslerini 

karşılaştırdığımızda IR grubunda K ve S grubuna göre anlamlı yükseklik saptandı. 

Apoptotik hücre artışı glomerüler yapılarda daha belirgindi. İlginç bir şekilde histolojik 

skorlama IR+KH+M grubunda 14. günde anlamlı olarak azalırken, TUNEL(+) hücrelerin 

anlamlı olarak artması dikkat çekiciydi (p<0,05). (Tablo 4.4) (Şekil 4.12) (Şekil 4.13) 

 
 
Tablo 4.4 Grupların histolojik skorlama ve TUNEL değerlendirme sonuçları 

 

  K S IR M IR+KH IR+KH+M  
Gruplar arası 

p 

Histolojik 

Skor 

3. gün 0.3 ± 0 1 ± 0,24 3,83 ± 0,97 1,98 ± 0,85 2.4 ± 0 2,6 ± 0,78 0.002* 

14. gün 0.3 ± 0 0,75 ± 0,26 4,28 ± 0,34 1,6 ± 0,22 2,8 ± 0,2 1,2 ± 0,16 0.001* 

  p - 0.2 0.886 0.886 - 0.029*   

TUNEL 

(Aİ) 

3. gün 2.92 ± 0 8,35 ± 2,11 29,77 ± 4,26 13,63±3,72 10.24 ± 0 10,69± 2,27 0.002* 

14. gün 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* 

  p - 0.029* 0.114 0.229 - 0.029*   
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Şekil 4.12 3. ve 14. günde sakrifiye edilen deney gruplarının TUNEL boyama görüntüleri (40X 
büyütme) 
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Şekil 4.13 3. ve 14. günde sakrifiye edilen deney gruplarının apoptotik indeks sonuçlarının 
karşılaştırılması.  
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5. TARTIŞMA 

 
 
Bizim çalışmamızda verilen tedaviler istatistiksel olarak anlamlı olmasa da kan 

kreatinin ve BUN düzeylerini düşürmüştür. Grupların 3. gündeki histopatolojik 

görüntülerinda K ve S grubu kadar iyi olmasa da IR grubuna göre belirgin bir düzelme 

vardı. Fakat 14. gündeki histolojik düzelme deney gruplarında oldukça belirgindir. IR 

grubunda 3. ve 14. günlerde TUNEL pozitif hücre ve Kaspaz-3 ve Bax ekspresyonu 

artarken, Bcl-2 ekspresyonunun gözlenmemesi iskeminin apopitotik yolağı tetiklediğini 

göstermiştir. Bütün tedavi gruplarında ve özellikle 14. günde olmak üzere apopitotik 

gen ekspresyonunu ve apopitotik indeksi düşürmesi tedavinin etkin olduğunu 

göstermektedir.  

 

Akut iskeminin ortaya çıkmasından sonra, renal perfüzyonun restorasyonu, 

süperoksit, hidrojen peroksit (HOOH) ve hidroksil (OH) radikali dahil olmak üzere 

proinflamatuar sitokinlerin ve ROS üretimini tetikleyen vasküler endotel hücrelerini hızla 

aktive eder. Akut böbrek hasarında iskemi reperfüzyonu takiben, kusurlu antioksidan 

süreçler, endojen antioksidanların tükenmesine ve redoks tarafından düzenlenen 

enzimlerin aktivitesinin azalmasına neden olarak hücre içi ROS birikimini şiddetlendirir. 

Azaltılmış antioksidan kapasite ile ilişkili bu artan ROS üretimi, bir oksidatif stres 

durumuna yol açar (Lee vd 2019). Sonuçta mitokondriyal hasar, ATP'nin tükenmesi, 

artan lipid peroksidasyonu ve hücre ölüm yollarının aktivasyonu ile sonuçlanır. ROS'un 

diğer bir zararlı etkisi, hücre zarı proteinlerinin oksidatif modifikasyonudur; bu, iyon ve 

besin taşınmasını, enerji metabolizmasını ve hücresel homeostaz için gerekli olan 

organel fonksiyonunu bozar. Ayrıca, NF-kB'nin ROS aracılı aktivasyonu, böbrek 

fonksiyonu üzerinde zararlı bir etkisi olan tübül epitel hücre apoptozunu ve böbrek 

fibrozunu tetikleyerek sistemik inflamasyonu şiddetlendirmeye devam eder (Lee vd 

2019). 

 

İskemi, tübül hücrelerinde NO (nitrik oksit) sentazı aktifler. Daha sonra oluşan 

ROS proteinlerinin aktivastonu, lipit peroksidasyonu, DNA hasarı, apoptozisin 

indükasyonu yolu ile renal tübül hücrelerinin hasarına neden olur. Melatonin akut 

böbrek yetmezliğinde antiinflamatuardır, antioksidandır ve endoplazmik retikulum 

stresini azaltır. Shi ve ark. diyabetik sıçanlarda melatoninin IR üzerindeki etkisine 

bakmışlar. 4 hafta boyunca melatonin verdikleri diyabetik ve nondiyabetik sıçanlarda IR 
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oluşturmuşlar ve melatoninin diyabette oksidatif hasarı ve apoptozisi hafiflettiğini 

bulmuşlardır (Shi vd 2019). 

 

Ahmediasl ve ark.’nın yaptığı çalışmada tek taraflı nefrektomi ve sonrasında 

renal iskemi reperfüzyon oluşturdukları sıçanlara, iskemi öncesi 10 mg/kg melatonin ve 

5000 U/kg eritropoietin verilip, 24 saat sonra sakrifiye etmişler. Serum üre seviyeleri 

melatonin verilen grupta anlamlı olarak azalmış. MDA seviyesi anlamlı olarak diğer 

gruplara göre düşük saptanmıştır. Melatonin uygulanması histopatolojik anormallikleri 

azaltmıştır (Ahmediasl vd 2014) Melatoninle tedavi edilmiş akut pankreatikli 

hayvanlarda pankreas iltihabında, amilaz, lipaz ve inflamatuar öncüllerinden olan 

sitokinlerin seviyelerinde azalma olduğu, inflamatuarı önleyen interlökinlerin 

seviyelerinde artış olduğu tespit edilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada ise melatonin 

bir başka antioksidan etkisi ise miyeloperoksidaz seviyesini azaltması, kan akışını 

düzenlemesi, prostaglandin seviyesinde azalma, apoptoz ve nekrozu kontrol altına 

alması olarak gözlemlenmiştir (Carrasco vd 2013). Başka bir çalışmada  peroksil 

radikalinin neden olduğu hasara karşı melatoninin doz miktarına bağlı olarak 

reperfüzyon sırasında koruyucu etki gösterdiğini gözlemlenmiştir (Dobsak vd 2003). 

 

Melatoninin in vitro olarak uygulanmasında, histon deasetilaz sinyalinin 

hedeflenmesiyle A549 ve PC9 akciğer adenokarsinom hücrelerini baskıladığını ve 

apoptoz molekülleri olan PUMA ve Bax moleküllerinin reseptör miktarında artışa; 

proliferasyonla ilgili olan, antiapoptoz molekülü Bcl-2 reseptörlerinde azalmaya neden 

olduğu ve kansere karşı etki gösterdiği gözlemlenmiştir (Fan vd 2015). 

 

Li ve arkadaşları böbreklerde çift taraflı tıkanıklığın yol açtığı sorunların 

melatonin tedavisi ile giderilmesine yönelik çalışma yapmışlar. 60 adet Sprgue-Dawley 

(SD) erkek sıçanları her biri 20 sıçandan oluşan 3 gruba ayırmışlar ve  bu grupları 

yapacakları uygulamalara göre kontrol grubu olarak kullanacakları sham, bilateral 

üreter obstrüksiyon (BUO) ve BUO+Melatonin olacak şekilde 3 ayrı gruba her grubu da 

kendi içinde 2 alt gruba ayırmış. BUO-R+melatonin  grubuna BUO başlangıcında 

melatonin 20 mg/kg ve 50 mg/kg 6 saat sonra, serbest bırakıldıktan sonra 50 mg/kg ve 

2 gün boyunca günlük olarak verilmiştir. BUO'dan 24 saat sonra, sıçanlar, kontrol 

sıçanlarına kıyasla plazma üre ve kreatinin düzeylerini önemli ölçüde arttığını 

saptamışlardır.  Melatoninin yararlı mekanizmalarının BUO ve BUO-R sıçanlarında 

böbrek fonksiyonunun bozulması sonucu renal AQP -1, -2, -3 ekspresyonunun 

baskılanmasına bağlı olarak inflamatuar infiltrasyon ve sitokinlerin salgılanmasını 

büyük ölçüde inhibe ettiğini, obstrüksiyondan sonra böbrek ultrastrüktürel bütünlüğünü 
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korumasını sağladığı görülmüş. Melatonin tedavisinin renal hemodinamik düzenleme, 

renal yapı ve tübüler fonksiyon bütünlüğünü koruma sağladığını, BUO'nun 

salınmasından önce ve sonra potansiyel olarak koruyucu bir rol üstlendiğini 

göstermişler (Li vd 2019). 

 

Chen ve ark. 2019 renal IR sıçanlarında melatonin ve poricoic acid A (PAA)nin 

etkisine bakmışlar. Yapılan incelemeler sonucunda IRI sıçanları sham grubu ile 

karşılaştırıldığında a-SMA (alfa düz kas aktin) kollagen I ve fibronektin ekspresyonu 

artmış 14. günden sonra IRI grubunda belirgin interstisyel fibrozis görülmüş. IRI 

grubuna göre melatonin ve PAA ile tedavi gruplarında a-SMA kollagen I ve fibronektinin 

azaldığı; hem melatonin hem PAA  inhibitör etki göstermiş ve buna ek olarak M+ PAA 

kombinasyonunda ise daha etkili sonuç alınmış ve bu etkiyi de fibrozisi engelleyerek 

yaptığını gözlemlemişler (Chen ve ark. 2019). 

 

Panah ve ark.  yaptığı çalışmada 18 yaş üstü böbrek nakli yapılan hastalarda 

oral melatoninin inflamatuar ve oksidatif stres faktörleri, böbrek fonksiyon 

biyobelirteçleri ve Klotho gen/protein ekspresyonu üzerindeki etkilerini 

değerlendirmişler. Kontrol grubu IR+plasebo, işlem yapılan grup IR+M olarak 

isimlendirilmiş. Kontrol ve işlem grubunda transplantasyondan 24 saat önce serumda 

kreatinin ve üre miktarlarının, Plazma melatonin, TNF-α ve nötrofil jelatinaz ile ilişkili 

lipokalin (NGAL) seviyeleri malondialdehit (MDA) seviyesi,  tam kan hücrelerinden 

Klotho mRNA ölçümü ve Klotho Western blot analizi yapılması adına kan örnekleri 

alınmış kan alımına ek olarak taburcu olana kadar (25 gün)  işlem grubuna oral olarak 

melatonin,  kontrol grubuna da aynı şekil ve renkte plasebo verilmiş, taburcu olurken 

tekrar kan örnekleri alınmıştır.  Melatonin verilen grupta plasebo grubuna göre BUN, 

Cr, özellikle NGAL'nin, TNF-α seviyesinin ve lipid peroksidasyonun azaldığı 

görülmüştür. Melatoninin anti-inflamatuar ve anti-stres özellikleri belirginken, Klotho 

protein ekspresyonunu etkilerinden farklı olduğu gözlenmiş. Genel olarak bu 

çalışmanın sonuçları melatoninin IR kaynaklı böbrek hasarı üzerinde koruyucu bir 

etkiye sahip olduğunu göstermiştir (Panah vd 2019). Santos ve ark.’nın 2018 de 

Peristan kaynaklı lupus farelerinde oral yoldan 6 ay alınan melatoninle lupus nefrit 

böbrek hasarını iyileştirmeye yönelik bir çalışma yapmışlar. Bu farelerde Bax 

ekspresyonu, çok zayıf renal Bax ekspresyonu gösteren kontrol farelerine göre renal 

tübüler epitel hücrelerinde ve glomerüler mezanjiyal hücrelerde orta derecede 

yükselmiştir. Araştırıcılar Melatoninin tedavisi sonucunda Bax ekspresyonun azaldığını 

saptamışlardır (Santos vd 2018). 
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 Bizim çalışmamızda M tedavisi hem 3. gün hem de 14. günde sakrifiye edilen 

sıçanlarda böbrek histolojik görüntüsününün düzelmesine katkı sağlamıştır. Fibrotik 

değişikliklerin bazı damar ve glomerül çevresinde sınırlı kaldığı saptanmıştır. Kaspaz-3 

ve Bax ekspresyonunun IR gruplarına göre azalması ve Bcl-2‘nin artması diğer 

çalışmalarla uyumluluk göstermektedir. TUNEL pozitif hücrelerin IR grubuna göre, 

özellikle 14. gün sakrifiye edilen grupta azalması bize melatoninin apopitotik yolakta 

etkili olduğunu düşündürttü. 

 
MKH’ler konakçı organların hücre fenotipini üretme, doku onarımı ve 

rejenerasyonu, iyileştirme konusundaki doğal kapasitesi nedeniyle akut böbrek 

hasarında etkili tedavi olarak kullanılabilir. Hasarlı doku içerisindeki daha fazla MKH, 

MKH tedavilerinin pozitif etkilerini daha da arttırır. Fakat bu enjekte edilen MKH’lerin en 

büyük engel, mikroortamın negatif etkisi nedeniyle daha yüksek erken ölüm oranıdır. 

Oksidatif hasar, hipoksinin indüklediği apoptozu, erken iltihap oluşumu MKH’nin enjekte 

edildiği yerde erken ölümüne neden olur (Alzahrani 2019). 

 
Xie ve ark ‘nın 2019 da Klotho da transfekte edilmiş kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerin renal iskemi reperfüzyon hasarına karşı etkisi üzerine 

yaptıkları çalışmada 10 haftalık SD sıçanlara sağ nefrektomi, sol iskemi reperfüzyon 

yapılarak gruplar oluşturulmuş. Tedavi gruplarında IR grubuna göre serum kreatininde 

anlamlı azalma, böbrek doku MDA düzeylerinde azalma, histolojik yapıda düzelme ve 

apoptotik hücre sayısında azalma saptanmıştır. En belirgin azalma Klotho gen 

transfeksiyonu yapılan grupta saptanmıştır (Xie vd 2019). 

 
Chen ve ark. yaptığı çalışamada bilateral iskemi reperfüzyon hasarı 

oluşturduları böbrek dokusuna otolog olarak hazırladıkları adipoz kaynaklı mezenkimal 

kök hücreleri lokal olarak uygulamışlar. Yapılan çalışmada sonuç olarak adipoz 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin böbrek BUN ve kreatinin düzeylerini renal iskemi 

reperfüzyon hasarı yapılan gruba göre düzelttiğini, inflamatuar, oksidatif stres ve 

apoptatik biyomarkerların kök hücre verilen grupta daha düşük, anti-inflamatuar, anti-

oksidatif ve anti-apoptatik markerların anlamlı olarak daha yüksek olduğunu 

saptamışlar. Adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin renal iskemi reperfüzyon 

hasarını, oksidatif stresi ve inflamatuar yanıtı minimize ederek etki ettiğini 

savunmuşlardır (Chen vd 2011).  

 
Yapılan bir çalışmada renal iskemi oluşturulan sıçanlara  AD-MKH verilmiş. 

Böbrek fonksiyon parametrelerinde, daha az oksidatif stres ve böbrek dokusu hasarının 

önlenmesinde AD-MKH enjeksiyonundan 48 saat sonra önemli iyileşme gösterilmiştir. 
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Yaptıkları çalışmada, AD-MKH'lerin intravenöz enjeksiyonu ile, muhtemelen tıkanıklığı 

ve antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri azaltarak çeşitli böbrek fonksiyonları ve 

histopatolojik parametreleri iyileştirdiğini göstermişler.  45 dakika renal iskemi geçirmiş 

sıçanlarda fetal membranlardan türetilmiş insan MKH'lerinin enjeksiyonu, parakrin 

mekanizmalar, çeşitli sitokinlerin salgılanması ve inflamasyonu azaltarak fonksiyonel ve 

morfolojik iyileşmeyi geliştirdi (Changizi-Ashtiyani vd 2020). 

 
Akut organ hasarı genellikle doğuştan gelen bağışıklığı hedef alarak 

inflamasyon, apopitozis ve oksidatif stres’le sonuçlanır. Bunların tümü hasara doğrudan 

katkıda bulunur. Yapılan bu çalışmada IR hasarı yapılan grupta yüksek derecede 

böbrek hasarı görülmüştür. Yüksek üre, kreatinin, Retinol bağlayıcı protein değerleri, 

yüksek TNF-α, IL-1β ve NF-Kβ gibi inflamatuar stikonlerde artış, yüksek DNA hasarı, 

yüksek oksidatif marker değerleri saptanmıştır. Tek başına MKH, melatonin ve Exo 

tedavilerinin teker teker veya kombinasyon oluşturularak uygulanması sonucunda 

azalmış fakat kombine kullanımları kadar etkili olmamıştır. En etkili olduğu kombine 

yöntem ise M+Exo olmuştur (Zahran vd 2020). Bu gruplar önceki çalışma ile uyumludur 

(Chen vd  2014, Chang vd 2015). 

 
Minocha ve ark.’nın 2019 da amniyon sıvısı kaynaklı kök hücre ile sisplatinden 

kaynaklanan akut böbrek yetmezliğinin iyileştirilmesi üzerine yaptıkları çalışmada  

Sisplatin enjeksiyonunun 5. gününde sıçanlar, sağlıklı kontrollere kıyasla BUN ve 

serum kreatinin seviyelerinde önemli bir artış sergilemiş, 8. günde, AFSC ile tedavi 

edilen grupta, salin ile tedavi edilen gruba kıyasla BUN ve serum kreatinin 

seviyelerinde önemli bir düşüş gözlenmiş, ancak her iki grupta sağlıklı kontrollere 

kıyasla anlamlı derecede daha yüksek seviyeler varken 12. günde, AFSC ile tedavi 

edilen gruptaki kan biyokimyasal parametreleri sağlıklı kontrollerinkiyle karşılaştırılabilir 

hale gelmiş, sağlıklı kontrollere kıyasla salin ile tedavi edilen grupta hala önemli ölçüde 

yüksek olduğu görülmüş. Böbrek dokularının histopatolojik analizi, sisplatin 

enjeksiyonunun 5. gününde, IR sıçanlarının böbreklerinin, fırça kenarlığının kaybı, 

hiyalin döküm oluşumu ve tübüler dilatasyon ile birlikte şiddetli tübüler nekroz 

sergilediğini ortaya koymuş, 8. günde böbrekler, salinle tedavi edilen gruba kıyasla 

AFSC ile tedavi edilen grupta tübüler hasarda önemli bir zayıflama sergilemiş. 12. 

günde, salinle tedavi edilen sıçanların böbrekleri hala nekrotik tübüler hücreler ve 

hiyalin döküntüleri gösterirken AFSC ile tedavi edilen sıçanların böbrekleri, infüze 

edilen hücreler tarafından böbrek hasarının azaldığını gösteren daha düşük bir 

hücresel hasar indeksi göstermiş ve AFSC ile tedavi edilen grup ile salin ile tedavi 

edilen grup arasında Jablonski derecelendirme skorunda önemli bir fark ortaya 
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koyulmuş. Sisplatin enjeksiyonundan sonra 8. ve 12. günlerde apoptozla ilişkili sinyal 

yolu proteinlerinin seviyelerini belirlemek için Western blot analizi 

yapılmış. Proapoptotik proteinlerin ekspresyon seviyelerinde önemli bir artış, Sağlıklı 

kontrollere kıyasla salinle tedavi edilen grupta proapoptotik proteinlerin ekspresyon 

seviyelerinde, yani PUMA, Bax/Bcl2 oranı, parçalanmış Kaspaz-3 ve parçalanmış 

Kaspaz-9'da önemli bir artış gözlendi. Bununla birlikte, AFSC uygulamasından sonra, 

salinle tedavi edilen gruba kıyasla AFSC ile tedavi edilen gruptaki tüm pro-apoptotik 

proteinlerin belirgin down-regülasyonu izlenmiş. Bu çalışma, sisplatin ile indüklenen 

ABY’de AFSC uygulamasının, otofajinin aktivasyonu ve apoptozun inhibisyonu yoluyla 

böbrek fonksiyonunun ve histolojinin hızlı iyileşmesi ile sonuçlandığını göstermiştir 

(Minocha ve ark.’nın 2019). 

 
Apoptozisin renal iskemide tübüler hücre ölümü için mekanizmalardan biri 

olduğu bilinmektedir. Tübüler epitelyal hücrelerdeki apoptotik değişiklikler iskemi 

reperfüzyon oluşan hayvan modellerinden ve insanlardan alınan böbrek biyopsilerinde 

gösterilmiştir. Tübül epitel hücrelerinde gerçekleşen apoptozis için çeşitli mekanizmalar 

vardır. İskemi boyunca tübül epitel hücrelerinde proapoptotik olan Bax proteinini 

upregüle eder. Bu da antiapoptotik protein olan Bcl-2’nin azalmasına neden olur. 

Böylece apoptozisin başlamasını teşvik eder (Lee 2019). 

 
Yapılan çalışmalarda akut böbrek yetmezliğinde kemik iliğinden üretilen 

mezenkimal kök hücrelerin böbrek tübüler hasara karşı korumada, M2 makrofaj 

infiltrasyonu ve inflamatuar yanıtların azaltılmasında, böbrek fonksiyonunun 

iyileştirilmesinde etkili olduğu gösterilmiştir (Geng vd 2014). Bir başka çalışmada in vivo 

köpek akut böbrek yetmezliği modelinde umblical cord’dan türetilen mezenkimal kök 

hücrelerin BUN ve kreatinin düzeylerinin düşmesinde, böbrek lezyonlarının düzelip 

böbrek fonksiyonlarının iyileşmesinde ve hücre yaşlanmasında ve inflamasyonun 

azalmasında, glomerüler filtrasyonun iyileştirilmesinde, böbrek hücrelerinin 

proliferasyonunun artmasında etkili olduğu bildirilmiştir (Lee vd 2017, Rodrigues vd 

2017). 2013 yılında (NCT01840540) faz I keşif çalışmasında altı hastada AD-MKH 

kullanılarak klinik çalışma yapılmıştır. Bu çalışma KBY hastalarında AD-MKH 

uygulamasının güvenilirliğini ve toksikitesini test etmeyi amaçlamış, AD-MKH’nin klinik 

kullanım potansiyeli ve MKH markerinin özellikleri doğrulanmıştır (Camilleri vd 2016). 

Ayrıca, MKH’lerin, bağışıklık aktivitesini düzenleyen ve konakçı hücrelerin genişleme 

ve farklılaşma potansiyelini arttıran, böylece hasarlı dokuların iyileşmesini destekleyen 

birçok farklı sitokin ve büyüme faktörü salgılayabileceği görülmüştür (Choi vd 2015). 

Kronik böbrek yetmezliğinde kemik iliğinden türetilen MKH’lerin kollajen birikimini 
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azaltarak sitokin ve kemokin ekspresyonunu düzenleyerek renal fibrozis ve kronik 

inflamasyonu hafiflettiği görülmüştür (Wu vd 2014). Başka bir çalışma insan AD-

MKH’den türetilen eksozomların farelerde ABY’nin böbrek hastalığının gelişimi ile ilişkili 

bir transkripsiyon faktörü olan SOX9’un modülasyonu yoluyla ABH-KBH geçişini inhibe 

ettiğini öne sürmüştür (Kumate vd 1988). Ayrıca diyabetik nöropatili sıçanlarda 

streptozosin ile indüklenen böbrek hasarı ve böbrek dokusu hücre apoptozunda AD-

MKH tedavisinin böbrekte histolojik değişiklikleri iyileştirdiği, apoptoz oranını ve Wnt/β-

katenin ekspresyonunu azalttığı ve kreto ekspresyonunu arttırdığı ve daha ilginci RNA 

kullanılarak Klotho’nun düşürülmesi AD-MKH’lerin Bax ve Wnt/β-katenin yolunu inhibe 

ederek podosit hasarını azalttığı bulunmuştur (Ni vd 2015).  

 
 Çalışmamızda sağ nefrektomi, sol iskemi reperfüzyon oluşturduğumuz 

sıçanlara lokal olarak tek doz AD-MKH verildi. KH tedavisi kan BUN, kreatinin 

düzeylerini düşürmüştür. Yapılan çalışmalardaki gibi istatistiksel olarak anlamlı olmasa 

da histolojik skorlama ve TUNEL sonuçları IR grubuna göre tedavi gruplarında 

iyileşmenin olduğunu göstermiştir.  

 
Chen ve ark. 2014 yılında yaptığı çalışmada sepsis’in indüklediği renal hasar 

oluşturulan sıçan modelinde yağ dokudan elde edilen kök hücre intravenöz olarak ve 

melatonin intraperitonal olarak birlikte uygulamışlar ve diğer gruplara göre anlamlı 

olarak daha fazla iyileşme saptamışlardır (Chen vd 2014). Yapılan bir başka çalışmada 

24 saat melatoninle inkübe edilen kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler renal 

iskemi reperfüzyon hasarı oluşturulan dişi sıçanlara verilmiş yapılan deney sonucunda 

melatoninle inkübasyonun mezenkimal kök hücrelerin koruyucu etkisini daha da 

güçlendirdiği gösterilmiştir (Alzahrani vd 2019). Rashed ve ark. diyabetik nefropati 

erkek sıçan modelinde in-vitro 24 saat melatoninle muamele edilen kemik iliği 

mezenkimal kök hücrelerin böbrek fonksiyonlarını anlamlı bir şekilde düzenlediğini ve 

proliferasyon yeteneğini arttırdığını göstermişlerdir. Melatonin ve kök hücre verilen 

grupta superakutdismutaz-1 ve Beclin-1 seviyelerini kök hücre grubuna göre anlamlı 

olarak arttırdığını, TGF-Beta markerlarını böbrek dokusunda azalttığını saptamışlardır 

(Rashed vd 2018).  

 
Renal iskemi reperfüzyona karşı melatonin ve mezenkimal kök hücre kaynaklı 

eksozomların iyileştirici etkisi üzerine yapılan çalışmada; histopatolojik olarak böbrek 

hasarı skorunda azalma, böbrek hasarının tespitinde yol gösteren BUN ve kreatinin 

seviyelerinin kanda önemli düzeyde azaldığı, azalmış oksidatif stres durumu, 

antioksidan seviyelerinde artış, apoptozun azalması, indüklenmiş antiapoptotik etki 
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inflamasyonun inhibasyonu, iyileştirilmiş rejenerasyon, gelişmiş anjiyogenez gibi en iyi 

koruyucu etkiye sahip olduğu tespit etmişlerdir (Alzahrani 2019). 

 
60 dişi sıçan üzerinde yapılan bir çalışmada iki taraflı renal iskemi reperfüzyon 

hasarı oluşturulmuş. Bir gruba IR + renal artere 1x106 MKH enjekte etmişler. Diğer 

gruba melatonin ile birlikte MKH ile önkoşullanırılmış Exozom (M+Exo) verilirken bir 

gruba da melatonin verilmeden sadece Exozom verilmiş. Sonuçta M+Exo grubununun 

diğer tedavi gruplarına göre renal iskemi reperfüzyon hasarına karşı daha etkili 

olduğunu savunmuşlar (Alzahrani 2019). 

 
Zahran ve ark.’nın 2020 de bilateral renal iskemi reperfüzyon yaptıkları 

sıçanlara 20mg/kg melatonin 3 gün, 1x106 MKH renal arter içine enjekte ederek ve 

bunların eksozomlarıyla deney gruplarını oluşturmuşlar. Grupların serumdaki üre, 

kreatinin, Retinol Bağlayıcı Protein değerleri IR grubunda sham ve kontrol grubuna 

göre ciddi artış gözlenmiş, tek başına M ve MKH uygulanan gruplarda seviyeleri IR 

oluşturulanlara göre daha düşük düzeylerde ölçülmüş, M+MKH grubunda tek başına 

uygulamaya göre daha düşükken normal seviyelerle karşılaştırılabilecek düzeye kadar 

düşen grup ise M+Exo grubu olmuştur. Histopatolojik düzelme en iyi düzeyde Exo, 

M+MKH ve Exo+M gruplarında saptanmştır. Enflamasyon ve hasarla ilişkili genler ve 

TNFα proteini ekpresyon seviyeleri IR grubunda en yüksek seviyedeyken tedavi 

uygulanan gruplarda azalmış fakat en düşük seviyeler ise M+Exo grubunda görülmüş 

(Zahran vd 2020). 

 
Melatonin akciğer, bağırsaklar gibi organlarda iskemik hasarda kök hücre 

tedavisinde kullanılmıştır (Zahran 2020). Zahran ve ark.’na göre sıçanlarda melatonin, 

mezenkimal kök hücreler ve onların exozom’ları renal iskemi reperfüzyon hasarını 

azaltmıştır. Sadek ve ark. renal IR oluşturdukları Amerika sıçanlarına kemik iliği MHK 

enjeksiyonu yapmışlar. Operasyondan 24 saat ve 72 saat sonra tedavi gruplarında 

renal fonksiyonların daha iyiye gittiğini bulmuşlar. H&E, PAS (Periyodik Asit Schiff) ve 

Proliferatif hücre nükleer antijen (PCNA) boyanmaları sonucunda tedavi grubunda 

hasarın daha az olduğunu görmüşler (Sadek vd 2013). 

 
Yapılan çalışmalar, KH+M Uygulamasının renal iskemi reperfüzyon hasarında 

etkili olduğunu çeşitli yönleriyle göstermiştir.  Bizim çalışmamızda IR+KH+M özellikle 

14. gün grubunda kan BUN, kreatinin değerlerini anlamlı bir şekilde düşürmüştür. Bu 

da bize KH+M tedavisinin histolojik ek olarak fizyolojik düzelmenin de başladığını 

göstermiştir. 
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6. SONUÇ 

 
 

Çalışmamızda tedavi gruplarında IR gruplarına göre Kaspaz-3 reaksiyonu 

azalma gösterirken, Bcl-2 ekspresyonu artmıştır. TUNEL pozitif hücreler bütün tedavi 

gruplarında istatistiksel olarak anlamlı olmasa da belirgin düşüş göstermiştir. Bunlara 

ek olarak histopatolojik düzelme en belirgin IR+KH+M grubunda gözlenmiştir. Bu 

nedenle denek sayısının arttırılacağı ve daha uzun süreli takipli grupların olacağı ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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