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ONAY SAYFASI 
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YAYIMLAMA VE FİKRİ MÜLKİYET HAKLARI BEYANI 

Enstitü tarafından onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi bir 

kısmını, basılı (kağıt) ve elektronik formatta arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla kullanıma açma 

iznini Hacettepe Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle Üniversiteye verilen kullanım hakları 

dışındaki tüm fikri mülkiyet haklarım bende kalacak, tezimin tamamının ya da bir bölümünün 

gelecekteki çalışmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanım hakları bana ait olacaktır. 

Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve tezimin tek 

yetkili sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif hakkı bulunan ve sahiplerinden 

yazılı izin alınarak kullanılması zorunlu metinlerin yazılı izin alınarak kullandığımı ve istenildiğinde 

suretlerini Üniversiteye teslim etmeyi taahhüt ederim. 

Yükseköğretim Kurulu tarafından yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda 

Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” kapsamında tezim aşağıda 

belirtilen koşullar haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / H.Ü. Kütüphaneleri Açık Erişim Sisteminde 

erişime açılır. 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulu kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet

tarihimden itibaren 2 yıl ertelenmiştir. (1)

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime açılması

mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmiştir. (2)

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmişti

 06/02/2023 

  Özge Burcu ŞAHAN 

1“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin

Yönerge” 

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam 

etmesi durumunda, tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine 

enstitü veya fakülte yönetim kurulu iki yıl süre ile tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar 

verebilir.   

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya 

patent gibi yöntemlerle korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya 

kurumlara haksız kazanç imkanı oluşturabilecek bilgi ve bulguları içeren tezler hakkında tez 

danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte 

yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı ayı aşmamak üzere tezin erişime açılması engellenebilir. 

(3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve güvenlik, 

sağlık vb. konulara ilişkin lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum tarafından 

verilir *. Kurum ve kuruluşlarla yapılan işbirliği protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü 

tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili kurum ve kuruluşun önerisi ile enstitü veya fakültenin uygun 

görüşü üzerine üniversite yönetim kurulu tarafından verilir. Gizlilik kararı verilen tezler 

Yükseköğretim Kuruluna bildirilir.  

Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları 
çerçevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon 
Sistemine yüklenir

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu
tarafından karar verilir. 
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ÖZET 

Sahan, OB., Podosit Hasar Modelinde İndüklenmiş Mezenkimal Kök 

Hücrelerinin Etkisi; Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Kök Hücre 

Bilimleri Programı Doktora Tezi, Ankara, 2023. Mezenkimal Kök Hücre (MKH) 

tedavisi, bu hücrelerin kendini yenileyebilme, multipotent ve immünmodülasyon 

özellikleri yanı sıra reddedilme risklerinin düşük olması ile, Fokal Segmental 

Glomerüloskleroz (FSGS) gibi progresif yıkıcı hastalıkları için önemli bir terapötik 

seçenek olabilir. Podosit hasarı nedeniyle böbrek yetmezliğine ilerleme potansiyeli 

olan FSGS’nin tedavisinde kullanılan kortikosteroid ve diğer immunosupresif ilaçlar 

kısmen işe yaramakta, son dönem böbrek yetmezliği nedeniyle böbrek 

transplantasyonu olan hastalarda ise nakil sonrası hastalık tekrar nüks edebilmektedir. 

Bu tez çalışmasında insülin büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve hepatosit büyüme faktörü 

(HGF) ile MKH’lerin indüklenmesinin (IGF-1+HGF_MKH), MKH’lerin terapötik 

etkisini güçlendireceği hipotezini test etmek için puromisin aminonüklozid (PAN) ile 

in vitro ve in vivo podosit hasar modeli üzerinde IGF-1+HGF_MKH etkisinin 

incelenmesi planlandı. Öncelikle IGF-1+HGF_MKH’lerin detaylı karakterizasyonu 

yapıldı. IGF-1+HGF_MKH’lerin CD200, CD271, CD184/CXCR4, SSEA4 

tümörojenite ile ilişkili belirteçlerini ifade etmediği, yara çizgisinde daha hızlı kapanış, 

IDO-1 ve TGF-β gen ifadelerinde, pikolinik asit metaboliti, IL-6, MCP-1 ve anjiojenin 

salgı düzeylerinde artış gözlendi. In vitro PAN hasarı yapılmış podosit hücreleri 

üzerinde IGF-1+HGF_MKH’nin bozulmuş podosit aktin hücre-iskeleti yapısını 

düzelttiği, podosite özel INF2 gen ifadesini artırdığı görüldü. In vivo sıçan FSGS 

modelinde IGF-1+HGF_MKH uygulamasının konvansiyonel MKH’lere göre 

proteinüriyi daha fazla azalttığı ve ultrastrüktürel olarak slit diyafram kayıplarını geri 

döndürdüğü saptandı. 

 

  

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kök hücre, Fokal Segmental Glomerüloskleroz, 

Puromisin amino nükleozid, Podosit, IGF-1, HGF 
 

Bu tez çalışması, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinasyon Birimi tarafından THD-2016-12080 numarası ile Hızlı Destek 

Programı kapsamında desteklenmiştir.   
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ABSTRACT 

Sahan, OB., The Effect of İnduced Mesenchymal Stem Cells On Podocyte Injury 

Model, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Department of 

Stem Cell Sciences Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,2023. Self-renewal, 

multipotent, immunomodulating properties and low rejection risk of mesenchymal 

stem cell (MSC) render it to be an important therapeutic option in severe diseases such 

as Focal Segmental Glomerulosclerosis (FSGS). Remission of FSGS after treatment 

with corticosteroids and other immunosuppressive drugs can be achieved only 

partially and progression to kidney failure due to podocyte damage is likely. In those 

patients who have had a kidney transplant due to end-stage renal disease, recurrence 

of the disease may occur. The aim of this thesis was to investigate the effect of MSCs 

primed by insulin growth factor-1 and hepatocyte growth factor (IGF-1+HGF_MSC) 

in in vitro and in vivo podocyte damage models induced by puromycin aminonucloside 

(PAN) to test the hypothesis that IGF-1 and HGF priming would enhance the 

therapeutic effect of MSCs. Firstly, detailed characterization of IGF-1+HGF_MSC 

was performed. IGF-1+HGF_MSC does not express tumorogenity related markers 

CD200, CD271, CD184/CXCR4, SSEA4 similar to conventional MSCs. In vitro 

scratch assay revealed that IGF-1+HGF_MSC showed faster closure of the wound 

area.  Increase in the expression of IDO-1 and TGF-β, and in the secretion of IL-6, 

MCP-1, angiogenin and picolinic acid metabolite of the IGF-1+HGF_MSC group 

compared to conventional MSCs were observed. Co-culture assays revealed that IGF-

1+HGF_MSC ameliorated the impaired podocyte actin cytoskeleton structure and 

caused an increase in the expression of INF2 gene. It was determined that the 

administration of IGF-1+HGF_MSC reduced proteinuria in the in vivo rat FSGS model 

better than the conventional MSCs and reversed the loss of slit diaphragm. 

Keywords: Mesenchymal stem cell, Focal Segmental Glomerulosclerosis, Puromycin 

amino nucleoside, Podocyte, IGF-1, HGF 

This thesis study was supported by the project numbered THD-2016-12080, by 

Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit. 
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1. GİRİŞ

Mezenkimal kök hücreler (MKH) multipotent hücreler olup immünmodülatör 

kapasitesi ile birçok hastalığın tedavisinde araştırılmaktadır. MKH’ler hasarlı alana 

göç ederek hasarlı alandaki inflamasyonu baskılayarak hasarın iyileşmesini 

hızlandırmaktadır (1). MKH’lerin hasar çalışmaları için uygulama öncesi bazı 

moleküllerle indüklenmesi MKH’lerin hasarlı bölgeye gidişini ve inflamasyon üzerine 

etkisini arttırmakta ve bu da iyileşme sürecini daha da hızlandırmaktadır (2). MKH 

uygulaması ile ilgili başarılı sonuçlar alınmasına rağmen, MKH'lerin çoğunluğu 

akciğer, dalak, kemik iliği ve karaciğer gibi organlara gitmekte, çok azı böbrek 

dokusuna giderek hasarı tamir etmekte, bu nedenle hasar kısmen geri 

döndürülebilmektedir (3). MKH'lerin hasar bölgesine gitmesi bu bölgeden salınan 

lokal ve sistemik inflamatuvar sinyaller aracılığı ile olduğundan hasar düzeyi ve 

salınan sitokin ve kemokin düzeyleri çok önemlidir. Yapılan çalışmalar verilecek 

MKH'lerin hasar alanına gitmesi ve onarım yapabilmesi için uygulamadan önce hasarlı 

ortamda bulunan molekülleri içeren kültür ortamında çoğaltılması, yani “ön-

koşullama/lisanslama” yapılmasının hasar bölgesine göçü arttırdığını göstermiştir (4, 

5). Hasarlı doku ortamını taklit eden kültür ortamlarında çoğaltılan MKH'ler ön-

koşullandırılmış/lisanslanmış MKH olarak tanımlanmaktadır (6). IGF-1 ve HGF gibi 

moleküllerin tek tek uygulaması ile MKH’lerin indüksiyonu çeşitli hastalık 

modellerinde incelenmiştir (7, 8) 

Proteinüri ile seyreden böbrek hastalıkları, çoğunlukla böbreğin temel hücreleri 

olan ve filtrasyon bariyerinin temel yapıtaşını oluşturan podosit hücrelerinde meydana 

gelen hasarlar ile ilişkilidir. Podosit hücrelerinin kaybına bağlı olarak fokal segmental 

glomeruloskleroz (FSGS) gibi nefrotik sendrom ya da izole proteinüri kliniği ile 

seyreden patolojiler ortaya çıkmakta ve zaman içinde son dönem böbrek yetmezliğine 

ilerlemektedir (9). FSGS etiyopatogenezine göre idiopatik (primer) veya 

enfeksiyonlara, ilaçlara, genetik nedenlere bağlı gelişen sekonder olarak 

sınıflandırılmaktadır (10). FSGS’nin genetik formu, podosit hücrelerinin ana gövdesi, 

slit diyafram ve podosit aktin hücre iskeletinin yapısında yer alan genlerde meydana 

gelen mutasyonlara bağlı olarak ortaya çıkmaktadır. Bu genlerdeki ve bunların 

kodladığı proteinlerdeki fonksiyonel kayıplar ya da kazanımlar proteinüri ve bununla 

ilişkili böbrek hasarını hızlandırmaktadır (11). FSGS’nin ilerlemesiyle oluşan böbrek 
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hastalığının tedavisinde kortikosteroid ve diğer immunsupresif ilaçlar kısmen işe 

yaramakta, son dönem böbrek yetmezliği nedeniyle böbrek transplantasyonu yapılan 

bazı hastalarda ise nakil sonrası hastalık tekrar nüks edebilmektedir.  

Podosit hasarı ile oluşan nefrotik sendrom hayvan modelleri içinde en sık 

puromisin aminonüklozid, adriamisin ve streptozotosin hayvan modelleri 

kullanılmaktadır. Diyabetik nefropati, FSGS gibi modellerde MKH’lerin proteinüri ve 

hasarı azalttığı gösterilmiştir. MKH’lerin tedavide yararlı etkileri olduğu söylenmesine 

karşın, bu bilgilerin çoğunluğu konvansiyonel MKH’lerin kullanıldığı hayvan model 

çalışmaları ile çok az sayıdaki klinik çalışmaya dayanmaktadır (12). MKH’lerin 

terapötik etkilerinin tartışmalı olduğu ve kombine faktörle uygulanması ile modüle 

edilmesi sağlanarak etkin bir şekilde böbrek hastalıklarının tedavisinde yeni 

yaklaşımlar sağlayacağı düşünülmektedir. MKH’lerin salgıladığı IGF-1 ile tübüler 

hücre proliferasyonunu ve rejenerasyonunu sağladığı, post-operatif akut böbrek 

hasarında iyileşmeyi hızlandırdığı raporlanmıştır (13),  HGF ise hücre 

proliferasyonunu indükleyip, apoptozu baskılayarak böbrek onarımını ve böbrek 

hücrelerinin çoğalmasını desteklemektedir (14), MKH’lerin HGF salgılaması podosit 

hücre apoptozunu azaltmakta, ektopik HGF eksprese eden MKH’ler akut böbrek 

hasarında apoptozu azaltarak iyileşmeyi artırmaktadır (15). MKH’lerin IGF-1 ve 

HGF’yi içeren faktörler salgılamasıyla böbrek hasarında koruyucu rolü olduğu ve 

hasarı azaltmaya katkıda bulunduğu rapor edilmiştir (16). 

Bu tez çalışmasında, IGF-1 ve HGF ile birlikte MKH’lerin (MKH I+H), MKH 

kültür ortamına eklenmesi ile indüklenmesinin MKH’lerin terapötik etkisini 

güçlendireceği hipotezini test etmek için podosit hücrelerine etki eden puromisin 

aminonukleozid (PAN) kimyasalı insan podosit hücre kültür ortamına eklenerek in 

vitro hasar modeli ve Sprague Dawley sıçanlarına intravenöz verilerek in vivo hasar 

(FSGS) modeli oluşturulmuştur. In vitro podosit hasar oluşumu podosit aktin hücre-

iskeleti yapısındaki değişimler ile gösterildi. In vivo hasar oluşumu proteinüri ile 

gösterildi. İnsülin büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve hepatosit büyüme faktörü (HGF) ile 

birlikte indüklenmiş insan kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin in vitro etkileri 

ko-kültür çalışmaları ile, in vivo etkileri ise PAN ile oluşturulan FSGS’li sıçanlara 

indüklenen MKH’lerin intravenöz uygulanmasının konvansiyonel MKH uygulaması 

ile karşılaştırılarak araştırıldı.  
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In vitro IGF-1+HGF_MKH’lerin temel karakterizasyonu canlılık, yüzey 

belirteç ifadeleri ve farklılaşma potansiyellerinin gösterilmesi ile, ileri 

karakterizasyonları ise in vitro yara iyileşmesi testi ile, metabolomiks profili, sitokin 

dizin profili ve bazı gen ifadelerinin RT-qPCR ile belirlenmesi ile yapıldı. PAN ile 

hasar oluşturulan podosit hücrelerinde indüklenen MKH’lerin in vitro etkileri hücre 

göçü, podosit aktin hücre-iskeleti yapısı ve podosite özel gen ifadelerinde değişimlerin 

konvansiyonel MKH’ler ile karşılaştırmalı değerlendirilmesi ile incelendi. 

  IGF-1+HGF_MKH’lerin in vivo etkisi; PAN ile oluşturulan Sprague Dawley 

sıçan FSGS modelinde toplanan idrarda protein/kreatinin oranı analiz edilerek, 

sakrifikasyondan sonra böbrek glomerüler kesitlerinin histokimyasal ve elektron 

mikroskopik analizi, podosit hasarında regülasyonu bozulan Inf2 ve Synpo 

ifadelenmeleri RT-qPCR ile ve immunohistokimyasal boyama ile konvansiyonel 

MKH uygulama yapılan grup ile karşılaştırmalı olarak incelendi.  

Bu çalışma Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 2016/38-3 karar 

numarası ile onaylanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Podosit Hücreleri ve Gelişimi  

Podositler, böbreğin Bowman kapsülünün iç/viseral tabakasının epitel 

hücreleri olup, kandan idrara protein kaybını önleyen antiproteinürik mekanizmanın 

en önemli parçasını oluşturur. Podositler, glomerüler kapiller damarları iç içe geçmiş 

uzantıları ile kaplar. Glomerül, nefronun başlangıç kısmında bulunur ve glomerüler 

kapiller damar endoteli, glomerüler bazal membranı ve podosit ayaksı uzantıları/foot 

process (FP) ve bunlar arasındaki aralığı kapatan slit diyaframı içeren çok katmanlı 

hücresel bir bariyerden oluşur (17). Bu bileşenlerin herhangi birindeki yapısal ya da 

fonksiyonel hasar klinik olarak proteinüri ile sonuçlanan filtrasyon mekanizmasının 

bozulmasıyla sonuçlanır. Glomerülün hücresel yapısı, transkripsiyon faktörlerinin, 

epigenetik kontrol mekanizmalarının ve parakrin salgı yollarının etkileşimiyle çok sıkı 

bir şekilde düzenlenmektedir (18).  

Podosit Gelişimi 

“Böbrek farklılaşması” ontogenetik olarak, pronefroz, mezonefroz ve son 

olarak metanefroz ile sonuçlanan üç aşamadan oluşmaktadır. Memeli böbreği, 

metanefroz, metanefrik mezenkim ve üreterik tomurcuğun interaksiyonuyla gelişir 

(19). Metanefrik mezenkim, nefron progenitör hücrelerine (NPH) ve podositlere, 

glomerüler parietal, proksimal ve distal tübül epitel hücrelerine, Henle kulpu ve nefron 

epiteline farklılaşan stromal progenitörlerden oluşur. Üreterik tomurcuktan iletilen 

Wnt sinyali, pretübüler hücre agregatı oluşturmak için NPH’lerin yoğunlaşmasını ve 

ardından epitelyal renal vezikül oluşumunu tetikler. Bu süreç mezenkimal-epitelyal 

geçiş (MET) olarak adlandırılır (20, 21). Renal vezikül daha sonra proksimo-distal 

eksen boyunca uzar ve podositlerin nefron epitelinin proksimal ucunda yer aldığı 

kararlı nefron segmentlerine farklılaşır (22). Renal vezikülün proksimalinden, WT1, 

MAFB gibi podositle ilişkili genleri ifade etmeye başlar (23). Renal vezikül 

aşamasında podosit hücre progenitörleri, apikal hücre-hücre temasları ile epitel 

benzeri hücre morfolojisi sergiler. Daha sonra, Renal vezikül, S-şekilli gövdeyi 

oluşturmak için segmentasyona uğrar ve sonunda nefron epiteline farklılaşır (22). 

Notch, Wnt, Fgf, Bmp, PI3-kinaz sinyal yolakları, renal vezikülden S-şekilli gövdeye 
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geçişte proksimal-distal paternin oluşumunda önemlidir. Distal hücreler, Wnt4'ü 

yüksek seviyede ifade eder (24). Nefron ekseni boyunca Wnt/β-katenin aktivitesi 

yüksek düzeydeyken podosit öncülerini içeren proksimal alanda β-katenin düzeyi çok 

düşüktür. Metanefrik organ kültüründe Wnt/β-katenin sinyallemesinin 

“upregülasyonu” daha az podosit farklılaşması ile sonuçlanıyor olması bu aşama 

sırasında Wnt sinyalinin podosit gelişimi için baskılayıcı bir rolü olduğunu düşündürür 

(25). Proksimal tübül segmentlerinin ve glomerül bileşenlerinin normal gelişimi için 

Notch2 aracılığı ile Notch sinyalizasyonu gereklidir. Nefronun proksimal bölgesinde, 

normal podosit kimliği gelişimi, özellikle MAFB, TCF21 ve FOXC2 gibi çeşitli 

transkripsiyonel düzenleyicilerin etkisine bağlıdır (26-28). S-şekilli gövde aşamasında 

apikal zarlar genişlemektedir ve bu aşamada podositlerin hücre temasları bazal kısma 

kayıyor gibi görünür. Glomerül kapillerleri genişledikçe pre-podosit prekürsörleri 

katman değiştirir. Bu yeni oluşan podosit tabakası kapiller yüzeyi çevreleyen bir cep 

oluşturur ve glomerüler sapın bir parçası olarak arteriyel ve venöz beslenmeyi 

sağlayacak dış damar sistemi ile teması korur, ilkel podositler bu cebi oluştururken, 

glomerüler bazal membran (GBM), epitelyal ve kapiller bileşenler arasında sabit bir 

bariyer olarak kalır ve bu sırada birbirleriyle yan hücre-hücre bağlantılarını 

kaybetmeye başlarlar. Daha sonra ilkel podositler kapiller halkaların etrafında da göç 

etmeye başlarlar, GBM'ye bağlı kalırlar fakat artık klasik epitel hücresine 

benzememektedirler. Glomerüler gelişimin ve podosit olgunlaşmasının bu evresinde 

ayaksı uzantılar oluşmaya başlar ve özel bir hücre-hücre teması olan slit diyafram 

oluşur. Podositlerin ayaksı uzantıları, belirsizliğini koruyan bir şekilde kendi hücresel 

uzantılarıyla bağlantı kurmayı algılayabildiği ve önleyebildiği oldukça polarize bir 

düzenlenmeye sahiptir (29, 30). Podositler bu olgunlaşmış glomerüler dönemde 

ahtapot benzeri bir görünümü alır ve terminal olarak farklılaşmayı tamamlamış en 

olgun halini alır (31).  

2.2. Podositlerin Yapısı 

Böbreğin temel yapısını oluşturan podosit hücrelerini birbirine bağlayan slit 

diyaframının önemi ve yapısının keşfi 1988 yılında Orikasa ve arkadaşlarının 

çalışmalarına dayanmaktadır (29, 32). Podositler mimarisi, karakteri ve konumu ile 

eşsiz hücrelerdir ve son derece karmaşık hücresel organizasyona sahiptirler. Her olgun 
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podositin farklı anatomik ve işlevsel bileşenleri vardır (33). Hücre gövdesi hücrenin 

merkezindedir ve esas olarak idrar boşluğunda bulunur. Burada hücrenin çekirdeği, 

Golgi aygıtı, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi diğer hücre organelleri 

bulunur. Yapısal ve fonksiyonel olarak hücre gövdesi, primer/majör uzantıları ve 

sekonder/ayaksı uzantılar olmak üzere farklı segmentlere ayrılmaktadır. Podositler 

Bowman kapsülü içerisinde glomerular kapillerin dış kısmını çevrelemektedir ve 

ayaksı uzantılarıyla GBM’ye tutunmaktadır (Şekil 2.1.).  

Ayaksı uzantılar apikal membran alanı, slit diyafram ve GBM ile temas halinde 

olan bazal membran alanı olarak üçe ayrılabilir (34). Her üç alan da aktin hücre 

iskeletine bağlıdır. Komşu hücrelerin ayaksı uzantısı düzenli olarak birbirine 

kenetlenmiştir ve birbirlerinden köprü oluşturan ekstraselüler slit diyafram yapı ile 

ayrılmaktadır. Bu yapı protein sızıntısına karşı en büyük bariyeri oluşturan oldukça 

özel bir ara bağlantıdır (35, 36). Ayaksı uzantılar integrinler ve distroglikanlar yoluyla 

alttaki GBM'ye bağlanır (36). 

Podositler polarize hücrelerdir, eşsiz şekilleri, podositin omurgası olarak 

hizmet eden aktin hücre iskeleti sayesindedir. Aktin hücre iskeleti ayrıca podositlere 

statik kalması veya sürekli şekil değiştirmesi için dinamik bir işlev sağlar. Hücre 

içindeki aktin hücre iskeletindeki değişiklikler, hücrenin şeklinin, hareketliliğinin ve 

hücre içi taşınımın korunması için gereklidir (37). Hücre iskeleti mikrofilamentler, 

vimentin-tip ara filamentler ve mikrotübüller olmak üzere üç farklı yapısal eleman 

içerir. Yoğun F-aktin ve miyozin içeren mikrofilamentler, ayaksı uzantının baskın 

hücre iskeleti bileşenleridir. Podosit şeklini korumada önemli olan aktin 

polimerizasyonu, aktin bağlayıcı proteinler tarafından sıkı bir şekilde kontrol edilir 

(38). Fokal adezyonları oluşturan Talin-1, Vinculin, Paxillin, Fokal adezyon kinaz 

(FAK) proteinleri podosit hücre iskeletini integrinlere bağlar (39).  

2.3. Podosit Hasarı ve Glomeruloskleroz Gelişimi 

Podositler, glomerüler filtrasyon bariyerini oluşturmaktadır. Bu bariyerin 

stabilitesi ve aynı zamanda glomerülün dayanıklılığı bu hücrelerin yüksek oranda 

farklılaşmış postmitotik fenotipine bağlıdır. Podositler çeşitli streslere ve patolojik 

uyaranlara karşı homeostazı sürdürmek için adapte olurlar ancak; mekanik stres, 

immünolojik ve oksidatif stres gibi fizyolojik veya patolojik uyaranlar hücre 
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bütünlüğünün kaybına ve hücresel metabolizmanın düzenini bozmakta ve karmaşık 

biyolojik değişikliklere neden olmaktadır (40). 

Fokal segmental glomerüloskleroz (FSGS), Minimal değişiklik hastalığı 

(MDH), diyabetik ve diyabetik olmayan nefropati ve membranoz glomerulonefrit gibi 

glomerüler hastalıkların birçok formunda podositlerde hasar gözlenmektedir. 

Mekanik, oksidatif ve immünolojik stresler podosit hücre stresine ve hasarına yol 

açabilmektedir. Glomerüler hipertansiyon/hiperfiltrasyon ile artan kapiller basınç 

artışı ile ve kapillerlerin genişlemesi ile podosit uzantılarının uzamasının uyarılması, 

hücre iskeleti düzensizliğine ve hücre içi strese katkıda bulunur (41). İskemi-

reperfüzyonu, idrardaki kimyasal/toksik maddeler gibi patolojik faktörler genellikle 

podositlerde reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimine neden olur (42). ROS 

oluşumunu aldosteron ve anjiyotensin II (AngII)’nin de desteklediği bildirilmiştir (43). 

İmmünolojik stres; CC kemokin reseptörü-2, tümör nekroz faktör reseptörü  (TNF), 

RANK/L ve podositlerde kompleman C5b-9 aracılı hücre içi stres gibi sitokinler 

tarafından indüklenir (40) 

Podosit hasarının erken evresi; slit diyaframın moleküler kompozisyonundaki 

değişimler ile karakterizedir ancak hücre morfolojisinde gözle görünür belirgin bir 

değişiklik bulunmamaktadır. Podosit hasarının moleküler patolojisinde; podositlerin 

birbirine 4yapışması, aktin hücre iskeleti yapısının bozulması, GBM yapısının veya 

podosit-GBM interaksiyonunun bozulması ve podositlerin negatif yüklü yüzeyinin 

bozulması rol oynamaktadır (35). Podosit hasarı, GBM'den hücrelerin geri 

çekilmesini, ayrılmasını ve vakuolizasyonu içeren morfolojik değişiklikler ile podosit 

ayaksı uzantılarının silinmesi /efasmanı sonucu, kliniğe proteinüri olarak yansır (30) 

(Şekil.2.1.). 
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Normal/Sağlıklı Hasta 

  

Şekil 2.1. Normal/sağlıklı podosit ve glomeruloskleroza bağlı podosit hasarı. 

Glomerüler filtrasyon bariyeri endotelyal hücreler, glomerüler bazal 

membran (GBM) ve podosit ayaksı uzantıları/ foot prosesinin ve arasında 

slit diyaframdan oluşmaktadır. İleri derecede inflamasyon, enfeksiyon vs. 

gibi durumlara bağlı podosit ayaksı uzantılarının bozulmasıyla podosit 

efasmanı ve slit diyafram kaybı oluşmakta, albümin vb. büyük proteinlerin 

kandan idrara geçişi artmaktadır.  

 

Glomerüloskleroz, podosit hasarının ilerlemesi ile ortaya çıkmaktadır. Klasik 

glomeruloskleroz ekstraselüler matriks tarafından glomerüler kapillerlerin segmental 

yıkımı ile tanımlanmakta ve sklerozu tamamlamak üzere gerileme olmadan ilerleyen 

bir süreç olduğu düşünülmektedir (40). FSGS'nin erken evresinde, transforme 

podositleri içeren hücresel lezyonlara segmental skleroz eşlik etmekte ve bu da podosit 

hasarının erken bir glomerüloskleroz olayı olabileceği gerçeğini desteklemektedir. 

Kim JS derlemesinde sınıflandığı üzere, glomerülosklerozun temel basamaklarını; 1- 

podosit slit diyaframda artan glomerüler kapiller basınç ve filtrasyon akışı, 2- adaptif 

bir yanıt olarak ayaksı uzantının silinmesi, 3- podosit hipertrofisi ve glomerüllerdeki 

uyumsuz büyüme, 4- podosit hücre gövdesinin gerilmesi ve zayıflaması, 5- GBM'nin 

çıplak alanlarından kısmen ayrılan podositin altında filtrat akışının engellenmesiyle 

psödokist oluşumu, 6- büyümüş psödokistler tarafından tam podosit ayrılması ve 

Bowman kapsülüne yapışma, 7- glomerülün Bowman kapsülüne yapışması, 8- 

filtratların nefronun dışında interstisyuma yayılması ve 9- interstisyel proliferasyon ve 

nefron dejenerasyonu oluşturmaktadır (44).  

Podositlerin yapısı, hareketi, canlılığı ve fonksiyonu için aktin hücre iskeletinin 

dinamik regülasyonu son derece önemlidir. Aktin hücre iskeleti yapısında rol oynayan 

genlerde meydana gelen mutasyonlar, aktin hücre iskeleti yeniden düzenlenmesi, 
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filtrasyon bariyerinin bozulmasıyla beraber renal hastalıklara neden olabilmektedir 

(45). Podositlerin aktin hücre iskeletinin yapısı için önemli olan inverted formin 2 

(INF2) (46), α-aktinin-4 (ACTN4) (47), sinaptopodin (SYNPO) (48), podokaliksin 

(49) miyozin 1E (MYO1E) (50), aktin bağlayıcı protein anillin (ANLN) (51), 

tetratrikopeptid tekrar protein 21B (TTC21B) (52) ve epitelyal membran protein 2 

(EMP2) (53) ve Rho GDP disosiyasyonu inhibitorü alfa (ARHGDIA) (54) gibi

proteinleri kodlayan genlerin inhibisyonuna yönelik çalışmalarda aktin hücre 

iskeletinin yapısının bozulmasına bağlı olarak podosit hasarı oluştuğu gösterilmiştir. 

Çalışmalar, nefrotik sendromların (NS) bazı tiplerinde slit diyafram proteinleri, aktin 

hücre iskeleti ve slit diyafram yapı dinamiği arasındaki ilişkiyi aydınlatmayı 

amaçlamaktadır. Nefrin, CD2AP, FAT, ZO-1, P-kaderin, Podosin, ve Neph1-3 gibi 

birçok proteinin slit diyafram ile ilişkili olduğu, slit diyafram bütünlüğü açısından 

önemli olduğu gösterilmiştir (55).  

Fokal Segmental Glomeruloskleroz 

Fokal segmental glomerüler skleroz (FSGS) en yaygın glomerüler 

hastalıklardan birisi olup, erişkin nefrotik sendromların tahminen %40’ında, 

çocuklarda %20’sinde görülen ilerleyici glomerüler hasarla giden son dönem böbrek 

yetmezliğine (SDBY) neden olmaktadır (56). Histolojik olarak bazı (fokal) 

glomerüllerin bazı bölümlerinde (segmental) skleroz ile karakterize edilen glomerüler 

hasardan kaynaklanan bir lezyondur. FSGS gelişiminde rol oynayan ana hücreler 

podosit hücreleridir. Podosit hasarı ve hasarın ilerlemesiyle protein kaybı/proteinüri 

ve ardından fokal skleroz lezyonların gelişmesine sebep olmaktadır (57, 58). Hastalık 

ilerledikçe daha yaygın ve global glomerüloskleroz ortaya çıkmaktadır (59). FSGS 

primer (idiopatik) ve maladaptif, viral enfeksiyonlar, genetik, ilaç ve toksiste indüklü 

sekonder formları ile kategorize edilmekte, bu ayrım hem prognostik hem de terapötik 

açıdan önem taşımaktadır (10). Primer FSGS, tam nedeni bilinmemekle beraber 

nefrotik sendroma yol açan dolaşımdaki faktörlerin neden olduğu düşünülen 

immünolojik bir hastalıktır. İmmünsupresif tedaviye yanıt vermekte, fakat böbrek 

naklinden sonra günler veya haftalar içerisinde nakledilen böbrekte tekrar 

edebilmektedir (10, 60). Sekonder formlar sıklıkla nefrotik düzeyde olmayan 

proteinüri ve ilerleyici böbrek yetmezliği ile ortaya çıkar, immünosupresif ilaçlara 
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dirençlidir ve tedavisi altta yatan nedenin çözülmesine odaklanmaktadır. Sekonder 

formlar, FSGS'yi tetikleyen altta yatan bir neden olmadığı sürece böbrek nakillerinde 

takılan böbrekte tekrarlamamaktadır. Genetik FSGS de immünsupresif tedaviye 

dirençlidir ve nakil sonrası tekrarlama oranı düşüktür (61). 

Epidemiyoloji 

FSGS'nin kesin insidans ve prevalans verilerinin, önemli ırksal ve coğrafi 

farklılıklar nedeniyle tespit edilmesi zor olmakla beraber tahmini insidansı, milyonda 

1.4 ile 21 arasındadır (62). FSGS, MDH’den sonra en sık karşılaşılan primer 

glomerüler hastalıktır (59, 63). FSGS her yaşta ortaya çıkabilir; nefrotik sendromlu 

çocukların yaklaşık %7-10'unda ve yetişkinlerin %20-30'unda görülmektedir. Erişkin 

erkeklerde daha sık görülmektedir ve insidansı kadınlara göre 1,5 ila 2 kat daha 

fazladır (59). FSGS yüksek proteinüri seviyeleri ile beraber görüldüğünde, hastaların 

%50'sinde 3 ila 8 yıl içinde son dönem böbrek hastalığı (SDBY) gelişmektedir (64). 

Primer FSGS yaklaşık %40 ihtimalle böbrek transplantasyonu sonrası nüksetmektedir 

(65, 66). 

FSGS Tanısı ve Histolojisi 

FSGS tanısı hastanın klinik hikâyesinden sonra viral seroloji, böbrek fonksiyon 

testleri, serum albumin ve lipit laboratuvar testleri ile birlikte değerlendirilir. Biyopsi 

örneği, FSGS ve alt tiplerini belirlemek için gereklidir. Steroide dirençli nefrotik 

sendromlu hastalara genetik tarama yapılarak varsa altta yatan genetik bozukluk 

belirlenmektedir (67). 

FSGS histolojisinde başlangıçta lezyon kortikomedüller bölgede yoğunlaşır ve 

bu nedenle tek biyopsi örneği incelenmesi ile tanı gözden kaçabilmektedir. İlk 

değişikliklerin sınırlı alanda olması sebebiyle, yalnızca elektron mikroskobik inceleme 

ile saptanabilir. FSGS lezyonu göstermeyen ilk biyopsiden uzun süre sonra alınan bir 

sonraki biyopside net FSGS lezyonları görülebilmektedir (68).  

Podosit içindeki hücresel değişiklikler, podositin glomerüler bazal membrana 

bağlanmasını etkileyeceğinden skar oluşumundan önce gelir. Podositin GBM’den 

ayrılması ile GBM’nin çıplak kalması, kapiller yumağın yapışmasına ve çökmesine, 

daha sonra ise skleroz, hyalin odaklarının birikmesi, Bowman kapsülünde 
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yapışıklıkların oluşmasına neden olur. Segmental lezyonlar, anormal filtrasyon ve 

nefronun geri kalan kısmına filtratın/süzüntünün yayılması sonucu glomerüler 

disfonksiyon oluşur (69). FSGS fokal, segmental veya sklerotik olmayabilir; bazı alt 

tipleri ve histolojik lezyonları, çöken (collapsing) glomerulopati şeklinde glomerüler 

tip olarak kendini gösterir. Hastalığın ilerlemesi ile birlikte daha yaygın ve global 

glomerüloskleroz, tubulointerstisyel ve vasküler lezyonlar gelişir.  

FSGS'nin hayvan modellerinde glomerüllerin büyük çoğunluğu, üç boyutlu 

morfometrik analizde sklerotik lezyonlar göstermektedir (70). Sklerotik lezyonun 

hacmi ortalama olarak toplam glomerüler hacmin sadece %12,5'i (+/- 2.2) olduğundan, 

sklerozdan etkilenen glomerül sayısı, geleneksel tek kesit böbrek biyopsisi 

değerlendirmesinde büyük ölçüde eksik kalabilmektedir. Böbrek biyopsisinde az 

glomerül görülüyorsa, 2 µm kalınlığında kesitten 12 ila 15 seri kesit ve en az 8 

glomerül değerlendirilip analiz edilmesi önerilmektedir (10, 71).   

Etiyoloji 

FSGS hastalarının yaklaşık %80'inin etiyoloji bilinmemekte, geri kalan 

vakalarda altta yatan diğer hastalıklara sekonder olarak gelişmektedir. İdiyopatik 

FSGS progresif renal fibrozise ve nefrotik sendroma (NS) yol açan kronik bir 

hastalıktır (72). Son zamanlarda yapılan araştırmalar, FSGS patogenezi ve 

etiyolojisine ışık tutmuştur. Podosit hasarının çeşitli genetik ve kazanılmış nedenleri 

tanımlanmıştır. 

Genetik 

Slit diyafram, hücre membran, hücre iskeleti, nükleer, mitokondriyal ve 

lizozomal proteinleri kodlayan birkaç genin mutasyona uğraması, glomerüler 

filtrasyon bariyerinin bütünlüğünün bozulmasına yol açmakta ve FSGS ile 

sonuçlanmaktadır.  

FSGS’nin yaklaşık % 8’i aileseldir (45). Etkilenen genler, podositlerin aktin 

hücre-iskeletinin önemli düzenleyicilerini kodlar. Bu genlerden biri, slit diyaframın 

önemli bir yapısını içeren transmembran bir protein olan nefrin’dir. Nefrin (NPHS1), 

diğer birçok podosit ve slit diyafram proteini ile etkileşime girerek podositlerin slit 

diyafram yapısını korumakta ve önemli hücre sinyal yolaklarına aracılık etmektedir 
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(73). NPHS1 genindeki mutasyonlar, Fin tipi konjenital nefrotik sendromla ilişkilidir 

ve proteinüriye neden olur (74). Podosin (NPHS2), Nefrin ve CD2AP (CD2-ilişkili 

protein/aktin filamenti ile doğrudan etkileşime giren protein) proteinlerinin slit 

diyaframda doğru yere yönlendirilmesini ve filtrasyon bariyerinin işlevini 

kolaylaştıran bir adaptör proteindir ve slit diyaframı aktin hücre iskeletine 

bağlanmaktadır (75). CD2AP, bu bağlantının bir parçası olmanın yanı sıra, sitozolik 

katepsin-L ekspresyonunun düzenlenmesi ile podosit aktin hücre iskeletinin 

organizasyonunu sürdürmeye de yardımcı olur (76). NPHS2 genindeki mutasyonlar, 

konjenital veya çocukluk çağı nefrotik sendromlarına sebep olabilmektedir (77, 78). 

CD2AP geninin haplo-yetmezliği ise glomerüler hastalığa yatkınlık ile ilişkilidir (79). 

Alfa-Aktinin-4 (ACTN4) 

Aktin döngüsünün doğru düzenlenmesi için gerekli olan ve podositlerin normal 

morfolojisini ve işlevini sürdürmek için önemli olan aktin filamanlarını çapraz 

bağlayıcı bir proteinidir (80). ACTN4 mutasyonları sonucu ACTN4 F-aktine bağlanma 

afinitesi artmakta ve aktince zengin hücresel birikimler oluşturmaktadır. ACTN4 

mutasyonları otozomal dominant kalıtımla ailesel FSGS’ye sebep olmaktadır (81, 82). 

Bir kalsiyum kanalı proteini olan geçici reseptör potansiyel katyon kanalı 6 (TRPC6), 

aktin hücre iskeletinin bilinen bir modülatörü olan Ras homoloğu ailesi üyesi A 

(RhoA) yolağı üzerinden aktin hücre iskeleti üzerine etkisi olması muhtemeldir (83). 

TRPC6' nın, podosin ile birlikte, mekanik gerilimi iyon-kanalı aktivitesine çevirerek 

slit diyaframda bir mekanosensör olarak hareket ettiği düşünülmektedir (84) TRPC6 

fonksiyon kazanımı mutasyonları, kalsiyum akışını artırarak ve anormal sinyalleşme 

yoluyla aktin hücre iskeletini düzensizleştirerek, yetişkin dönemde NS'ye neden 

olmaktadır (78, 85).  

Fosfolipaz C epsilon-1 (PLCε1) 

Hücre büyümesini ve farklılaşma yollarını başlatan IP3 ve DAG gibi ikinci 

habercileri oluşturmak için membran fosfolipidlerinin hidrolizini katalize eden, 

fosfoinositide özgü fosfolipaz C ailesinin bir üyesidir (86). PLCε1, Rho GTPazlar ve 

MAPK'leri düzenleyerek, podositlerin proliferasyonunu, farklılaşmasını ve 

migrasyonunu düzenlemektedir (87). PLCε1 mutasyonları, çoğunlukla hücre iskeletini 
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ve sinyalizasyonu bozarak erken başlangıçlı NS' ye neden olur. Bazı yanlış 

anlamlı/missense mutasyonlar ise immünosupresyona yanıt veren geç-başlangıçlı NS 

ile sonuçlanır (88) 

Inverted Formin-2 (INF2) 

Aktin polimerizasyonunu düzenleyen proteinlerden biridir ve formin protein 

ailesindendir. Forminler, FH2 alanları aracılığıyla mikrotübüllere bağlanır ve tam 

mekanizması karakterize edilmemiş olmakla beraber mikrotübül stabilitesini ve 

mikrotübüllerin aktin fiberleri ile hizalanmasını düzenlediği bilinmektedir (89). INF2, 

böbrekte, özellikle podositlerde ve tübüllerde ifade edilirken, beyin, karaciğer, kalp, 

plasenta ve iskelet kası gibi diğer organlarda da ifadelenmektedirler (90). INF2’ deki 

mutasyonlar, otozomal dominant FSGS'nin bir nedeni olarak rapor edilmiştir (91). 

Rapor edilen mutasyonlardan üçünün (S186P, E184K, ve R218Q), kültür ortamında 

yapılan çalışmalar ile, farklılaşmamış insan podositlerin’de proteinin yanlış 

lokalizasyonuna sebep olduğu belirlenmiştir. Bu bulgular, FSGS oluşum 

mekanizmasının büyük olasılıkla podosit hücre iskeletinin regülasyonunun bozulması 

sonucu gerçekleştiğini düşündürmüştür (91). 

Miyozin-1E (Myo1E) 

Aktin filamentleri boyunca yerleşen yapısal motor proteinlerinden biridir, 

podosit hücre iskeletini stabilize etmektedir, podositlerin gelişimi ve ayaksı uzantısı 

için önemlidir (92). Myo1E esas olarak plazma zarında ifade edilir, ancak mutant 

Myo1E, podosit sitoplazmasında lokalizedir. Mutasyonları, çocuklukta (<13 yaş) 

başlayan, glukokortikoide dirençli FSGS ile ilişkilidir (93). 

Permeabilite Faktörleri, Biyobelirteçler 

"Permeabilite/geçirgenlik" terimi, proteinüriye yol açan glomerüler filtrasyon 

bariyerinin artan sızıntısını ifade eder (94). Primer FSGS, böbrek 

transplantasyonundan sonra çok hızlı bir şekilde tekrarlayabilmektedir (yetişkinlerde 

vakaların ~%30'u, çocuklarda >%50'si) (95). Sirkülasyondaki 

geçirgenlik/permeabilite faktörlerinin/sitokinlerin varlığı, ayaksı uzantı kaybı ve de 
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eşlik eden proteinüri artışı ile primer FSGS’ ye ve transplantasyon sonrası hastalığın 

tekrarına yol açtığı düşünülmektedir.  

FSGS'li hastalardan alınan plazma, plazma fraksinasyonları veya serumunun 

sıçanlara uygulanması sıçanlarda proteinüriye neden olmaktadır (96, 97). FSGS'li 

hastalardan alınan serum, ratlardan izole edilmiş glomerülere uygulandığında albümin 

geçirgenliğini arttırmaktadır (98). Bu serumda bulunan faktörlerden bazıları, 

kardiyotrofin benzeri sitokin faktör 1 (CLCF-1), çözünür ürokinaz plazminojen 

aktivatör reseptörü (suPAR) ve CD40 antikorları’ dır (99). 

Klinik öncesi çalışmaların verileri, yüksek suPAR seviyelerinin podosit 

hasarına sebep olduğunu göstermektedir (100). Mekanik olarak, suPAR’ın podosit 

beta 3 (β3) integrinlerine bağlanması ve aktiflemesiyle FP mikrofilament sisteminin 

dışarıdan içeriye aktivasyonuna, podosit FP motilitesine ve dolayısıyla efasmanına 

neden olmaktadır (100). FSGS' li hastaların çoğunluğu yüksek suPAR serum 

seviyelerine sahiptir. Daha yüksek suPAR seviyelerin daha kötü patoloji (artmış 

interstisyel fibrozis, tübüler atrofi ve glomerüler kresent’ler) ve böbrek fonksiyonu ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir (101). suPAR’ın primer FSGS için bir biyomarker olarak 

kullanılması önerilmiştir ancak daha sonraki çalışmalar bunu desteklememiştir. 

Primer FSGS' de izole edilmiş bir başka potansiyel geçirgenlik faktörü, tahmini 

moleküler ağırlığı 22 kDa olan IL-6, B hücresi uyarıcı sitokin ailesinin bir üyesi olan 

CLCF-1'dir. Tekrarlayan FSGS' li hastalarda CLCF-1 seviyeleri sağlıklı bireylere göre 

100 kat daha yüksek bulunmuştur. CLCF-1’nin, podositlerin aktin hücre iskeletinin 

stabilizasyonunu bozarak FSGS' ye neden olduğu düşünülmektedir. CLCF-1 izole 

edilmiş sıçan glomerüllerinde ve kültürlenmiş fare podositlerin’de Nefrin ifadesini 

azaltmaktadır (102). Fare podositlerinin CLCF-1 ile inkübasyonu ile stres fiberleri 

oluşmuş, aktin hücre iskeleti düzenlenmesinde belirgin değişikliklere neden olmuştur. 

Bu değişikliklerin, CLCF-1 dozuna ve süreye bağlı olarak artması, hücrenin mekanik 

veya metabolik stres altında daha hassas ve daha hareketli bir fenotipe doğru 

yönelmesi ile oluştuğu bildirilmiştir (102). 

Tekrarlayan FSGS ile giden hastalık tablosunda, hastaların klinik örneklerinde 

CD40 oto-antikorları ve CD40 ligandının (CD40L) artmış olduğu ve sağlıklı 

kontrollere kıyasla FSGS' li hastalarda çözünür CD40L düzeylerinin anlamlı olarak 

daha yüksek olduğu rapor edilmiştir (103). Tanımlanmış 7 otoantikor (CD40, PTPRO, 
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CGB5, FAS, P2RY11, SNRBP2 ve APOL2) paneli arasında CD40 oto antikorunun 

transplant öncesi yükselmesinin, FSGS' nin transplantasyon sonrası nüksü ile en 

yüksek korelasyon gösterdiği (%78 doğruluk) saptanmıştır (104). Hastaların 

serumundan elde edilen CD40 antikorunun in vitro podosit kültürüne eklenmesinin, 

podositlerde aktin depolarizasyonuna ve hücre iskelet hasarına sebep olduğu 

gösterilmiştir (104, 105). CD40-CD40L sinyal yolunun bloklanmasının podosit 

hasarını azalttığı ve çoklu glomerülonefrit modellerinde koruyucu olduğu 

gösterilmiştir (104, 106). suPAR infüzyonunu takiben tekrarlayan FSGS' li hastalardan 

izole edilen CD40 otoantikoru’nun infüzyonu, farelerde proteinüriye yol açmıştır ve 

elektron mikroskobunda podositlerin silindiği görülmüştür (105). 

FSGS’nin yüksek riskli hastalarda transplantasyon öncesi plazmaferez ile 

dolaşımdan permeabilite faktörlerinin kaldırılmasıyla önlenebileceği veya 

geciktirilebileceği düşünülmesine karşın, rituximab-plazmaferez profilaksisinin FSGS 

oluşumunu önleyemediği gösterilmiştir (107). 

Enfeksiyonlar 

İnsan immün yetmezlik virüsü (HIV) enfeksiyonları ile birlikte eşlik eden 

mikrokistik tübüler değişiklikler ve aktif tübülo-interstisyel inflamasyon ile birlikte 

kollaps/çöken glomerülopati’ye neden olabilmektedir (108). Parvovirus B19 (PVB19), 

FSGS ve özellikle de kollaps nefropati ile bağlantılı olmasına rağmen nefrotoksik olup 

olmadığı ve FSGS lezyonlarıyla ilişkisine dair kanıtlar tam değildir (109). Bazı 

hastalarda sitomegalovirüs, Epstein-Barr virüsü veya simian virüsü ile enfekte 

olduklarında FSGS lezyonları görülmüştür (110). 

İlaç, Madde ve Toksinler 

FSGS ile ilişkili bulunan ilaçlar, toksinler veya maddeler arasında sigara, eroin, 

interferon, lityum, pamidronat, mTOR inhibitörleri, anabolik steroidler bulunur (111-

113). Bir osteoklast inhibitörü olan pamidronatın, osteoklastın aktin hücre iskeleti 

üzerinde doğrudan toksik etkileri vardır. Podosit hücre iskeleti üzerinde benzer bir 

etkinin olduğu ve FSGS’yi indüklediği öne sürülmüştür (112). Podositler hem 

interferon α hem de β reseptörleri ve interferon ɣ'ye yanıt olarak MHC-II antijeni ifade 

etmesi ile interferonlar doğrudan podositlere etki ederek FSGS'yi 
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indükleyebilmektedir (114). Anabolik steroidlerin kötüye kullanımı da FSGS oluşumu 

ile ilişkilendirilmiştir (115). 

Hastalıklar 

FSGS altta yatan hastalıklara bağlı olarak da gelişebilmektedir. Bu 

hastalıkların başlıcaları diabetes mellitus, hipertansiyon, obezite, renal arter stenozu, 

kolesterol embolisi ve vasküler hastalıklardır ve glomerüler hipertansiyon- 

hiperfiltrasyon sonucu mekanik strese ve hasarın ilerlemesiyle de FSGS’ye yol 

açabilmektedirler (116-120). Maladaptif FSGS; glomerüler hipertrofiye, 

intraglomerüler aşırı ECM birikime sebep olmaktadır (121). Histopatolojik olarak 

büyük glomerüller, glomerüller arasında sklerotik değişiklikler gösteren perihiler 

skarlar ve podosit kısmi ayaksı çıkıntıların efasmanı görülür (122). 

FSGS İçin Hayvan Modelleri  

FSGS patogenezini ve altında yatan mekanizmaları aydınlatmak için hayvan 

modelleri sıkça kullanılmıştır. Bu modeller arasında en yaygın fare ve sıçan modelleri 

nefropatiyi ve potansiyel terapötik hedefleri incelemek için kullanılmaktadır.  

FSGS' yi araştırmak için kullanılan modellerin tümü, podosit hasarına sebep 

olmakta ve böylece insan FSGS'sini taklit etmektedir. En önemli farklılık ise, 

insanlarda primer FSGS çok daha sık karşılaşılan bir hastalık formu iken, birçok 

hayvan modeli FSGS' nin sekonder formunu yansıtmaktadır (10). Bununla birlikte, iki 

hastalık formunun patofizyolojik mekanizmaları benzerdir ve aynı histopatolojik tablo 

ile sonuçlanmaktadır. Bu da FSGS'nin altında yatan mekanizmaları anlamada hayvan 

modellerinin kullanımının gerekliliğini göstermektedir.  

Renal ablasyon modeli  

Glomerüler hastalığı incelemek için oluşturulan ilk sıçan modelidir ve en sık 

kullanılan modellerden biridir. Hipertansiyonu, belirgin böbrek hasarını ve FSGS' yi 

indükleyen 5/6 ablasyon modeli çoğu çalışmada kullanır. 5/6 modeli, bir böbreğin 

çıkarılması ve kalan böbreğin 2/3' ünün kesilmesiyle üretilir. Böbrek kütlesindeki ani 

azalmaya bağlı olarak glomerüler yapıdaki değişiklikler 2 hafta gibi erken bir sürede 

tespit edilir. 7. haftada, glomerüllerin %50'sinden fazlasında FSGS lezyonları ortaya 
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çıkmaktadır (123). 4/6 renal kütle azaltma modeli, hipertansiyona yol açmadığından 

ve sadece orta derecede renal disfonksiyon ve glomerülosklerozu tetiklemesi 

nedeniyle daha hafif-hastalık formu olarak kullanılır (124, 125). Sıçanların çoğu 

glomerüloskleroza duyarlıyken, farelerde 129/Sv ve Swiss-Webster fareleri skleroz 

gelişimine duyarlı, C57BL/6 fareleri glomerüloskleroz gelişimine oldukça dirençlidir 

(126). 

FSGS gelişimi için spesifik toksin modelleri de geliştirilmiştir. Özellikle 

podositler için toksik olan adriamisin, puromisin amino nükleozid ve streptozotosin 

indüklü modeller en sık kullanılan FSGS modelleridir (127). FSGS' nin şiddeti 

genellikle toksin dozuna bağlı olarak arttığı için glomerüler hastalığın gelişimi 

güvenilirdir ve incelenmesi nispeten kolaydır. Bu tür modeller, proteinürik 

nefropatilerin gelişim mekanizmasını incelemek veya tedavilerin etkisini incelemek 

için uygundur (127). Spesifik toksinlerin yüksek miktarda tek enjeksiyonu; podosit 

ayak uzantısının silinmesine, yetersiz filtrasyon bariyerine ve nefrotik sendroma neden 

olabilmektedir.  

Puromisin Amino Nükleozid (PAN) 

Prokaryotlar ve ökaryotlarda protein sentezini engelleyen bir antibiyotiktir. 

PAN, podosit aktin hücre iskeleti yapısının ve ayaksı çıkıntıların bozulmasına, slit 

diyafram proteinlerinin ifadesinin azalması ve anormal dağılımı ile podosit hasarına 

sebep olmaktadır (128). PAN nefropatisi, sıçanlarda, çoklu intraperitoneal 

enjeksiyonlar veya eş zamanlı tek taraflı nefrektomi ile birlikte veya tek başına 

intravenöz (i.v.) uygulama gibi çeşitli indüksiyon rejimleri yoluyla indüklenebilir 

(129, 130). Tek doz PAN (50-150 mg/kg vücut ağırlığı) uygulamasından sonraki 

günler içinde masif proteinüri gelişmektedir (131, 132). 

Adriamisin (ADR) 

Primer FSGS'ye bağlı olarak insan kronik böbrek hastalığında gözlenen 

histolojik değişiklikleri yansıtan, sıçanlarda böbrek hasarının iyi bilinen bir toksik 

maddesidir. ADR, doza ve türe göre değişmektedir. Çoğu sıçan türleri, 1.5-7.5 mg/kg 

arasında değişen düşük dozlarda ADR'ye duyarlıyken çoğu fare türleri ADR' ye 

dirençlidir (133). Farelerde başarılı bir model üretmek için daha yüksek dozlarda ADR 
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gereklidir. Örneğin erkek BALB/C’de 10.8 mg/kg (134) ve C57BL/c farelerinde 13–

25 mg/kg (135, 136) ADR gerekmektedir. 

Streptozotosin (STZ) 

Pankreasın insülin üreten beta hücreleri için toksik olan, doğal olarak oluşan 

bir kimyasaldır. STZ, sıçan ve fare hayvan modellerinde diyabeti indüklemek için 

kullanılmaktadır (137). STZ ile indüklenen diyabetik nefropati, FSGS' nin 

gelişiminden önce olmaktadır. Fare modelleri için en sık kullanılan fare türleri 

C57BL/6 olmakla beraber DBA/2, SHR (hipertansif model için), MRL/MP, 129/SvEv, 

BALB/c farelerde kullanılabilmektedir (138). Nefropatiyi içeren STZ modeli için 

standart düşük doz uygulama önerilmektedir. Art arda beş gün boyunca i.p. 50 mg/kg 

STZ enjekte edilmesi sonucu C57BL/6 farelerin yaklaşık %50' sinde üç hafta sonra 

diyabet gelişmektedir (139). STZ ile diyabetin indüklenmesini takiben, normotansif 

sıçanlara (WKY) kıyasla hipertansif SHR farelerde böbrek hasarının gelişimi 

hızlanmaktadır (140). STZ, dirençli suşlar için yüksek dozlarda (1x200 mg/kg veya 2 

x 100-125 mg/g) kullanılmaktadır. Bununla birlikte, yüksek dozlarda STZ'nin 

farelerde ve sıçanlarda akut böbrek hasarına neden olduğu gösterilen spesifik olmayan 

sitotoksisite etkisi olmasının, bulguların yorumlanmasını zorlaştırdığı söylenmektedir 

(141). 

STZ ile indüklenen Diyabetik Nefropati (DN) sıçan modelleri oluşturulduktan 

üç ay sonra mezengial alanın segmental genişlemesi ile karakterize FSGS 

görülmektedir. DN için yaygın olarak SD (Sprague Dawley), Wistar-Kyoto (WKY) 

veya spontan hipertansif (SHR) kullanılır. Bu modellerde, erkek sıçanlar 16 saat aç 

bırakılır ve bir kez i.v. STZ (SHR=45 mg/kg, SD=55 mg/kg, WKY=60 mg/kg,) enjekte 

edilir (138). Erkek Syrian APA hamsterlerinde ise i.p. 40 mg/kg enjeksiyonu ile, bir 

ay sonra glomerüler lipidoz ile sonuçlanan yüksek idrar seviyeleri ile devam eden 

hiperglisemi ve hiperlipidemi gelişir. 

Bu modeller haricinde Buffalo/MWF (BUF Mna) (142) ve Munich-Wistar-

Fromter (MWF) (143) spontan modelleri, difteri toksini (57), transgenik HIV (144), 

Mpv-17'nin inaktivasyonu (145), α-actinin-4 knock-in, Myo1E1 nakavt modeleri (50, 

146), NPHS1, NPHS2 gen modifikasyon yaklaşımları (77, 147) veya podositler 
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üzerinde Thy-1.1 antijeninin ekspresyonunun eklenmesi gibi (148) FSGS’ ye yol açan 

modeller de kullanılmaktadır. 

2.4. Mezenkimal Kök Hücreler ve Böbrek Rejenerasyonu 

2.4.1. Mezenkimal Kök Hücreler 

Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) kendini yenileyebilen ve en az üç farklı 

hücre tipine farklılaşabilen, trofik ve immunomodülatör etkileri olan multipotent 

progenitör hücrelerdir. MKH’ler adipoz doku (AD), kemik iliği (Kİ), dermis, iskelet 

kası, trabeküler kemik gibi birçok farklı erişkin doku (149) yanı sıra,  plasenta, kord 

kanı, amniyotik sıvı ve amniyotik doku olmak üzere fetal dokulardan da elde 

edilmektedir. MKH’ler kültür koşullarında plastiğe yapışmalı, fibroblast benzeri 

morfoloji göstermeleri, stromal yüzey belirteç ifade etmeleri (CD105, CD73 ve CD90 

için >%95 pozitif) ama hematopoetik belirteçleri ifade etmemeleri (CD45, CD34, 

CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR yüzey molekülleri için pozitiflik 

<%2), osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hücrelere farklılaşmaları ile karakterize 

edilmektedirler (150).  

MKH’ler hastalıklara bağlı olarak çeşitli hasar gören dokuların tedavisinde 

kullanılmaktadır. MKH’lerin etkisi doku kaynağı, donor yaşı, kültür ortamı, pasaj 

sayısı, uygulama yolu, çevresel faktörler, hasarın seviyesi ve hastalığın tipine göre 

değişmektedir. Kemik iliği ve adipoz doku en çok kullanılan MKH kaynakları 

olmasına rağmen, göbek kordonu ve göbek kordon kanı kemik iliğine kıyasla daha saf 

izolasyon ve ekspansiyon potansiyeline sahiptir (151). Otolog hücre uygulamaları için 

ise özellikle adipoz doku kökenli MKH’ler kullanılmaktadır (152).  

MKH’ler kültür ortamına bağlı olarak osteosit, adiposit, kondrosit hücrelerinin 

dışında kardiyomiyosit-benzeri ve nöron-benzeri hücrelere, düz kas hücrelerine ve 

endotelyal hücrelere farklılaşabilmektedir (153, 154). MKH’ler farklılaşma 

potansiyellerinin dışında doğal ve adaptif immün sistem etkisi ile immün cevabı regüle 

etmektedir (155-159). 

Mezenkimal kök hücrelerin hasarlı dokuya migrasyonu ve birçok hücre tipine 

farklılaşması sebebiyle diyabette, kardiyak, karaciğer, kemik ve böbrek hastalıkların 

tedavi etkinliğini belirlemek için deneysel araştırmalar ve klinik uygulamalar 

yapılmakta, çalışmalardan olumlu sonuçlar alınmaktadır (160). İnflamasyon ile MKH’ 
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lerin immünsüpresif etkisi ve büyüme faktör üretimi uyarılmaktadır. MKH 

plastisitesinin durumu, farklı inflamasyon seviyesine verdiği farklı cevaplara, sitokin 

tiplerine ve immünosüpresanların varlığına veya yokluğuna bağlıdır. Önemli bir başka 

nokta da MKH’lerin normal ve inflamatuar dokularda davranışının değişim 

göstermesidir. İnflamasyon olduğunda MKH’ler inflamasyon alanına göç etme 

yeteneği artmaktadır (161) ve multipotent farklılaşma kapasitesi ile fonksiyonel 

hücreye farklılaştığı ve hasarlı hücrenin yerini aldığı düşünülmektedir. İnflamatuvar 

sitokinlerin cevabına bağlı olarak, MKH’ler immünoregülatör faktörler üreterek 

inflamasyon sürecini düzenlemektedir. Ayrıca, MKH’ler oldukça fazla miktarda 

büyüme faktörü salgılayarak endotelyal, fibroblast ve doku progenitör hücrelerini de 

stimüle etmektedir (162). MKH’ ler salgıladıkları faktörler ile anjiyojenik, antifibrotik 

etki göstererek dokuların rejenerasyonuna yardımcı olabilmektedir (163). 

Böbrek Kök/Progenitör Hücreleri 

Böbrekler hücresel heterojenliği ile, çok karmaşık bir mimariye ve diğer 

organlara kıyasla daha düşük rejenerasyona sahiptir (164). Vasküler, interstisyel, 

glomerüler ve tübüler bölmelere dağılmış 24'ün üzerinde olgun kök hücre tipine 

sahiptirler (165). Renal rejenerasyon sırasında hasarlı böbrek kompartmanlarının her 

birinin onarımı için çok spesifik ve özelleşmiş mekanizmalar gerekmektedir.  

Böbrek hasar onarım süreci için fibrotik yanıtı yavaşlatmanın gerekli olduğu 

düşünülmektedir. Kök/progenitör hücreler dokuyu yenileyebilmeli ve aynı zamanda 

büyüme faktörlerini salgılama kapasiteleri aracılığıyla hücre dışı matriks birikimini 

önleyebilmelidir (166). Podositlerin kendini yenileme kapasiteleri bulunmadığından 

glomerüler parietal epitel hücrelerinin (çoğalan ve podositlere komşu olan) glomerüler 

kapillerlere göç edebileceğini ve podositlere farklılaşabileceğini öne sürülmektedir 

(167). Böbrek kök hücrelerin birkaç nişi tanımlanmış olmasına rağmen, rollerinin ne 

olduğu, mekanizmaları ve böbrek hasarı sonrası onarımlarda nasıl davrandıkları halen 

bilinmemektedir. Yine de böbrek kök hücrelerinin, hasarlı böbrek dokusunun yeniden 

modellenmesi için terapötik hedefler olabileceği düşünülmektedir (168). 

Kök/progenitör hücreler embriyonik dönemde epitelyal hücrelere, 

miyofibroblastlara, düz kas hücrelerine ve embriyonik metanefrik mezenkime 

farklılaşabilir (169). MKH’ler, böbreğin embriyogenezinde önemli bir rol 
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oynamaktadır (170). Yetişkin böbrekte, yerleşik renal kök/progenitör hücreler ve 

kemik iliği kaynaklı dolaşımdaki kök/progenitör hücreler olmak üzere farklı iki 

kaynak, anti-inflamasyon ve immunmodülasyon yoluyla lokal onarım süreçlerini 

büyük ölçüde kolaylaştırmaktadır (171-173). 

Fare ve insan erişkin glomerüllerinde MKH fenotipine sahip yerleşik 

progenitör hücreler bulunmuştur (174, 175). Bu hücreler, belirli kültürel koşullar 

altında mezodermal soylara, endotelyal hücrelere, podositlere ve mezengial hücrelere 

farklılaşabilir. Diğer böbrek kök/progenitör hücrelerden farklı olarak CD133'ü 

eksprese etmezler. Bu hücreler sadece bir MKH fenotipi sergilemekle kalmaz, aynı 

zamanda Kİ-MKH'lerde negatif olan embriyonik kök hücre (EKH) belirteçleri CD24 

ve Pax-2'yi ifade eder (174). 

Bowman kapsülündeki renal kök/progenitör hücreler, yüksek kendini yenileme 

ve çoklu soya farklılaşma potansiyelinin yanısıra MKH belirteci CD44'ü ifade eden, 

ancak soya özgü belirteçleri olmayan pariyetal epitel hücrelerinin özel bir türüdür 

(174). Bowman kapsülünde MKH ve böbrek kök hücre belirteçleri CD24 ve PAX2 

ifade eden bir CD133–CD146+ hücre popülasyonu içerir. Glomerüler mezenkimal 

CD133–CD146+ popülasyonu (Gl-MKH) kendini yenileme yeteneği, klonojenisite ve 

çoklu farklılaşma potansiyeli sergilemiştir. Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik 

farklılaşmaya ek olarak, bu hücrelerin Nefrin, Podosin ve Sinaptopodin gibi podosit 

belirteçlerini ifade ettiği ve endotel hücrelerine ve epitel hücrelerine farklılaşabildiği 

gösterilmiştir (176). MKH benzeri hücrelerin kökenini belirlemek için erkek donörden 

izole edilen Gl-MKH’ler, dişi bir alıcıya nakledilmiş ve dişiden alınan böbreğin 

glomerüllerinden izole edilen MKH benzeri hücrede 48 metafazın karyotipinde XY 

kromozomu bulunmuştur (174). 

Tübüllerde özellikle proksimal tübüllerde de kök/progenitör hücreler vardır 

(177, 178). Çoğu, tübüler epitel hücrelerine farklılaşabilir ve hatta adipojenik, 

osteojenik ve kondrojenik soylar gibi mezodermal soylara farklılaşabilir. Bu 

hücrelerin PAX2 gibi renal EKH belirteçlerinin yanı sıra MKH benzeri iğsi bir 

morfoloji gösterdiği, CD90 pozitif, CD44 pozitif, CD133-negatif olduğu gösterilmiştir 

(177). Diğer çalışmalar, diğer tübüler hücrelerden morfolojik olarak farklı olmamasına 

rağmen, tübül kök/progenitör hücrelerin bazı MKH belirteçleri yanı sıra PAX2 için de 

pozitif olduğunu göstermektedir (178). Başka bir çalışma, bu hücrelerin kendilerini 
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yenileyebildiğini ve tübül epitel hücrelerine farklılaşabildiğini, MKH belirteci olan 

CD44'ü ve böbrek kök/progenitör hücre belirteci PAX8’i ifade ettiklerini 

göstermektedir. In vitro ortamda mezodermal soylara farklılaşabilmektedirler (179). 

Erkek fareden dişi fareye Kİ-MKH transplantasyonu sonrası, dişi böbrekte Y 

kromozomlu bazı Kİ-MKH'lerin, morfolojisi ve lokalizasyonu açısından podosit 

fenotipi gösteren hücreler ile ve tübül epitel hücreleri ile glomerüllerde ko-lokalize 

olduğu bildirilmiştir (180). Bu çalışma, dolaşımdaki Kİ-MKH'lerin böbreğe 

yerleştiğini, tübüler epitel hücrelerine ve podositlere farklılaşabileceğini 

göstermektedir. Ayrıca, EGFP (enhanced-yeşil floresan protein) işaretli Kİ-MKH' 

lerin i.v. uygulaması ve ardından glomerüllerde dolaşan EGFP+ hücrelerinin PBS ile 

yeterli perfüzyon sonucu izole edilerek incelenmesi; bu hücrelerin glomerüler 

mezengial hücrelerinin çeşitli özelliklerini ve belirteçlerini sergilediğini göstermiştir 

(176). Bu hücrelerin sayılarının zamana bağlı bir şekilde artışının gözlenmesi, Kİ-

MKH 'lerinin böbrek hasarından sonra böbreğe göç etme ve mezengial hücrelere 

transdiferansiye olma yeteneğine sahip olduğunu düşündürmektedir (181). 

MKH’ler ve Böbrek Rejenerasyonu 

Doku tamiri, uyarılan hücreler ve salgılanan faktörlerin beraber hareket etmesi 

ile anjiyogenez, ekstraselüler matriks yeniden düzenlenme ve doku progenitör 

hücrelerinin farklılaşması ile gerçekleşmektedir.  

Böbrek hasarına bağlı hiperfiltrasyon, renin-angiotensin aldosteron sistemini 

(RAAS) aktive etmekte ve proteinüriye sebep olmaktadır. Tübüllerde anjiyotensin II 

(AngII) ve protein geçirgenliğinin artması ile inflamasyon, glomerül ve tübüllerin 

fibrozisi oluşmaktadır. İnflamasyon bölgesinde IL-1, IL-6, TNF-α sitokinlerinin ve C-

reaktif proteinin artmasına, RAAS değişimine, ateroskleroz, reaktif oksijen türlerinin 

birikimine, endotelyal disfonksiyonuna MKH sayısının, proliferasyonunun, 

migrasyonunun azalması ile birlikte apoptozisin ve yaşlanmanın artması eşlik 

etmektedir. Bu nedenle MKH’lerin yerine konulması doku tamir sürecinde önemlidir 

(182). 

Böbrek hasarı olan hayvan modellerinde ve hastalarda Kİ-MKH uygulamasına 

ait olumlu veriler mevcuttur. MKH’lerin majör histokompabilite komplex-II (MHC-

II) genini ifade etmemeleri, MHC-I’i çok düşük seviyede ifade etmeleri sebebi ile 
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immün ret oluşmamaktadır (183). MKH’lerin üretim kolaylığı, yüksek miktarda 

ekspansiyon potansiyeli, immünomodülatör özellikleri, düşük immünojenite ve 

multipotent farklılaşma özelliği ile glomerulopati tedavilerinde oldukça etkilidirler 

(184). Sıçan, fare gibi hasar modeli oluşturulan in vivo çalışmalarda, modelin 

kendisine ait MKH’ler yanı sıra insan kaynaklı MKH’lerin uygulanması ile de etkili 

sonuçlar alınmaktadır (185-187). 

MKH'ler, iskemik reperfüzyonu olan farelerde böbrek fibrozisini azalttığı 

(188), fare akut böbrek yetmezliğinde MKH i.v. uygulaması sonucu  MKH'lerin 

tübüler epitele transdiferansiyasyonu ile yapısal ve fonksiyonel renal tamiri artırdığı 

gösterilmiştir (189). Ayrıca, MKH’ler nekrozu azalmakta, böbrek fonksiyonu ve 

mezengial hücre proliferasyonunu artırmaktadır (190). 

Parakrin etkisi ile akut renal hasar modellerinde hastalığın ilerlemesinin 

azalmasına yönelik MKH etkisi de saptanmıştır. MKH tedavisinin tip 1 diyabetik 

nefropatili sıçanlarda mikroalbuminüriyi azalttığı ve böbrek fonksiyon hasarlarını 

düzelttiği gösterilmiştir (191). MKH’lerin mikroalbuminüri üzerine terapötik etki 

mekanizması tam bilinmemekle beraber podosit hücre hasarını azaltarak etkili olduğu 

düşünülmektedir. Diyabetik nefropatili farelerde ise, EGFP+ Kİ-MKH'lerin 

uygulanmasından sonra tedavi edilmeyen farelerde belirgin glomerüler ve tübüler 

histopatolojik değişiklikler (skleroz, mezengial genişleme, tübüler dilatasyon, protein 

silindirleri, podosit kaybı) gözlenirken, MKH ile tedavi edilen farelerde, MKH’lerin 

renoprotektif etki gösterdiği ve tübüler yapıda sadece hafif bir genişleme olduğu 

görülmüştür. EGFP+Kİ-MKH'ler, diyabetik farelerin böbreğinde bulunurken, sağlıklı 

farelerde saptanmamıştır (192). EGFP+ sıçanların kemik iliğinin sağlıklı sıçanlara 

nakledilmesinden sonra, Kİ-MKH'lerin, glomerüler kapiller damarlar için yapısal 

destek sağlamak üzere, mezengial hücrelere farklılaştığı da gösterilmiştir (193). 

Sıçan iskemi-reperfüzyon hasarından hemen veya 24 saat sonra sol karotid 

arterden MKH’ lerin uygulamasının proinflamatuar sitokinler IL-1β, TNF-α, IFN- γ 

ve indüklenebilir nitrik oksit sentazın (NOS) ifadesini önemli ölçüde azaltmış ve anti-

inflamatuar IL-10 ve bFGF yanı sıra TGF-α ve Bcl-2 ifadelenmelerini tedavi edilen 

böbreklerde yüksek oranda artırarak böbrek fonksiyonunda anlamlı bir iyileşmeyi 

sağladığı, hücre proliferasyonunun hızlandırdığı ve transplantasyondan sonra 

apoptozu azalttığı gösterilmiştir (194). MKH'ler iskemik reperfüzyonu olan farelerde 
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böbrek fibrozisini azaltmaktadır (188). Fare akut böbrek yetmezliğinde MKH'lerin i.v. 

uygulaması ise tübüler epitele transdiferansiyasyonu ile yapısal ve fonksiyonel renal 

tamiri artırmaktadır (189). MKH uygulaması nekrozu azaltmakta, böbrek 

fonksiyonunu ve mezengial hücre proliferasyonunu arttırmaktadır (190). Hem kültür 

ortamlarında yapılan in vitro modellemeler hem de in vivo hayvan modellerinde  

yapılan diğer çalışmalarda Kİ-MKH'lerin podositlere, mezengial, tübüler epitel 

hücrelere vb. transdiferansiye olabildiği gösterilmiştir (189, 195-197). 

Adriamycin ve PAN modellerinde göbek kordonu MKH'ler (GK-MKH'ler) 

veya Kİ-MKH uygulaması ile podosit kaybı azalmakta, renal fonksiyon artmaktadır 

(198, 199) MKH'lerin glomerüler podosit-pariyetal epitelyal hücre köprüleri 

oluşturarak ve Bowman kapsülü boyunca NCAM+ progenitör hücre dağılımını 

düzenleyerek glomerülosklerozu azalttığı düşünülmektedir (198). MKH'lerin böbrek 

üzerindeki onarım etkisinin, doğrudan hedef hücreler tarafından değil, hasarlı 

böbreklerdeki inflamatuar reaksiyonları azaltmak için karmaşık bir parakrin 

mekanizma yoluyla uyarıldığı ve bu mekanizmanın, özellikle daha sonraki onarım 

döneminde önemli role sahip olduğu düşünülmektedir. Hücre füzyonunun da, düşük 

olasılıklı bir olay olmasına ve önemli terapötik etkilerle çelişmesine rağmen, bir 

onarım şekli olma olasılığı dışlanmamalıdır.  

MKH’ler ve Lisanslama 

MKH uygulamalarının en önemli zorluğu engrafmanıdır ve uygulanan 

hücrelerin çoğu akciğerlerde tutulduğundan çok azı diğer organlara gidebilmektedir. 

MKH’lerin ~%40 kadarının hasarlı alana gidebildiği, 72 saat içerisinde ise ~%90’ının 

apoptoza gittiği veya kötü mikroçevre nedeniyle öldüğü saptanmıştır (200). MKH’ 

lerin transplantasyondan sonra az oranda istenilen bölgeye ulaşan hücre miktarı da 

doku çevresindeki inflamatuar mediatörler, superoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif 

oksijen türlerinin artmasına bağlı oksidatif stres, iskemi, yetersiz besinler, bozulmuş 

ekstraselüler matriks (ECM), düşük oksijen/hipoksi nedeniyle bozulmakta, hücre sağ 

kalımını ve rejeneratif etkisini önemli oranda kaybetmektedir (201). Diğer bir deyişle, 

MKH tedavisinin etki potansiyeli hasarlı bölgeye ulaşma kapasitesi, hasarlı alandaki 

sağ kalımı ve böbrek hücreleriyle etkileşimine bağlıdır ve hücrelerin canlılığı, 

mikroçevre kontrolü için MKH kapasitesinin artırılması gerekmektedir. Bu amaçla 
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çok sayıda strateji geliştirilmektedir. Hücreleri uygulama öncesinde 

hazırlık/indüksiyon ve modifikasyon gibi ön koşullandırma veya lisanslama olarak 

nitelendirilen (İngilizcede priming) stratejiler umut vericidir. Bu stratejilerin 

başlıcaları sitokinler veya kimyasal bileşiklerle MKH’lerin inkübasyonu veya birlikte 

enjeksiyonu, hipoksi ile stimülasyonu ve genetik modifikasyonlarıdır. Bu stratejiler, 

MKH’lerin engrafmanını, immün düzenleyici etkisini, doku tamirine etkisini, 

rejenerasyon yeteneğini, ROS’a direncini ve sağ kalımını artırabilmektedir (202-204). 

MKH’lerin lisanslama stratejisi patolojik koşullara göre değişmektedir. Örneğin tümör 

mikroçevresi için MKH’ler kültürde immün sistemin aktivasyonunu uyaran interferon 

beta (IFN-β), IL-2, IL-12, IL-21 ile ve apoptozu tetikleyen IFN-α, TRAIL ile 

uyarılmaktadır (205). TNF-α, IL-17, IFN-ɣ ve hipoksi MKH’lerin immünomodülatör 

özelliklerini artırmakta, IGF-1, HGF, SDF-1, hipoksi ve ATRA, migrasyonu ve 

proliferasyonunu; melatonin, sfingosin-1-fosfat (S1P) sağkalımını; 3 boyutlu (3D)- 

kültür, TNF-α, TGF-β1, bFGF, FGF-2, Apelin-13 angiogenez kapasitesini 

artırmaktadır (2, 202, 206-208). 

Akut böbrek hasarı hayvan modellerini kullanan çalışmalarda, tek başına EGF, 

HGF veya IGF-1 gibi büyüme faktörlerinin uygulaması ile, rejenere olan proksimal 

tübülde DNA sentezi artmakta, hasar düzeyi azalmaktadır (209). Kİ-MKH’ler de IGF-

1, HGF, VEGF salgılayarak organ rejenerasyonunu artırmaktadır (164) ve böbrek 

fonksiyonunun artışı nedeniyle mortalite azalmaktadır (210-212). Fare akut böbrek 

hasarı modelinde, fare Kİ-MKH’leri mitojenik ve sağ kalım faktörü IGF-1'i üreterek 

akut böbrek hasarında tübüler hücre onarımı üzerinde artış sağlamaktadır (213). 

HGF'nin renal tübüler epitel hücreleri üzerine mitojenik etkileri vardır ve bu etki 

sadece bir indüktör olarak değil, aynı zamanda renal rejenerasyon ve kompansatuar 

renal büyümede modülasyon ile gerçekleşmektedir (214). MKH’lerin IGF-1 veya 

HGF ile indüksiyonu akut böbrek hasarında da etkilidir (215-217). Kombine 

uygulaması ise domuz myokardial enfaktüs modelinde neovaskülarizasyon artışını 

sağlamaktadır (218). 

2.5. Insulin Benzeri Büyüme Faktörü-1 (IGF-1) 

IGF-1, somatomedin C olarak da bilinen küçük bir polipeptittir. Esas olarak 

karaciğerde sentezlenen bir hormondur ve sentezi hipofiz bezinden salgılanan büyüme 
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hormonu/growth hormon (GH) tarafından düzenlenir. IGF-1 proteini 70 amino asitten 

oluşan, yüksek oranda korunmuş tek zincirli bir polipeptittir ve IGF-1 geni tarafından 

kodlanmaktadır (219). İnsan IGF-1 geni 12q22-24 kromozom bölgesinde lokalizedir, 

6 ekzon ve 5 introndan oluşur ve tüm memelilerde benzer şekilde yaklaşık  ̴ 85 kb 

uzunluğundadır (220). IGF-1, hemen hemen tüm dokular tarafından sentezlenir ve 

dolaşımda GH sekresyonunun hipotalamik/hipofiz regülasyonu üzerindeki negatif 

feedback/geribesleme inhibisyonundan sorumludur (221). IGF-1 yaşam boyunca doku 

büyümesi ve anabolik süreçlerde yer alır, doku onarımında, metabolizmanın 

kontrolünde ve hastalık patogenezinde rol oynar (220, 222, 223). 

IGF-1 Sinyal Mekanizması 

Dokularda ve dolaşımda IGF-1, yüksek afinite ile IGF bağlayıcı proteinlere 

(IGFBP'ler) bağlanmakta ve IGF-1’in aktivasyonunu veya inhibisyonunu 

düzenlemektedir. IGF-1, membrana bağlı bir tirozin kinaz olan reseptörü (IGF-1R) ile 

etkileşerek hücre içi otofosforilasyonu, enzimatik aktivasyonu ve insülin reseptörü 

substrat-1 (IRS-1) protein fosforilasyonunu başlatır. IRS-1 tirozin bölgelerinden 

fosforilasyon, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ve mitojenle aktive olan protein kinaz 

(MAPK) yolları gibi birkaç hücre içi sinyal yolunun aktivasyonuna yol açar. Hücre 

büyümesi, çoğalması, farklılaşması, olgunlaşması, sağ kalım ve glukoz regülasyonu 

üzerine etkisi PI3K-Akt ve RAS, RAF, MAPK sinyal yolu aktivasyonu tarafından 

desteklenir (Şekil 2.2.) 

IGF-1’in Böbrek Gelişimi ve Hasarındaki Rolü 

IGF-1, prenatal ve postnatal böbrek büyüme ve gelişiminde kritik rol oynayan 

düzenleyicilerden biridir (224, 225). Renal IGF-1, karaciğer ve böbrek olmak üzere iki 

farklı kaynaktan köken alır. Esas olarak karaciğerde sentezlenen IGF-1, dolaşımdaki 

IGF-1'in ≈%75'ini oluşturur (226, 227) ve IGF bağlayıcı proteinler (IGFBP'ler) ile 

hücre yüzeyine bağlandığında hedef dokular üzerinde endokrin bir şekilde etki eder.  

Böbrekte lokal olarak sentezlenen IGF-1, renal hücre metabolizması için 

otokrin veya parakrin düzenleyici faktör olarak görev yapar (228, 229). Hipofizektomi 

uygulanmış sıçanlara GH uygulaması ile IGF-1 mRNA ifadesinin ve lokal renal IGF-

1 üretimini arttırdığı gösterilmiştir (228-231). IGF-1’in hem mezengial hücrelerde 
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(232), hem de podosit hücrelerinde ifadesi saptanmıştır (233). GH sinyalinin, aktin 

hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesinde ve ayrıca ROS seviyelerini düzenlemede 

doğrudan bir rolü olduğu gösterilmiştir (233). 

Şekil 2.2. IGF-1 sinyal yolağı. IGF-1, IGF-1R'ye bağlanır ve IRS-1'i aktive eder. 
IRS1'in fosforilasyonu, PI3K ve MAPK gibi hücre içi sinyal yolağı 
aktivasyonuna yol açar. Hücre büyümesi, proliferasyonu, farklılaşması, 
olgunlaşması, hayatta kalması ve glukoz regülasyonu üzerine etkisi, PI3 
kinaz-AKT ve RAS, RAF, MEK MAPK sinyal yolağının aktivasyonu ile 
desteklenir. IGF-1, insülin benzeri büyüme faktörü 1; IGF-1R, insülin 
benzeri büyüme faktörü 1 reseptörü; IRS-1, insülin reseptörü substratı 1; 
PI3K, fosfatidilinositol-3 kinaz; PDK1, Fosfoinositide bağımlı kinaz-1; 
Akt, serin/treonin spesifik protein kinaz; Shc, Shc adaptör proteini; SOS1, 
SOS Ras/Rac guanin nükleotid değişim faktörü 1; GRB2, büyüme faktörü 
reseptörüne bağlı protein 2; Raf, Hızla hızlanan fibrosarkom kinaz 
proteini; MEK, MAPK/ERK kinaz veya mitojenle aktive olan protein 
kinazlar/hücre dışı sinyalle düzenlenen kinazlar; ERK, Hücre dışı sinyalle 
düzenlenen kinaz. 
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GH/IGF-1 yolağı, glomerülün tüm bileşen hücreleri üzerinde etkiler 

göstermektedir. GH ve özellikle IGF-1, mezengial hücre çoğalmasını ve göçünü 

uyarır. GH ve IGF-1'in iki yönlü etkileri nedeni ile podosit fonksiyonundaki fizyolojik 

rolü karmaşıktır. Hiperhomosisteinemiye bağlı podosit disfonksiyonu modelinde, GH, 

nikotinamid adenin dinükleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) aktivasyonunu bloke 

ederek glomeruloskleroza yol açan epitelyal-mezenkimal geçişi inhibe etmektedir 

(234). IGF-1, kemoterapi ajanı etopozid varlığında podosit hücrelerinin apoptozunu 

azaltarak, sağ kalımını artırmaktadır (235). Podosit aktin hücre iskeletinin yeniden 

organizasyonunu etkileyen reaktif oksijen türlerinin artması ile GH'nin podosit 

fonksiyonu üzerinde olumsuz etkiler gösterdiği de belirlenmiştir (233). 

IGF-1 nakavt edilen kemirgen modelinde küçük böbrekler, azalmış nefron 

sayısı ve azalmış glomerüler boyut gözlenmiştir (236). Ayrıca IGF-1'in, IGF 

sinyalizasyonu ve PI3K yolu ile birlikte podosit sağ kalımında önemli bir faktör olduğu 

gösterilmiştir (235). IGF-1 sinyali, diyabetik nefropati gibi böbrekle ilgili birçok 

patolojide artmaktadır. Streptozotosin ile indüklenen diyabetik sıçanlarda, bir NO 

sentaz inhibitörü olan L-NAME'in (N omega-Nitro-L-arginin metil ester hidroklorür) 

böbrek hiper-filtrasyonunu, hipertrofisini ve renal IGF-1 ekspresyonunu azalttığı 

gösterilmiştir (237). IGF-1'in inhibe edilmesinin böbrekte hipertrofi ve albüminüri 

üzerinde hiçbir etkisi olmamıştır (238). Kronik diyabetik böbrek hastalığında, serum 

IGF-1 seviyesi böbrek hasarı veya proteinüri ile ilişkilendirilmemiş olsa da, serumda 

düşük IGF-1, son dönem böbrek hastalığı hastalarında artmış mortalite ile bağlantılı 

olduğu raporlanmıştır (239).  

IGF-1’in Terapötik Etkisi ve Kullanım Modelleri 

IGF-1 hemen hemen her dokuda sentezlenmekte ve salgılanmasındaki 

değişiklikler birçok sistemi etkilemektedir. IGF-1, hücre döngüsünün G1’den S fazına 

ilerlemesini sağladığı için “ilerleme/progresyon faktörü” olarak da bilinir. IGF-1 diğer 

büyüme faktörlerinin proliferatif etkisini desteklemekte, diyabet, iskemik ve nöronal 

hasar gibi patolojik durumlarda koruyucu bir etki göstermektedir (240, 241). IGF-1'in 

inflamatuar süreçlerde düzenleyici olarak bağışıklık sistemi yanıtında yer aldığı ve 

ROS birikimini azaltarak oksidatif stresi azalttığı düşünülmektedir (242, 243). 
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Fare tek taraflı obstrüksiyon renal fibroz modelinde IGF-1, Bcl-2 ve 

ERK/MAPK sinyal yolunun up-regülasyonunu sağlayarak böbrek epitel hücrelerin 

apoptotik hücre ölümünü azaltmıştır (244). Akut böbrek hasarında IGF-1'in hasarlı 

proksimal tübüllerde artmış olması, onarım sürecine dahil olduğunu düşündürmektedir 

(224, 245). IGF-1 tedavisi, nefron rejenerasyonunu ve katabolik hızın azalmasıyla 

ilişkili olarak iyileşmeyi hızlandırmaktadır (211). Sıçan açlık modelinde IGF-1, 

glomerüler filtrasyon hızını ve böbrek plazma akışını arttırmaktadır. Preklinik 

çalışmalarda gözlemlenen bu etkilere rağmen, klinik çalışmalarda IGF-1’in önemli bir 

etkisi saptanamamıştır (246-248). 

IGF-1 ile Lisanslanan MKH’ler 

Endokrin/parakrin etkiler tarafından salgılanan anti-inflamatuar moleküller, 

IGF-1, VEGF, HGF gibi büyüme faktörleri, çözünür faktörler ve kemokinler içeren 

bir dizi koruyucu faktör aracılığıyla mezenkimal kök hücreler böbrek hasarı 

onarımında rol almaktadır (249). Renal proksimal tubüler hücrelere (PTEC) sisplatin 

ile hasar verildikten sonra MKH’ler ile ko-kültür, PTEC proliferasyonunu artırarak 

koruyucu bir etki sağlamıştır. Bu etkinin MKH’lerde yüksek oranda ifade edilen IGF-

1 mRNA'sı ve proteini ile gerçekleştiği ve IGF-1 bloke edilmesi ile PTEC 

proliferasyonunun azaldığı gösterilmiştir. Ayrıca fare sisplatin böbrek hasar 

modelinde IGF-1’i susturulmuş MKH’lerin uygulanması, böbrek fonksiyonu ve 

tübüler hücre onarımı üzerindeki etkisini normal kontrol MKH’lerine göre 

sınırlamıştır. Böylece IGF-1’in akut böbrek hasarında hücre onarımında faydalı 

etkileri olduğu sonucuna varılmıştır (213). 

Sisplatin indüklü fare akut böbrek hasar modelinde 20 ng/ml IGF-1 ile 24 

saatlik ön koşullandırmış MKH’lerin (IGF1_MKH) uygulanması, hücre engrafmanını 

ve böbrek fonksiyonunu artırmaktadır. Aynı çalışmanın in vitro kısmında 

IGF1_MKH’ların CXCR4 ifadesini ve MKH'lerin göçünü arttırdığını ve H2O2 ile 

indüklenen hasara karşı IGF1_MKH duyarlılığını azalttığı gösterilmiştir (215). Başka 

bir çalışmada, IGF-1 ifade eden plazmit taşıyan göbek kordonu MKH'ler (GK-MKH) 

gentamisin ile indüklenen akut böbrek hasarı sıçanlarına uygulanması sonrası, kontrol 

MKH'lere (GK-MKH veya GK-MKH vektörü) kıyasla tübüllerde daha az nekrotik ve 

dilate tübül, tübüllerde daha az efüzyon bulunmuştur (216). IGF-1'in zorlanmış ifadesi 
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ile GK-MKH'lerde CXCR4 ifadelenmesi ve migrasyon kabiliyetinde artış olduğunu 

göstermiştir. Aynı çalışmada, IGF-1 zorlanmış ifadesi ile GK-MKH’ lerde azalmış 

apoptotik kaspaz 3, IL-6, TNF ve siklooksijenaz-2 (COX-2), ROS seviyeleri, artmış 

anti-apoptotik Bcl-2, anti inflamatuar TGF- β ve IL-10, antioksidan eNOS seviyeleri 

gösterilmiştir (216). 

2.6. Hepatosit Büyüme Faktörü (HGF) 

HGF, scatter/saçılma faktörü (SF) olarak da bilinen, mezenkimal kökenli 

hücrelerden üretilen ve birçok epitel hücreleri üzerinde mitojenik ve morfojenik 

aktivitelere sahip olan bir polipeptittir (250-252). HGF; embriyonik gelişim sırasında 

epitelyal hücrelerinin doğru proliferasyonunu ve morfogenezini sağlayarak, 

mezenkimal hücre etkileşimleri ile karaciğer, böbrek, akciğer, bağırsak gibi çoğu 

organın oluşturulmasında rol oynar (253). Organ gelişimi sırasında karaciğer, böbrek, 

pankreas, akciğer gibi mezenkimal ve epitel kökenli dokularda (254), yetişkinlik 

döneminde mezodermal kökenli dokularda (örn. fibroblastlar, trombositler, 

mononükleer hücreler) ifade edilir (255, 256). HGF geni türler arasında yüksek oranda 

korunmuş olup (257), insanlarda 7q11.2-21 bölgesinde lokalizedir (250). 

HGF'nin inaktif öncüsü pro-HGF halinde hücre içinde bulunur ve doku 

hasarına yanıt olarak aktif formuna dönüşür (258-260). Aktif formuna dönüşmesi için 

aktivatörleri ile hücre dışında proteolizi gerekir. HGF, bir tirozin kinaz reseptörü ve 

bir protoonkogen olan c-MET'e bağlanır. c-MET, ligand kaynaklı reseptör 

dimerizasyonu ile oto-fosforile edilir (261, 262). c-MET’in tirozin bölgelerinden 

otofosforilasyonu, PI3K-Akt, Paxillin-Fak, Stat3/5 ve Ras/Raf/MAPK gibi hücre içi 

sinyal yolaklarının aktivasyonu ile (263) hücrenin hayatta kalmasını, çoğalmasını, 

farklılaşmasını, invazyonunu, motilitesini ve ayrıca tübulogenezi ve aktin hücre 

iskeleti hareketliliğini sağlar (264-266) (Şekil 2.3.). 

HGF’nin Böbrek Gelişimi ve Hasarındaki Rolü 

HGF ilk olarak hepatektomize sıçanların serumunda tanımlanmıştır (255). 

Daha sonra, primer kültürde sıçan hepatositlerinin çoğalmasını ve DNA sentezini 

uyaran bir faktör olarak saflaştırılması ve karakterizasyonunun tamamlandıktan sonra 

isimlendirilmiştir (267). HGF, embriyonik dönemde organ gelişimi için gereklidir. 
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Erişkin dönemde bazal düzeyde doku homeostazını sağlarken doku hasarına bağlı 

olarak plazma düzeyi artmaktadır (268). 

HGF; karaciğer, böbrek, beyin, kalp ve deri gibi birçok organda sentezlenir ve 

büyüme, gelişme, rejenerasyon, onarım, fibroz, yeniden modellenme, onkogenez ve 

anjiyogenez gibi süreçlerde yer alır (269-274). HGF, ayrıca Rac1 (275) ve ROS 

üretimini düzenleyen enzim NADPH oksidaz aktivitesini düzenleyerek hücre 

canlılığını ve doku onarımını artırır (276). 

Karaciğerde olduğu gibi, parsiyel nefrektomi sonrası geriye kalan böbrek 

dokusu nefronların kaybına adapte olarak büyüyerek doku kaybını telafi etmektedirler. 

Tek taraflı nefrektomi ile akut böbrek hasarı sonrasında renal rejenerasyonun 

başlamasından önce, böbreklerde ve sağlıklı organlarda (akciğerler gibi) HGF mRNA 

ve protein seviyeleri artması HGF'nin parakrin ve endokrin etkilerle renal 

rejenerasyona dahil olduğunu düşündürmektedir (277, 278). Akut böbrek hasarı 

oluşumundan 24 saat sonra ise böbrekteki HGF'nin total protein düzeyi düşmektedir 

(279, 280). 

Böbrekte HGF'nin ana kaynakları makrofaj, epitelyal, endotelyal ve mezengial 

hücrelerdir. HGF-c-MET interaksiyonu ve regülasyonunun stabilizasyonu, epitel 

mezenkimal geçiş (EMT) ve hücre sağkalımının düzenlenmesi için kritiktir (281). 

Anormal şekilde aktive olan HGF/MET sinyali, tümör oluşumu ve metastaz ile 

ilişkilidir (282). Renal fibrozis oluşumu TGF-β1’in; 1) podosit, endotelyal ve tübüler 

epitel hücre apoptozunu indüklemesi ile, 2) büyük miktarlarda matriks bileşenleri 

üretmek için mezengial hücreleri ve interstisyel fibroblastları aktive etmesi ile ve 3) 

podositlerin, tübüler epitel hücrelerinin mezenkimal geçişini başlatması ile 

tetiklenmektedir (283, 284). HGF, diyabetik nefropati, obstrüktif nefropati, 5/6 renal 

ablasyon ve kronik allogreft nefropatisi dahil çeşitli kronik böbrek hastalıklarının 

başlamasını ve ilerlemesini önleyen TGF-β1’in profibrotik hareketlerini doğrudan 

antagonize eden güçlü bir anti-fibrotik yeteneğe sahip endojen bir renoprotektif 

faktördür (285-291). Sıçan renal interstisyel fibroblastlarda (NRK-49F) yapılan bir 

çalışmada HGF, aktive edilmiş Smad-2/3 nükleer translokasyonunu bloke ederek 

TGF-β1'in profibrotik etkisini antagonize etmekte ve myofibroblast aktivasyonunu 

baskılamaktadır (292). Glomerüler mezengial hücrelerde ise HGF Smad ko-represörü 
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Şekil 2.3. HGF sinyal yolağı. HGF, reseptörü c-met'e bağlanır. Otofosforile edilmiş c-

met, PI3K-AKT, FAK, JAK/STAT, Rac/Rho ve Ras/Raf/MEK, 

ERK/MAPK gibi çeşitli hücre içi sinyal yolaklarının aktivasyonuna yol 

açar. HGF, Hepatosit büyüme faktörü; PI3K, fosfatidilinositol-3 kinaz; 

AKT, serin/treonin spesifik protein kinaz; mTOR, rapamisinin memeli 

hedefi; JAK, Janus kinazı; STAT, sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon 

aktivatörü; Raf, Hızla hızlanan fibrosarkom kinaz proteini; MEK, 

MAPK/ERK kinaz veya mitojenle aktive olan protein kinazlar/hücre dışı 

sinyalle düzenlenen kinazlar; ERK, Hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz; 

MAPK, mitojenle aktive olan protein kinazlar.  

 

TGIF'nin degradasyonunu önleyerek stabilizasyonunu sağlamakta, α-SMA ve 

tip I kollajen ekspresyonunun baskılayarak TGF- β1 aracılı mezengial hücre 

aktivasyonunu inhibe etmektedir (292). Proksimal tübüler epitel hücrelerinde 
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(PTEC'ler) ve tek taraflı üreter obstrüksiyonunda (UUO) TGF-β tarafından indüklenen 

in vitro ve in vivo böbrek fibrozis modellerinde c-Met agonistik monoklonal antikoru 

denenmiştir (293). Çalışmada, c-MET agonistik antikoru tarafından aktive edilen HGF 

sinyali, kollajen 1, fibronektin ve α-SMA gibi fibrozis belirteçlerini ve apoptoz 

belirteci Bax-2’yi azaltmış ve hücre-hücre adezyon molekülü E-kadherin’i ve anti-

apoptotik Bcl-2'yi artırmıştır (293). 

Böbrekte HGF'nin ana kaynakları makrofaj, epitelyal, endotelyal ve mezengial 

hücrelerdir. HGF-c-MET interaksiyonu ve regülasyonunun stabilizasyonu, epitel 

mezenkimal geçiş (EMT) ve hücre sağkalımının düzenlenmesi için kritiktir (281). 

Anormal şekilde aktive olan HGF/MET sinyali, tümör oluşumu ve metastaz ile 

ilişkilidir (282). Renal fibrozis oluşumu TGF-β1’in; 1) podosit, endotelyal ve tübüler 

epitel hücre apoptozunu indüklemesi ile, 2) büyük miktarlarda matriks bileşenleri 

üretmek için mezengial hücreleri ve interstisyel fibroblastları aktive etmesi ile ve 3) 

podositlerin, tübüler epitel hücrelerinin mezenkimal geçişini başlatması ile 

tetiklenmektedir (283, 284). HGF, diyabetik nefropati, obstrüktif nefropati, 5/6 renal 

ablasyon ve kronik allogreft nefropatisi dahil çeşitli kronik böbrek hastalıklarının 

başlamasını ve ilerlemesini önleyen TGF-β1’in profibrotik hareketlerini doğrudan 

antagonize eden güçlü bir anti-fibrotik yeteneğe sahip endojen bir renoprotektif 

faktördür (285-291). Sıçan renal interstisyel fibroblastlarda (NRK-49F) yapılan bir 

çalışmada HGF, aktive edilmiş Smad-2/3 nükleer translokasyonunu bloke ederek 

TGF-β1'in profibrotik etkisini antagonize etmekte ve myofibroblast aktivasyonunu 

baskılamaktadır (292). Glomerüler mezengial hücrelerde ise HGF, Smad ko-represörü 

TGIF'nin degradasyonunu önleyerek stabilizasyonunu sağlamakta, α-SMA ve tip I 

kollajen ekspresyonunun baskılayarak TGF- β1 aracılı mezengial hücre aktivasyonunu 

inhibe etmektedir (292). Proksimal tübüler epitel hücrelerinde (PTEC'ler) ve tek taraflı 

üreter obstrüksiyonunda (UUO) TGF-β tarafından indüklenen in vitro ve in vivo 

böbrek fibrozis modellerinde c-Met agonistik monoklonal antikoru denenmiştir (293). 

Çalışmada, c-MET agonistik antikoru tarafından aktive edilen HGF sinyali, kollajen 

1, fibronektin ve α-SMA gibi fibrozis belirteçlerini ve apoptoz belirteci Bax-2’yi 

azaltmış ve hücre-hücre adezyon molekülü E-kadherin’i ve anti-apoptotik Bcl-2'yi 

artırmıştır (293).  
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In vitro diyabetik nefropati modelinde; HGF indüksiyonunun, yüksek glikoz 

uygulanmış sıçan mezengial hücrelerde oksidatif stresi azalttığı (294) ve HGF'nin 

antioksidan etkisinin protein kinaz G'yi (PKG) aktive etmesi ve protein kinaz-A'yı 

(PKA) inhibe etmesi ile oluştuğu gösterilmiştir (295). 

Normal glomerüllerdeki podositler hücre yüzeyindeki c-met ifadesi ile HGF 

stimülasyonuna yanıt vermektedir. HGF' nin yaralanmadan sonra podosit yapısını ve 

işlevini korumada bir rolü olabileceği düşünülerek, Cre-LoxP rekombinasyon sistemi 

kullanılarak c-met'in podositlerde spesifik olarak delesyonu yapılan koşullu nakavt 

fareler oluşturulduğunda, podosit spesifik c-met delesyonu olan farelerin sağlıklı 

olduğunu ancak adriamisin ile oluşturulan akut böbrek hasarı sonrasında daha şiddetli 

albüminüri, podosit lezyonları ve podosit kaybı geliştiği gözlenmiştir (296). HGF'nin 

ektopik ekspresyonu, podosit fonksiyon bozukluğunu ve apoptozu iyileştirmesi ve 

proteinüriyi azaltması; HGF/c-MET sinyalinin patolojik koşullarda podosit 

yaralanmasını ve proteinüriyi önlemek için kritik öneme sahip olduğunu 

göstermektedir (296).  

HGF, akut böbrek hasarı sonrası tübüler rejenerasyonda rol oynayan bir 

pleiotropik faktördür (279, 297, 298). Morfojenik aktivitesi ile, üç boyutlu kültürde 

böbrek epitel hücrelerinin epitelyal tübül oluşumunu indüklemektedir ve HGF’ye karşı 

antikor kullanımı bu hücrelerin tübulojenik aktivitesini yok etmektedir (299). 

Gliserolle akut böbrek hasarı ve kısmi hepatektomi yapılan sıçanlarda HGF’nin 

zorlanmış ifadelenmesi (overekspresyonu), tübüler apoptozu ve nekrozu azaltmıştır 

(300). Intravenöz olarak enjekte edilen rekombinant insan HGF'si (rhHGF), siplatin ve 

HgCl2 indüklü akut böbrek hasarından sonra tübüler rejenerasyonu belirgin şekilde 

arttırmakta ve ağır böbrek fonksiyon bozukluğunu azaltmaktadır (301).  

Hipoksi veya nötrofiller tarafından salgılanan elastaz ve reaktif oksidanlar, 

tübüler ve GBM hasarını arttırır (302, 303). İskemik hasar, nötrofillerin retansiyonu 

ve aktivasyonu ve de oksidatif stresin artmasıyla akut böbrek hasarına neden olur (304, 

305). Nötrofillerin aktivasyonları için endotel hücrelerine yapışması gerekir ve bu 

durum, hücre içi adezyon molekülü 1 (ICAM-1), P-selektin ve E-selektin gibi adezyon 

molekülleri aracılığıyla sağlanır. H2O2 ve iskemi/reperfüzyon modellerinde reaktif 

oksidanlar ICAM-1, P ve E-selektin ifadelenmesini arttırır (303, 306). HGF’nin 

iskemi/reperfüzyon hasarında, NF-κB yolu üzerinden ICAM-1 ve E-selektini azaltarak 



35 

nötrofil infiltrasyonunu dolaylı olarak inhibe ettiği ve anti-apoptotik etkisi ile 

doğrudan tübüler hücreleri koruduğu ve de hipoksik epiteli koruyarak hasarı azalttığı 

gösterilmiştir (307). 

HGF-cMET interaksiyonu ve regülasyonunun stabilizasyonu epitelyal-

mezenkimal geçişin (EMT) ve hücre sağ kalımının düzenlenmesi için de kritiktir 

(281). Anormal şekilde aktive olan HGF/MET sinyali, tümör oluşumu ve metastaz ile 

ilişkilidir (282). Böbrekler gelişimleri sırasında mezenkimal-epitelyal geçişe (MET) 

uğrayan birkaç organdan biridir. Bu süreç, HGF ve kemik morfojenik protein-7 (BMP-

7) gibi büyüme faktörleri tarafından kontrol edilen metanefrik mezenkimal

hücrelerinin polarize epitel hücrelerine dönüşüm sürecini gerektirir. Nefropatilerin 

ilerlemesinde yer alan süreçlerden biri olan hücre dışı matriks üreten epitelyal-

mezenkimal geçişin (EMT) artışının HGF gibi faktörler ile tersine çevrilmesi, böbrek 

rejenerasyonu için geliştirilmeye çalışılan terapötik stratejiler arasında yer almaktadır 

(283, 284). Tüm bu çalışmalar, HGF’nin böbrek rejenerasyonu için renotropik ve 

sitoprotektif bir faktör olduğunu ve böbrek doku ve fonksiyon rejenerasyonu ve 

korunması için doğal olarak oluşan bir tropik faktör olarak terapötik potansiyele sahip 

olduğunu göstermektedir.  

HGF ile Lisanslanan MKH’ler 

HGF gibi parakrin veya hücre dışı/ekstraselüler vezikül tarafından iletilen 

büyüme faktörleri, MKH’lerin böbrek hasarı üzerinde terapötik etkiler uyguladığı ana 

mekanizmalardır. MKH’ler IGF-1, HGF ve VEGF gibi büyüme faktörlerini ifade 

ederek böbrek hasarında iyileşmeyi artırmakta ve özellikle akut böbrek hasarı 

modellerinde koruyucu etki göstermektedir. Bu sistemin etki mekanizmasının otokrin, 

parakrin ve endokrin etkiler gibi birkaç farklı modda olduğu düşünülmektedir. 

Akut böbrek hasarının erken döneminde, böbrekteki HGF ve reseptörü c-met 

mRNA ifadesi önemli oranda artmakta; bununla birlikte, böbrekteki HGF'nin toplam 

protein seviyesi, yaralanmadan 24 saat sonra azalmaktadır. HGF ile lisanslanan 

MKH'ler akut böbrek hasarı tedavisinde üstün terapötik etkiler göstermektedir. İnsan 

GK-MKH’lerinin (GK-MKH) transplantasyonunun iskemi/reperfüzyonda böbrek 

fonksiyonunu iyileştirdiği gösterilmiştir. Akut böbrek hasar sıçan modelinde HGF ile 
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modifiye edilmiş GK-MKH'ler, antiapoptotik ve anti-inflamatuar mekanizmalar 

yoluyla akut böbrek hasarı tedavisinde yüksek verimlilik gösterir.  

Tek taraflı üreter obstrüksiyon (UUO) modeli oluşturulan sıçan böbreklerinde, 

HGF kodlayan plazmitlerin transfekte edildiği MKH'lerin (HGF-MKH'ler), fibrozisi 

baskıladığı gösterilmiştir ve bu etkinin kollajen birikimini ve fibronektin (FN) 

seviyesini azaltarak gerçekleştiği gösterilmiştir (217, 308). 

IGF-1 ve HGF MKH’ler 

IGF-1 ve HGF’nin beraber kullanımının tek başına IGF-1 ve HGF’ye göre 

etkileri en çok miyokardiyal enfarktüs modellerinde çalışılmıştır. Kardiyak kök 

hücreleri (KKH) IGF-1 ve HGF reseptörlerini ifade etmektedirler. HGF, kardiyak 

kök/progenitör hücrelerin mobilizasyonunu, IGF-1 ise proliferasyon ve sağ kalımını 

artırmaktadır. Fare MI modelinde, IGF-1 ve HGF’yi kalbe enjekte ettiklerinde 

KKH’ler kalp zarından ölü dokulara geçerek büyümekte ve canlılığını devam 

ettirmekte, arteriyol, kapiller ve miyositlerin rejenerasyonunu artırmaktadır (309). 

Sıçan MI modeline, IGF-1 ve HGF salınımı sağlayan polilaktik-koglikolik asit mikro 

taşıyıcılarla beraber MKH verilmesi ile MKH’lerin engrafmanı artmakta, aritmi skoru 

ve enfarkt alanı azalmaktadır (310). Domuz miyokardiyum’unda, IGF-1 veya HGF ile, 

c-Kit+ CD45- KKH’lerin uyarılması sonucunda hücreler kardiyomiyojenik farklılaşma 

göstermektedirler. Akut MI sonrası IGF-1 ve HGF uygulaması ile hasarlı alanda 

KKH’ler artmakta ve sol ventrikül işlevinde iyileşme ve enfarktüs boyutunda azalma 

görülmektedir (311). IGF-1/HGF MKH tedavisi ile domuz MI’da inflamasyonun 

azaldığı ve iskemik doku neovaskülarizasyonun arttığı gözlenmiştir (218). Miyositler 

üzerindeki IGF-1R ve HGF reseptörünün ifadesi ile MKH’lerin hasarlı alana göçünün 

ve mikroçevredeki sağ kalımının arttığı dikkati çekmektedir.  

Böbrekte c-kit+ progenitör/kök hücreleri sıçanlarda I/R hasarı sonrası epitelyal 

tübüler hücreleri yeniden üretebilmektedir. MDH ve PAN ile oluşturulan FSGS 

modellerinde c-Kit+ kök/progenitor hücrelerin podositlerin efasmanını azaltarak 

böbrek iyileşmesini artırmaktadır (312). Böbrekte iskemi hasarı durumunda muhtemel 

hipoksik mikroçevre nedeni ile, kök/progenitör hücreler hasarlı alana göç etmekte, 

farklılaşmakta ve doku tamirini artırmak için anjiogenez faktörlerinin üretimini 

indüklemektedir. Erişkin böbrekteki kök/progenitor hücrelerin çoğunluğu CD44+ gibi 
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MKH belirteçlerini ifade etmektedir (313). Glomerular mezenkimal hücrelerinin 

(CD133- CD146+) MKH karakteristiği yanı sıra synaptopodin, nefrin gibi podosit 

belirteçleri ifade eden epitel hücrelerine ve endotel hücrelere farklılaşmaktadır (174). 

Böbreğin organogenezi sırasında IGF-1 ve HGF’ler gereklidir. IGF-1 ve HGF doku 

rejenerasyonu için öne çıkan töropatik faktörlerdir ve bu faktörlerin böbrek 

gelişiminde önemli olması rejenerasyonda kilit büyüme faktörleri olduklarını 

düşündürmektedir (256, 314). Akut böbrek hasarı oluşumunun hemen ardından böbrek 

dokusunda IGF-1 ve HGF proteinlerinin artışının rejenerasyonla ilgili olduğu ve daha 

sonra azalışı ise hasarın artışı ile ilişkilendirilmektedir (279, 315). Anjiyojenik ve 

kemotaktik bir faktör olan HGF’nin böbrek hücrelerinin proliferasyonu, sağ kalımı, 

migrasyonu ve tubülogenez için önemli olması (316), IGF-1’in podosit hücrelerinin 

sağ kalımında yer alması ve glomerular bütünlüğü sağlaması (235). MKH’lerin böbrek 

hasarında HGF ve IGF-1 ifadelerini artırması ve parakrin etki ile hasar onarımına 

katkıda bulunması, iki faktörün beraber kullanımının additif veya sinerjik etkisinin 

olabileceğine işaret etmektedir. Podosit hücreleri IGF-1R ve HGF reseptörü c-MET’i 

ifade etmektedir (317). Podositlerin IGF-1R ve HGF reseptörü c-MET’i ifade 

edebildiği sürece, IGF-1 ve HGF indüksiyonu MKH’lerin hasarlı alana göçünü, 

MKH’lerin sağ kalımını ve podosit hasarını düzeltme etkisini artırabilir.  

Böbrek Hastalıklarında MKH Klinik Denemeleri: 

Mevcut durumda böbrek yetmezliği, akut böbrek hasarı, kronik böbrek hasarı 

ve Fokal Segmental Skleroz, nefropati ve mezenkimal kök hücre anahtar kelimeleri ile 

ClinicalTrials veri tabanında Aralık 2022 tarihi itibari ile 47 mevcut klinik deneme 

bulunmaktadır. Bu denemelerde kemik iliği, adipoz, göbek kordonu, Wharton jeli 

MKH kaynakları kullanılmıştır. Bu çalışmalardan 17’si 2 yıl içerisinde hiçbir veri 

alınamamış (unknown), 1’i hastaların takip edilememesi nedeni ile geri çekilmiş 

(withdrawn), 1’i sonlandırılmış (terminated), 4’ünde MKH’ler ilaç olarak 

kullanılmamıştır. Kalan 25 çalışmadan 7 çalışma 2016-2019 yılları arasında 

tamamlanmasına rağmen çalışmaların sonuçları henüz raporlandırılmamıştır. 

Sonlandırılmış, hasta çağrısı ve alımı süren, aktif, tamamlanmış klinik çalışmalar 

tabloda özetlenmiştir (Tablo 2.1.)
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Mezenkimal Kök Hücrelerinin Ekspansiyonu, IGF-1 ve HGF ile 

Lisanslanması ve Karakterizasyonu 

Mezenkimal Kök Hücre Kültürü (MKH) 

İnsan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreleri ticari olarak satın alındı 

(kat no: PCS-500-012, lot no: 63354572, ATCC). Gelen hücreler (P2 MKH’ler) MKH 

yüzey belirteçlerine göre ve farklılaşma analizlerine göre (adipojenik, kondrojenik ve 

osteojenik farklılaşma) karakterizasyonu yapılmış hücrelerdir ve analiz sertifikasında 

belirtildiği gibi CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 için >%90 pozitif, CD14, 

CD19, CD31, CD34, CD45 için <%1 negatiftir, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik 

farklılaşma assaylerini geçmiştir (Şekil 3.1.). 

MKH’lerin çoğaltılması için kültür ortamı, bazal besiyeri (ATCC, kat no: PCS-

500-030) ve besiyeri içerisine final konsantrasyonları %7 FBS, 15 ng/mL rh IGF-1, 5 

ng/mL rh FGF-b ve 2.4 nM L-Alanyl-L-Glutamine olacak şekilde büyüme kiti (ATCC 

Mesenchymal Stem Cell Growth Kit’i (kat no: PCS-500-041)) ve 1x Penisilin-

Streptomisin (100x Penisilin-Streptomisin (10,000 Ünite/ml) Thermo Fisher 

Scientific, kat no: 15140122) eklenerek hazırlandı.  

Laboratuvarımıza dondurulmuş olarak teslim edilen MKH’lerin 

çözülmesinden önce, T75 flasklara 15 ml büyüme ortamı eklenerek 37°C, %5 CO2, 

nemlendirilmiş bir inkübatöre yerleştirildi ve hücreler ekilmeden önce ortam sıcaklığı 

ve pH için 30 dakika önceden dengelenmesi sağlandı. Kültür kapları dengelenirken, 

MKH içeren kriyo-tüpü azot tankından çıkarıldı ve hücreler 37°C'lik bir su 

banyosunda hafifçe çalkalayarak hızlıca çözüldü (yaklaşık 1-2 dakika).  

Uygun hacimde tam büyüme ortamı [hacim= (1 mL x 3 (kültür kabı/flask 

sayısı)] steril bir konik falkon tüpe eklendi. Steril bir pipet kullanarak hücreleri 

kriyoviyalden falkon tüpe aktarıldı, süspansiyonu homojenize etmek için hücreleri 

nazikçe pipetlendi. Önceden dengelenmiş kültür kaplarının her birine 1ml hücre 

süspansiyonu 400.000 hücre/T75 kültür kabı (5000 hücre/cm2) aktarıldı. Birkaç kez 

yukarı ve aşağı pipetlendi, ardından hücreleri eşit şekilde dağıtmak için tüm kapların 

kapağı kapatıldı ve hafifçe sallayarak hücrelerin kabın her tarafına dağılması sağlandı. 

Kültür kapları 37°C, %5 CO2, inkübatöre yerleştirildi. Hücrelere 24 saat hiç 
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dokunulmadan kültüre edildi. 24 saat sonra hücre kabına yapışan hücrelerin besiyeri 

taze besiyeri ile değiştirildi. Hücreler 3-4 günde bir taze besiyeri ile beslenerek 

çoğaltıldı. Hücreler %70-80 oranında kültür kabını kapladıklarında % 0,05 Tripsin-

EDTA (kat no: 25300054, Gibco-ThermoFisher) ile kaldırılıp sayıldıktan sonra -

pasajlamaları yapıldı.  Daha sonra hücre kültürüne DF10 ortamı (%10 oranında fetal 

buzağı serumu (FBS, kat no:105000064, Gibco), %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-

glutamin (kat no: K0100-670, Cegrogen) içeren DMEM-LG ile devam edildi. 

Hücrelerin hastalık modelinde etkinliğinin saptanmasında beşinci pasajdaki MKH’ler 

kullanıldı. 

MKH’lerin IGF-1 ve HGF ile Lisanslanması 

MKH'ler kendi ortamında 24 saat aç bırakılarak  (%2 FBS içeren DMEM-LG 

ortamı) kültüre edildikten sonra, in vivo ve in vitro deneylerin 24 saat öncesinde- 20 

ng/ml rekombinant insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1, kat no: 11343316, 

Immunotools) ve 6 saat öncesinde 10 ng/ml hepatosit büyüme faktörü (HGF, kat no: 

11343413, Immunotools)) kültür ortamına eklenerek MKH’ler indüksiyon/ ön-

koşullama (preconditioned) /lisanslama ortamında tutuldu (IGF-1+HGF_MKH) (206, 

208).  

MKH’lerin Karakterizasyonu 

Karakterizasyonu yapılmış ticari olarak satın alınan MKH’ler IGF-1 ve HGF 

ile lisanslandıktan sonra hücrelerin immıofenotiplendirmesi yapıldıktan sonra 

adipojenik ve osteojenik farklılaşmasını değerlendirmek için; hücrelere farklılaştırma 

ortamlarına alındı ve 21 gün sonra hücreler adipojenik farklılaşma için Oil Red O ve 

osteojenik farklılaşma için Alizerin Red ile boyanarak farklılaşmaları değerlendirildi.  

MKH’lerin İmmunofenotiplendirilmesi 

Pasaj 5 MKH (Kontrol), IGF-1_MKH, HGF_MKH, IGF-1+HGF_MKH'leri 

kültürden kaldırıldıktan sonra her tüpe 1x105 hücre gelecek şekilde sayıldı. Hücreler 2 

kere en az (1x105/100 µl) PBS ile yıkandıktan sonra, (1x105/100 µl) PBS+% 2 BSA 

solüsyonu eklenerek 30 dk inkübe edildi. Santrifüj edildikten sonra (450 g x 5 dk 25ºC) 

çökelti PBN (PBS/BSA/NaN3) + % 0,2 AB serumunda süspanse edildi (100 µl x tüp 
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sayısı) ve her tüpe 100 µl olacak şekilde dağıtıldı. MKH’ler negatif belirteci olarak 

CD45 (Anti-human CD45-APC clone:2D1, E-bioscience, #17-9459-42), CD34 (Anti-

human clone:S81 Biolegend), HLA-DR pozitif belirteçler olarak CD90 (Anti-human 

CD90-FITC clone:5E10, Biolegend, #328108), CD73 Anti-human (CD73-FITC 

clone:AD2, Biolegend,#344016), ve CD105 (Anti-human CD105-PE clone:5N6, E-

bioscience, #12-1057-41), CD44 (Anti-human CD44-FITC clone:BJ18 Biolegend), 

ayrıca CD133 (Anti-human CD133-PE clone:EMK08, Biolegend), SSEA-4 (Anti-

human SSEA4-FITC clone: MC813-70, Biolegend), ve CD184/CXCR4 (Anti-human 

CD184-PE, clone:12G5, Biolegend), CD271 (anti-human APC) antikorları ile 

işaretlendikten sonra BD Accuri™ C6 akım sitometri cihazında okutuldu ve analiz 

edildi. 

 Adipojenik Farkılaştırma Ortamı: %10 FBS-HI, %1 L-glutamin, %1

penisilin/streptomisin, 1 μM deksametazon (kat no: D2915, Sigma), 60 μM

indometazin kat no: 17378, Sigma), 500 μM izobutilmetilksantin (kat no: I5879,

Sigma) ve 5 μg/mL insulin (kat no: I6634, Sigma) içeren DMEM-LG’dir. Ortam

3-4 günde bir yenilendi ve 21. günde adipojenik farklılaşmanın gösterilmesi için

hücreler %10’luk formalin ile fikse edildikten sonra, hücredeki lipidlere özgü

Oil Red O (ORO; kat no: O0625, Sigma-Aldrich) ile boyanan hücreler

farklılaşma pozitif olarak değerlendirildi.

 Osteojenik Farklılaştırma Ortamı: %10 FBS-HI, %1 L-glutamin, %1

penisilin/streptomisin, 100 nM deksametazon (kat no: D2915, Sigma), 10 mM

ß-Gliserofosfat (kat no: A2253, Applichem) ve 0.2 mM L-askorbik asit (kat no:

A4034, Sigma) içeren DMEM-LG’dir. Ortam 3-4 günde bir yenilendi ve 21.

günde osteojenik farklılaşma için hücreler %10’luk formalin ile fikse edildikten

sonra, Alizarin Red S (ARS; pH 4.2) ile boyandı. Hücre dışı mineral matriks

pozitif boyanması gösteren hücreler farklılaşmış hücreler olarak değerlendirildi.
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Şekil 3.1. ATCC’den satın alınan MKH’lerinin özellikleri 

3.2. MKH’lerin CM-DIL ile İşaretlenmesi ve CM-DIL Sitotoksisitesinin 

İncelenmesi 

MKH’ler 96 kuyucuklu kültür kaplarına, kuyucuk başı 5000 hücre olacak 

şekilde ekildikten 24 saat sonra besiyeri literatürde belirtilen dozlarda (318) 2 µg/ml 

Dil boyası- Klorometilbenzamido (Cell Tracker CM-Dil Dye, kat no: C7001, 

Invitrogen) içeren 90 µl besiyeri ile değiştirildi ve ardından hücreler 37°C’de 5 dk ve 

ardından buz üzerinde 15 dk inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 10 µl WST-1 (1:10) 

(cell proliferation reagent, kat no: 0501594401, Roche) eklenerek 4 saat inkübe edildi. 
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İnkübasyon sonunda hücrelerin absorbansı, microplate okuyucuda (Tecan-Sunrise) 

450 nm dalga boyunda okutuldu. CM-DIL’in hücre sitotoksitesi, CM-DIL eklenmeyen 

MKH’lere (Kontrol grubu) kıyaslanarak değerlendirildi.  

In vivo deneyler için MKH veya IGF-1+HGF_MKH hücreleri 2x105 

hücre/sıçan olarak PBS içerisinde sayıldıktan sonra, hücrelerin üzerine 2 µg/ml CM-

DIL (final konsantrasyonu) eklendi ve 37°C’de 5 dk ve ardından buz üzerinde 15 dk 

inkübasyona bırakıldı. İki kere PBS ile yıkandıktan sonra 500 µl PBS içerisine alınarak 

sıçanlara kuyruk veninden uygulandı.  

3.3. Lisanslanan MKH’lerin İleri Karakterizasyonları 

3.3.1. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF Uygulamasının MKH Yara İyileşmesi 

Üzerine Etkisinin Gösterilmesi 

MKH’ler 6 kuyucuklu kültür kabına DMF10 ortamı içerisinde 5x103 hücre/cm2 

olacak şekilde ekildi. Hücreler konfluent duruma gelince, 24 saat açlığın ardından 

ortam IGF-1, HGF veya IGF-1+HGF’li ortam ile değiştirildi. İnkübasyon sonunda 

p200 pipet ucu ile kuyucuklara boylu boyunca çizik atarak yara hasar modeli 

oluşturuldu ve 12, 18, 24 ve 36 saat sonra inverted mikroskopta (Olympus CKX 41) 

resimleri çekildi. Alınan resimlerde oluşan yara alanındaki kapanma 5 farklı yerden 

ölçüm yapılarak ImageJ programı kullanılarak analiz edildi. Yara Kapanma oranı (%) 

= 100x (migrasyon hücre yüzey alanı aşağıdaki formülüne göre hesaplandı. 

 [Alan0-Alani (i=0,12,18,24,36)]/toplam yüzey alanı (Alan0)  (319). 

3.3.2. Lisanslanan MKH’lerin Metabolomiksi  

Metabolomiks çalışmaları GC-MS (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu) ile 

gerçekleştirildi. GC-MS için örnek hazırlığı aşağıda anlatıldığı şekilde yapıldı. MKH 

(Kontrol), IGF-1-MKH, HGF-MKH, IGF-1+HGF_MKH kültür süpernatanları ve boş 

medium 1ml olacak şekilde toplandı. Örnekler uçurulmadan 1 önceki gün= 1 ml örnek 

üzerine, 2 ml metanol:su (9:1) karışımı eklendikten sonra vortekslendi ve 80°C’de 

gece boyu bırakıldı. -80°C’den çıkarılan örnekler 15000 rpm’de (Centrifuge 5810R, 

Eppendorf) 5 dk santrifüj edilmiş sonra 2 ml süpernatan yeni tüpe alındı ve 1 gün 

boyunca örnekler uçurulmak için bırakıldı (AVC 2-18 CO PLUS, Christ). Her örneğin 
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üzerine 20 µl MeOX-Metoksilaminhidroklorür (Sigma #226904 (5g)-Methoxyamine 

hydrochloride) ve piridin (Sigma)) bileşimi (20 mg/ml konsantrasyonda olması için 1 

ml piridin içerisinde 20 mg Meox çözüldü) eklendikten sonra 30°C’de 90 dk. 

çalkalanarak inkübe edildi. Daha sonra örneğin üzerine 80 µl N-metil-N-(trimetilsilil)-

trifluoroasetamid (MSTFA) konulduktan sonra [MSTFA + %1 TMCS (Thermo 

Scientific #TS48915 (1ml) ] 37°C’de 30 dk. inkübe edildi. İnkübasyon sonunda örnek 

katı kısma değmeden yeni cihaza uygun insert içeren tüplere aktarıldı ve cihaza 

(GCMS-QP2010 ULTRA- Shimadzu) yüklendi. Çıkan sonuçlar MS-DIAL GC-MS 

programı ile analiz edildi, analiz sonuçlarına göre gruplar arası anlamlı çıkan 

metabolitler t-test yapılarak (p<0,05) saptandı. 

3.3.3. Lisanslamanın MKH Üzerindeki Sitokin Düzeylerinin Protein 

Düzeyinde Belirlenmesi 

IGF-1 ve HGF ile lisanslamanın MKH üzerindeki immun düzenleyici etkisini 

protein düzeyinde incelemek için membrana emdirilmiş antikor bazlı dizin ve boncuk-

bazlı dizin kullanıldı. Membrana emdirilmiş antikor bazlı dizin için Human Cytokine 

Antibody Array C5 (kat no: AAH-CYT-5-2, RayBiotech) kiti kullanıldı. Kit 

içerisindeki tablodaki (Tablo 3.1.) membran bazlı antikorlar içeren 80 farklı sitokin ve 

büyüme faktörünün incelenmesini sağlamaktadır. Dot-blotlama esasına göre çalışan 

test kit protokolü takip edilerek ve kitten çıkan solüsyonlar kullanılarak 

gerçekleştirildi. Kit içersinde bulunan antikor işaretli membran 2 ml bloklama 

solüsyonu içerisinde 30 dk boyunca bekletildi. Membranın bloklanması sonrası 1 ml 

hücre süpernatanları ile (MKH veya IGF-1+HGF_MKH) 5 saat oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Sonrasında, membran 3 kez yıkama solüsyonu-1 (wash buffer I) 

içerisinde 5’er dk ardından 2 kez yıkama solüsyonu-2 (wash buffer-II) ile yıkandı, 1 

ml biyotinile antikor kokteyli ile 2 saat oda sıcaklığında inkübe edildi ve tekrar yıkama 

solüsyonlarıyla yıkandı. Daha sonra 2 ml 1x HRP-Streptavidin ile 2 saat oda 

sıcaklığında inkübe edildi ve tekrar yıkama yapıldı. Peroksidaz aktivitesi için 

Deteksiyon Buffer C ve Deteksiyon Buffer D 1:1 oranında karıştırıldı ve membran 

üzerine karışım eklenerek 2 dk oda sıcaklığında karanlıkta tutuldu ve ardından 

kemilüminasan görüntüleme ile görüntülerek ve ImageJ yazılımı (ImageJ 1.53k, NIH, 

ABD) kullanılarak densitometrik analizleri yapıldı. Hedef protein nokta (dot) 
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yoğunlukları pozitif kontrollere (POS) göre normalize edilerek hesaplandı ve grafikleri 

GraphPad (GraphPad Prism 8) yazılımı kullanılarak çizildi. 

Tablo 3.1. Sitokin Array hedef proteinlerin membran üzerindeki yerleşim sırasına 

göre listesi 

 

Boncuk-Bazlı İmmunoassay ile Analiz İçin  

LEGENDplex™ Multianalyte Flow Assay Kit- [Human Th Cytokine Panel 

(13-plex) ve Human Th Panel (13-plex), Biolegend kat no: 740721]’i kullanıldı. MKH 

(Kontrol), IGF-1_MKH, HGF_MKH, IGF-1+HGF_MKH kültür süpernatanları olmak 

üzere her bir grup için 5 farklı deneyden toplandı ve toplamda 1 ml olacak şekilde her 

grup kendi içinde pool edilerek analiz yapılacak güne kadar -80°C soğutucuda 

saklandı. Arka plan ışımayı elemek için hücre içermeyen boş ortam kullanıldı. -80°C 

soğutucudan çıkarılan örnekler buz üzerinde çözündükten sonra her örnekten 25 µl 

alındı ve üzerine LEGENDplex™ Multianalyte Flow Assay Kit 25 µl assay buffer 

konuldu (Assay standartları için örnek yerine 25 µl dilüe edilmiş standartlar konuldu 

(0 pg/ml- 103 pg/ml arasında olmak üzere C0’dan C7’ye kadar numaralandırılmış 

standartlar). Ardından miks boncukları 30 saniye kadar vortekslendikten sonra örnek-

assay buffer karışımının üzerine 25 µl konuldu. Tüplerin ağzı kapatıldıktan sonra 

karıştırıcıda oda sıcaklığında 500 rpm’de (HeidolpH Titramax 1000, Titreşimli 

Platform Çalkalayıcı) 2 dk tutuldu. Tüpler santrifüj edildikten sonra üst sıvı faz 

uzaklaştırıldı. 2x yıkama tamponu (wash buffer) ile yıkandı. Yıkama tamponu 

uzaklaştırıldıktan sonra her tüpe 25 µL of Detection Antikor (İnsan IL-5 IL-13 IL-2 

IL-6 IL-9 IL-10 IFN-γ TNF-α IL-17A IL-17F IL-4 IL-21 IL-22) konuldu. 500 rpm’de 

1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Üzerlerine 25 µL Streptavidin-Phycoerythrin 

(SA-PE) eklendi. Tekrar tüp 500 rpm’de 1 saat inkübasyona bırakıldı. 2x Wash Buffer 
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ile yıkandıktan sonra her tüpe 1x yıkama tamponu eklendi ve 1 dk daha karıştırıcıda 

tutuldu. Daha sonra örnekler Akım Sitometri cihazında okutuldu. LEGENDplexTM 

Data Analysis Software kullanılarak analizi yapıldı.  

3.3.4. Lisanslamanın MKH Üzerindeki Sitokin İfadelerinin RT-qPCR ile 

Belirlenmesi 

IGF-1 ve HGF ile lisanslamanın MKH üzerindeki immun düzenleyici etkisini 

gen ifadelenme düzeyinde incelemek için öncelikle RNA izolasyonu yapıldı. Bunun 

için kültür kabına ekilen hücrelere QIAzol (Qiagen) eklendikten sonra hücreler 5 dk 

oda sıcaklığında inkübe edildi ve ardından kap yüzeyinden ayrılan hücreler yine 

kullanılan aynı solüsyon içerisinde 1,5 ml’lik konik tabanlı tüpe (ependorfa) alınarak 

-80 °C’de saklandı ve RNA izolasyonuna kadar saklandı. miRNeasy Mini Kit (Qiagen) 

kullanılarak total RNA izolasyonu yapıldı. Olası genomik DNA (gDNA) 

kontaminasyonunu önlemek için RNA örneklerine RNase-free DNase Digestion 

(Qiagen) ile muamele edildi. Elde edilen RNA’ların konsantrasyonu ve saflığı 

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, ABD) spektrofotometre cihazı 

kullanılarak ölçüldü. 

cDNA Sentezi 

cDNA random Hexamer primerler ile High Fidelity cDNA sentez kiti (Roche 

Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit- #05091284001) kullanılarak 

sentezlendi (500 ng). RNA ve primer karışımı 65°C 10 dk thermal cycler cihazında 

(Eppendorf epgradientS) inkübasyonu yapıldıktan sonra, karışıma reaksiyon mix 

(buffer, oligodT, dNTP, RNAz inhibitör) eklenerek (29°C 10 dk, 48°C 60 dk, 85°C 5 

dk) x1 siklus koşullarında reverz transkripsiyon enzimi ile thermal cycler’da 

(Eppendorf epgradientS) cDNA sentezlendi. 

Gerçek Zamanlı Rölatif Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

qPCR): 

Interlökin 10 (IL-10), Transforme edici büyüme faktörü-beta (TGF-β), nitrik 

oksit sentaz 2 (NOS2), Indoleamin 2, 3-dioksijenaz (IDO-1) gen ifadeleri spesifik 

oligonukleotidleri (Tablo 3.2.; Custom Primers, IDT) 5 µl 2xSYBR green master mix 
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(QuantiTect, Qiagen #204143) ve 4,5 µl cDNA’ler kullanılarak reaksiyon (10 µl) 

384’lük plakada Light Cycler® 480 (Roche) cihazında gerçekleştirilen RT-qPCR ile 

saptandı. PCR koşulları Hot start 95°C 15 dk 1 döngü, sonrasında herbir döngüde 

Denatürasyon, Annealing ve Uzama (Extension) sırası ile 94°C 30 sn, 60°C 30 sn, 

72°C 30 sn olacak şekilde 45 döngü olarak gerçekleştirildi. Erime eğrisi (melting 

curve) analizi 65-95 °C arasında yapıldı. Hedef ve referans genler için crossing point 

(Cp; veya threshold cycle –Ct-) değeri “Second Derivative Maximum” metoduna göre 

hesaplandı. Örneklerde her gen ifadesi ikili veya üçlü tekrar ile çalışıldı ve bu 

tekrarların Ct değerlerinin ortalaması hesaplandı. Her örnek için ∆Ct (ΔCt = Ortalama 

CtHEDEF - Ortalama CtREFERANS) değeri, ∆∆Ct (∆Ct-lisanslama yapılan MKH - 

∆Ct-kontrol MKH), 2-∆∆Ct değerleri hesaplandı ve 2 tabanına göre logaritmik 

transformasyon uygulandı (320). 

Tablo 3.2. RT-qPCR’da kullanılan primer oligonukleotit dizileri 

 Sense (5’-3’) Antisense (5’-3’) 

ACTB 

NOS2 

IL-10 

IDO1 

TGF-b 

CTGGAACGGTGAAGGTGACA 

GGAACCTACCAACTGACGGG 

AGGACTTAAAGGGTTACCTGG 

GGGACACTTTGCTAAAGGCG 

CTATTGCTTCAGCTCCACGG 

AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 

GTCGATGCACAGCTGAGTGA 

TCACATGCGCCTTGATGT 

TGCCTTTCCAGCCAGACAA 

ATGACACAGAGATCCGCAGT 

3.4. In Vitro Podosit Hasarı Üzerinde IGF-1 ve HGF ile Lisanslanan 

MKH’lerin Etkisinin Standart Kültür Ortamında Hazırlanan 

MKH’ler ile Karşılaştırmalı İncelenmesi 

3.4.1. Podosit Hücre Kültürü 

SV40-T geni ile transfeksiyon yoluyla geliştirilen insan ölümsüzleştirilmiş 

podosit hücre dizisi (AB8/13 hücre hattı, Prof. Dr. Fatih Özaltın’a Rush 

Üniversitesi’nden Mehmet Mete Altıntaş tarafından hediye edilmiştir) hücreleri uygun 

besiyeri içerisinde (RPMI 1640+%10 FBS+%1 ITS+%1 Penicillin-Streptomycin) 

kültüre edildi. Kültürde hücreler proliferasyon için ilk olarak 33°C’de inkübe edildi 

%50-60 kültür kabını kapladığında, farklılaşma için 37°C'deki inkübatöre alındı. 
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3.4.2. Podosit Hasarı Oluşturulması 

Podosit hasarı oluşturulacak doz WST-1 testi sonrası hücrelerin en fazla 

%50’sini öldüren etkili inhibitör konsantrasyon göre belirlendi. Hücrelere 37°C’de 

kültüre alındıktan sonra 14. Günde hasar için Puromycine Aminonuleoside (PAN) 50-

100 µg/ml arası dozlar kullanılarak 48 saat inkübasyon sonrası WST-1 analizi yapıldı. 

Podosit hücreleri 96 kuyucuklu kültür kaplarına, kuyucuk başı 2000 hücre olacak 

şekilde ekildi ve14 gün sonra besiyeri 50-100 µg/ml arasındaki dozlarda PAN içeren 

90 µl besiyeri ile değiştirildi ve 48 saat inkübasyon sonrası 10 µl WST-1 (1:10) (cell 

proliferation reagent, (Roche-#0501594401) eklenerek 4 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda hücrelerin absorbansı, microplate okuyucuda (Tecan-Sunrise) 

450 nm dalga boyunda okutuldu. PAN’in hücreye toksisitesi, PAN eklenmeyen 

MKH’lere (Kontrol) göre normalize edilerek değerlendirildi.  

3.4.3. Podosit-MKH Ko-Kültürü 

Podosit hücrelerine 48 saat (50µg/ml) PAN uygulamasının ardından hücre 

kaplarına 4 µm veya 8 µm’luk süzgeç (transwell) konuldu ve her süzgeç üzerine 

öncesinde CM-DIL ile işaretlenmiş olan 1x104 MKH, IGF_MKH, HGF_MKH veya 

IGF-1+HGF_MKH’ler eklendi ve 48 saat boyunca ko-kültür yapıldıktan sonra aşağıda 

açıklandığı şekilde Phalloidin boyaması ile podosit aktin hücre iskeleti üzerindeki 

hasar gösterildi. 

3.4.4. Podosit Aktin Hücre İskeleti Hasarının Gösterilmesi 

Podosit hücreleri 50 ve 100 µg/ml PAN ile muamele edildikten sonra fiksasyon 

için %4 paraformaldehit ile (PFA) eklenerek oda sıcaklığında 20 dk tutulduktan sonra 

2 kere yıkama solüsyonu (1xPBS+%0,05 Tween 20) ile yıkandı. Hücre fiksasyonunun 

ardından permeabilizasyon tamponu (%0,1 Triton X-100) eklendi ve 5 dk tutulduktan 

sonra hücreler 2 kere yıkama solüsyonu ile yıkandı. Sonrasında bloklama solüsyonu 

(%1 PBS içerisinde %1 BSA) eklenerek 20 dk inkübe edildi. Aktin Boyası olan 

Phalloidin (Sigma, cat no: FAK100) antikoru (1:250) ile 1 saat inkübe edildi. 2 kere 

yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra 5 dk hücre çekirdeğini boyayan DAPI boyası 
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ile hücreler inkübe edildi. Daha sonra floresan mikroskobunda (LEICA DMI600B) 

görüntüleri alınarak değerlendirildi.  

3.5. In Vivo Fokal Segmental Glomeruloskleroz (FSGS) Modelinde IGF-1 

ve HGF ile Lisanslanan MKH’lerin Terapötik Etkisinin Standart 

Kültür Ortamında Hazırlanan MKH’ler ile Karşılaştırmalı 

İncelenmesi 

Hayvan deneyleri ile ilgili çalışmalarımız, Hacettepe Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından incelenmiş olup 2016/05 no’lu toplantı 

2016/38-3 karar numarası ile gerekli izinler alınarak yapılmıştır. FSGS modeli PAN 

(puromisin aminonükleozid) ile 4-6 haftalık (90-120 g) sağlıklı erkek Sprague Dawley 

sıçanlarda (Kobay Deney Hayvanları Lab. San. Ve Tic. A.Ş.) yapıldı. 

3.5.1. Pilot Çalışmalar 

Ana deney öncesinde deney hayvan sayısını azaltmak ve optimize etmek için 

pilot deneyler yapıldı. 1. pilot çalışmada literatürde belirtilen protokol kullanılarak 

(321) PAN ile FSGS modelinin oluşup oluşmadığı değerlendirildi. 2. Pilot çalışmada 

IGF-1+HGF_MKH’lerin in vivo FSGS modelinde uygulama zamanı ve etki süresi 

belirlendi. Sadece IGF-1 ve sadece HGF ile indüklenmiş MKH’lerin FSGS modeli 

üzerine etkisinin belirlenmesi için ise 3. pilot çalışma yapıldı.  

İdrar toplamak için sıçanlar 24 saat süreyle metabolik kafese alındı. İdrarlar 

Hacettepe Hastanesi Biyokimya Merkez Laboratuvarında analiz edildi. Modelin 

oluştuğu hasarın en iyi göstergesi olan idrarda proteinürinin gözlenmesi ile saptandı. 

Proteinüri değeri protein (UCSF (P))/kreatinin (K) oranına göre (P/K (mg/mg)) 

belirlendi. 4,5 mg/mg üzeri değerler ‘proteinüri’ olarak değerlendirildi. Her çalışma 

öncesinde sıçanların idrarları toplandı ve başlangıç P/K oranları analiz edildi. 

PAN ile FSGS Modeli Oluşturma (Pilot Çalışma-1) 

Bu çalışma için sağlıklı (kontrol) (n:2) ve FSGS hasta modeli (FSGS) (n:2) 

olmak üzere toplam 4 sıçan çalışmaya dahil edildi. FSGS modeli oluşturmak için 

Puromycine Aminonucleoside (PAN) uygulandı. PAN ticari olarak satın alındı. Toz 

halindeki PAN 50mg/ml apirojenik su içerisinde çözülerek kullanıldı. FSGS modeli 
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için ratlara 150 mg/kg PAN intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandı. Kontrol grubuna 

i.p salin (PBS) solüsyonu verildi. Sıçanların PAN uygulaması öncesi ve PAN

uygulaması ardından 48. saatte metabolik kafese alındı 72. saatte ve 90. saatte idrarları 

toplandı ve analiz edildi.  

IGF-1+HGF_MKH’lerin FSGS Modeli Üzerinde Etki Süresinin 

Belirlenmesi (Pilot Çalışma-2) 

Etki süresi belirlemesi için tedavi uygulaması PAN uygulamasının 80. saatinde 

(hasar erken dönem tedavi) veya 128. saattinde (hasar geç dönem tedavi) 

gerçekleştirildi. Her bir zamanda MKH, IGF-1+HGF_MKH veya PBS (kontrol) 

uygulamaları her bir grupta tek hayvana yapıldı. Bu pilot çalışmada toplamda 6 sıçan 

kullanıldı. 0.5 ml PBS’de süspanse 2x105 MKH’ler veya 2x105 IGF-1+HGF_MKH'ler 

intravenöz (i.v.) olarak sıçanlara uygulandı. Sıçanlar PAN uygulama öncesinde, tedavi 

öncesinde ve tedavileri takiben 3, 9. ve 20. günün 24 saat öncesinde idrarlarını 

toplamak için metabolik kafese alındı.  

Deney Grupları: 

Hasar Erken Dönem Tedavi (n=3): 0. gün PAN (150mg/kg) enjeksiyonunu 

takiben, 80. saatte hayvanlara PBS, MKH veya IGF-1+HGF_MKH verildi.  

FSGS (n=1): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 80. saatte intravenöz i.v. 0.5 ml 

PBS tedavisi, 

FSGS-MKH (n=1): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 80. saatte i.v. 0.5 ml MKH 

(2x105 hücre) tedavisi, 

FSGS-IGF-1+HGF_MKH (n=1): 0. Gün i.p. PAN; 80. saatte i.v. 0.5 ml IGF-

1+HGF_MKH (2x105 hücre) tedavisi. 

Hasar Geç Dönem Tedavi (n=3): 0. gün PAN (150mg/kg) enjeksiyonunu 

takiben, 128. saatte hayvanlara PBS, MKH veya IGF-1+HGF_MKH verildi. 

FSGS (n=1): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 128. saatte i.v. 0.5 ml PBS tedavisi, 

FSGS-MKH (n=1): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 128. saatte i.v. 0.5 ml MKH 

(2x105 hücre) tedavisi,  

FSGS- IGF-1+HGF_MKH (n=1): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 128. saatte i.v. 

0.5 ml IGF-1+HGF_MKH (2x105 hücre) tedavisi. 
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IGF-1 veya HGF ile İndüklenmiş/Lisanslanmış MKH’lerin FSGS Modeli 

Üzerine Etkisinin Belirlenmesi (Pilot Çalışma-3) 

Tedavi grupları IGF-1_MKH (n:2) ve HGF_MKH (n:2) olmak üzere toplam 

dört sıçan çalışmaya dahil edildi. PAN uygulamasının 90. saatinde tedaviler uygulandı. 

Sıçanlar PAN uygulamasından önce, tedavi öncesi ve tedaviyi takiben 9. günün 24 saat 

öncesinde metabolik kafese alındı.  

Gruplar: 

FSGS-IGF-1-MKH (n=2): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 90. saatte i.v. 0.5 ml 

IGF-1_MKH (2x105 hücre) tedavisi, 

FSGS-HGF-MKH (n=2): 0. Gün i.p. PAN uygulaması; 90. saatte i.v. 0.5 ml 

HGF_MKH (2x105 hücre) tedavisi.  

3.5.2. In Vivo FSGS Modelinde Tek Doz Mezenkimal Kök Hücre 

Tedavilerinin Karşılaştırılması 

Tek doz uygulanan konvansiyonel kültür ortamında çoğaltılan MKH ve 

lisanslanan MKH tedavilerinin etkilerini karşılaştırmak için toplam 18 sıçan kullanıldı. 

150 mg/kg Puromycine Aminonucleoside (PAN) i.p. uygulanarak FSGS modeli 

oluşturuldu. Tedavi kontrol grubuna PBS uygulandı. Her grupta 6 sıçan kullanıldı.  

Proteinürinin gözlendiği 4. Günde (96. Saat) 2x105 hücre içeren MKH, IGF-

1+HGF_MKH' ler veya 0.5 ml PBS içerisinde sıçanların kuyruk veninden enjekte 

edildi. Pilot deneylerdeki bulgular doğrultusunda kuyruk veni enjeksiyonu sonrası 9. 

günde sıçanlar ötenazi edildi. PAN uygulaması, MKH uygulaması öncesinde ve 

ötenaziden 24 saat öncesinde hayvanlar metabolik kafese tek tek konularak 24 saatlik 

idrarları toplandı. Hasar oluşumu ve tedavi etkinliği için proteinüri miktarı 

değerlendirildi.  

Grup 1 (n:6) FSGS: 0. Gün i.p.PAN uygulaması; 4. gün intravenöz PBS 

tedavisi, 

Grup 2 (n:6): FSGS-MKH: 0. gün i.p.PAN uygulaması; 4. gün i.v. MKH 

(2x105 hücre) tedavisi, 
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Grup 3 (n:6): FSGS-IGF-1+HGF_MKH: 0. gün i.p.PAN uygulaması; 4. gün 

i.v.IGF-1+HGF_MKH (2x105 hücre) tedavisi. 

FSGS Hasar Modeli Oluşumunun Değerlendirilmesi: 

PAN ile FSGS oluşumunu saptamak için fareler 3. gün metabolik kafese alındı 

ve 4. gün toplanan idrardan protein düzeyi ölçüldü ve PAN verilen gruplarda proteinüri 

olan hayvanlar ile deneylere devam edildi. MKH uygulamaları yapıldıktan 8 gün sonra 

sıçanlar metabolik kafese tekrar alınarak 9. Günde toplanan 24 saatlik idrarlarından 

protein/kreatin değerleri ölçüldü. 9. gün sıçanlar anestezi altında bayıltıldı 

(ketamin/xylesine), kanları intrakadiyak girişimle toplandı. Böbrek ve akciğer 

dokuları RNA later solüsyonu içerisinde ve frozen kesit için -80’de saklandı, ayrıca 

paraffin kesitleri hazırlandı. Böbrek dokuları çıkarıldıktan sonra doku kesitleri 

alınarak kesitlerin, ışık mikroskobu ve elektron mikroskopları altında histopatolojik ve 

ultrastrüktürel değerlendirmesi yapıldı. Ayrıca böbrek dokularının bir kısmından RNA 

izole edilerek podosite özgü genlerin (INF2 ve synaptopodin) ifade düzeyleri RT-

qPCR ile saptandı. 

Elektron Mikroskobu İncelemesi: Böbrek dokuları hızlıca 1mm3´lük küçük 

parçalara ayrıldıktan sonra, %2.5 gluteraldehit ile +4°C de 24 saat ve %1 osmium 

tetroksit ile oda sıcaklığında, karanlıkta 1 saat tespit edildi. Tespit işleminden sonra 

doku örnekleri takip için Leica EM TP takip cihazına alındı. Takip cihazında tampon 

solüsyonu ile 45 dk yıkanarak dehidratasyonu sağlamak için sırayla %50, %60, %70, 

%80, %90, %96 ve %100’lük alkollerden geçirildi. Doku örnekleri ardından propilen 

oksit ile yıkanmış, daha sonra sudan kurtarılan doku parçaları bloklanmadan önce 

dörtlü plastik karışımda alıştırıldı. 10 saat dörtlü plastik karışımında tutulduktan sonra 

dörtlü plastik karışımla bloklanarak etüvde 60 °C’de 48 saat polimerize edildi. Leica 

RM 2265 mikrotomunda alınan 1µm yarı ince kesitler %1 lik boraks içindeki %1’lik 

metilen mavisi- Azur II karışımında boyandıktan sonra TEM de incelenecek alanın 

belirlenebilmesi için DC490 digital camera (Leica, Wetzlar-Germany) bağlı Leica 

DM6000B (Wetzlar-Germany) mikroskop ile incelendi ve fotoğraflandı. Elektron 

mikroskobunda görüntüleme alabilmek için Leica Ultracut R ile 70 nm´lik ince kesitler 

bakır gridler üzerine alındı. Gridler Leica EM AC20 cihazı kullanılarak uranil asetat 

ve kurşun sitrat ile boyandıktan sonra böbrek glomerulari JEOL Jem 1400 elektron 
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mikroskobunda incelendi ve CCD kamera (Gatan Inc. Pleasanton, CA, USA) ile 

fotoğraflandı. Ultrastrüktürel inceleme ve değerlendirmeler Prof. Dr. Figen Kaymaz 

tarafından Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim 

Dalı laboratuvarında gerçekleştirildi. 

Immunohistokimyasal Boyama: Böbrek dokuları çıkarıldıktan sonra 1 

parçası da immunohistokimyasal boyama (IHC) için %10 formaldehit solüsyonuna 

alındı. Daha sonra dokular takibe alındı (Thermo Shandon PethCentre), ardından 

paraffin bloklama yapılarak (Thermo Shandon Histocenter) +4ºC’de saklandı. IHC 

için parafine gömülü dokulardan 3 mm kalınlığında kesitler alındı (Thermo Shandon 

Finesse Manual Microtome). Ardından doku deparafinize edildi ve fiksasyon sırasında 

formalin ile çapraz bağ yapan antijenlerin maskelenmesini ortadan kaldırmak için 

antijen retrival (Tris EDTA Ph 9.0) 20 dakika tutulduktan sonra Synaptopodin (Novus 

Biologicals cat no: NBP2-39100) antikoru ile işaretleme (1:800 dilüsyon) ve 

hematoksilen boyaması otomatik IHC cihazı (Leica BOND-MAX automated IHC/ISH 

stainer) ile yapıldı. İmmunohistokimyasal inceleme ve değerlendirmeler Hacettepe 

Üniversitesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları öğretim üyesi Prof. Dr. Şafak Güçer 

tarafından Çocuk Patoloji Ünitesinde gerçekleştirildi. 

RNA’ların Saklanması ve İzolasyonu: Sıçanlarda PBS, MKH ve IGF-

1+HGF_MKH uygulanan grupların böbrek dokuları çıkarıldıktan sonra ‘RNA-later’ 

(Invitrogen) solüsyonu içerisine alınarak -80°C soğutucuda saklandı. ‘RNA-later’ 

içinden alınan dokular 100 mg/ml olacak şekilde QIAzol (Qiagen) içerisine alınarak 

doku beadleriyle (Qiagen-stainless steel beads, 5mm) homojenizatörde (TissueLyser 

LT-Qiagen) parçalandı. Daha sonra santrifüj edilerek üst faz toplandı, Üst fazın 

üzerine 1/5 V Kloroform eklendi ve 12000 g’de 15 dk. 4 °C’de santrifüj edildi. Üst faz 

toplanarak 1.5V’ü kadar %100 etanol eklenerek 10 dk. 25 °C’de inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından 12000 g’de 10 dk. 4 °C’de santrifüj edildi ve süpernatan 

atıldıktan sonra, %90 ve ardından %70 etanol eklenerek (başlangıç lizis miktarı kadar) 

7500 g’de 5 dk. 4°C’de santrifüj edildi. 37 °C’de kapak açılarak alkol uçana kadar 

tutuldu ardından çökelti (pellet) büyüklüğüne göre RNAse içermeyen su eklenerek 

iyice çözdürüldü ve elde edilen RNA’nın konsantrasyonu NanoDrop ND-1000 

(Thermo Fisher Scientific, ABD) spektrofotometre cihazı kullanılarak ölçüldü. cDNA 

sentezi ve RT-qPCR bölüm 3.3.2 de belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. 105 bp 
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uzunlukta amplikon ürünü veren INF2 (Assay Id: Hs.PT.58.5068547.gs) için 

kullanılan primer dizileri sense 5’GTTCATGACAATGCTGAAGCG ve antisense 5’-

GCCCTGTGCATCTACTCTC ; 93 bp uzunlukta amplikon ürünü veren Synaptopodin 

(Assay Id: Hs.PT.58.15710383.gs) için kullanılan primer dizileri sense 5’-

CTCCAATCCCTCTTCTTAACCC-3’ ve antisense 5’-

GTTTGCATCTTAGGTCACACC-3’ ve referans için 143 bp uzunlukta amplikon 

ürünü veren GAPDH (Assay Id: Hs.PT.39a.22214836) için kullanılan primer dizileri 

sense 5’-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3’ ve antisense 5’-

ACATCGCTCAGACACCATGPCR-3’, 5 µl 2x Gotaq probe master mix (Promega) 

ve 4, 5 µl cDNA kullanılarak  95°C 2s x 1 döngü; (95°C 15s, 60 °C 1dk)x 45 döngü; 

40 °C 30s x1 döngü şeklinde RT-qPCR gerçekleştirildi. 

3.5.3. İstatistiksel Analizler 

Analizler için GraphPad Prism 8.0.1 yazılımı kullanıldı. 2’li grup analizleri 

unpaired t test ile, grup analizleri one-way Annova metodu uygulandı. p ≤ 0,05 değeri 

anlamlı kabul edildi. Metabolomiks analizleri multivaryant data analiz yazılımı 

(SIMCA®) ile yapıldı. SIMCA’ya göre zorlanmış ayrım (PLS-DA) ile tüm grupların 

çoklu analizleri oluşturdukları kümelenmeler anlamlı farklı çıkan (p≤0,05) 

metabolitler ile belirlendi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Mezenkimal Kök Hücrelerinin Ekspansiyonu, IGF-1 ve HGF ile 

Lisanslanması ve Karakterizasyonu 

Pasaj 3 MKH’ler kültür kabına ekildikten sonra kültür kabının yüzeyine 

yapışması, fibroblast hücresi benzeri iğsi morfoloji göstermesi (Şekil 4.1.) ve hızlı bir 

şekilde çoğalması ile MKH fenotipine kültürde benzerlik göstermiştir.  

A) B) 

  

Şekil 4.1. P3 MKH’lerin kültürde morfolojik olarak görüntülenmesi. MKH’lerin 

morfolojik olarak fibroblast benzeri iğsi görünüme sahip olduğu ışık 

mikroskobunda görüntülenmiştir. Büyütme A) 4x B)10x 

MKH’lerin IGF-1 ve HGF ile Lisanslanması  

MKH’lere IGF-1 ile 24 saat, HGF ile 6 saat boyunca inkübe edildikten sonra 

ileri çalışmalar yapılmıştır. IGF-1+HGF uygulanan MKH’ler (MKH I+H) ile tek 

başına IGF-1 (MKH I) veya tek başına HGF’nin (MKH H) uygulandığı MKH’ler ve 

herhangi bir faktör uygulanmayan MKH’ler (MKH) ile ayrıca karşılaştırılarak 

değerlendirilmiştir. 

MKH’lerin Karakterizasyonu: 

IGF-1+HGF, IGF-1, HGF uygulanan Pasaj 5 (P5) MKH’lerin flow sitometri 

ile yüzey belirteçleri değerlendirilmiştir. Adipojenik ve osteojenik ortamda 21 gün 

boyunca hücre kültüründe takip edilerek in vitro adipojenik ve osteojenik farklılaşma 

kapasiteleri incelenmiştir.  
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MKH’lerin İmmunofenotiplendirilmesi 

Pasaj 5 MKH (Kontrol), IGF-1-MKH, HGF-MKH, IGF-1+HGF_MKH’ler, 

MKH negatif belirteçleri olan CD45, HLA-DR, CD184/CXCR4 pozitif belirteçleri 

olan CD90, CD73 ve CD105, CD44, ayrıca pluripotent hücre belirteci early stage-

specific embryonic antigen-4 (SSEA-4) ve CD133, CD200, CD271 (anti-human APC) 

antikorları ile işaretlendikten sonra analiz edildi (Şekil 4.2.). P5 MKH’ler IGF-1, HGF 

veya IGF-1 + HGF eklenerek IGF-1 ile 24 saat, HGF ile 6 saat kalacak şekilde kültüre 

edilip in vitro CD45-APC, CD34-FITC, HLA-DR-PE, CD73-FITC, CD90-FITC, 

CD105-PE, CD44-FITC, CD133-PE, SSEA-4, CD184/CXCR4-PE, CD200-PE, 

CD271-APC antikorları ile işaretlendi. Buna göre IGF-1, HGF ve IGF1+HGF ile 

indüklenen MKH’lerin CD44, CD73, CD90, CD105 >%94 pozitif ve CD45 ve CD34 

negatif olması <%1 (Tablo 4.1., Şekil 4.2.) indüklenmeye bağlı mezenkimal kök hücre 

karakterinin değişmediğini göstermektedir. IGF-1 ve HGF uygulamasında ayrıca 

uygulamada tümorojenik potansiyelini değerlendirmek için kanser kök hücre markerı 

ve MKH’lerde yüksekliği immünsüpresif özelliği ile ilişkili olan CD200 (322, 323), 

ve mezenkimal kök hücre fenotipinde ve pluripotensi markerlarının yanında MKH 

markerlarını da ifade eden kanser kök hücre markerı, tümör desteği sağlayan CD133 

(324, 325) ve embriyonik kök hücre markerı ve aynı zamanda tümörojenik etkinliği 

yüksek hücrelerde ifade olan SSEA4 (326), baş ve boyun kanserlerinde tümör 

initiating hücre olarak geçen ve hipofarinks kanserinde kötü prognozla ilişkili kök 

hücre karakterinde hücrelerle ilişkilendirilen ve tümör bölgesindeki MKH’lerde 

özellikle yüksek bulunan CD271 (327, 328) tümör başlatıcı/initiating hücrelerde ve 

radyoresistant kanser kök hücrelerinde ifadesi olan CD184/CXCR4 (329) 

ekspresyonlarının negatif olarak bulunması bu hücrelerin tümörojenik potensiyelini 

bilinen markerlar üzerinden göstermediğini ve kliniğe uygulanabilir yönde olduğunu 

işaret etmektedir. Ayrıca tek IGF-1 ve HGF ile indüklenen MKH’lerin yüzey 

markerlarına da bakılmıştır ve benzer yönde karakteristik özellikleri tanımlanmıştır. 

IGF-1, HGF, IGF-1+HGF ile indüklenen MKH’lerin ve kontrol indüklenmeyen 

MKH’lerin sayısal yüzde değerleri tabloda gösterilmiştir (Tablo 4.1).



58 

Ş
ek

il
 4

.2
. 

M
K

H
 v

e 
IG

F
-1

+
H

G
F

 i
le

 i
n
d
ü
k
le

n
en

 M
K

H
’l

er
in

 f
lo

w
 s

it
o
m

et
ri

 a
n
al

iz
le

ri
. 
A

) 
M

K
H

 p
o
zi

ti
f 

b
el

ir
te

çl
er

i 
C

D
4
4
, 
C

D
7
3
 v

e 

C
D

1
0
5
 B

) 
M

K
H

 N
eg

at
if

 B
el

ir
te

çl
er

i 
C

D
3
4
, 
C

D
4
5

, 
H

L
A

-D
R

 v
e 

S
S

E
A

-4
 C

) 
T

ü
m

ö
ro

je
n
it

e 
il

e 
il

g
il

i 
b

el
ir

te
çl

er
 C

D
1
3
3
, 

C
D

2
0
0
, 
C

X
C

R
4
, 
C

D
2
7
1
 v

e 
S

S
E

A
4
. 



59 

Ş
ek

il
 4

.2
. 
(D

ev
a
m

) 
M

K
H

 v
e 

IG
F

-1
+

H
G

F
 i

le
 i

n
d
ü
k
le

n
en

 M
K

H
’l

er
in

 f
lo

w
 s

it
o
m

et
ri

 a
n
al

iz
le

ri
. 
A

) 
M

K
H

 p
o
zi

ti
f 

b
el

ir
te

çl
er

i 
C

D
4
4
, 
C

D
7
3
 

v
e 

C
D

1
0
5
 B

) 
M

K
H

 N
eg

at
if

 B
el

ir
te

çl
er

i 
C

D
3
4
, 
C

D
4
5
, 
H

L
A

-D
R

 v
e 

S
S

E
A

-4
 C

) 
T

ü
m

ö
ro

je
n
it

e 
il

e 
il

g
il

i 
b
el

ir
te

çl
er

 

C
D

1
3
3
, 
C

D
2
0
0
, 
C

X
C

R
4
, 
C

D
2
7
1
 v

e 
S

S
E

A
4
. 



60 

Ş
ek

il
 4

.2
.(

D
ev

a
m

) 
M

K
H

 v
e 

IG
F

-1
+

H
G

F
 i

le
 i

n
d
ü
k

le
n
en

 M
K

H
’l

er
in

 f
lo

w
 s

it
o
m

et
ri

 a
n
al

iz
le

ri
. 
A

) 
M

K
H

 p
o
zi

ti
f 

b
el

ir
te

çl
er

i 
C

D
4
4
, 
C

D
7
3
 

v
e 

C
D

1
0
5
 B

) 
M

K
H

 N
eg

at
if

 B
el

ir
te

çl
er

i 
C

D
3
4
, 
C

D
4
5
, 
H

L
A

-D
R

 v
e 

S
S

E
A

-4
 C

) 
T

ü
m

ö
ro

je
n
it

e 
il

e 
il

g
il

i 
b
el

ir
te

çl
er

 

C
D

1
3
3
, 
C

D
2
0
0
, 
C

X
C

R
4
, 
C

D
2
7
1
 v

e 
S

S
E

A
4
. 



61 

Tablo 4.1. MKH, IGF-1, HGF ve IGF-1 ve HGF ile indüklenen MKH’lerin yüzey 

marker ekspresyonları 

MKH 

(%) 

MKH 

IGF-1 

(%) 

MKH 

HGF 

(%) 

MKH    

IGF-1+HGF                

(%) 

CD44 94,1 94,7 96 94,1 

CD73 97,5 96,1 96,1 94 

CD90 99,2 99 99,1 99,1 

CD105 99,5 98,9 99,1 98,7 

CD133 0,3 0,4 0,2 0,2 

CD200 0,3 0,4 0,5 0,2 

CD271 2,5 2,9 5 3,1 

SSEA4 3,2 3,5 5,6 3 

CD184/CXCR4 1,9 2,5 1,0 1,2 

CD34 0,9 1,3 0,5 0,6 

CD45 0 0,1 0 0 

HLA-DR 24,2 23,7 29,7 25,5 

MKH’lerin Adipojenik ve Osteojenik Farklılaşması 

IGF-1+HGF, IGF-1, HGF uygulanan MKH’lerin adipojenik farklılaşma 

potansiyelini etkileyip etkilemediği incelenmesi sonucunda tüm grupların adipojenik 

hücre farklılaşmasını gösteren üzüm salkımı şeklinde morfoloji gösterdiği gözlendi 

(Şekil 4.3.). Osteojenik farklılaşma potansiyelini etkileyip etkilemediği incelenmesi 

sonucunda tüm gruplarda osteojenik farklılaşmanın göstergesi olan kalsiyum 

depozitleri (siyah renkte noktalar) alizarin red boyası ile pozitif olarak boyandı (Şekil 

4.4.). MKH’lerin IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF ile koşullanması hücrelerin adipojenik 

ve osteojenik farklılaşabilme kapasitesini etkilememektedir.  
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 KONTROL ADİPOJENİK 

MKH 

  

MKH I+H 

  

MKH I 

  

MKH H 

  

Şekil 4.3. MKH gruplarının adipojenik farklılaşmalarının 21. günü görüntüleri. IGF-

1+HGF (MKH I+H), IGF-1 (MKH I) ve HGF (MKH H) ile işaretlenen 

MKH’lerin sol (kontrol) normal besiyerinde büyütülmüş 21. günde Oil 

Red O boyası ile boyanmış görüntüleri, sağ (adipojenik) adipojenik 

farklılaşma besiyerinde büyütülmüş ve 21. günde Oil Red O boyası ile 

boyanmış görüntüleri. Işık mikroskobu (Büyütme 40x) 
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KONTROL OSTEOJENİK 

MKH 

MKH I+H 

MKH I 

MKH H 

Şekil 4.4. MKH gruplarının adipojenik farklılaşmalarının 21. günü görüntüleri. IGF-

1+HGF (MKH I+H), IGF-1 (MKH I) ve HGF (MKH H) işaretlenen 

MKH’lerin MKH’lerin sol (kontrol) normal besiyerinde büyütülmüş 21. 

günde Alizerin Red boyası ile boyanmış görüntüleri, sağ (osteojenik) 

osteojenik farklılaşma besiyerinde büyütülmüş ve 21. günde Alizerin Red 

boyası ile boyanmış görüntüleri. Işık mikroskobu (Büyütme 4x).
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4.2. MKH’lerin CM-DIL ile İşaretlenmesi ve CM-DIL Sitotoksisitesinin 

İncelenmesi 

MKH’ler oluşturulan podosit hasar modeli sonrası sıçanlara uygulamadan önce 

CellTracker™ CM-DIL floresan boyası ile işaretlendi ve 2 µg/ml CM-DIL’in (318) 

hücreler üzerine sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile saptandı (Şekil 4.5.) WST analizine 

göre CM-DIL ile işaretlenen MKH’ler, işaretlenmeyen kontrol MKH’lere göre 

ortalama % 9,4 azalmaktadır. İstatiksel analiz (unpaired t test) yapıldığında ise kontrol 

MKH’lerle, CM-DIL işaretli MKH’ler arasında anlamlı bir fark bulunmamaktadır.  

4.3. MKH Hücrelerinin CM-DIL ile İşaretlendikten Sonra İn Vitro 

Takibi 

Hücreler 2 µg/ml olacak şekilde işaretlendikten sonra boyandığı (Şekil 4.6A.) 

bir kısım hücre in vitro olarak 1 ay süresince takip edildi. 1 ay sonunda hücrelerin 

boyayı taşımaya devam ettiği görüldü (Şekil 4.6B.). 

4.4. Lisanslanan MKH’lerin İleri Karakterizasyonları 

4.4.1. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF Uygulamasının MKH Yara İyileşmesi 

Üzerine Etkisinin Gösterilmesi 

MKH’ler (Kontrol), tek IGF, tek HGF ve IGF-1+HGF ile indüklenen 

MKH’lerin kültür tabağı p200 pipet ucu ile boylu boyunca çizik atılarak yara hasar 

modeli oluşturuldu ve 12, 18, 24 ve 36 saat sonra alınan resimlerde oluşan yara 

alanındaki kapanma 5 farklı yerden ölçüm yapılarak ImageJ programı kullanılarak 

analiz edildi. Lisanslama yapılan tüm MKH gruplarında yara iyileşmesi 12. ve 18. 

saatlerde lisanslama yapılmayan MKH grubuna göre anlamlı olarak farklılık 

göstermiştir ve 12. ve 18. Saatlerde anlamlı olarak en hızlı yara iyileşmesi IGF-1 ve 

HGF ile birlikte lisanslama yapılan grupta görülmüştür (Şekil 4.7., Tablo 4.2.).  

4.4.2. Lisanslanan MKH’lerin (MKH I+H) Metabolomiks Çalışmaları 

MKH (Kontrol) ve IGF-1+HGF ile indüklenen MKH’lerin kültür 

süpernatanlarının iki farklı zamanda (MKH-1 ve MKH-2) yapılan metabolomiks 

analizine göre, MKH-1 deneyinde 535 adet metabolit yakalandı. Bunlardan 103 tanesi 
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tanımlanmış metabolit, 432 tanesi tanımlanmamış metabolittir. MKH-2 deneyinde 

metabolomiks analizi sonucu 582 adet metabolit yakalandı. Bunlardan 102 tanesi 

tanımlanmış metabolit, 480 tanesi tanımlanmamış metabolittir. Tanımlanmış 

metabolitlerden 62 tanesi iki analizde de ortak çıkmıştır (Şekil 4.8.). İki analizde de 

ortak çıkan ve ortak olmayan metabolitlerin listesi tabloda belirtilmiştir (Tablo 4.3.). 

Şekil 4.5. CM-DIL’in sitotoksitesinin WST-1 analizi ile belirlenmesi. Kontrol 

(MKH) ve CM-DIL (CM-DIL ile işaretlenmiş MKH) hücrelerinin WST-1 

belirteci konulduktan 4 saat sonra microplate okuyucuda 450 nm’de alınan 

rölatif absorbans değerleri. 

A) B) 

Şekil 4.6. MKH hücrelerinin CM-DIL ile işaretlenmesi ve kültürde takibi. MKH 

hücrelerinin CM-DIL ile işaretlendikten ve kültür kabına ekildikten A) 1. 

gün ve B) 30. gündeki floresan mikroskobu görüntüleri (Büyütme 20x). 
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Şekil 4.7. MKH gruplarının 12, 18, 24 ve 36. saat yara iyileşmeleri. IGF-1 (MKH I), 

HGF (MKH H) ve IGF-1+HGF MKH’larının (MKH I+H) 12, 18, 24 ve 

36. saatlerdeki kültür tabağındaki yara alanındaki kapanmalarının ışık 

mikroskobunda çekilen (büyütme 10x) ve ardından image J yazılımında 

düzenlenen görüntüleri ve bar grafiği.  
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Tablo 4.2. MKH gruplarının 12, 18, 24 ve 36. saatlerdeki yara kapatma oranları 

  SAATLER 

GRUPLAR 

0 

(%) 

12 

(%) 

18 

(%) 

24 

(%) 

36 

(%) 

MKH 0,00 7,04 32,21 67,45 89,83 

MKH I 0,00 32,34 41,05 60,65 86,34 

MKH H 0,00 24,12 56,04 69,80 88,20 

MKH I+H 0,00 52,69 62,06 77,42 100 

MKH-1 analizinde ayrıca IGF-1, HGF ile indüklenen MKH’ler, IGF-1+HGF 

ile indüklenen MKH’lerin ve kontrol MKH’lerin kültür süpernatanlarının 

metabolomiks analizi multivaryant data analiz yazılımı (SIMCA®) yapılmıştır. 

SIMCA’ya göre zorlanmış ayrım (PLS-DA) ile tüm grupların çoklu analizleri 

oluşturdukları kümelenmeler anlamlı farklı çıkan (p<0,05) metabolitler ile 

belirlenmiştir (Şekil 4.9.). IGF-1+HGF_MKH’lerin kontrol MKH’lere göre ikili 

karşılaştırması sonucunda 2-hidroksiestron, maleik asit, gliseraldehit, porfin, 

mimozin, fenilalanin, metionin, metil sterat, tagatoz, n-asetil-l-glutamik asit, serin, 

lizin, 6-deoksi-d-glukoz artış gösterirken,    picolonik asit, kreatinin, sitrullin, miristik 

asit, oksalik asit, n-asetil-l-aspartik asit, trans-3-heksenedioik aist, metik-beta-d-

galaktopiranozit, tireitol, sükroz, ribonik asit-gama-lakton, 6-deoksi-d-glukoz    

metabolitleri azalmıştır (Şekil 4.10.). 

Şekil 4.8. MKH-1 ve MKH-2 metabolomiks analizlerinde çıkan tanımlanmış 

metabolitlerin kesişim kümesi. 
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Tablo 4.3. MKH-1 ve MKH-2 metabolomiks analizinde çıkan tanımlanmış 

metabolitlerin listesi 

MKH-1 MKH-2 MKH-1+MKH-2 
2-amino-1-phenylethanol 
2-hydroxyestrone 
2-ketobutyric acid 
2-keto-L-gulonic acid 
2-phenylacetamide 
3-indolelactic acid 
6-deoxy-d-glucose 
Acetol 
Adipic acid 
Allose 
Allothreonine 
Altrose 
Arachidic acid 
Capric acid 
Citramalic acid 
Galactose 
Glucosamine 1-phosphate 
Glucosaminic acid 
Glucose 
Glyceraldehyde 
Glycerol 1-phosphate 
Hydroquinone 
Iminodiacetic acid 
Lauric acid 
Lyxose 
Maleic acid 
Malic acid 
Mannitol 
Mannose 
N-acetyl-L-glutamic acid 
Palatinose 
Palmitoleic acid 
Phenylpyruvate 
Picolonic acid 
Shikimic acid 
Squalene 
Sucrose 
Threitol 
Threo-beta-hydroxyaspartic 
acid 
Threose 
Trans-3-hexenedioic acid 

1,3-diaminopropane 
10-hydroxydecanoic acid 
3-methyl-2-oxobutanoic acid 
5-aminovaleric acid 
6-hydroxy caproic acid 
Alpha-d-glucosamine 
Alpha-d-glucosamine phosphate 
Arabitol 
Aspartic acid 
Behenic acid 
Canavanine 
Cystine 
Dehydroascorbic acid 
D-glucosaminic acid 
D-glucose 
D-glucose-6-phosphoric acid 
DL-dihydrosphingosine 
DL-glyceraldehyde 
DL-isoleucine 
D-malic acid 
D-mannitol 
D-sorbitol 
D-sphingosine 
D-threitol 
Fructose 
Galactinol 
Galacturonic acid 
Glutamine 
Histidine 
Isomaltose 
Isopropyl beta-d-1-
thiogalactopyranoside 
L- sorbose 
Lactobionic acid 
Linoleic acid 
Malonamide 
Malonic acid 
Methyl eicosanoate 
Methyl myristate 
Methyl oleate 
Methyl palmitate 
N-acetyl-L-cysteine 
Neohesperidin 
Norvaline 
Ornithine 
Phloroglucinol 
Pyridoxine 
Sedoheptulose 
Thymidine 
Tryptophan 
Tryptophane 
Uric acid 

2-ketoadipic acid 
2-ketoisocaproic acid 
4-methyl-5-thiazoleethanol 
Alanine 
Alpha ketoglutaric acid 
Benzoic acid 
Beta- alanine 
Caprylic acid 
Cholesterol 
Citric acid 
Citrulline 
Creatinine 
Cysteine 
Fumaric acid 
Glucoheptonic acid 
Gluconic acid 
Glutamic acid 
Glyceric acid 
Glycine 
Glycolic acid 
Heptadecanoic acid 
Homoserine 
Isoleucine 
Lactamide 
Lactic acid 
Lactose 
Lactulose 
Leucine 
Lysine 
Melibiose 
Methionine 
Methyl stearate 
Methyl-beta-d-
galactopyranoside 
Mimosine 
Myo-inositol 
Myristic acid 
N-acetyl-L-aspartic acid 
Nicotinamide 
Oleic acid 
Oxalacetic acid 
Oxalic acid 
Palmitic acid 
Pantothenic acid 
Phenylalanine 
Phenyl-beta-glucopyranoside 
Porphine 
Pyroglutamic acid 
Pyruvic acid 
Ribitol 
Ribonic acid-gamma-lactone 
Serine 
Stearic acid 
Succinic acid 
Tagatose 
Talose 
Threonine 
Tyrosine 
Uracil 
Urea 
Valine 
Xanthine 
Xylitol 
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Şekil 4.9. MKH’lerin SIMCA analizine göre zorlanmış ayrımı (PLS-DA). MKH 

(MSC) ve IGF-1 (IGF) , HGF ve IGF-1+HGF (ICF+HGF) ile indüklenen 

MKH’lerin SIMCA analizine göre zorlanmış ayrımı (PLS-DA). 

Şekil 4.10. MKH-1 deneyinde IGF1+HGF MKH’lerin Kontrol MKH’ye göre farklı 

çıkan metabolitleri. a) metabolitlerin skor plotlarının ayrım analizi (PLS-

DA) ve b) bunlara karşılık gelen en önemli değişkenler (VIP). c) azalan 

ve artan metabolit grafiği. R^2: Median uygunluk değeri Q^2: iki grubun 

tahmin etme gücü. 
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Daha sonra IGF-1+HGF ile indüklenen MKH’lerin tek başına IGF-1 ve HGF 

ile indüklenen MKH metabolitlerinden farklı olan metabolitleri belirlenmiştir (Şekil 

4.11.). Ortak olan 3 metabolit Iminodiasetik asit, Pikolonik asit (artış gösteren), Metil 

stearat (azalış gösteren) metabolitleridir. MKH-2 analizinde sadece IGF-

1+HGF_MKH’ler ve kontrol MKH’ler karşılaştırılmıştır. IGF-1+HGF ile indüklenen 

MKH’lerin ve kontrol MKH’lerin kültür süpernatanlarının SIMCA’ya göre zorlanmış 

ayrımı (PLS-DA) yapılmış ve anlamlı çıkan metabolitlerden (p<0,05) Bu 

metabolitlerden IGF-1+HGF’lerde kolesterol (ort: MKH I+H =1,06; MKH=0,87 

(p=0,019)) ve Glukonik Asit (ort: MKH I+H=1,23; MKH=1,06 (p=1,23)), MKH’lere 

göre artmakta, D-glukozaminik asit ise (ort: MKH I+H=0,68; MKH=1,00 (p=0,68)), 

azalmaktadır. (Şekil 4.12.). İki ayrı analizde anlamlı çıkan metabolitlerin listesi 

tabloda verilmiştir (Tablo 4.4.). MKH-1 ve MKH-2 metabolitleri kıyaslandığında, 

MKH-I+H’lerde kontrol MKH’lere göre anlamlı düzeyde çıkan metabolitler arasında 

ortak metabolitler çıkmamıştır (Tablo 4.4., Şekil 4.13.). Metabolik yolak analizine 

bakıldığında MKH-1 analizinden 2-Hidroksiesteron ile MKH-2 analizinden 

kolesterolün ortak olduğu “steroid hormon metabolizması” yolağı bir tek iki analizde 

ortak olarak belirlenmiştir (Tablo 4.5.).  

 

 

Şekil 4.11. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF ile kombine indüklenen MKH’lerin kontrol  

MKH’lere göre anlamlı olarak farklı çıkan metabolitlerinin VENNY 

diagramında gösterilmesi. 
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Şekil 4.12. MKH-2 deneyinde IGF1+HGF MKH’lerin Kontrol MKH’ye göre farklı 

çıkan metabolitleri. a) metabolitlerin skor plotlarının ayrım analizi (PLS-

DA) ve b) bunlara karşılık gelen en önemli değişkenler (VIP). c) azalan 

ve artan metabolit grafiği. R^2: Median uygunluk değeri Q^2: iki grubun 

tahmin etme gücü; VIP: en önemli değişkenler. 

Şekil 4.13. IGF-1+HGF_MKH’lerin Kontol MKH’lere göre deneylerde farklı çıkan 

metabolitlerinin VENNY diagramı. IGF-1+HGF ile indüklenen 

MKH’lerin indüksiyon yapılmamış MKH’lere (MKH) göre 1. Deneyde 

(MKH/IGF-1+HGF-1) ve 2. Deneyde (MKH/IGF-1+HGF-2) analiz 

edilen ve anlamlı çıkan metabolitlerinin karşılaştırmalı venny 

diyagramında gösterilmesi. 
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Tablo 4.4. MKH-1 ve MKH-2 deneylerinde IGF-1+HGF’lerle indüklenen 

MKH’lerin, kontrol MKH’lere (indüklenmemiş) göre anlamlı olarak 

belirlenen metabolitlerin listesi 

MKH/IGF-1+HGF_MKH (1) MKH/IGF-1+HGF_MKH (2) 

2-hydroxyestrone  

6-deoxy-d-glucose 

Capric acid 

Citrulline  

Creatinine 

Glyceraldehyde  

Iminodiacetic acid 

Lysine 

Maleic acid 

Methionine 

Methyl stearate 

Methyl-beta-d-galactopyranoside 

Mimosine 

Myristic acid 

N-acetyl-L-aspartic acid 

N-acetyl-L-glutamic acid 

Nicotinamide 

Oxalic acid 

Phenylalanine 

Picolonic acid 

Porphine 

Ribonic acid-gamma-lactone 

Serine 

Sucrose 

Tagatose 

Threitol 

Trans-3-hexenedioic acid 

Cholesterol 

D-glucosaminic acid 

Gluconic acid 
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MKH ve IGF-1+HGF ile Lisanslanmış MKH’lerin Sitokin Düzeyleri  

MKH, IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF_MKH’lerin salgıladıkları protein 

düzeylerini belirlemek için kültür süpernatanları toplanarak membran bazlı antikorlar 

içeren sitokin analizi gerçekleştirildi. Sitokin Array 80 farklı sitokin ve büyüme 

faktörünü tespit etmektedir (Şekil 4.14.). Her spot için net görünür intensite seviyesi, 

arka plan çıkarıldıktan sonra pozitif kontrollerin ortalamasına göre normalizasyon 

yapılarak belirlendi. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF ile lisanslanmış MKH spotları, 

lisanslanmamış MKH’lerin karşılık gelen spotları ile karşılaştırıldı ve arkaplanı 

çıkartılmış MKH’lere göre normalize edildi. İfade değerleri>80 spot intensite (si) 

dikkate alınacak sitokinler için bir eşik belirlemek üzere analiz edilebildi. Membran 

üzerinde düşük intensitesi tespit edilen ve düşük ifadesi gözlenen sitokin ve büyüme 

faktörlerinin renk ile yüksek ifadesi gözlenenler ise ile ısı haritası/heatmap üzerinde 

gösterildi (şekil 4.15.). Tamamen background/arkaplanın çıkarıldığı MKH, IGF-1, 

HGF, değerler ise grafik üzerinde gösterildi. IGF-1+HGF ile tekrar edilen çalışmanın 

MKH’ye göre karşılaştırmalı analizi de heatmap üzerinde gösterildi (Şekil 4.16.). 

Arka planın tamamen çıkarıldığı analiz sonuçlarına göre, sitokinler arasında, 

IGF-1+HGF-MKH’lerde kontrol MKH, IGF-1 VE HGF_MKH’lere göre IL-6 en 

yüksek artışı gösterirken, ̴Angiogenin, BDNF ve IGFBP2’de artmaktadır. IGF-1+HGF 

ile kombine indüklenen MKH’lerde tek başına IGF-1 ve HGF ile indüklenen 

MKH’lere göre MCP-1, SDF-1, TIMP1 lisanslanmayan MKH’lere yakın ifade 

göstermektedir. IGF-1 ifadesi ise sadece IGF-1 ve IGF-1+HGF ile indüklenen grupta 

gözlenmektedir. Normalize intensitelerin (sitokin/pozitif kontrol) kat değişimlerini 

gösteren relatif çubuk grafiği Şekil 4.14b’de gösterilmektedir. Eşik değer sinyalinin 

azaltıldığı (zorlanmış analiz) analize göre IGF-1+HGF_MKH’ler MKH, MKH I ve 

MKH H gruplarıyla karşılaştırıldığında GRO-alfa, IL-8, M-CSF, MDC, MCP-3, MIG, 

MIP-1-Beta, SCF, TNF-alfa, TNF-beta, (≤1.5 kat) ifadeleri artmakta ve IL-16 (≥ 20 

kat) ifadesi ise azalmaktadır (şekil 4.15.).  

MKH ve IGF-1+HGF_MKH’lerle iki defa sitokin analizi gerçekleştirilmiş 

olup iki deneyin de sonuçlarının zorlanmış analizinin karşılaştırılması ısı haritası 

olarak gösterilmiştir. İki analizde de örüntü benzer olup, zorlanmış analizde IGF-

1+HGF_MKH’lerde MKH’lere göre Leptin, MIF ve Osteopontin ifadesi azalmakta, 
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HGF ve NAP2 ifadesi artmaktadır (Şekil 4.16.). MKH (1) ve IGF-1+HGF_MKH’lerde 

membran arkaplanı çok kirli olduğu için analizlerin yapılması zor olmuştur. 

Karşılaştırma açısından örüntüler benzer olmasına rağmen düşük ifadeli proteinler için 

net bir analiz yapılmasını güçleşmiştir.  

MKH (Kontrol), MKH I, MKH H, MKH I+H kültür süpernatanlarından ayrıca 

Boncuk-Bazlı İmmunoassay Analizi ile yardımcı T hücre (T helper/Th) paneli olan 

IL-2, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IFN-γ, TNF-α, IL-17A, IL-17F, IL-4, IL-21, IL-

22 sitokin düzeylerine bakılmıştır ve flow sitometre ile analiz edilen konsantrasyonları 

belirtilmiştir (Tablo 4.6.). Th paneli hücrelerin çeşitli hastalık proseslerinde immün 

cevabı anlamak için önemli bir paneldir. IGF-1+HGF’lerde IL-6 hem membran bazlı 

sitokin panelinde (MKH I+H: 75097si, MKH: 64260si, MKH I: 53629si, MKH H: 

45720si) hem de boncuk-bazlı Th panelinde (MKH I+H: 6598,3 pg/ml, MKH: 6356,3 

pg/ml, MKH I: 3253 pg/ml, MKH H: 3205,8 pg/ml) diğer gruplara göre yüksek 

çıkmıştır, kontrol MKH’lere ise ifadesi yakın düzeydedir (Şekil 4.15. ve 4.17.). IL-6, 

MKH I+H’lerin proliferasyonu artırmakta, apoptoza karşı korumakta, farklılaşmamış 

düzeyde kalmasında ve yara iyileşmesine katkısında önemli bir rol oynuyor olabilir 

(330).  

4.4.3. Lisanslamanın MKH Üzerindeki Sitokin Düzeylerinin RNA 

Düzeyinde Belirlenmesi 

IGF-1, HGF ve IGF1_HGF MKH’lerin etkisinin mekanizmasını belirlemek 

amacıyla Prof. Dr. Güneş Esendağlı’dan alınan IL-10, TGF-β, NOS2, IDO-1 ve 

elimizde mevcut olan FOXP3 gen ifadelerine bakılmıştır. Gen ifadeleri β-actin gen 

ifadesine göre normalize edilmiştir. Belirlenen koşullarda IL-10, ve NOS2 primerleri 

çalışmamış, optimizasyon sonrası da veri alınamamıştır. IDO1, TGF-β ve B-Actin ile 

çalışılmıştır. Buna göre, IDO-1 ifadesi IGF1+HGF ile indüklenen MKH’lerde (IGF-1, 

HGF ve MKH gruplarına göre yaklaşık ~4 kat (ort= MKH I+H: 3,68; MKH-I: 0,83; 

MKH H: 0,94)), TGF-B 1,6 kat (ort=MKH I+H: 1,61; MKH-I: 1,16; MKH H: 1,05) 

artmıştır (Şekil 4.18.).  FoxP3 mRNA ifadeleri gruplar arasında düşük olarak bulunuş 

(>40 CT değeri) 4 grup karşılaştırıldığında ise en yüksek ifadenin IGF-1 ile indüklenen 

MKH’lerde izlendiği görülmüştür (ort=MKH I+H: 1,33; MKH I: 7,71; MKH H: 7,71).
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Şekil 4.17. MKH, MKH-IH, MKH-I ve MKH-H süpernatanlarının “LEGENDplex 

™-Multi-Analyte Flow Assay Kit “profili ile akış sitometrisinde analiz 

edilen IL-6    konsantrasyonları. 

    

 

Şekil 4.18. MKH gruplarının qRT-PCR analizleri (2-ΔΔCt değerleri). Kontrol MKH, 

IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF. MKH’ler kültür besiyerinde IGF-1+HGF ile 

(I (20ng/ml) + H (10ng/ml)), tek başına IGF-1 ile (I) 24 saat veya HGF 

(H) ile 6 saat boyunca indüklendikten sonra toplanarak IDO-1, TGF- β ve 

FOXP3 mRNA ifadeleri verisi B-göre normalize edildikten sonra 

indüklenmemiş kontrol MKH’lere (MKH) göre göreceli/relatif ifadesi 

alınmıştır. Tek çalışmanın (n=1) teknik tekrarı ile standart sapmalar 

hesaplanmıştır. 
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4.5. In vitro Podosit Hasarı Üzerinde IGF-1 ve HGF ile Lisanslanan 

MKH’lerin Etkisinin Standart Kültür Ortamında Hazırlanan 

MKH’ler ile Karşılaştırmalı İncelenmesi 

4.5.1. Podosit Hücre Kültürü 

Podosit hücrelerinin çoğaltılma/proliferasyonu 33°C’de, farklılaşması ise 

37°C’de sıcaklıkta inkübe edilmesi gerekmektedir. 33°C’deki farklılaşmamış hücreler 

küçük ve çakıl taşı/cobblestone benzeri bir morfoloji gösterirken, 37°C’deki 12-14 gün 

sonunda farklılaşmış podosit hücrelerinin geniş çekirdek ve hücre gövdesine sahip, 

sitoplazma hacmi büyük, dallanmış hücreler olduğu gözlenmektedir (Şekil 4.19.).  

Farklılaşmamış Podosit Farklılaşmış Podosit 

Şekil 4.19. Kültürdeki farklılaşmış ve farklılaşmamış podosit hücrelerinin mofolojik 

olarak görüntülenmesi. Farklılaşmamış hücreler küçük boyutludur ve 

çakıl taşı benzeri bir morfoloji gösterirken, farklılaşmış hücreler geniş 

çekirdekli, hacimli sitoplazmalı ve dallanma süreçleri olan genişlemiş 

hücre gövdelerine sahiptir.10x ve 20x büyütme. Işık mikroskobu 

görüntüleri, ölçek çubukları: 500 μm ve 200 μm. 
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4.5.2. Podosit Hasarı Oluşturulması 

Podosit hücre hasar ve ko-kültür çalışmaları 33°C’de %50-60 kültür kabını 

kapladıktan (3-5 gün) ve ardından 37°C inkübatöre alınarak 14. Gün sonrasında 

farklılaşmasını tamamlamasının ardından yapıldı. 14 gün sonunda hücre besiyeri 

içerisine, hücre aktin hücre iskeleti yapısını bozan Puromisin aminonükleozid (PAN) 

kimyasalı eklendi. PAN dozunu belirlemek için hücrelere 50 ve 100 µg/ml PAN 

eklenerek 48 saat sonunda WST-1 ile hücreye canlılığı ölçüldü. Aktin-hücre iskeletini 

görüntülemek için hücreler Phalloidin antikoru ile işaretlenerek floresan 

mikroskobunda görüntüleri alınarak analiz edildi.  

WST-1 okumasına göre, 50 µg/ml PAN ile hücre metabolik aktivitesi  ̴ %63 

iken ve 100 µg/ml PAN ~%22 olarak belirlendi (Şekil 4.20a.). Hem 50 hem 100 µg/ml 

PAN uygulanan podosit hücrelerinin morfolojileri PAN uygulanmayan kontrol 

podosite göre karşılaştırıldığında, hücre gövdelerinin yassılaştığı ve aktin hücre 

iskeleti yapısı düzenliliğin bozulduğu ve hücre boyutlarının küçüldüğü görüldü (Şekil 

4.20C.).Literatürde de sitotoksik doz olduğu gösterilen (331, 332) ve bizim 

çalışmamızda da ~%37 oranında hücrede metabolik aktivitenin azaldığını gösteren 50 

ug/ml PAN dozu ile ileri deneylere devam edilmesine karar verildi.  

Podosit hücre besiyerine daha sonra 50 µg/ml PAN eklenerek 48 saat 

sonrasında MKH ve IGF-1, HGF veya IGF-1+HGF ile indüklenen MKH’lerle 48 saat 

ko-kültüre edilmiştir. Podosit hücrelerinde ifade olduğu bilinen Synpo ve Inf2 mRNA 

ifadelerine bakılmıştır (Şekil 4.20B.). Hasar ile birlikte ifadelerinin azalmasını 

beklediğimiz Synpo ve INF2 ifadelerinin azalmaması nedeniyle MKH-podosit ko-

kültür çalışmalarından sonra ayrıca Synpo ve INF2 mRNA ifadelerine ayrıca 

bakılmamıştır.  

4.5.3. Podosit-MKH Ko-Kültürü 

PAN ile hasar gören podositlerin aktin hücre iskeleti üzerine MKH, IGF-

1_MKH (MKH I), HGF_MKH ve IGF-1+HGF_MKH'lerin (MKH I+H) etkisini 

değerlendirmek için Phalloidin antikoru ile işaretlendikten sonra floresan 

mikroskobunda görüntüleri alınarak incelenmiştir. Podosit hücrelerine PAN 

uygulandıktan 48 saat sonra hücre kültür kabına 4 µm ve 8 µm süzgeçler yerleştirilerek 

süzgeçlerin üzerine CM-DIL (kırmızı) ile işaretlenen MKH grupları ekilmiştir. 
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MKH’ler 8 µm süzgeçten geçmekte 4 µm süzgeçten ise geçememektedir. 8 µm süzgeç 

ile MKH’lerin direk etkisi, 4 µm süzgeç kullanılarak MKH’lerin salgısı ile 

indirek/doğrudan olmayan etkisi değerlendirilmiştir. Her MKH grubu için iki tekrar 

yapılmış ve süzgeç üstü ve süzgeç altının (kültür kabı yüzeyi) floresan mikroskobu 

görüntüleri çekilmiştir (Şekil 4.21.). IGF-1+HGF_MKH grubunun 8 µm süzgeç 

üstünde diğer gruplara göre hücre sayılarının azaldığı süzgeç altında ise sayılarının 

arttığının gösterilmesi IGF-1+HGF’nin hücrelerin migrasyonunu artırdığını 

göstermektedir. 4 µm süzgeç kullanıldığında tüm MKH gruplarında süzgeç altına 

hücre geçişi olmadığından kültür kabında floresan bir sinyal alınmamıştır 4 µm süzgeç 

ko-kültürlerinde MKH grupları arasında aktin hücre iskeleti yapısına bakıldığında, 

MKH I+H’ler ile podosit aktin stres fiberlerinin düzensizliğinin azaldığı ve hücre 

boyutlarının arttığı gözlendi. MKH H grubunda da bazı hücrelerde aktin yapılarının 

daha düzenli olduğu gözlenmiş, tek başına IGF-1 ve sadece MKH ile ko-kültüre 

podositlerde ise yapılan tedavinin gözle görülen bir etkisi görülmemiştir (Şekil 4.22.). 

8 µm süzgeçli ko-kültürlerde hücre geçişi ile ise IGF-1+HGF ve HGF-ile indüklenen 

MKH’ler ile podositlerin aktin stres fiberlerinin azaldığı ve kontrol sağlıklı 

podositlerin aktin yapısı düzenine yakın şekilde aktin hasarını geri çevirebildiği 

gözlenmiştir. Tek başına IGF-1’in de aktin hücre iskeleti hasarını çoğu hücrede geri 

çevirebildiği fakat lisanslanmamış MKH’lerin (kontrol) salgısının ve kendisinin hasarı 

çok az geri çevirebildiği görülmüştür (Şekil 4.23.) 

A) B)
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C) Kontrol (0 µg/ml) 50 µg/ml 100 µg/ml 

DAPI 

   

PHL 

   

PHL/

DAPI 

   
 

Şekil 4.20. In vitro PAN ile hasar uygulanan podositlerin metabolik aktivitelerinin, 

gen ifadelerinin grafikleri ve aktin hücre-iskeleti yapılarının görüntüleri.  

0 (Kontrol),50, ve 100 µg/ml PAN uygulanan podosit hücrelerinin WST-

1 analizi, A) Hücrelerin metabolik aktivitelerinin WST-1 analizi ile 450 

nm’de ölçülmüş absorbans değerlerinin teknik tekrarlarının analizinin % 

grafiği. B) Synaptopodin (Synpo) ve Inverted Formin-2 (INF-2) mRNA 

ifadeleri (qRT-PCR ile teknik tekrarlar ile ölçülen mRNA ifadeleri 

GAPDH referans genine göre normalize edildi). C) Aktin hücre-iskeleti 

yapısını gösteren Phalloidin (Phl)-(kırmızı), hücre çekirdeğini boyayan 

DAPI (mavi), Phl ve DAPI etiketli hücrelerin floresan mikroskobunda 

çakışan görüntüsü. 20X büyütme.
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Şekil 4.21. PAN hasarlı podosit-MKH ko-kültürlerindeki (8 um) CM-DIL işaretli MKH 

gruplarının floresan mikroskobu görüntüleri ve işaretli hücre sayılarının bar 

grafiği. MKH ve IGF-1 (I), HGF (H) ve IGF-1+HGF (I+H) ile indüklenen 

ve 50µg/ml PAN uygulanan podositlerle ko-kültüre edilen 8 µm porlu 

süzgeç üzerine ekilen CM-DIL işaretli MKH’lerin (kırmızı işaretli) süzgeç 

üstünde kalan (süzgeç üstü) ve süzgeçte kalan (süzgeç altı) floresan 

mikroskobunda çekilen görüntüleri (10X büyütme) ve işaretli hücrelerin 

sayısını yansıtan bar grafiği. 
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4.6. In Vivo FSGS Modelinde IGF-1 ve HGF ile Lisanslanan MKH’lerin 

Etkisinin Standart Kültür Ortamında Hazırlanan MKH’ler ile 

Karşılaştırmalı İncelenmesi 

In vivo FSGS modeli üzerine MKH’leri uygulamadan önce FSGS modelinin 

oluşumunun modellenmesi için Pilot Çalışma-1; MKH I+H’lerin etki süresinin ve 

doğru tedavi zamanının belirlenmesi için Pilot Çalışma-2; tek başına IGF-1 ve HGF 

ile lisanslanan MKH’lerin etkisinin incelenmesi için Pilot Çalışma-3 yapıldıktan sonra 

ana deneyde MKH I+H’ler FSGS modeli oluşturulan sıçan modeline verildikten sonra 

hasar geri dönüşümü 24 saatlik idrar protein/kreatinin (proteinüri) değerleri, 

kesitlerdeki sklerotik alanlar, protein birikimleri, immunohistokimyasal ve elektron 

mikroskobu analizleri ile değerlendirilmiştir.  

4.6.1. Pilot Çalışmalar 

Fokal Segmental Glomeruloskleroz (FSGS) Modeli Oluşturma (Pilot 

Çalışma-1) 

Sıçanlar sağlıklı (kontrol) (n:2) ve FSGS hasta modeli (FSGS) (n:2) grubu 

olarak ayrılmıştır. PAN intraperitoneal uygulama öncesi ve ötanazi işlemleri öncesi 

tüm gruplar 24 saatliğine metabolik kafese alınmıştır. Toplanan idrarlardan protein ve 

kreatinin düzeylerine bakılarak böbrek hasar düzeyi proteinüri (protein/kreatinin) 

üzerinden değerlendirilmiştir.  

Podosit hasarına bağlı FSGS hastalığında; insanlarda böbrek hasarından 

kaynaklı ağır proteinüriye bağlı ödeme bağlı kilo alımı görülmektedir. Bizim 

çalışmamızda da sıçanların her gün ağırlıkları ölçülmüş ve not edilmiştir. Buna göre; 

PAN/ hasarlı sıçanların (P1 ve P2) ağırlıkları ikinci günde azalıp daha sonra ödeme 

bağlı olarak artarken, kontrol/ sağlıklı sıçanların (K1, K2) ise ağırlıklarında düzenli bir 

artış görülmüştür. 6. günde ağırlıkları karşılaştırıldığında kontrol grubunun ağırlıkları 

ortalaması 173 gram (g) iken PAN grubunun ortalaması 142,1 g’dır (Şekil 4.24.). 

Kontrol grubunun yani sağlıklı sıçanların ağırlığı 30.9 g daha fazladır.  PAN grubunun 

idrarında protein/kreatin (P/K) seviyelerine enjeksiyonu takiben 72. ve 90. Saatlerde 

bakılmıştır. 72. Saatte PAN grubunun P/K oranı (2.31 mg/mg) kontrol grubundan 

(0.78 mg/mg) ≈3 kat fazlayken; 90. saatte (PAN grubunun (42,64 mg/mg), kontrole 
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göre (0.73 mg/mg) ≈58 kat fazla P/K oranı saptanmıştır (Şekil 4.24b.). PAN grubunda 

protein ve kreatinin düzeylerinin kontrol grubuna göre arttığı ayrıca grafiksel olarak 

gösterilmiştir (şekil 4.24c. ve 4.24d.). Ayrıca sıçanların su içimleri ve idrar çıkışlarının 

kontrol grubuna göre azaldığı görülmüştür. 72. saatte PAN grubunun su içim 

ortalaması 14 ml idrar çıkışı 3,35 ml, 90. saatte su içimi 11 ml, idrar çıkışı 1,25 ml’dir. 

MKH grubunun su içim ortalaması 72. saatte 26,5 idrar çıkışı 6 ml, 90. saatte su içimi 

16,5 idrar çıkışı 6,38 ml’dir. 150 mg/kg PAN uygulaması ile sıçanlarda ağırlığın 

azalması, su içimi ve idrar çıkışının azalması idrar testine bakıldığında tüm gruplarda 

Glukoz, Bilirubin, Üronobilojen, Kan, Keton, Nitrit, Lökosit parametrelerinin negatif 

olması ve sadece PAN grubunda proteinüriyi gösteren UCSF/Kreatinin artışı 

proteinürinin artması modelin oluştuğunu göstermektedir. PAN ve Kontrol gruplarının 

UCSF/PROTEİN (mg/dl), Kreatinin, Proteinüri (UCSF/Kreatinin), Mikroalbumin, 

Glukoz, Bilirubin, Üronobilojen, pH, Kan, Keton, Nitrit, Lökosit, Bulanıklık, Dansite, 

Renk ve Arjinosüksinik Asit değerleri ve parametreleri de tabloda gösterilmiştir 

(Tablo 4.7.). 

Sağlıklı (Kontrol) ve Hasta Modeli (FSGS) gruplarının elektron mikroskobu 

incelemelerinde sağlıklı (kontrol) grubunda podosit hücreleri normal yapılarını 

korurken; PAN grubunda ise 1-2 podosit hücresi dışında tüm podosit yapılarının ve 

slit diyaframlarının kaybolduğu ve hücre efasmanlarının meydana geldiği görülmüştür 

(Şekil 4.25). 

FSGS hastalığında podosite özgü synaptopodin (Synpo), inverted formin 2 

(INF2) gibi mRNA ve proteinlerin ifadesi azaldığı daha önceki yayınlanan çalışmalar 

ile bilinmektedir (208, 333). Sıçanların böbrek dokularından RNA izole edip, ardından 

cDNA sentezi yaptıktan sonra, qPCR ile Synpo ve Inf2 mRNA ifadeleri incelendiğinde 

PAN ile Kontrol grupları arasında Synpo ifadeleri arasında anlamlı bir farklılık yokken 

(ort PAN: ~1,06) ve azalması beklenen Inf2 ifadeleri PAN grubunda yaklaşık 1,93 kat 

artmıştır (Şekil 4.26.). Bu sonucu, RNA izolasyonunu tüm böbrek dokusundan izole 

etmiş olmamıza bağladık. Böbrek doku kesitlerinden immunohistokimyasal boyama 

ile Synpo düzeylerine bakıldığında PAN grubunda kontrole göre Synpo boyaması 

glomerüllerde daha koyu ve böbrek tübüllerinde de boyanma görülmektedir (Şekil 

4.27.).  
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A) B) 

C) D) 

E) F) 

Şekil 4.24. Pilot deney 1: Kontrol ve PAN gruplarının günlere göre ağırlıklarının, 

protein/kreatinin oranlarının, idrar protein ve kreatinin miktarılarının, su 

içimi ve idrar çıkışlarının grafikleri. Pilot deney 1= Sağlıklı (Kontrol) ve 

Hasta Modeli (FSGS) gruplarının PBS ve PAN intraperitonal 

enjeksiyonundan sonraki 0-6 gün boyunca takip edilen a) ağırlıkları, b) 

protein/kreatinin oranları, c) İdrar protein miktarı d) Kreatinin Miktarı, e) 

Su içimi ve f) İdrar Çıkışı. Kontrol= (Sağlıklı sıçanlar (PBS verilen grup), 

Hasta Modeli (FSGS) oluşturulan sıçanlar (PAN verilen grup).  
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Tablo 4.7. Sağlıklı (Kontrol) ve hasta modeli (FSGS) ratların idrar parametreleri 

  GRUPLAR 

 Parametreler 

Kontrol  

(1) 

Kontrol 

(2) 

Hasta 

Modeli 

(FSGS) 

(1) 

Hasta 

Modeli 

(FSGS) (2) 

 

VÜCUT AĞIRLIĞI 

(0.GÜN) 129,8 136,5 127,1 135,1 

4
.g

ü
n

 (
9
0

.s
a

a
t/

1
8

 s
a

. 
id

ra
r)

 

VÜCUT AĞIRLIĞI  174 172 143,1 141,1 

UCSF/PROTEİN 

(mg/dl) 71,6 66,7 175,2 311,2 

KREATİNİN (mg/dl) 82,75 139,09 128,84 169,04 

PROTEİNURİ 

(UCSF/KREATİNİN) 0,87 0,59 18,27 67,01 

MİKROALBUMİN 

(mg/dl) 0,609 0,870 <0,200 N/A 

GLUKOZ NEG NEG NEG NEG 

BİLİRUBİN NEG NEG NEG NEG 

ÜRONOBİLOJEN NEG NEG NEG NEG 

pH 5 6,5 6,5 6,5 

KAN NEG NEG NEG NEG 

KETON NEG NEG NEG NEG 

NİTRİT NEG NEG NEG NEG 

LÖKOSİT NEG NEG NEG NEG 

BULANIKLIK 

ÇOK 

BULANIK 

ÇOK 

BULANIK 

ÇOK 

BULANIK 

ÇOK 

BULANIK 

DANSİTE 1,057 1,000 1,015 1,000 

RENK 

KOYU 

SARI YEŞİL SARI YEŞİL 

ARJİNOSÜKSİNİK 

ASİT NEG NEG 20mg/dl NEG 
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Şekil 4.25. Kontrol ve PAN grubunun böbrek glomerular kesitinin elektron 

mikroskobunda incelenmesi. Pilot deney 1= Sağlıklı (Kontrol) ve Hasar 

Modeli (FSGS) gruplarının PBS ve PAN intraperitonal enjeksiyonundan 

sonra 6. gün sonunda toplanan böbrek doku glomerular kesitlerinin 

elektron mikroskobu görüntüleri (20Kx büyütme). a) Kontrol= (Sağlıklı 

sıçanlar (PBS verilen grup)), FSGS= (Fokal Segmental Glomeruloskleroz 

(FSGS) modeli oluşturulan sıçanlar (PAN verilen grup) 

A) B) 

Şekil 4.26. PAN Hasarına bağlı SYNPO ve INF2 mRNA ifadelerinin bar grafikleri. 

Kontrol (sağlıklı iki hayvan n=2) ve PAN (FSGS modeli oluşturulan 

hayvanlar n=2) gruplarının böbrek dokusundaki A) Synpo ve B) Inf2 

mRNA ifadeleri GAPDH’a göre normalize edilmiştir ve sağlıklı kontrole 

göre 2^-∆∆CT metodu kullanılarak göreceli/relatif mRNA ifadeleri 

belirlenmiştir. 

Pilot deney 1 çalışmasının sonuçlarına göre PAN verilmesini takiben 72. 

saatten itibaren FSGS modeli oluşmaktadır. Bu sonuçlar ışığında, pilot deney 2 

çalışması için MKH ve IGF-1+HGF_MKH (MKH I+H) tedavisini erken dönem olarak 
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72-96 saatler (3-4 gün) arasında, geç dönem olarak ise 120-132. saatler (5-6 gün) 

arasında uygulamaya karar verdik. 

 

 

Şekil 4.27. PAN Hasarına bağlı Synaptopodin (Synpo) protein ifadesi değişiminin 

immunohistokimya görüntülemesi. a ve c) Kontrol (sağlıklı sıçanlar) ve b 

ve d) Hasar Modeli (FSGS modeli oluşturulan sıçanlar) gruplarının 

böbrek dokusu kesitlerinin Synpo antikoru ile işaretlendikten sonra ışık 

mikroskobunda alınan görüntüleri (a ve b 10x; b ve d 40x büyütme).   

IGF-1+HGF_MKH’lerin FSGS Modeli Üzerinde Etki Süresinin 

Belirlenmesi (Pilot Çalışma-2):  

MKH I+H tedavi gününün belirlenmesi için ikinci bir pilot deney yapılmıştır. 

Tüm sıçanlara ilk önce PAN verilerek (150 mg/kg) FSGS modeli oluşmasının 

ardından, ayrı zamanlarda MKH veya MKH I+H uygulanmıştır. PAN ile hasar modeli 

daha önceki deneyde (pilot deney 1) oluşturulduğu için, bu deneyde hayvan sayısını 

azaltmak adına sağlıklı kontrol grubu oluşturulmamıştır. 

Sıçanlar MKH veya MKH I+H'nin verilme zamanına bağlı olarak Erken 

Dönem ve Geç Dönem Grubu olmak üzere 2 ana gruba ayrılmıştır, her grupta 3 deney 

hayvanı ile çalışılmıştır. Tüm gruplar, PAN ve MKH/MKH I+H uygulamaları 

öncesinde ve MKH/ MKH I+H tedavi sonrası 3., 9. günde ve 20. günde (ötanazi 
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işlemleri öncesi) 24 saatliğine metabolik kafese alınmıştır. Toplanan idrarlardan 

protein ve kreatinin düzeylerine bakılarak böbrek hasarı/proteinürinin geri dönüşümü 

değerlendirilmiştir. 

Sıçanların ağırlıklarını her gün tarttığımızda, erken dönemde MKH I+H verilen 

grubun ağırlığının, MKH ve PBS gruplarına göre (20. Gün ağırlık ort PBS: 233,70g; 

MKH: 245,1 g, MKH I+H: 291,5g); geç dönemde ise, MKH ve MKH I+H gruplarının 

ağrılıklarının PBS grubuna göre anlamlı bir şekilde artmış olduğunu gördük (20. Gün 

ağırlık ort PBS: 227,8 g; MKH: 291 g, MKH I+H: 282 g) (şekil 4.28.). Sıçanların 

protein/kreatinin (P/K) düzeylerine ise; PAN verilmeden önce (0.gün), PBS, MKH ve 

MKH I+H verilmeden önce (i.v. MKH öncesi) ve verildikten sonra (i.v. MKH sonrası) 

3., 9. ve 20. günlerde analiz ettik. Buna göre; erken dönemde 3. günden itibaren MKH 

(75,80 mg/mg) ve PBS (85,24 mg/mg) gruplarının P/K düzeyi artarken, MKH I+H 

(17,02 mg/mg)- verilen grubun P/K düzeyi MKH grubuna göre yaklaşık 4,45 kat, PBS 

grubuna göre 5 kat azalmıştır. Geç dönemde ise, tedaviden sonraki 3. (PBS: 95,79; 

MKH: 2,12; MKH I+H: 2,17 mg/mg) ve 9. gün (PBS: 70,59; MKH: 1,04; MKH I+H: 

1,42 mg/mg) MKH ve MKH I+H gruplarının P/K düzeyleri PBS grubuna göre 

azalmıştır (şekil 4.29) Geç dönemin 20. gününde gruplardan proteinüri analizi için 

yeterli idrar toplanmamıştır. Pilot Deney 2 Sonuçlarına göre erken dönemde MKH I+H 

verilimi 3. günden itibaren proteinüriyi azaltırken; geç dönemde hem MKH hem IGF-

1+HGF_MKH uygulaması proteinüriyi PBS grubuna göre anlamlı şekilde 

azaltmaktadır. Akut dönemde ise MKH I+H uygulamasının proteinüriyi MKH’ye göre 

daha hızlı düşürürken uzun süre takip edildiğinde (20. günde) MKH’ye yakın 

değerlerdedir.  

IGF-1 veya HGF ile İndüklenmiş/Lisanslanmış MKH’lerin FSGS Modeli 

Üzerine Etkisinin Belirlenmesi (Pilot Çalışma-3) 

IGF-1 ve HGF’nin tek başına MKH kültür ortamına eklendikten sonra FSGS 

modeli oluşturulan sıçanlara uygulanmasının etkisini değerlendirmek için MKH I (n:2) 

ve MKH H (n:2) sıçanlara intravenöz uygulandıktan sonra idrar proteinüri düzeyleri 

analiz edildi (Şekil 4.30.). IGF-1_MKH uygulanan sıçanlarda proteinüri düzeyi tedavi 

öncesinde ortalama 51,53 mg/mg iken tedavi sonrası 65,27 mg/mg saptanmıştır; HGF-

MKH uygulanan sıçanlarda proteinüri düzeyi tedavi öncesinde ortalama 58,325 
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mg/mg iken tedavi sonrası 56,02 mg/mg bulunmuştur. IGF -1ve HGF tedavilerinin tek 

tek verilimi sıçanlarda böbrek hasarına bağlı proteinüriyi düzeltememiştir.   

 

A) 

 

B) 

 

Şekil 4.28. 28. Pilot çalışma 2: erken dönem ve geç dönem uygulanan PBS, MKH, 

MKH I+H verilen sıçan gruplarının protein/kreatinin oranlarının 

vücut ağırlığı grafikleri A) PAN veriliminin ardından (0. Gün) 

ardından erken dönemde (80. Saat) PBS, MKH, MKH I+H verilen 

sıçan gruplarının 0-20. günlerde alınan kilo/ağırlık (g) grafiği, B) 

PAN veriliminin ardından (0. Gün) ardından geç dönemde (128. Saat) 

PBS, MKH, MKH I+H verilen sıçan grupların 0-20. günlerde alınan 

kilo/ağırlık (g) grafiği.  
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A) B) 

Şekil 4.29. Pilot çalışma 2: erken dönem ve geç dönem uygulanan PBS, MKH, MKH 

I+H verilen sıçan gruplarının protein/kreatinin oranlarının bar grafikleri. 

A) PAN hasarının ardından erken dönemde (80.saatte) ve B) geç

dönemde (128. Saat) PBS, MKH, MKH I+H tedavisi uygulanan 

grupların, tedavi sonrası erken dönem 3., 9. ve 20. Günlerdeki geç dönem 

3. ve 9. Günlerdeki protein/kreatinin oranları, geç dönem 0. Gün=PAN

uygulaması günü, Tedavi= sıçanlara PAN veriliminin ardından 80. Saatte 

veya 128. saatte i.v. PBS, MKH veya MKH I+H uygulanmıştır (n=1). 

Şekil 4.30. Sıçanlara IGF-1_MKH (MKH-I) ve HGF-MKH (MKH-H) uygulaması 

sonrası idrar protein/kreatin düzeyleri. Tedavi öncesi=PAN uygulaması 

sonrası 4. Gün, Tedavi sonrası= sıçanlara i.v. MKH I veya MKH H 

uygulamasının 9. Günü (n=2). 
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4.6.2. In Vivo FSGS Modelinde Tek Doz Mezenkimal Kök Hücre 

Tedavilerinin Karşılaştırılması 

Yaklaşık 5-6 haftalık erkek Sprague-Dawley (SD) sıçanlara PAN verilerek 

FSGS modeli oluşturulması ve hasar oluşumunu takiben (PAN verilimi sonrası 4. gün) 

intravenöz olarak insan MKH/MKH-I+H uygulaması amaçlanmıştır. MKH/MKH-

I+H uygulaması öncesi ve sonrası sıçanlar metabolik kafese alınarak 24 saatlik 

idrarları toplanmış ve protein/kreatin oranları analiz edilmiştir. PAN hasarı verilmeden 

önce ve hasar sonrası MKH/MKH-I+H tedavisi öncesinde ve tedavi sonrası 9. 

Gündeki ağırlıkları, su alımları ve idrar çıkışları değerlendirilmiştir.  

Tedavi sonrası 9. günde sıçanlar sakrifiye edilerek, hasara bağlı vücut içi 

sıvıları/asit birikimi olup olmadığı not edilmiş ve böbrek ve akciğer dokuları 

(MKH’lerin en çok tutulum gösterdiği organ) çıkarılmış ve daha sonra kesitleri 

incelenmiştir.  

IGF-1+HGF verilen sıçan grubunda MKH ve PBS grubuna göre tedavinin 9. 

gününde en fazla kilo artışı görülmüştür (ort=PBS: 133,97±14,3; MKH:144,67±11,98; 

MKH I+H:159,23±10,39 g). IGF-1+HGF grubunda PBS (tedavi almayan) gruba göre 

anlamlı bir kilo farkı görülürken (p: 0,0004), MKH’lere göre artış gözlenmesine 

rağmen anlamlı fark bulunmamıştır (p: 0,055, şekil 4.31A). Tüm gruplarda 

MKH/MKH I+H uygulaması öncesinde FSGS modeli oluştuğu sıçanların idrar 

protein/kreatin (>4,5 mg/mg) düzeyleri analiz edilerek gösterilmiştir (FSGS+PBS ort: 

13,97 mg/mg, FSGS+MKH: 17,67, FSGS+MKH I+H: 28,69 mg/mg). Uygulama 

sonrası 9. Günde FSGS grubunda 3 sıçandan 24 saatlik idrar toplanabilirken diğer 3 

sıçandan idrar toplanamamıştır. FSGS modelinde MKH I+H grubunun protein/kreatin 

oranı (ort: 98,96 mg/mg) edildiğinde hem MKH grubuna (ort: 168,80 mg/mg) hem de 

PBS grubuna (ort: 178,06) göre proteinürinin azaldığı gözlenmiştir (Şekil 4.31B., 

Tablo 4.8.). 

Tedavi sonrası idrar çıkışları değerlendirildiğinde MKH I+H (ort= 29,22 

ml±12,40 ml/kg) ve MKH (ort: 26,8±15,6 ml/kg) grupları arasında ortalama değerler 

benzer bulunmasına rağmen tedavi sonrası PBS (ort: 4,03±5,7 ml/kg) grubuna göre 

idrar çıkışı iki grupta da daha fazladır fakat anlamlı değildir ("PBS vs. MKH" p: 

0,134,"PBS vs. MKH I+H" p: 0,088) (Şekil. 4.31C.). Tedavi sonrası su alımları 

değerlendirildiğinde ise MKH I+H (ort= 202,57±63,17 ml/ kg) grubunun su alımı 
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MKH (ort= 154,5±37,24 ml/kg) ve PBS (ort= 133,42±42,73 ml/kg) gruplarına göre 

daha fazla bulunmuştur (Şekil. 4.31D.). Böbrek ve akciğer doku kesitlerinden işaretli 

MKH/IGF-1+HGF_MKH’lere floresan mikroskobunda bakıldığında böbrek 

dokularında akciğer dokularına göre her iki grupta da floresan yoğunluğu fazla 

olmasına ragmen hücreler spesifik olarak muhtemel doku arkaplan ışımasından 

kaynaklı ayırt edilememektedir. (Şekil 4.32). 

A) B) 

C) D) 

Şekil 4.31. PAN ile FSGS modeli oluşturulan ve MKH/I+H tedavisi uygulanan 

sıçanların vücut ağırlığı, proteinüri, idrar çıkışları ve su alımlarının 

grafikleri. Sıçanların başlangıç gününde, tedavi öncesinde ve tedavi 

sonrası 9. günde A) vücut ağırlıkları (g) B) Proteinüri değerleri 

(protein/kreatinin) C) 24 saatlik idrar çıkış miktarları (ml/kg) D) Su 

alımları (ml/kg). Başlangıç günü: PAN verilimi öncesi, Tedavi Öncesi= 

sıçanlara PAN verilmesinin ardından 4. gün, iv PBS, MKH veya IGF-

1+HGF_MKH (MKH I+H) uygulama günü, Tedavi sonrası: PBS, MKH 

veya MKH I+H tedavisinin 9. Günü (***P-değeri ≤ 0, 0001)
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Kontrol ve MKH grubu sıçanların hepsinde hasara bağlı vücut içi sıvısı, şiş bir 

karın ve böbrek morfolojisinin bozulduğu gözlenirken (Şekil 4.33.), MKH I+H 

grubunda sadece bir sıçanda vücut içi sıvı/asidite gözlenmiştir. 

A) B) C) 

     

Şekil 4.33. PAN veriliminin ardından böbrek hasarına bağlı fizyolojik değişimler. A-

B) Böbrek hasarına bağlı vücut içi sıvı birikiminden kaynaklı şiş karın, 

C) hasarlı böbrek görüntüsü. Resimler tedavi uygulamasından sonra 9. 

günde alınmıştır. 

Histokimya Boyamaları 

Sıçan böbrek dokuları sakrifikasyon aşamasında çıkarıldıktan sonra parafine 

gömülerek veya frozen olarak dondurulmuştur. Parafine gömülü sıçan böbrek dokuları 

kesildikten sonra Hematoksilen-eozin (HE), Periyodik-Asit (PAS), Trikrom ve Jones 

metenamin silver (JMS) boyamaları yapılmıştır. Sıçan böbrek dokularının 

birçoğundan ince kesit alınamadığından ötürü Trikrom ve JMSBoyamaları sonuç 

vermemiştir. HE boyaması ile dokulara bakıldığında PBS ve MKH uygulanan 

grupların dokularında glomerüler kaçağa bağlı, glomerül dışındaki bölgelerde protein 

birikimleri (pembe renk) birçok yerde birikim göstermesine rağmen, MKH I+H'lerde 

bu protein granüllerinin az sayıda olduğu gözlenmiştir. Ayrıca MKH I+H uygulanan 

grupta PAS boyaması ile glomerüler bazal membrandan ayrımı net şekilde 

gözlemlenmiştir ancak glomerüllerin diğer bölümleri daha bütün halde bulunmakta ve 

segment ayrımı net bir şekilde görülmektedir. PAN verilip FSGS oluşturulup PBS, 
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MKH ve MKH I+H verilen sıçanların böbrekleri histokimyasal boyamanın ardından 

her grupta en az 50 glomerul sayılmış ve skleroz gösteren glomerullerin glomerul 

sayısına göre yüzdesi hesaplanmıştır, Aynı zamanda en az 10 alana bakılarak 

proteinüriyi gösteren hyalen silendirler sayılmış ve alana düşen protein droplet/silendir 

yüzdesi hesaplanmıştır (Şekil 4.34. ve Şekil 4.35.). 

Bu incelemeye göre sırasıyla sklerozlu glomerul ve hiyalen silendirlerinin 

yüzdesi PBS grubunda %14,99 ve %136,67, MKH grubunda %14,85 ve %81,67; 

MKH I+H grubunda ise %19,84 ve %65 olarak bulunmuştur (Şekil 4.35.). MKH I+H 

verilen grupta anlamlı olarak hyalen silindir sayısı azalmıştır bu da bizim proteinüri 

azalmasını histolojik incelemeyle de kanıtlar niteliktedir. Glomerular sklerozun 

artması şaşırtmıştır elektron mikroskobisi sonuçlarına göre fakat alınan kesit seviyesi 

kalınlığı ve PAS boyamasının yanında dokuların Masson Trikrom ile boyanamaması 

skleroz ile ilişkili azalma veya artma konusunda kesin bir fikir verememektedir.  

A) B) 

Şekil 4.34. Böbrek doku kesitlerinin skleroz gösteren glomerul ve hyalen silindir 

yüzde grafikleri. PBS, MKH ve MKH I+H gruplarının tedavinin 9. 

Gününde alınan böbrek doku kesitlerinin A) skleroz gösteren glomerul ve 

B) hyalen silendir yüzdelerinin grafikleri. ns= not significant (p-değeri ≥

0,05) 
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Şekil 4.35. PAN ile FSGS modeli oluşturulmuş ve ardından MKH/MKH I+H 

tedavisi uygulanmış ve PBS (tedavi uygulanmayan) uygulamasının 9. 

Gününde alınan böbrek kesitlerinin HE ve PAS boyamaları. Sıçan 

dokularının histopatolojik analizi. Ok=protein birikimlerini 

göstermektedir. HE=Hematoksilen-eozin, PAS= Periyodik asit shiff  
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SYNPO ve INF2 mRNA İfadelerinin Gösterilmesi 

Sıçan böbrek dokuları çıkarıldıktan sonra mRNA düzeyinde Inf2 ve Synpo 

ifadelerinin gösterilmesi amaçlandı. Bu amaçla kontrol(sağlıklı) sıçana göre FSGS, 

FSGS-MKH ve FSGS-MKH I+H gruplarının Synpo ve Inf2 ifadeleri analiz edildi. 

Kontrole göre Synpo ifadesi hiçbir grupta değişmezken. Inf2 ifadesi yaklaşık 2 kat 

kadar her grupta artış göstermektedir. Gruplar birbiriyle kıyaslandığında ise aralarında 

anlamlı bir fark bulunamamıştır (Şekil 4.36). PAN verilimine bağlı podosit hasarını 

takiben Synpo ve Inf2 seviyelerinin azalması beklenirken, total böbrek dokusundan 

RNA elde edildiği için glomeruldeki azalmanın saptanamamış olabilir veya 

örneklemdeki zamanlama doğru olmayabilir.  

A) B) 

Şekil 4.36. Sıçan böbrek dokularının Synpo ve Inf2 mRNA ifadelerinin değişim 

grafiği. Kontrol (sağlıklı sıçanlar n=2) ve FSGS (FSGS modeli 

oluşturulan sıçanlar her grup için n=6) gruplarının böbrek dokusundaki 

A) Synpo ve B) Inf2 mRNA ifadeleri GAPDH’a göre normalize edilmiştir

ve sağlıklı kontrole göre ∆∆CT metodu kullanılarak kat değişimi 

belirlenmiştir.  

Immunohistokimya Analizleri 

FSGS modeline MKH/MKH I+H tedavisi sonrası 9. günde aldığımız böbrek 

kesitlerini Synpo antikoru ile boyadığımızda MKH I+H’lerde glomerullarda Synpo 

boyanmasının MKH’lere oranla daha koyu olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.37.). 



106 

 

MKH  MKH I+H  

  

Şekil 4.37. PAN ile FSGS modeli oluşturulmuş ve ardından MKH/MKH I+H 

tedavisi uygulamasının 9. Gününde alınan böbrek kesitlerinin Synpo 

antikoru ile işaretlendikten sonra çekilen görüntüleri.  

Elektron Mikroskobu Görüntüleri 

Sıçanların çıkarılan böbrek dokuları aynı zamanda elektron mikroskobunda 

(EM) da incelenmiştir. EM görüntülerine göre PAN grubunda tamamen slit diyafram 

kaybı ve podosit efasmanı gözlenirken, MKH I+H grubunda yer yer slit diyafram 

kaybı ve podosit efasmanı gözlenmesine rağmen genel olarak podositlerin ayaksı 

çıkıntıları net bir şekilde görülmekte, podositler bütün yapısını korumaya devam 

etmektedirler (Şekil 4.38. ve Şekil 4.39.). Her dokuya ait kesitler hazırlanmasına 

rağmen, elektron mikroskobu (EM) görüntüleri, kesitlerin iyi alınamaması ve 

görüntüleme esnasında yanması sonucu tüm hayvan dokulardan alınamamıştır. 

Tüm sonuçları toplayıp değerlendirdiğimizde IGF-1+HGF ile indüklenen 

kemik iliği kaynaklı MKH’ler migratuar ve immunmodülatör kapasitesi yüksek 

hücrelerdir. In vitro ve in vivo podosit hasar modeli için MKH I+H’ler podositlerin 

aktin hücre iskeleti yapısını geri kazandırması, slit diyafram rejenerasyonu ile protein 

kaçaklarını azaltması ile nefrotik sendromlar için tedavi kaynağı olarak rejeneratif 

potansiyeli yüksek hücreler olarak gözükmektedirler. 
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SAĞLIKLI KONTROL [1] FSGS [2] 

  

SAĞLIKLI KONTROL [2] FSGS [6] 

  

FSGS-MKH [1] FSGS-IGF-1 +HGF_MKH [1] 

  

FSGS-MKH [2] FSGS-IGF-1+HGF_MKH [2] 
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FSGS-MKH [3] FSGS-IGF-1+HGF_MKH [5] 

FSGS_MKH [4] FSGS-IGF-1+HGF_MKH [6] 

Şekil 4.39. Sağlıklı, FSGS, FSGS_MKH ve FSGS_IGF-1+HGF_MKH grubu 

glomerüler kesitlerinin elektron mikroskobu görüntülerinin 2’li 

karşılaştırmalı görüntüleri. Sağlıklı (PAN uygulanmayan n=2, Sağlıklı 

Kontrol No [1] ve [2]), FSGS (i.p. PAN uygulanan n=2 FSGS No [1] ve 

[2]), FSGS_MKH (i.p. PAN uygulanan n=4, FSGS_MKH No [1], [2], [3] ve 

[4]) FSGS-IGF-1+HGF_MKH (i.p. PAN uygulanan n=4 FSGS No [1], [2], 

[5] ve [6]). 15Kx büyütme 
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5. TARTIŞMA 

Bu tez çalışmasında, IGF-1+HGF ile indüklenen MKH’nin podosit kimyasal 

hasar modellerinde hasarlı alana göçünün artacağı, inflamasyonun baskılanarak 

rejenerasyona katkı sağlayacağı ve bu sayede hastalığın seyrini yavaşlatacağı 

yönündeki hipotezimizi test etmek için in vitro ortamda Kİ-MKH’leri IGF-1 ve HGF 

ile lisanslandıktan sonra temel karakterizasyonu; hücre morfolojisi, farklılaşma 

potansiyeli ve yüzey belirteçlerinin ifadeleri ile ve ileri karakterizasyonları ise; yara 

iyileşmesi, salgıladığı faktörler ve gen ifade analizleri ile yapıldı, IGF-1+HGF ile 

indüklenen MKH’lerin hasarlı podosit hücreleri üzerine etkisi in vitro hasar modelinde 

podosit aktin hücre iskeleti yapısı ve gen ifade düzeyinde değişimler ile saptandı ve  

sıçanlarda oluşturulan in vivo hasar modelinde etkisi proteinüri analizi, gen ifadeleri, 

histokimya, immunohistokimya ve elektron mikroskobu incelemeleri ile gösterildi.  

Deneylerde kullanılan MKH’ler ticari olarak satın alınmış ve karakterizasyonu 

tamamlanmış hücreler olmasına rağmen, hücrelerin çeşitli faktörlerle indüklenmesi 

MKH’leri farklılaşmaya yönlendirebilmekte ve morfolojik görünümlerini değiştirerek 

hücrelerin karakterini değiştirebilmektedir (2, 334). HGF lisanslaması ile kemik iliği, 

kemik iliğinden izole edilen CD90+ hücreler ve kemik iliği progenitor hücreleri, HGF 

+FGF-4 lisanslaması ile hepatositlere ve hepatosit benzeri hücrelere farklılaşmaktadır 

(335-338). IGF-1’in yüksek konsantrasyonu ise (400⁻800 ng/ml) MKH’lerin 

osteojenik farklılaşmasını indüklemektedir (339). MKH'lerin farklı araştırmacılar 

tarafından tutarsız karakterizasyonunun önünü almak için, Uluslararası Hücresel 

Terapi Derneği (ISCT), MKH'leri tanımlamada plastiğe- yapışan, spesifik yüzey 

antijen ekspresyonu, akış sitometrisi ile değerlendirme ve standart in vitro koşullar 

altında çoklu farklılaşma potansiyeli dahil olmak üzere minimum kriterleri 

belirlemiştir (150). IGF-1+HGF indüksiyonu ile MKH’lerin, mezenkimal kök hücre 

karakterizasyonu koruduğu, kültür kabına yapıştığı ve fibroblast benzeri iğsi 

morfolojisi gösterdiği (şekil 4.1.), yüzey belirteçleri yönünden standart kültür 

ortamlarında çoğaltılan MKH’ler ile benzer olduğu (şekil 4.2.), adipojenik ve 

osteojenik hücrelere farklılaşabildiği (şekil 4.3. ve 4.4) gösterildi.  

IGF-1+HGF_MKH’ler adipojenik ve osteojenik farklılaşma ortamında 

kültürde 21 gün tutulduktan sonra adipojenik farklılaşmayı gösteren Oil Red-O ile ve 

osteojenik farklılaşma karakterini gösteren Alizarin Red boyaları ile pozitif olarak 



111 

boyandı, MKH belirteçleri CD44, CD73, CD90 ve CD105’i yüzey belirteçlerini pozitif 

olarak ifade ettiği (>90%), CD34 ve CD45 hematopoetik hücre yüzey belirteçlerini ise 

negatif olarak (<%2) olduğu gösterildi. Negatif olarak çıkması beklenen HLA-DR 

ifadesi ise hem lisanslanan hem lisanslanmayan MKH’lerde %20 civarında bulundu. 

Bu sonuç, ISCT kriterlerine göre MKH özelliğinden sapma göstermiştir ancak düşük 

floresan yoğunluğuna sahiptir. Bu seçilen antikorun epitopu kaynaklı olabileceği gibi; 

Kİ-MKH’lerin, HLA-DR'yi yalnızca IFN-γ gibi enflamatuar moleküller varlığında 

değil normal kültür koşulları altında da ifade ettiğini gösteren çalışmalar bildirilmiştir 

(340, 341). Kültürdeki Kİ-MKH’lerde değişken HLA-DR+ hücre yüzdeleri Barselona 

hücre üretim tesisinde (ortalama 19,8 ± 15,6, otolog kullanım için klinik araştırmalara 

kayıtlı hastalardan, min %<1-max % 77.7) ve Helsinki hücre üretim tesisinde 

(ortalama 19,2 ± %17,4, allojenik kullanım için sağlıklı donörlerden, min %<1-max 

%60.5) üretilen 130 partide gösterilmiştir (342). Her iki merkezden alınan MKH 

serileri fenotip, kültürde plastik yüzeye yapışma, fibroblast benzeri morfoloji, 

farklılaşma potansiyeli ve in vitro immünomodülasyon kapasitesi açısından kendi 

düzenleyici otoriteleri tarafından onaylanan spesifikasyonlara uygun bulunmuştur 

(342). HLA-DR ifadesi dikkate alınmamış, MKH'lerin transplantasyon sonrası 

rejeksiyona sebep olduğu bildirilmemiştir, aksine, graft-versus-host hastalığının 

(GvHD) tedavisinde kullanılmaktadır (183, 343) . İlginç bir şekilde, HLA-DR ifade 

artışına sebep olan IFN-γ ile lisanslanan MKH'ler, toleransı indüklemek için 

GvHD'nin tedavisinde kullanılmaktadır (341). Tüm bu tartışmanın ötesinde HLA-

DR’nin pozitifliğinin epitop kaynaklı olabileceği göz önünde tutularak epitopu farklı 

bir antikorla incelenmesi uygun olacaktır.  

Ayrıca, Kİ-MKH’lerde IGF-1+HGF ile indüksiyon sonrası, köklülük ve 

tümörojenite ile ilişkili CD200, CD271, CD184/CXCR4, SSEA4 yüzey belirteçlerinin 

ifadesinin akım sitometri ile negatif (<%3) olduğu belirlendi (şekil 4.2.). CD200, Kİ-

MKH’lerde RUNX2 ve DLX5 genlerinin ifadesini artırarak osteoblastik soya yönelimi 

artırmaktadır (344). Prostat (PC3, DU145, VCAP) ve meme kanserlerinde (MDA-

MB231, MCF-7) CD44+ hücre popülasyonu içerisinde, glioblastoma (SF295, SNB75, 

U251) ve kolon kanserlerinde (HT-29, HT-116, SW48) CD133+ popülasyonu 

içerisinde CD200+ ifade eden hücrelerin kanser kök hücre sağ kalımını, tümör 

toleransını koruduğu ve daha invaziv ve metastatik hücreler olduğu gösterilmiştir 



112 

 

(345) CD44+ normal insan kemik iliği MKH’lerinde CD200'ü de ifade eden farklı bir 

alt popülasyonun bulunması ve CD200R+ ifade eden makrofajlardan TNF-α 

sekresyonunu azaltması, kök hücrelerin immün sistemden kaçmak için CD200 

ifadesini artırdığını düşündürmektedir (322, 344). CD133, epitel hücrelerde ifade 

edilmekte, kanser kök hücre belirteci olarak glioblastoma (346), kolon kanseri ve 

çeşitli kanserlerde hücre çoğalması ve farklılaşmasında yer almakta (347) ve agresif 

kanser fenotipi ile ilişkilendirilmektedir (348). Yüksek agresif karakterizasyon 

gösteren Ewing sarkom ailesi tümörlerinde CD133+ kanser kök hücre popülasyonunu 

MKH benzeri adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklılaşma gösterdiği, CD133+ 

glioblastoma başlatıcı hücrelerin ise MKH belirteçleri CD29, CD44, CD73, CD90, 

CD105 ve CD166 ifade ettiği gösterilmiştir. SSEA4, pluripotent kök hücre belirteci ve 

aynı zamanda kemoterapiye dirençli kötü progresyonlu, metastatik kanserlerle 

ilişkilendirilmiştir (326, 337, 349, 350).Erkek nude farelerle yapılan bir çalışmada 

androjene duyarlı LNCaP prostat kanser hücreleri ile beraber MKH’ler subkutan 

uygulaması sonrası, MKH’lerin SSEA4 overeskpresyonu ile tümör hücre gelişimini 

desteklediği gösterilmiştir (351). İnsan prostat kanser ve hepataselüler kanserlerinde 

SSEA4 ifade eden MKH’lerin daha kötü prognozla ve sağ kalımla ilişkili olduğu rapor 

edilmiştir (351, 352). CD271 (CD75-nörotrofin reseptörü), meme, metastatik 

melanoma, beyin, baş boyun kanserlerinde yüksek ifadesi görülmektedir (353-356). 

Meme kanserinde, kemik iliği MKH’lerde GD2 ile beraber CD271 ifadesinin kanseri 

başlatıcı hücrelerle pozitif korelasyon gösterdiği rapor edilmiştir (357). 

CD184/CXCR4 glioblastoma ve baş boyun kanserlerde tümör başlatıcı/initiating 

hücrelerde, radyoterapi veya kemoterapiye dirençli kanserlerde ve kanser kök 

hücrelerinde ifade olmaktadır (329, 358, 359). MKH’lerde CD200, CD271, 

CD184/CXCR4, SSEA4 ekspresyonlarının negatif olarak bulunması MKH’leri IGF-1 

ve HGF’nin birlikte koşullandırma stratejisinin güvenli olduğuna, tümörojenik 

potansiyelinin olmadığına ve kliniğe uygulanabilir olduğuna işaret etmektedir.  

MKH’lerin IGF-1+HGF ile fenotipine yönelik karakterizasyonunun ardından 

ileri karakterizasyonları için hücrelerin migrasyon profili in vitro yara iyileşmesi ile 

gösterildi (Şekil 4.7.). 12. saatten itibaren yara iyileşmesi/kapanmasının en iyi IGF-

1+HGF ile indüklenen MKH grubunda olduğunun gözlenmesi IGF-1 ve HGF 

indüksiyonunun MKH’lerin migrasyonunu hızlandırarak yara iyileşmesini 
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artırabileceğine işaret etmektedir. MKH kültüründe IGF-1 ve HGF uygulaması ile 

sekrotomu; sitokin, büyüme faktörleri ve de salgılanan metabolitleri kapsamında 

değerlendirildi. Sekretom, fizyolojik ve/veya patolojik uyaranlara yanıt olarak hücre 

dışı boşluğa salgılanan bir dizi biyoaktif molekül/faktör içerir, dokulara ve hücrelere 

özgüdür (360). MKH'lerin sekretomunun bileşimi üzerine yapılan çalışmalar, 

MKH'lerin dinamiklerinin ve terapötik etkilerinin altında yatan mekanizmaların 

anlaşılması için değerli bir araçtır (361, 362). IGF-1 ve HGF ile lisanslanan MKH’lerin 

iki ayrı kültüründen toplanan süpernatanlarla iki ayrı farklı zamanda yapılan 

metabolomiks analizi ile yakalanan ve tanımlanmış metabolitlerden %40’ı ortak olarak 

saptandı. Yapılan iki analiz sonuçları IGF-1+HGF_MKH’lerin MKH’lere göre 

anlamlı olarak değişen ortak bir metabolit kümesi vermedi. Ortak yolak olarak ise, 

sadece 1. Analizden 2-hidroksiesteronun ve 2. Analizden çıkan Kolesterol ile, steroid 

hormon metabolizması belirlendi. Metabolitler, enerji dönüşümü ve biyosentezde yer 

alan küçük biyolojik moleküllerdir. Metabolizmanın incelenmesi, metabolitlerin 

reaktivitesi, yapısal çeşitliliği ve geniş konsantrasyon aralığı nedeniyle doğası gereği 

zordur (363). GC-MS, suda çözünür geniş metabolit aralığını ölçebilen çok yönlü bir 

tekniktir (364). Düşük moleküler ağırlıklı ve uçucu analitleri ölçmektedir. Ancak GC, 

enjeksiyon prosedürü sırasında moleküllerin buharlaşmasını gerektirir. Sıcak 

enjeksiyonlar, di- ve trifosfatlar gibi ısıya duyarlı bileşiklerin zarar görmeden 

ölçülmesini imkansız hale getirmektedir (363). Trimetilasyonla örnekler 

türevlendirilmesine rağmen örnekler enjeksiyon sırasında ayrışabilmektedir (365). 

Aynı örnekte bile farklı zamanlarda tanımlanabilen ortak metabolitlerin sayısının 

azlığı ve dolayısıyla ortak metabolitlerin belirlenememesinin kaynağı GC-MS ile ilgili 

limitasyonlardan kaynaklı olabilir. 

 Metabolomiks analizlerinden yapılan iki analizden ilkinde IGF-1+HGF ile 

lisanslanan MKH’ler yanı sıra tek başına IGF-1 veya HGF ile lisanslanan MKH 

gruplarının metabolitleri de kıyaslandı. İlk analiz değerlendirildiğinde tek IGF-1 veya 

HGF ile indüklenen MKH’lerde anlamlı olarak Iminodiacetic acid, Picolonic acid 

metabolitleri artmakta, Metil stearate ise azalmaktadır. Picolinic Acid, L-tripofanın 

(TRP) endojen metaboliti olup, vücutta nöroprotektif, immünolojik ve anti-proliferatif 

etkileri vardır. Picolinic Asit’in sentezi, Kynurenin yolağının (KY) ürünü olarak yer 

almakta ve diğer KY metabolitleri gibi merkezi sinir sistemi inflamatuar 
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hastalıklarının ve muhtemel diğer organların patogenezinde rol oynamaktadır (366). 

İminodiasetik asit (IA), genellikle IDA olarak kısaltılan HN (CH₂CO₂H)₂ formülüne 

sahip organik bileşiktir. Beyaz bir katı olan bileşik, bir dikarboksilik asit amindir. 

IA’nın yüksek metal-şelat kapasitesi vardır. IA- modifiye insan serum albüminin (I-

HSA) Alzheimer hastalığı ile ilişkili metal indüklü amiloid β-protein agregasyonunu 

inhibe ettiği, sitotoksitesini ve aynı zamanda reaktif oksijen türleri aracılı hasarı 

azalttığını göstermişlerdir (367), Metil stereat, yağ asit metil ester ve ostadokanoat 

esterdir, mezenkimal kök hücrelerin migrasyonunu artırmakta ve kıkırdak hasar 

tamirini hızlandırmaktadır (368). 

IGF-1+HGF ile indüklenen MKH’lerden daha sonra salgıladığı faktörler 

açısından terapötik etki potansiyelini değerlendirmek amacıyla sitokin dizin 

yapılmıştır. IGF-1+HGF gurubunda, IGF-1, HGF, ve kontrol MKH’lere göre en 

yüksek IL-6 düzeyi olmak üzere anjiyojenin ve IGFBP2 düzeyleri de artış 

göstermektedir. IL-6, tek IGF-1 ve tek HGF ile indüklenen MKH gruplarında ise 

azalmaktadır. IL-6’ya Multi-Analyte Flow Assay Kit ile bakıldığında da IGF-

1+HGF’lerde IGF-1 ve HGF ile indüklenen MKH gruplarına göre artış göstermekte, 

kontrol MKH’lerine yakın düzeyde ifade edilmektedir. IL-6 sadece immün ve 

inflamatuar yanıtı düzenlemekle kalmayıp aynı zamanda hematopoezi, metabolizmayı 

ve organ gelişimini de etkileyen bir pleiotropik sitokindir. Birçok glomerüler 

hastalıkta, IL-6’nın glomerüler inflamasyonun önemli bir aracısı olduğu gösterilmiştir 

(369). Podosit hücrelerinin üzerinde IL-6 reseptörü (IL-6R) bulunmaktadır. IL-6 esas 

olarak lökositler tarafından üretilmekte fakat, anjiyotensin II'ye yanıt olarak 

mezengiyal hücrelerden ve lipopolisakkarit uyarımı sonrasında podosit hücrelerinden 

de sentezlenmekte ve salgılanmaktadır (370). Podosit kültürüne rekombinant IL-6 

uygulamasının bu hücrelerin proliferasyonunu desteklediği gösterilmiştir (371). 

Bununla beraber yüksek glukoz podositlerde IL-6 salgılanmasını arttırmaktadır ve 

podosit hipertrofisini indüklemektedir (372). MKH’lerin IL-6 ile indüklenmesi ise kök 

hücre köklülüğünü artırmakta ve farklılaşmayı azaltmaktadır (330). IL-6 overeksprese 

eden MKH’lerin immünosüpresif etkisi artmaktadır. IL-6’ın MKH’lerin proliferasyon 

yeteneğine, apoptoza karşı korunmasına, farklılaşmamış düzeyde kalmasına ve yara 

iyileşmesine bilinen etkileri düşünüldüğünde IL-6 düzeylerinin kontrol grubuna göre 
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IGF-1 ve HGF ile birlikte indüksiyonunun benzer olması tek IGF-1 veya HGF 

indüksiyonundan (330) daha etkili olabileceğini düşündürmektedir.  

Tek IGF-1 veya HGF ile indüksiyonu MKH’lerde IL-6, BDNF, MCP-1, SDF-

1α ve TIMP-1’i kontrole göre belirgin olarak azaltmaktadır. IGF-1 ile indüksiyon 

Angiogenin salgısında belirgin değişime yol açmazken, HGF ile indüksiyon azalmaya 

yol açmaktadır. IGF-1+HGF ile birlikte MKH indüksiyonu sonucu diğer gruplara göre 

Angiogenin salgısında artış gözlenmesi ilginçtir. Angiogenin, anjiyogenez için önemli 

bir faktör olup, MKH’lerin sağ kalımını, engrafmanını, hasar mikroçevresinde 

canlılığını artırmakta, miyokardiyal enfarksiyonda angiogenin taşıyan MKH’ler, 

vaskülogenezi artırarak ventriküler yeniden modellenmesini hafifletmektedir (373). 

İlerleyici böbrek yetmezlikleri tubulointerstisyel ve glomerüler fibrozis gelişimi ile 

mikrovaskülizasyonda progresif kayıp ile karakterizedir (374). Böbrek vasküler 

yapısındaki değişikliklerin mikrovasküler proliferasyonu tetikleyen böbrek hasarına 

bağlı olabileceği gösterilmiştir (375) ve vasküler modellemelerin böbrek 

fonksiyonunu artırdığı, vaskülarizasyonu artıracak terapötik yaklaşımların 

geliştirilmesi gerekliliği üzerinde vurgu yapılmaktadır (376). Farklı donorlerden alınan 

MKH’lerle insan endotelyal hücrelerle (HUVEC) yapılan ko-kültür çalışmasında, 

endotelyal hücrelerin anjiyogenezi ile beraber MKH’lerin besiyerinde VEGF, HGF, 

MCP-1, IL-6 ve TGF-β1’in anlamlı olarak, IGF-1’in minimal düzeyde arttığı, nötralize 

edici antikorlar varlığında ise VEGF, MCP-1, IL-6’nın parakrin anjiyojenik etkilere 

sahip faktörler olduğu gösterilmiştir (377). 

Bu tez çalışmasında IGF-1 ile indüksiyon IGFBP2 salgısında artışa yol açarken 

HGF ile indüksiyon azalışa yol açtığı saptandı. IGFB2’de artışın IGF-1 ve HGF 

birlikte indüksiyonu ile tek başına IGF-1 indüksiyonundan daha fazla olması dikkat 

çekicidir. IGFBP2, pro-anjiyojenik özellikleriyle tanınmaktadır, nükleer 

translokasyonlar ile VEGF geni promotorunu aktive etmekte ve anjiyogenezi 

artırmaktadır (378). Serumda IGFBP2 düşüklüğü obezite, tip 2 diyabet, insülin 

duyarlılığı riski ile ilişkilendirilmesine rağmen (379) IGFBP2 metabolik hastalıkların 

ve karsinomun patogenezinde yer almaktadır (380). Erken böbrek hasarında ise 

IGFBP2 düzeyinin artması biyo-belirteç olarak kullanılması gerektiği 

vurgulanmaktadır (381). Insulin bağlama proteinleri (IGFBP) dolaşımdaki IGF-1’lerin 

bağlanmasını sağlayarak IGF’in sinyalleşmesini modüle etmekte ve IGF’lerin yarı 
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ömrünü uzatmaktadır (382, 383). IGF-1+HGF ve IGF-1 gruplarında IGFBP2 artışı 

IGF-1 artışı ile pozitif korelasyon gösteriyor olabilir. TIMP-2 salgısı en fazla HGF ile 

indüklenen grupta olmak üzere tüm indüksiyon gruplarında azalmıştır. IGF-1 salgısı 

ise sadece IGF-1 ve IGF-1+HGF ile indüklenen grupta gözlenmektedir. Eşik değer 

sinyalinin azaltıldığı (zorlanmış analiz) analize göre IGF-1+HGF, MKH’ler tek başına 

IGF-1 ile indüksiyon ve tek başına HGF ile indüksiyon gruplarıyla karşılaştırıldığında 

IL-16 düzeyi yaklaşık 20 kat azalmaktadır (şekil 4. 15.). IL-16 lenfosit kemoatraktan 

proteini olup, böbrekte en çok tübüllerde ifade olmakta, glomerüllerde ve nefronlarda 

da IL-16'nın kemotaktik formu güçlü bir şekilde saptanmaktadır (384). IL-16'nın 

antagonisttik antikor tedavisi veya inaktivasyonu, iskemik reperfüzyon hasarı fare 

modelinde kontrol farelerine kıyasla düşük serum kreatinin veya kan üre nitrojen 

seviyelerinin eşlik ettiği iskemi-reperfüzyon hasarını azaltmaktadır (384). IGF-

1+HGF indüksiyonu ile MKH’lerde IL-16’nın düşüklüğü böbrek hasar modelleri için 

avantaj olabileceğine işaret etmektedir.   

MKH gruplarının mRNA ifadelerine bakıldığında ise IGF-

1+HGF_MKH’lerde IDO 1 ve TGF-β mRNA ifadeleri diğer gruplara göre artış 

göstermektedir. IDO-1’in imunosüpresif fonksiyonu vardır, inflamasyona cevap 

olarak hücrelerden salınmaktadır (385). MKH’ler tarafından salgılanan TGF-β, 

MKH’lerin immün modülatör fonksiyonu ile ilişkili önemli bir faktördür (161). TGF-

β, aşırı inflamatuar yanıtların inhibisyonunda yer alan, iyi bilinen bir immünosüpresif 

faktördür (386-388). IDO-1, böbrek fibrogenezi sırasında böbrek tübüllerinde 

artmaktadır, in vitro böbrek tübüler hücrelerde (MDCK hücreleri) TGF-β1 

indüksiyonu ile IDO-1 düzeyi artmaktadır ve in vivo sıçan UUO modelinde IDO’nun 

TGF-β ile tübüllerde ko-lokalizasyonu görülmektedir. IDO inhibitörü 1-Methyl-D-

tryptophan (1-MT) kullanıldığında fibrotik onarım mekanizmasının bir parçası 

olduğuna inanılan TGF-β1 kaynaklı epitelyal-mezenkimal geçişin (EMT) artması, 

IDO'nun böbrek fibrogenezinde artan EMT’yi azaltarak renoprotektif bir etkiye sahip 

olabileceğini düşündürmektedir (389). 

MKH I+H’lerde IL-6, MCP-1, Anjiyojenin faktörlerinin yanı sıra TGF-β 

ifadesinin de arttığının gözlenmesi hücrelerin anjiyojenik etki potansiyelinin arttığını, 

IDO-1 ile TGF-β beraber yüksek ifadesinin ise anti-inflamatuar etkisi ve IDO-1 

modülasyonu ile EMT geçişini azaltarak renoprotektif etki potansiyelinin 



117 

artabileceğini göstermektedir. Pikolinik asit (PA) metaboliti kyneurin yolağında IDO-

1’in alt sinyal yolunda bulunmaktadır, IGF-1+HGF MKH’larde PA artışı kyneurin 

yolağında IDO-1 üzerinden olabilir. Böbrek tübüler hücrelerde PA, kinolinik asit ile 

beraber hücrelerin apoptozunu artırmakta, tek başına ise hücreler üzerine bir etkisi 

gözlenmemektedir (390). MKH I+H’lerde IDO-1 ve TGF-β ifade düzeylerinin 

artması; hücrelerin anti-inflamatuar yönde bir profil göstermekte olduğunun ve yanı 

sıra böbrek rejenerasyonunda da IDO-1’in regülatör rolü ile hücrelerin renoprotektif 

etki potansiyelini artıracağını düşündürmektedir.  

Hücreler in vitro ve in vivo takibi için çeşitli floresan moleküllerle veya 

nanopartiküllerle işaretlenerek takip edilmektedir (391, 392). Hücrelerin floresan 

moleküllerle işaretlendikten sonra kültürde canlı hücrelerde ve hayvan modellerinde 

takibi hayvan canlıyken veya sakrifiye edildikten sonra doku kesitlerinden floresan 

görüntüleme cihazlarıyla sağlanabilmektedir. CM-DIL hücre içine alımı ve uyumu, 

hücre işaretlendikten sonra uzun süreli takibe olanak vermesi ile hücre için en uygun 

lipofilik floresan ajanlardandır (393). CM-DIL’in miktarını ve dozunu literatürde sıçan 

MKH işaretlemesinde kullanılan doz ile gerçekleştirdik (394) ve CM-DIL’in insan 

MKH’leri üzerine toksik etki göstermediğini WST-1 analizi ile gösterdik (şekil 4.5.) 

ve 30 günlük takip sonunda MKH’lerin floresanı taşımaya devam ettiğini saptadık 

(şekil 4.6.). In vivo deneylerde CM-DIL ile işaretlenmiş hücreler uygulandı ancak 

otofloresans nedeniyle işaretli hücrelerin takibi ve analizi zor oldu. Sıçan dokusunda 

insan hücrelerini takip için insan spesifik (örn. β2-mikroglobulin) gen veya tekrar 

dizileri (örn. ALU dizileri) takip edilebilir (395, 396). 

Çalışmamızda puromisin aminonükleozid kimyasalı ile in vitro ve in vivo 

podosit hasar modelleri oluşturulmuştur. In vitro PAN dozu podosit aktin hücre-

iskeleti fiberlerinin yapısının bozulduğu, hücre boyutlarının küçüldüğü durum göz 

önüne alınarak ve WST-1 analizi ile hücre sitotoksisitesi ölçülerek 50 µg/ml PAN dozu 

kullanıldı. Doz belirlendikten sonra MKH ile hasarlı podosit hücresi arasındaki 

etkileşimi göstermek amacıyla süzgeç/transwell kullanılan doğrudan olmayan/indirekt 

bir ko-kültür sistemi kuruldu. Ko-kültür için MKH’lerin geçebileceği büyük porlu-8 

µm ve sadece hücre salgısının geçebileceği 4 µm’lik süzgeçler kullanıldı. IGF-

1+HGF_MKH’ler hem salgısı ile hem hücrenin parakrin etkisi ile IGF-1, HGF ve 

kontrol MKH gruplarına göre podositlerin hücre boyutlarını artırdığı ve aktin hücre-
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iskeleti yapısını iyileştirdiği aktine özgü Phalloidin boyası ile işaretlendikten sonra 

gösterildi (şekil 4.23.). 8 µm’lik süzgeç kullanıldığında migrasyonunun en fazla 

olduğu hücrelerin IGF-1+HGF_MKH’ler olduğu CM-DIL taşıyan hücreler sayılarak 

gösterildi. HGF ile yapılan migrasyon ve invazyon çalışmaları ile HGF 

indüksiyonunun migratuar hücre profilini artırdığı gösterildi. IGF-1’in de invaziv ve 

mitojenik özelliği vardır. Alt kuyuda biriken hücre sayısı HGF ile indüklenen 

MKH’lerde kontrol ve IGF-1 gruplarına yakın olduğu aktin yapıyı hücre geçişi ile 

düzenlemekte olduğu gösterildi (Şekil 4. 23.).  

In vitro çalışmaların sonucu daha sonra in vivo FSGS modelinde 

IGF+HGF_MKH etkisi konvansiyonel MKH ile karşılaştırmalı test edildi.  Literatürde 

FSGS modelini oluşturmak için Adriamycin, PAN, LPS gibi kimyasallar 

kullanılmaktadır (133). Akut FSGS oluşturmak için PAN iyi bir modeldir ve 

çalışmamız literatürdeki PAN dozu kullanılarak gerçekleştirilmiştir (397). FSGS’de 

slit diyafram kaybı ile hastaların idrarındaki protein düzeyleri artmaktadır ve protein 

(mg/dL)/kreatinin (mg/dL) oranının insanlarda 0.2 mg/mg’den düşük olması 

beklenirken, 3,5 mg/mg'dan yüksek olması nefrotik sendromla ilgili proteinüri 

göstergesidir (398). Çalışmamızda podosit hasar oluşumu idrarda proteinüri 

saptanması ve immunohistokimyasal ve elektron mikroskobu ile morfolojik olarak 

gösterildi. Yüksek doz PAN veriliminin ardından 2. günden itibaren proteinüri 

oluşumu, 3. günde ise podosit hasarı ve slit diyafram kaybı görülmektedir (397). PAN 

veriliminin ardından 72. saat ve 90. saatlerde topladığımız idrar proteinüri düzeylerine 

baktığımızda 90. saatte 72. saate göre en az 10 kat kadar proteinüri düzeyinde bir artış 

gördük. PAN uygulaması ile sıçanlar başlangıçta hızlı bir şekilde kilo kaybetmekte 

sonra muhtemelen ödeme bağlı kilo almaktadır, çalışma süresi sonunda 

Kontrol/sağlıklı sıçanlara göre vücut ağırlığı ort beraber sıçanlar yaklaşık 20g 

azalmaktadır. Klinikte FSGS hastalarında anlamlı bir kilo farkı görülemekte, hayvan 

çalışması ile PAN uygulaması ile kilo kaybı olmasına ragmen, hızlı bir kilo kaybı ve 

çalışma boyunca belirgin kilo farkı literatürden yüksek seviye bulundu (399, 400). 

FSGS hastalığında hastalarda proteinüri düzeyi idrar protein/kreatin (P/K) 

oranına göre hesaplanmaktadır (401). Sıçanlarda ise kesin bir aralık bulunmamaktadır. 

Pilot deneylerimizde sağlıklı hayvanlarda saptadığımız en yüksek değer olan 4,5 

mg/mg ve fazlasını proteinüri olarak kabul ettik. FSGS hastalığında ayrıca podosite 
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özgü Synaptopodin (Synpo), Inverted Formin 2 (INF2) ve Nefrin gibi bazı proteinlerin 

ifadeleri glomerüllerde azalmaktadır (402-404) Synpo’yu hem RNA hem protein 

düzeyinde sırası ile RT-qPCR ve immünohistokimyasal olarak, Inf2’yi ise RT-qPCR 

ile değerlendirdik. Immunohistokimyasal olarak incelendiğinde Synpo miktarı 

glomerüllerde azalmakta, tübüllerde ise artmaktadır. RT-qPCR analizlerinde gruplar 

birbiriyle kıyaslandığında Synpo ve Inf2 seviyelerinin aralarında anlamlı bir fark 

bulunamamıştır. PAN verilimine bağlı podosit hasarını takiben Synpo ve Inf2 

ifadelenme seviyelerinin azalması beklenirken, total böbrek dokusundan RNA elde 

edilmesi glomerüllerdeki Synpo ve Inf2 ifadelenme azalmasını saptanmasını 

gölgelemiş olabilir. Elektron mikroskobunda ise slit diyafram kaybı ve podosit 

efasmanı veya tam kaybı olmaktadır. Bu sonuçlara göre FSGS hasar modeli 3. günde 

oluşmaktadır.  

Hasar oluşumunun ardından 2. Hedefimiz hasarın ardından sıçanlara erken 

dönemde (80. saat) ve geç dönemde (128. saat) MKH veya IGF-1+HGF_MKH 

uygulanmasının hangisinin daha etkili olacağını karşılaştırmalı olarak belirlemekti. İlk 

pilot deneyden alınan sonuçlara göre sıçanlara PAN uygulamasını takiben 72. saatte 

proteinüri oluştuğu, 90. saatte ise proteinüri değerinin 72. saate göre en az 10 kat arttığı 

görülmüştür. 90. saatte idrar analizinde proteinüri oluştuğu, elektron mikroskobunda 

podosit hasarı ve slit diyafram kaybı ile ileri derecede böbrek hasarı oluştuğunu 

saptadık. Bu nedenle erken dönem olarak hasarın ivme kazandığı 72 ile 90. saatleri 

arasında 80. saat (3.-4. Gün arası) ve ileri derecede hasarın meydana geldiği 128. Saat 

(5.-6. gün arası) geç dönem olarak seçildi. Erken dönem ve geç dönem verilen 

konvansiyonel MKH ve IGF-1+HGF_MKH'ları 20 gün boyunca takip ederek 3., 9. ve 

20. günlerde 24 saatlik idrarlarını topladık. Erken dönemde IGF-1+HGF_MKH'ler 9.

günde proteinüriyi azaltırken konvansiyonel MKH’lerin ise herhangi bir etkisinin 

olmadığını gözlemledik. Geç dönemde tedavi uygulamasında ise hem MKH’lerin hem 

IGF-1+HGF_MKH'lerin 9. günde proteinüriyi azalttığını saptadık. FSGS’de erken 

dönem tedavi uygulamalarında IGF-1+HGF_MKH’lerin daha etkin olabileceği ön 

bulgusundan yola çıkarak ve etkinin en iyi 9. günde görülmesi nedeniyle ana çalışmada 

PAN hasarının erken döneminde tedavi uygulamasına ve 9. günde deneyin 

sonlandırılmasına karar verdik.  
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Pilot deneyleri yapmaktaki diğer bir amacımız ise IGF ve HGF ile kombine 

indüklenmiş MKH’lerin in vivo etkisi ile tek başına IGF-1 veya HGF ile indüklenmiş 

MKH’ler etkisi arasında fark olup olmadığı sorusunu cevaplamaktı. Bu pilot deney 

için ise IGF-1 için 2, HGF için 2 olmak üzere toplam 4 sıçanla çalışıldı. Her grupta tek 

sıçanda proteinüri azalırken, diğer sıçanda proteinürinin devam etmesi, tek büyüme 

faktörü ile indüklenen MKH’lerin ikili büyüme faktörü ile indüklenen MKH’ler kadar 

etki edemeyebileceği düşüncesini doğurdu. İn vitro yara iyileşmesi deneylerinde ikili 

büyüme faktörü ile indüklenen MKH’lerde tekli büyüme faktörü ile indüklenen 

MKH’lerden veya indüklenmeyen MKH’lerden daha hızlı gerçekleştiğini 

gözlemlememiz in vivo deneylerde ikili büyüme faktörü ile indüklenen MKH’ler ile 

alınan sonuçlarımızı desteklemektedir. 

Ana deneyde PAN ile hasar oluşturulması ardından sıçanlar üç gruba ayrıldı ve 

gruplara 3. günde PBS, konvansiyonel MKH veya IGF-1 ve HGF ile kombine 

indüksiyon yapılarak IGF-1+HGF_MKH verildi. PAN ile hasar verilen ve sadece PBS 

uygulanan sıçanlar (PAN-PBS grubu) kontrol grubu olarak kullanıldı. Her grupta 6 

adet sıçan olmak üzere toplam 18 adet sıçan ile çalışıldı. 9. günde 24 saatlik idrarları 

toplanarak biyokimyasal olarak proteinüri değerlendirildi. Proteinüri miktarının IGF-

1+HGF_MKH grubunda 9. günde halen devam etse de kontrol ve MKH gruplarına 

göre önemli ölçüde azaldığı gösterildi. Ayrıca MKH grubuyla kıyaslandığında MKH 

grubu sıçanlarının hepsinde karın içi sıvısı artışı/asidite gözlemlenirken, IGF-

1+HGF_MKH grubunda sadece bir sıçanda karın içi sıvı gözlemlendi. Bu sıçanda 

proteinüri miktarı (81,94 mg/mg) diğer sıçanlara göre oldukça yüksekti (diğer 

sıçanlarda ortalama protein/kreatinin=18,05±5,46 mg/mg). Muhtemelen çok ileri 

seviyede hasar oluşumuna bağlı olarak vücut içi sıvının oluştuğu değerlendirildi. IGF-

1+HGF_MKH tedavisi ile idrar protein/kreatinin oranlarında PBS veya MKH 

uygulanan gruplara göre anlamlı azalma saptandı ancak normal düzeylere inmedi. Bu 

durum tedavinin iki doz olarak uygulamanın FSGS modelinde daha etkin bir düzelme 

sağlayıp sağlayamayacağı sorusunu doğurdu ve bu soruyu cevaplamak için 72 saatte 

MKH’lerin böbrekte kaybolduğu yönünde literatür bilgisinden yola çıkarak (397) ilk 

dozdan 72 saat sonra 2. doz MKH/IGF-1+HGF_MKH vermeye karar verildi. 18 adet 

sıçan ile çalışma planlanmasına rağmen elimizde yeterli PAN kalmaması ve talep 

etmiş olduğumuz EK bütçe reddedilmesi nedeniyle 13 adet sıçanda PAN ile FSGS 
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modeli oluşturuldu. Kontrol grubuna (n=2) PBS, tedavi gruplarına ise MKH (n=5) 

veya IGF-1+HGF_MKH (n=5) uygulandı. Deney sürecinde 1 adet PBS uygulanan 

kontrol grubundan ve 1 adet IGF-1+HGF_MKH grubundan iki adet sıçan öldü ve 11 

sıçan (PAN (n=1), MKH (n=5), ve IGF-1+HGF_MKH (n=5)) deney sürecini 

tamamlayabildi. MKH ve IGF-1+HGF_MKH’lerin 72 saat arayla verilmesinin 

ardından 9. Günde proteinüri değerlendirildi. Sadece PBS uygulanan PAN grubuna 

göre değerlendirildiğinde hem konvansiyonel MKH ve hem IGF-1+HGF_MKH tedavi 

grubunda proteinüri de bir azalma gözlemlenmedi (ilgili veriler tezde sunulmamıştır). 

Ayrıca IGF-1+HGF_MKH grubunda çok fazla vücut içi sıvı ve özellikle karaciğer ve 

pankreasta organomegali gözlemlendi. İki doz ile çalışmanın daha ileri histolojik ve 

ultrastrüktürel değerlendirilmeleri yapılmadı ve iki doz etkinin incelenmesi için 

deneylerin tekrarlanması sonrası IGF-1+HGF_MKH'lerin organomegali bulguları 

teyit edilirse kliniğe geçiş öncesi bu durumun fizyopatolojisine yönelik daha ileri 

araştırmalar yapılması gerekecektir. 

Bu sonuçlara göre IGF-1 ve HGF ile indüklenmiş MKH uygulaması ile FSGS 

modeli olan PAN podosit hasarında düzelme saptanmıştır. Proteinüri oluşumu IGF-

1+HGF_MKH ile azalmakta ve yavaşlamaktadır. 2 doz IGF-1+HGF_MKH verilimi 

ise etkili olmamaktadır. IGF-1+HGF_MKH'lerin hasar üzerine ne şekilde etki ettiği ve 

bu hücrelerin hasarlı bölgeye göçü üzerine in vitro ve in vivo çalışmaların artırılması 

gereklidir. In vitro olarak böbrek hücreleriyle MKH’lerin ko-kültür deneyleri ayrıca 

IGF-1+HGF_MKH'lerin salgıladığı sitokinlerin miktarlarının ELİSA gibi testler ile 

doğrulamalarının yapılması ve hangi yolak üzerinden inflamasyonu baskıladığı veya 

rejenerasyona katkısı değerlendirilmelidir. In vivo olarak da 2. dozun zamanının 

değişmesi belki daha etkili bir tedavinin gelişmesini sağlayabilir.  

FSGS sıçan modelinde tek doz IGF-1 ve HGF ile kombine indüklenmiş IGF-

1+HGF_MKH uygulaması normal düzeylere gerilememekle birlikte idrar 

protein/kreatinin oranlarında anlamlı düzeyde düşme saptanmıştır. Bu bulgumuz 

FSGS hastalıklarının tedavisinde IGF-1+HGF_MKH’nın etkili olabileceğine dair ilk 

kanıtları göstermektedir ve literatüre önemli özgün katkı sağlamaktadır. Tekrarlı 

dozların daha etkili olup olamayacağını anlamak için daha fazla tekrarlı doz 

çalışmalarına ihtiyaç vardır. Saptamış olduğumuz terapötik etkinin mekanizması daha 

ileri kapsamlı projeler ile açıklanabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

1) In vitro IGF-1+HGF ile MKH’lerin migrasyonu, anjiyojenik ve

immunmodülatör kapasitesi artmaktadır:

a. IGF-1+HGF ile MKH’lerin lisanslanmasının MKH karakterini değiştirmediği,

akım sitometrisi ile MKH hücre yüzey belirteçleri ve adipojenik ve osteojenik

farklılaşma analizi göstermiştir.

b. IGF-1+HGF ile lisanslanan MKH’lerin yara iyileşiminin tek başına IGF-1 ve

HGF’ye göre iyi olduğu yara iyileşimi testi ile, sitokin analizi  ile IL-6 artışı,

IDO-1 ve TGF-β artışı ile gen ifadesi yönünden immünmodülasyon

kapasitesinin daha iyi olduğunu göstermiştir.

c. IGF-1+HGF ile lisanslanan MKH’lerin PAN hasarlı podosit aktin hücre iskeleti

yapısını rejenerasyonunu hem salgısı hem de salgı+hücre interaksiyonu ile

artırdığı gösterilmiştir.

2) In vivo FSGS modeli oluşan podosit hasarını IGF-1+HGF ile lisanslanan

MKH’lerin konvansiyonel MKH’lere göre azalttığını göstermiştir.

a. IGF-1+HGF_MKH’ler ile sıçanların vücut ağırlığı, idrar çıkışı ve su içimleri

artmış, proteinüri düzeyleri ise azalmıştır.

b. IGF-1+HGF ile lisanslanan MKH’lerin podosit rejenerasyonunu artırdığı,

Immunohistokimya ile böbrek glomerullerinde SYNPO düzeyi artışı, Elektron

mikroskobisi ile podosit rejenerasyonunu artırdığı slit diyafram artışı ve hücre

ayaksı görünümünün artışı ile gösterilmiştir.

c. Podosit hasarının düşük olduğu erken safhasında IGF-1+HGF lisanslanan

MKH’lerin engrafmanı proteinüriyi azaltmaktadır. IGF-1+HGF ile lisanslanan

MKH tedavisi akut podosit hasarından 9 gün sonra podosit slit diyafram kaybını

azaltarak, sağkalımını ve hücre bütünlüğünü artırarak proteinüri düzeyini

azaltmaktadır. Hasarın geç döneminde MKH’lerin IGF-1+HGF lisanslamasının

tedavi açısından bir avantajı bulunmamaktadır.

d. IGF-1+HGF_MKH’ler ile glomeruldaki protein silendirlerinin azaldığı,

podosite özgü SYNPO ifadesinin glomerullerde arttığı, podosit sağ-kalımının,

aktin hücre iskeleti yapısı ve slit diyafram bütünlüğünün arttığı gözlenmiştir.

Bazı yerlerde podosit efasmanlarının EM’de gösterilmesi ve fokal
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glomeruloskleroz odakları düzeyi azalan fakat devam eden proteinüri düzeyini 

açıklamaktadır.  

3) MKH’lerin IGF-1+HGF indüksiyonu ve in vivo uygulaması ile podosit 

rejenerasyonunda böbrek kök/progenitör hücreleriyle (BKH) benzer özellikler 

gösterdiği düşünülerek beraber hareket edip etmediği, BKH’lerin aktivasyonu, 

farklılaşması ya da matürasyonuna katkısı olup olmadığı, pariyetal epitelyal 

hücreler üzerinden mi yoksa tam fonksiyon kaybı oluşmadıysa INF2 gibi 

proteinlere fonksiyon kazandırarak mı etki ettiği ve aktin hücre iskeleti yapısının 

rejenerasyonunu artırdığı araştırılması gereken bir  sorudur.  

4) Podosite özgü gen ifadeleri ve protein düzeylerinin hasar sonrası azaldığı bilinse 

de INF2’nin, PAN uygulaması ile ve IGF-1+HGF lisanslaması ile gen ifadesinin 

artışı ile protein düzeylerindeki değişimin korelasyonunun test edilmesi ve ileri 

çalışmalarla hasar ve lisanslamanın aktin reorganizasyonunda yer alan 

proteinlerle ilişkisinin aydınlatılması gerekmektedir.  

5) IGF-1+HGF_MKH’ler ile tedavinin ardından glomerular kesitler histokimyasal 

olarak incelendiğinde skleroz odakları konvansiyonel MKH tedavi grubuna ve 

hasar grubuna yakın düzeydedir. Bu durum proteinüri devam ettiği için alınan 

kesit, sayılan bölge kesit kalınlığına göre değişebilmektedir. Histolojik kesitlerin 

insan dokularında da hastalık formları için güvenilir olmaması sebebiyle 

podosite özgü SYNPO gibi belirteçlerle boyanması ve EM’de detaylı 

incelenmesi gerektiği sonucuna varılmıştır.  

6) Tek doz IGF-1+HGF MKH’lerin ne kadarının hasarlı alana ulaştığı 

bilinmemektedir. 20 gün takip edildiğinde 9. günde azalan proteinüri düzeyi 

artmaktadır. Tek doz tedavide saptadığımız podosit rejenerasyonun daha yüksek 

düzeylere çıkıp çıkmayacağı için hücre dozları artırılarak veya hücrelerin tekrar 

dozu/dozları uygulanarak rejeneratif etkinin değerlendirilmesi gelecek 

çalışmalar için önerilir. 

7) IGF-1+HGF ile MKH lisanslaması basit, etkili ve klinik olarak uygulanabilir ve 

podosit rejenerasyonunu sağlayan bir tedavi stratejisinin gelişmesini sağlayabilir 

yöndedir. Onkojenik bir farklılaşma olmadığı yüzey belirteçleri ile bu çalışmada 

gösterilmiş olsa da immun yetmezlikli farelere bu hücreler cilt altına 

uygulanarak tümörojenite açısından değerlendirilmesi önerilir. 
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8) Podosit hücresiyle çalışmanın kısıtlılıkları vardır; bu hücreler terminal olarak

farklılaşmasını tamamlamış post-mitotik bölünmeyen erişkin hücrelerdir ve son

derece özelleşmiş yapıda karmaşık bir organizasyona sahiptir. Podosit

hücrelerinin karmaşıklığı sebebiyle tedavi stratejilerinin hücrenin yapısı ve

fonksiyonu üzerine etkisi olmamakta veya çok düşük düzeyde kalabilmektedir.

Çalışmamızda, IGF-1+HGF’lerin podosit hücre hasarı üzerine etkili olması ve

hücre bütünlüğünün artması, slit diyafram kaybının geri çevrilmesiyle proteinüri

düzeylerinin azaldığının gösterilmesi literatüre konu ile ilgili ilk orjinal bilgileri

kazandırmıştırve klinikte kullanılabilirlik açısından oldukça umut vaad edicidir.
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