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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismuni, basili (kagit) ve elektronik formatta argivleme ve agagida verilen kosullarla kullanima agma
iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari
disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin
gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aliymam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin aliarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayimnlanan ‘“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasmna Iliskin Y&nerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erigime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime a¢ilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. (1)

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. (2)

O Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisti

06/02/2023

Ozge Burcu SAHAN

1% isanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lligkin
Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam
etmesi durumunda, tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériigii lizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agiimasinin ertelenmesine karar
verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya
patent gibi yéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya
kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez
danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériigii lizerine enstitii veya faklilte
y6netim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak lizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal c¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglik vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildig: kurum tarafindan
verilir *. Kurum ve kuruluglarla yapilan igbirligi protokolii gergevesinde hazirlanan lisansiistii
tezlere iligkin gizlilik karan ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun
goriigii lizerine Universite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler
Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
cergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon
Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goériisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda &zgiin oldugunu, Prof. Dr. Aysen GUNEL
OZCAN damsmanhiginda ve Prof. Dr. Fatih OZALTIN ikinci danismanhiginda
tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Yonergesi’'ne gore yazildigini beyan ederim.

(imza)

Ogr. Gor. Ozge Burcu Sahan
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TESEKKUR

Cok degerli danisman hocam Prof. Dr. Aysen GUNEL-OZCAN, doktoramin
tim siiresi boyunca ihtiyactm olan her zaman degerli bilgilerinizden ve
tecriibelerinizden yararlanmami sagladiginiz  i¢in, g¢alisma motivasyonunuz,
tiretkenliginiz ve bakis aginizla beni her daim zorladiginiz ve gelistirdiniz i¢in,
desteginiz ve emekleriniz i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Cok degerli ikinci danisman hocam Prof. Dr. Fatih OZALTIN, tezimin konusu,
gelismesi ve ilerlemesinde basindan sonuna kadar degerli bilgilerinizi ve desteginizi
her zaman paylastigimiz ve kisitli vakitlerinizde dahi zaman ayirarak yanimda
oldugunuz, emekleriniz i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Cok degerli hocam Prof. Dr. Kadri Safak GUCER, deneylerimin plani,
hazirligindan yiiriitiilmesine kadar her asamada yanimda oldugunuz, her daim
enerjiniz ve gilizel kalbiniz ile beni motive ettiginiz i¢in ¢ok tesekkiir ederim, sizi
tanimaktan son derece onur duymaktayim.

Cok degerli hocam Prof. Dr. Duygu UCKAN-CETINKAYA, doktoramin ilk
glinlinden itibaren sevginizi ve sefkatinizi esirgemediginiz ve destekleriniz i¢in ¢ok
tesekkiir ederim.

Degerli hocam Dog. Dr. Ilyas Onbasilar, hayvan ¢aligmalarimm basindan
sonuna kadar her asamada, bilginizi ve desteginizi paylastiginiz ve tiim emekleriniz
i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Cok degerli hocam Prof. Dr. Fevziye Figen KAYMAZ, tiim hayvan
calismalarimda verdiginiz destek, sabir ve emekleriniz i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Cok degerli hocalarim Prof. Dr. Giines ESENDAGLI ve Prof. Dr. Ahmet Cevik
TUFAN paylastiginiz  deneyimleriniz, bilgileriniz, tezimin yO&nlenmesini ve
ilerlemesini sagladi. Sundugunuz tiim destekler i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica;

Projelerinden verdigi desteklerle ¢alismamin yliriitiilmesine destek olan degerli
hocalarim Prof. Dr. Riza Kéksal OZGUL’e ve Prof. Dr. Aytekin AKYOL’a ve Dog.
Dr. Fatima AERTS-Kaya’ya,

Calismalarima destek veren arkadaslarim Aysenur GOK, Esra KOCAK,
Neslihan DONMEZ, Ozgiir Dogus EROL, Mehmet Emin SEKER, Mustafa KELES
ve Ali Berk ALISAN’a; Her zaman yanimda olan degerli arkadaslarim Dr. Ogr. Uy.
Beyza GOKCINAR’a, Ogr. Gor. Dr. Irem AKAR ve ailesine, Dr. Ogr. Uy. Ilgin
CAGNAN’a, Ogr. Gor. Dr. Esin ALPDUNDAR BULUT’a, her zaman destegini
hissettigim degerli arkadaslarnm Ogr. Gor. Dr. Cansu OZDEMIR, Bihter
MURATOGLU’na, Ozlem ALTUNDAG’a ve Ogr. Gor. Dr. Burcu OZCIMEN’e,
Burcu PERVIN’e, Gizem YILMAZ’a ve Sena BABADAG’a; Sevgili Dog. Dr. Betiil
CELEBI-SALTIK basta olmak iizere Uzm. Biy. Ozlem KUCUKBAYRAK ’a, Engin
OZCELIK’e, Selma ERDEL’e, Hiilya Abla’ya ve diger tim Kok Hiicre Ailesi
Uyeleri'ne,

Ve Cok Sevgili Aileme,
Cok tesekkiir ederim.
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OZET

Sahan, OB., Podosit Hasar Modelinde Indiiklenmis Mezenkimal Kok
Hiicrelerinin Etkisi; Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre
Bilimleri Programm Doktora Tezi, Ankara, 2023. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)
tedavisi, bu hiicrelerin kendini yenileyebilme, multipotent ve immiinmodiilasyon
ozellikleri yani sira reddedilme risklerinin diisiik olmasi ile, Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz (FSGS) gibi progresif yikici hastaliklar1 i¢in 6nemli bir terapotik
secenek olabilir. Podosit hasar1 nedeniyle bobrek yetmezligine ilerleme potansiyeli
olan FSGS’nin tedavisinde kullanilan kortikosteroid ve diger immunosupresif ilaglar
kismen ise yaramakta, son donem bobrek yetmezligi nedeniyle bobrek
transplantasyonu olan hastalarda ise nakil sonras1 hastalik tekrar niiks edebilmektedir.
Bu tez caligmasinda insiilin biiytime faktorii-1 (IGF-1) ve hepatosit bitylime faktorii
(HGF) ile MKH’lerin indiiklenmesinin (IGF-1+HGF_MKH), MKH’lerin terapotik
etkisini gliclendirecegi hipotezini test etmek i¢in puromisin aminoniiklozid (PAN) ile
in vitro ve in vivo podosit hasar modeli iizerinde IGF-1+HGF_MKH etkisinin
incelenmesi planlandi. Oncelikle IGF-1+HGF_MKH’lerin detayli karakterizasyonu
yapildi. IGF-1+HGF_MKH’lerin CD200, CD271, CD184/CXCR4, SSEA4
tiimdrojenite ile iliskili belirteclerini ifade etmedigi, yara ¢izgisinde daha hizli kapanas,
IDO-1 ve TGF-f gen ifadelerinde, pikolinik asit metaboliti, IL-6, MCP-1 ve anjiojenin
salgi diizeylerinde artis gézlendi. In vitro PAN hasar1 yapilmis podosit hiicreleri
tizerinde IGF-1+HGF MKH’nin bozulmus podosit aktin hiicre-iskeleti yapisini
diizelttigi, podosite 6zel INF2 gen ifadesini artirdigi goriildii. In vivo sican FSGS
modelinde IGF-1+HGF _MKH uygulamasinin konvansiyonel MKH’lere gore
proteiniiriyi daha fazla azalttig1 ve ultrastriiktiirel olarak slit diyafram kayiplarini geri

dondiirdiigii saptandi.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, Fokal Segmental Glomeriiloskleroz,

Puromisin amino niikleozid, Podosit, IGF-1, HGF

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan THD-2016-12080 numarasi ile Hizli Destek

Programi kapsaminda desteklenmigtir.
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ABSTRACT

Sahan, OB., The Effect of induced 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-p, and in the secretion of 1L-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. GIRIS

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) multipotent hiicreler olup immiinmodiilatér
kapasitesi ile bircok hastaligin tedavisinde arastirilmaktadir. MKH’ler hasarli alana
go¢ ederek hasarli alandaki inflamasyonu baskilayarak hasarin iyilesmesini
hizlandirmaktadir (1). MKH’lerin hasar c¢aligmalar1 i¢in uygulama Oncesi bazi
molekiillerle indiiklenmesi MKH’lerin hasarli bolgeye gidisini ve inflamasyon tizerine
etkisini arttirmakta ve bu da iyilesme siirecini daha da hizlandirmaktadir (2). MKH
uygulamasi ile ilgili basarili sonuclar alinmasina ragmen, MKH'lerin ¢ogunlugu
akciger, dalak, kemik iligi ve karaciger gibi organlara gitmekte, cok azi1 bobrek
dokusuna giderek hasar1 tamir etmekte, bu nedenle hasar kismen geri
dondiiriilebilmektedir (3). MKH'lerin hasar bolgesine gitmesi bu bolgeden salinan
lokal ve sistemik inflamatuvar sinyaller araciligi ile oldugundan hasar diizeyi ve
salman sitokin ve kemokin diizeyleri ¢ok Onemlidir. Yapilan ¢alismalar verilecek
MKH'lerin hasar alanina gitmesi ve onarim yapabilmesi i¢in uygulamadan dnce hasarl
ortamda bulunan molekiilleri igeren kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmasi, yani “On-
kosullama/lisanslama” yapilmasinin hasar bolgesine gogii arttirdigini gostermistir (4,
5). Hasarli doku ortamini taklit eden kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilan MKH'ler 6n-
kosullandirilmig/lisanslanmis MKH olarak tanimlanmaktadir (6). IGF-1 ve HGF gibi
molekiillerin tek tek uygulamasi ile MKH’lerin indiiksiyonu ¢esitli hastalik
modellerinde incelenmistir (7, 8)

Proteiniiri ile seyreden bobrek hastaliklari, cogunlukla bobregin temel hiicreleri
olan ve filtrasyon bariyerinin temel yapitasini olusturan podosit hiicrelerinde meydana
gelen hasarlar ile iligkilidir. Podosit hiicrelerinin kaybina bagli olarak fokal segmental
glomeruloskleroz (FSGS) gibi nefrotik sendrom ya da izole proteiniiri klinigi ile
seyreden patolojiler ortaya ¢ikmakta ve zaman iginde son donem bobrek yetmezligine
ilerlemektedir (9). FSGS etiyopatogenezine gore idiopatik (primer) veya
enfeksiyonlara, ilaglara, genetik nedenlere bagli gelisen sekonder olarak
smiflandirilmaktadir (10). FSGS’nin genetik formu, podosit hiicrelerinin ana govdesi,
slit diyafram ve podosit aktin hiicre iskeletinin yapisinda yer alan genlerde meydana
gelen mutasyonlara bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu genlerdeki ve bunlarin
kodladig1 proteinlerdeki fonksiyonel kayiplar ya da kazanimlar proteiniiri ve bununla

iligkili bobrek hasarini hizlandirmaktadir (11). FSGS’nin ilerlemesiyle olusan bobrek



hastaligiin tedavisinde kortikosteroid ve diger immunsupresif ilaglar kismen ise
yaramakta, son donem bobrek yetmezligi nedeniyle bobrek transplantasyonu yapilan
bazi hastalarda ise nakil sonrasi hastalik tekrar niiks edebilmektedir.

Podosit hasar1 ile olusan nefrotik sendrom hayvan modelleri i¢cinde en sik
puromisin aminoniiklozid, adriamisin ve streptozotosin hayvan modelleri
kullanilmaktadir. Diyabetik nefropati, FSGS gibi modellerde MKH’lerin proteiniiri ve
hasar1 azalttig1 gosterilmistir. MKH’lerin tedavide yararli etkileri oldugu séylenmesine
karsin, bu bilgilerin cogunlugu konvansiyonel MKH’lerin kullanildig1r hayvan model
caligmalar ile ¢ok az sayidaki klinik ¢alismaya dayanmaktadir (12). MKH’lerin
terapotik etkilerinin tartismali oldugu ve kombine faktorle uygulanmasi ile modiile
edilmesi saglanarak etkin bir sekilde bobrek hastaliklarinin tedavisinde yeni
yaklasimlar saglayacag: disiiniilmektedir. MKH’lerin salgiladigir IGF-1 ile tiibiiler
hiicre proliferasyonunu ve rejenerasyonunu sagladigi, post-operatif akut bobrek
hasarinda iyilesmeyi hizlandirdigi raporlanmistir  (13), HGF 1se hiicre
proliferasyonunu indiikleyip, apoptozu baskilayarak bobrek onarimini ve bobrek
hiicrelerinin ¢ogalmasini desteklemektedir (14), MKH’lerin HGF salgilamasi podosit
hiicre apoptozunu azaltmakta, ektopik HGF eksprese eden MKH’ler akut bobrek
hasarinda apoptozu azaltarak iyilesmeyi artirmaktadir (15). MKH’lerin IGF-1 ve
HGF’yi igeren faktorler salgilamasiyla bobrek hasarinda koruyucu rolii oldugu ve
hasar1 azaltmaya katkida bulundugu rapor edilmistir (16).

Bu tez calismasinda, IGF-1 ve HGF ile birlikte MKH’lerin (MKH I+H), MKH
kiiltiir ortamina eklenmesi ile indiiklenmesinin MKH’lerin terapdtik etkisini
giiclendirecegi hipotezini test etmek i¢in podosit hiicrelerine etki eden puromisin
aminonukleozid (PAN) kimyasali insan podosit hiicre kiiltlir ortamina eklenerek in
vitro hasar modeli ve Sprague Dawley si¢anlarina intravendz verilerek in vivo hasar
(FSGS) modeli olusturulmustur. In vitro podosit hasar olusumu podosit aktin hiicre-
iskeleti yapisindaki degisimler ile gosterildi. In vivo hasar olusumu proteiniiri ile
gosterildi. Insiilin bilyiime faktorii-1 (IGF-1) ve hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ile
birlikte indiikklenmis insan kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinin in vitro etkileri
ko-kiiltiir calismalar ile, in vivo etkileri ise PAN ile olusturulan FSGS’li siganlara
indiiklenen MKH’lerin intravendz uygulanmasinin konvansiyonel MKH uygulamasi

ile karsilastirilarak aragtirildu.



In vitro IGF-1+tHGF MKH’lerin temel karakterizasyonu canlilik, yiizey
belirteg ifadeleri ve farklilasma potansiyellerinin  gosterilmesi ile, ileri
karakterizasyonlari ise in vitro yara iyilesmesi testi ile, metabolomiks profili, sitokin
dizin profili ve baz1 gen ifadelerinin RT-qPCR ile belirlenmesi ile yapildi. PAN ile
hasar olusturulan podosit hiicrelerinde indiikklenen MKH’lerin in vitro etkileri hiicre
g0cli, podosit aktin hiicre-iskeleti yapisi ve podosite 6zel gen ifadelerinde degisimlerin
konvansiyonel MKH’ler ile karsilastirmali degerlendirilmesi ile incelendi.

IGF-1+HGF_MKH’lerin in vivo etkisi; PAN ile olusturulan Sprague Dawley
sican FSGS modelinde toplanan idrarda protein/kreatinin orani analiz edilerek,
sakrifikasyondan sonra bobrek glomeriiler kesitlerinin histokimyasal ve elektron
mikroskopik analizi, podosit hasarinda regiilasyonu bozulan Inf2 ve Synpo
ifadelenmeleri RT-qPCR ile ve immunohistokimyasal boyama ile konvansiyonel

MKH uygulama yapilan grup ile karsilagtirmali olarak incelendi.

Bu ¢alisma Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2016/38-3 karar

numarast ile onaylanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Podosit Hiicreleri ve Gelisimi

Podositler, bdobregin Bowman kapsiiliiniin ig/viseral tabakasinin epitel
hiicreleri olup, kandan idrara protein kaybini onleyen antiproteiniirik mekanizmanin
en 6nemli parcasini olusturur. Podositler, glomeriiler kapiller damarlari i¢ ice gegmis
uzantilart ile kaplar. Glomeriil, nefronun baslangi¢ kisminda bulunur ve glomeriiler
kapiller damar endoteli, glomeriiler bazal membrani ve podosit ayaksi uzantilari/foot
process (FP) ve bunlar arasindaki araligi kapatan slit diyaframi igeren ¢ok katmanli
hiicresel bir bariyerden olusur (17). Bu bilesenlerin herhangi birindeki yapisal ya da
fonksiyonel hasar klinik olarak proteiniiri ile sonuglanan filtrasyon mekanizmasinin
bozulmasiyla sonuclanir. Glomeriiliin hiicresel yapisi, transkripsiyon faktorlerinin,
epigenetik kontrol mekanizmalarinin ve parakrin salgi yollarinin etkilesimiyle ¢ok siki

bir sekilde diizenlenmektedir (18).
Podosit Gelisimi

“Bobrek farklilasmasi” ontogenetik olarak, pronefroz, mezonefroz ve son
olarak metanefroz ile sonuglanan ii¢ asamadan olusmaktadir. Memeli bobregi,
metanefroz, metanefrik mezenkim ve iireterik tomurcugun interaksiyonuyla gelisir
(19). Metanefrik mezenkim, nefron progenitér hiicrelerine (NPH) ve podositlere,
glomeriiler parietal, proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerine, Henle kulpu ve nefron
epiteline farklilasan stromal progenitorlerden olusur. Ureterik tomurcuktan iletilen
Wnt sinyali, pretiibiiler hiicre agregat1 olusturmak i¢in NPH’lerin yogunlagsmasini ve
ardindan epitelyal renal vezikiil olusumunu tetikler. Bu siire¢ mezenkimal-epitelyal
gecis (MET) olarak adlandirilir (20, 21). Renal vezikiil daha sonra proksimo-distal
eksen boyunca uzar ve podositlerin nefron epitelinin proksimal ucunda yer aldigi
kararli nefron segmentlerine farklilagir (22). Renal vezikiiliin proksimalinden, WT1,
MAFB gibi podositle iligkili genleri ifade etmeye baslar (23). Renal vezikiil
asamasinda podosit hiicre progenitorleri, apikal hiicre-hiicre temaslar1 ile epitel
benzeri hiicre morfolojisi sergiler. Daha sonra, Renal vezikiil, S-sekilli gévdeyi
olusturmak i¢in segmentasyona ugrar ve sonunda nefron epiteline farklilasir (22).

Notch, Wnt, Fgf, Bmp, PI13-kinaz sinyal yolaklar1, renal vezikiilden S-sekilli govdeye



geciste proksimal-distal paternin olusumunda Onemlidir. Distal hiicreler, Wnt4'ii
yiikksek seviyede ifade eder (24). Nefron ekseni boyunca Wnt/pB-katenin aktivitesi
yiiksek diizeydeyken podosit dncililerini igeren proksimal alanda B-katenin diizeyi ¢ok
diisiiktiir.  Metanefrik  organ  kiiltiirinde ~ Wnt/B-katenin  sinyallemesinin
“upregiilasyonu” daha az podosit farklilasmasi ile sonug¢laniyor olmasi bu agama
sirasinda Wnt sinyalinin podosit gelisimi i¢in baskilayici bir rolii oldugunu diistindiirtir
(25). Proksimal tiibiil segmentlerinin ve glomeriil bilesenlerinin normal gelisimi i¢in
Notch2 araciligi ile Notch sinyalizasyonu gereklidir. Nefronun proksimal bolgesinde,
normal podosit kimligi gelisimi, 6zellikle MAFB, TCF21 ve FOXC2 gibi ¢esitli
transkripsiyonel diizenleyicilerin etkisine baghdir (26-28). S-sekilli govde asamasinda
apikal zarlar genislemektedir ve bu asamada podositlerin hiicre temaslar1 bazal kisma
kayiyor gibi goriiniir. Glomeriil kapillerleri genisledik¢e pre-podosit prekiirsorleri
katman degistirir. Bu yeni olusan podosit tabakasi kapiller ylizeyi ¢evreleyen bir cep
olusturur ve glomeriiler sapin bir parcast olarak arteriyel ve vendz beslenmeyi
saglayacak dis damar sistemi ile temasi korur, ilkel podositler bu cebi olustururken,
glomeriiler bazal membran (GBM), epitelyal ve kapiller bilesenler arasinda sabit bir
bariyer olarak kalir ve bu sirada birbirleriyle yan hiicre-hiicre baglantilarini
kaybetmeye baslarlar. Daha sonra ilkel podositler kapiller halkalarin etratinda da go¢
etmeye baglarlar, GBM'ye baglh kalirlar fakat artik klasik epitel hiicresine
benzememektedirler. Glomeriiler gelisimin ve podosit olgunlagsmasinin bu evresinde
ayaks1 uzantilar olugsmaya baslar ve 6zel bir hiicre-hiicre temasi olan slit diyafram
olusur. Podositlerin ayaks1 uzantilari, belirsizligini koruyan bir sekilde kendi hiicresel
uzantilariyla baglanti kurmay1 algilayabildigi ve onleyebildigi olduk¢a polarize bir
diizenlenmeye sahiptir (29, 30). Podositler bu olgunlasmis glomeriiler dénemde
ahtapot benzeri bir goriiniimii alir ve terminal olarak farklilagmayi tamamlamis en

olgun halini alir (31).
2.2. Podositlerin Yapisi

Bobregin temel yapisini olusturan podosit hiicrelerini birbirine baglayan slit
diyaframmin 6nemi ve yapisinin kesfi 1988 yilinda Orikasa ve arkadaslarinin
calismalarina dayanmaktadir (29, 32). Podositler mimarisi, karakteri ve konumu ile

essiz hiicrelerdir ve son derece karmasik hiicresel organizasyona sahiptirler. Her olgun



podositin farkli anatomik ve islevsel bilesenleri vardir (33). Hiicre govdesi hiicrenin
merkezindedir ve esas olarak idrar boslugunda bulunur. Burada hiicrenin ¢ekirdegi,
Golgi aygiti, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi diger hiicre organelleri
bulunur. Yapisal ve fonksiyonel olarak hiicre gdvdesi, primer/majér uzantilar1 ve
sekonder/ayaks1 uzantilar olmak iizere farkli segmentlere ayrilmaktadir. Podositler
Bowman kapsiilii icerisinde glomerular kapillerin dis kismini g¢evrelemektedir ve

ayaksi1 uzantilariyla GBM’ye tutunmaktadir (Sekil 2.1.).

Ayaks1 uzantilar apikal membran alani, slit diyafram ve GBM ile temas halinde
olan bazal membran alani olarak iice ayrilabilir (34). Her ii¢ alan da aktin hiicre
iskeletine baglidir. Komsu hiicrelerin ayaksi uzantist diizenli olarak birbirine
kenetlenmistir ve birbirlerinden koprii olusturan ekstraseliiler slit diyafram yapr ile
ayrilmaktadir. Bu yap1 protein sizintisina karsi en biiyiik bariyeri olusturan oldukga
Ozel bir ara baglantidir (35, 36). Ayaks1 uzantilar integrinler ve distroglikanlar yoluyla

alttaki GBM'ye baglanir (36).

Podositler polarize hiicrelerdir, essiz sekilleri, podositin omurgasi olarak
hizmet eden aktin hiicre iskeleti sayesindedir. Aktin hiicre iskeleti ayrica podositlere
statik kalmasi veya siirekli sekil degistirmesi i¢in dinamik bir iglev saglar. Hiicre
icindeki aktin hiicre iskeletindeki degisiklikler, hiicrenin seklinin, hareketliliginin ve
hiicre i¢i taginimin korunmasi i¢in gereklidir (37). Hiicre iskeleti mikrofilamentler,
vimentin-tip ara filamentler ve mikrotiibiiller olmak {izere ti¢ farkli yapisal eleman
igerir. Yogun F-aktin ve miyozin i¢eren mikrofilamentler, ayaks1 uzantinin baskin
hiicre iskeleti bilesenleridir. Podosit seklini korumada o©nemli olan aktin
polimerizasyonu, aktin baglayici proteinler tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir
(38). Fokal adezyonlar1 olusturan Talin-1, Vinculin, Paxillin, Fokal adezyon kinaz

(FAK) proteinleri podosit hiicre iskeletini integrinlere baglar (39).
2.3. Podosit Hasar1 ve Glomeruloskleroz Gelisimi

Podositler, glomeriiler filtrasyon bariyerini olusturmaktadir. Bu bariyerin
stabilitesi ve ayni1 zamanda glomeriiliin dayaniklilig1 bu hiicrelerin yiiksek oranda
farklilagsmis postmitotik fenotipine baglidir. Podositler ¢esitli streslere ve patolojik
uyaranlara kars1t homeostaz1 siirdiirmek icin adapte olurlar ancak; mekanik stres,

immiinolojik ve oksidatif stres gibi fizyolojik veya patolojik uyaranlar hiicre



biitiinliigliniin kaybina ve hiicresel metabolizmanin diizenini bozmakta ve karmasik
biyolojik degisikliklere neden olmaktadir (40).

Fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS), Minimal degisiklik hastalig1
(MDH), diyabetik ve diyabetik olmayan nefropati ve membranoz glomerulonefrit gibi
glomeriiler hastaliklarin bircok formunda podositlerde hasar gozlenmektedir.
Mekanik, oksidatif ve immiinolojik stresler podosit hiicre stresine ve hasarma yol
acabilmektedir. Glomertiler hipertansiyon/hiperfiltrasyon ile artan kapiller basing
artist ile ve kapillerlerin genislemesi ile podosit uzantilarinin uzamasinin uyarilmast,
hiicre iskeleti diizensizligine ve hiicre ici strese katkida bulunur (41). iskemi-
reperfiizyonu, idrardaki kimyasal/toksik maddeler gibi patolojik faktorler genellikle
podositlerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine neden olur (42). ROS
olusumunu aldosteron ve anjiyotensin II (AnglII)’nin de destekledigi bildirilmistir (43).
Immiinolojik stres; CC kemokin reseptorii-2, tiimdr nekroz faktor reseptorii (TNF),
RANK/L ve podositlerde kompleman C5b-9 aracili hiicre igi stres gibi sitokinler
tarafindan indiiklenir (40)

Podosit hasarinin erken evresi; slit diyaframin molekiiler kompozisyonundaki
degisimler ile karakterizedir ancak hiicre morfolojisinde gozle goriiniir belirgin bir
degisiklik bulunmamaktadir. Podosit hasarmin molekiiler patolojisinde; podositlerin
birbirine 4yapismasi, aktin hiicre iskeleti yapisinin bozulmasi, GBM yapisinin veya
podosit-GBM interaksiyonunun bozulmasi ve podositlerin negatif yiiklii yiizeyinin
bozulmasi rol oynamaktadir (35). Podosit hasari, GBM'den hiicrelerin geri
cekilmesini, ayrilmasini ve vakuolizasyonu igeren morfolojik degisiklikler ile podosit
ayaksi uzantilarinin silinmesi /efasmani sonucu, klinige proteiniiri olarak yansir (30)

(Sekil.2.1.).
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Sekil 2.1. Normal/saglikli podosit ve glomeruloskleroza bagli podosit hasari.
Glomertiler filtrasyon bariyeri endotelyal hiicreler, glomertiler bazal
membran (GBM) ve podosit ayaksi uzantilari/ foot prosesinin ve arasinda
slit diyaframdan olusmaktadir. Ileri derecede inflamasyon, enfeksiyon vs.
gibi durumlara bagl podosit ayaksi uzantilarinin bozulmasiyla podosit
efasmani ve slit diyafram kaybi olusmakta, albiimin vb. biiyiik proteinlerin
kandan idrara gecisi artmaktadir.

Glomertiloskleroz, podosit hasarmin ilerlemesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Klasik
glomeruloskleroz ekstraseliiler matriks tarafindan glomertiler kapillerlerin segmental
yikimi ile tanimlanmakta ve sklerozu tamamlamak tizere gerileme olmadan ilerleyen
bir siire¢ oldugu diistiniilmektedir (40). FSGS'nin erken evresinde, transforme
podositleri igeren hiicresel lezyonlara segmental skleroz eslik etmekte ve bu da podosit
hasarmin erken bir glomeriiloskleroz olay1 olabilece§i gercegini desteklemektedir.
Kim JS derlemesinde siniflandigi lizere, glomeriilosklerozun temel basamaklarini; 1-
podosit slit diyaframda artan glomeriiler kapiller basing ve filtrasyon akisi, 2- adaptif
bir yanit olarak ayaks1 uzantinin silinmesi, 3- podosit hipertrofisi ve glomertillerdeki
uyumsuz biiyiime, 4- podosit hiicre govdesinin gerilmesi ve zayiflamasi, 5- GBM'nin
c¢iplak alanlarindan kismen ayrilan podositin altinda filtrat akisinin engellenmesiyle
psodokist olusumu, 6- biiylimiis psddokistler tarafindan tam podosit ayrilmasi ve
Bowman kapsiiline yapisma, 7- glomeriilin Bowman kapsiiline yapismasi, 8-
filtratlarin nefronun disinda interstisyuma yayilmasi ve 9- interstisyel proliferasyon ve
nefron dejenerasyonu olusturmaktadir (44).

Podositlerin yapisi, hareketi, canlilig1 ve fonksiyonu i¢in aktin hiicre iskeletinin
dinamik regiilasyonu son derece dnemlidir. Aktin hiicre iskeleti yapisinda rol oynayan

genlerde meydana gelen mutasyonlar, aktin hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesi,




filtrasyon bariyerinin bozulmasiyla beraber renal hastaliklara neden olabilmektedir
(45). Podositlerin aktin hiicre iskeletinin yapisi i¢in 6nemli olan inverted formin 2
(INF2) (46), a-aktinin-4 (ACTN4) (47), sinaptopodin (SYNPO) (48), podokaliksin
(49) miyozin 1E (MYOL1E) (50), aktin baglayici protein anillin (ANLN) (51),
tetratrikopeptid tekrar protein 21B (TTC21B) (52) ve epitelyal membran protein 2
(EMP2) (53) ve Rho GDP disosiyasyonu inhibitorii alfa (ARHGDIA) (54) gibi
proteinleri kodlayan genlerin inhibisyonuna yonelik c¢alismalarda aktin hiicre
iskeletinin yapisinin bozulmasina bagl olarak podosit hasar1 olustugu gosterilmistir.
Calismalar, nefrotik sendromlarin (NS) bazi tiplerinde slit diyafram proteinleri, aktin
hiicre iskeleti ve slit diyafram yap1 dinamigi arasindaki iliskiyi aydinlatmay1
amaglamaktadir. Nefrin, CD2AP, FAT, ZO-1, P-kaderin, Podosin, ve Nephl-3 gibi
bir¢ok proteinin slit diyafram ile iliskili oldugu, slit diyafram biitlinliigli acisindan

onemli oldugu gosterilmistir (55).
Fokal Segmental Glomeruloskleroz

Fokal segmental glomeriiler skleroz (FSGS) en yaygin glomeriiler
hastaliklardan birisi olup, erigkin nefrotik sendromlarin tahminen %40’1nda,
cocuklarda %20’sinde goriilen ilerleyici glomeriiler hasarla giden son donem bdbrek
yetmezligine (SDBY) neden olmaktadir (56). Histolojik olarak bazi (fokal)
glomeriillerin baz1 boliimlerinde (Segmental) skleroz ile karakterize edilen glomertiler
hasardan kaynaklanan bir lezyondur. FSGS gelisiminde rol oynayan ana hiicreler
podosit hiicreleridir. Podosit hasar1 ve hasarin ilerlemesiyle protein kaybi/proteiniiri
ve ardindan fokal skleroz lezyonlarin gelismesine sebep olmaktadir (57, 58). Hastalik
ilerledik¢e daha yaygin ve global glomeriiloskleroz ortaya ¢ikmaktadir (59). FSGS
primer (idiopatik) ve maladaptif, viral enfeksiyonlar, genetik, ila¢ ve toksiste indiiklii
sekonder formlar1 ile kategorize edilmekte, bu ayrim hem prognostik hem de terapotik
acidan O6nem tagimaktadir (10). Primer FSGS, tam nedeni bilinmemekle beraber
nefrotik sendroma yol acan dolasimdaki faktorlerin neden oldugu diisiiniilen
immiinolojik bir hastaliktir. Immiinsupresif tedaviye yanit vermekte, fakat bdbrek
naklinden sonra giinler veya haftalar icerisinde nakledilen bdobrekte tekrar
edebilmektedir (10, 60). Sekonder formlar siklikla nefrotik diizeyde olmayan

proteiniiri ve ilerleyici bobrek yetmezligi ile ortaya g¢ikar, immiinosupresif ilaclara
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direnglidir ve tedavisi altta yatan nedenin ¢oziilmesine odaklanmaktadir. Sekonder
formlar, FSGS'yi tetikleyen altta yatan bir neden olmadigr siirece bobrek nakillerinde
takilan bobrekte tekrarlamamaktadir. Genetik FSGS de immiinsupresif tedaviye

direnglidir ve nakil sonrasi tekrarlama orani diistiktiir (61).
Epidemiyoloji

FSGS'nin kesin insidans ve prevalans verilerinin, énemli 1rksal ve cografi
farkliliklar nedeniyle tespit edilmesi zor olmakla beraber tahmini insidansi, milyonda
1.4 ile 21 arasindadir (62). FSGS, MDH’den sonra en sik karsilasilan primer
glomeriiler hastaliktir (59, 63). FSGS her yasta ortaya ¢ikabilir; nefrotik sendromlu
cocuklarin yaklasik %7-10'unda ve yetiskinlerin %20-30'unda goriillmektedir. Erigkin
erkeklerde daha sik goriilmektedir ve insidansi kadinlara gore 1,5 ila 2 kat daha
fazladir (59). FSGS yiiksek proteiniiri seviyeleri ile beraber goriildiigiinde, hastalarin
%S50'sinde 3 ila 8 y1l igcinde son donem bobrek hastaligi (SDBY) gelismektedir (64).
Primer FSGS yaklasik %40 ihtimalle bobrek transplantasyonu sonrasi niiksetmektedir
(65, 66).

FSGS Tamsi ve Histolojisi

FSGS tanis1 hastanin klinik hikayesinden sonra viral seroloji, bobrek fonksiyon
testleri, serum albumin ve lipit laboratuvar testleri ile birlikte degerlendirilir. Biyopsi
ornegi, FSGS ve alt tiplerini belirlemek i¢in gereklidir. Steroide direngli nefrotik
sendromlu hastalara genetik tarama yapilarak varsa altta yatan genetik bozukluk
belirlenmektedir (67).

FSGS histolojisinde baslangicta lezyon kortikomediiller bélgede yogunlasir ve
bu nedenle tek biyopsi O6rnegi incelenmesi ile tan1 gézden kacgabilmektedir. ilk
degisikliklerin sinirli alanda olmasi sebebiyle, yalnizca elektron mikroskobik inceleme
ile saptanabilir. FSGS lezyonu gostermeyen ilk biyopsiden uzun siire sonra alinan bir
sonraki biyopside net FSGS lezyonlar1 goriilebilmektedir (68).

Podosit igindeki hiicresel degisiklikler, podositin glomeriiler bazal membrana
baglanmasini etkileyeceginden skar olusumundan 6nce gelir. Podositin GBM’den
ayrilmasi ile GBM’nin ¢iplak kalmasi, kapiller yumagin yapismasina ve ¢okmesine,

daha sonra ise skleroz, hyalin odaklarinin birikmesi, Bowman kapsiiliinde
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yapisikliklarin olugmasina neden olur. Segmental lezyonlar, anormal filtrasyon ve
nefronun geri kalan kismina filtratin/sliziintiiniin yayilmasi sonucu glomeriiler
disfonksiyon olusur (69). FSGS fokal, segmental veya sklerotik olmayabilir; bazi alt
tipleri ve histolojik lezyonlari, ¢coken (collapsing) glomerulopati seklinde glomeriiler
tip olarak kendini gosterir. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte daha yaygin ve global
glomeriiloskleroz, tubulointerstisyel ve vaskiiler lezyonlar gelisir.

FSGS'nin hayvan modellerinde glomertillerin biiylik ¢ogunlugu, ii¢ boyutlu
morfometrik analizde sklerotik lezyonlar gostermektedir (70). Sklerotik lezyonun
hacmi ortalama olarak toplam glomeriiler hacmin sadece %12,5'l (+/- 2.2) oldugundan,
sklerozdan etkilenen glomeriil sayisi, geleneksel tek kesit bobrek biyopsisi
degerlendirmesinde biiyiik Olciide eksik kalabilmektedir. Bobrek biyopsisinde az
glomeriil goriiliiyorsa, 2 um kalinliginda kesitten 12 ila 15 seri kesit ve en az 8

glomeriil degerlendirilip analiz edilmesi 6nerilmektedir (10, 71).
Etiyoloji

FSGS hastalarmin yaklasik %380'inin etiyoloji bilinmemekte, geri kalan
vakalarda altta yatan diger hastaliklara sekonder olarak gelismektedir. Idiyopatik
FSGS progresif renal fibrozise ve nefrotik sendroma (NS) yol acan kronik bir
hastaliktir (72). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, FSGS patogenezi ve
etiyolojisine 151k tutmustur. Podosit hasarinin ¢esitli genetik ve kazanilmis nedenleri

tanimlanmustir.
Genetik

Slit diyafram, hiicre membran, hiicre iskeleti, niikleer, mitokondriyal ve
lizozomal proteinleri kodlayan birkag genin mutasyona ugramasi, glomeriler
filtrasyon bariyerinin biitiinliigliniin bozulmasina yol agmakta ve FSGS ile
sonuclanmaktadir.

FSGS’nin yaklasik % 8’1 aileseldir (45). Etkilenen genler, podositlerin aktin
hiicre-iskeletinin 6nemli diizenleyicilerini kodlar. Bu genlerden biri, slit diyaframin
O6nemli bir yapisini igeren transmembran bir protein olan nefrin’dir. Nefrin (NPHS1),
diger bir¢cok podosit ve slit diyafram proteini ile etkilesime girerek podositlerin slit

diyafram yapisim1 korumakta ve dnemli hiicre sinyal yolaklarina aracilik etmektedir
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(73). NPHS1 genindeki mutasyonlar, Fin tipi konjenital nefrotik sendromla iligkilidir
ve proteiniiriye neden olur (74). Podosin (NPHS2), Nefrin ve CD2AP (CD2-iliskili
protein/aktin filamenti ile dogrudan etkilesime giren protein) proteinlerinin slit
diyaframda dogru yere yonlendirilmesini ve filtrasyon bariyerinin islevini
kolaylagtiran bir adaptor proteindir ve slit diyaframi aktin hiicre iskeletine
baglanmaktadir (75). CD2AP, bu baglantinin bir pargast olmanin yani sira, sitozolik
katepsin-L ekspresyonunun diizenlenmesi ile podosit aktin hiicre iskeletinin
organizasyonunu siirdiirmeye de yardimci olur (76). NPHS2 genindeki mutasyonlar,
konjenital veya ¢ocukluk ¢agi nefrotik sendromlarina sebep olabilmektedir (77, 78).

CD2AP geninin haplo-yetmezligi ise glomeriiler hastaliga yatkinlik ile iliskilidir (79).
Alfa-Aktinin-4 (ACTN4)

Aktin dongiisiinlin dogru diizenlenmesi i¢in gerekli olan ve podositlerin normal
morfolojisini ve islevini siirdiirmek i¢in Onemli olan aktin filamanlarini ¢apraz
baglayici bir proteinidir (80). ACTN4 mutasyonlar1 sonucu ACTN4 F-aktine baglanma
afinitesi artmakta ve aktince zengin hiicresel birikimler olusturmaktadir. ACTN4
mutasyonlar1 otozomal dominant kalitimla ailesel FSGS’ye sebep olmaktadir (81, 82).
Bir kalsiyum kanali proteini olan gegici reseptor potansiyel katyon kanali 6 (TRPC6),
aktin hiicre iskeletinin bilinen bir modiilatorii olan Ras homologu ailesi iiyesi A
(RhoA) yolag iizerinden aktin hiicre iskeleti lizerine etkisi olmasi muhtemeldir (83).
TRPC6' nin, podosin ile birlikte, mekanik gerilimi iyon-kanal1 aktivitesine ¢evirerek
slit diyaframda bir mekanosensor olarak hareket ettigi diisiniilmektedir (84) TRPC6
fonksiyon kazanimi mutasyonlari, kalsiyum akisini artirarak ve anormal sinyallesme
yoluyla aktin hiicre iskeletini diizensizlestirerek, yetiskin donemde NS'ye neden

olmaktadir (78, 85).
Fosfolipaz C epsilon-1 (PLCel)

Hiicre biiylimesini ve farklilasma yollarin1 baglatan IP3 ve DAG gibi ikinci
habercileri olusturmak igin membran fosfolipidlerinin hidrolizini katalize eden,
fosfoinositide 6zgii fosfolipaz C ailesinin bir iiyesidir (86). PLCel, Rho GTPazlar ve
MAPK!'leri diizenleyerek, podositlerin proliferasyonunu, farklilasmasim1  ve

migrasyonunu diizenlemektedir (87). PLCel mutasyonlari, cogunlukla hiicre iskeletini



13

ve sinyalizasyonu bozarak erken baslangiclh NS' ye neden olur. Bazi yanlis
anlamli/missense mutasyonlar ise immiinosupresyona yanit veren geg-baslangigli NS

ile sonuglanir (88)
Inverted Formin-2 (INF2)

Aktin polimerizasyonunu diizenleyen proteinlerden biridir ve formin protein
ailesindendir. Forminler, FH2 alanlar1 araciligiyla mikrotiibiillere baglanir ve tam
mekanizmasi1 karakterize edilmemis olmakla beraber mikrotiibiil stabilitesini ve
mikrotiibiillerin aktin fiberleri ile hizalanmasini diizenledigi bilinmektedir (89). INF2,
bobrekte, 6zellikle podositlerde ve tiibiillerde ifade edilirken, beyin, karaciger, kalp,
plasenta ve iskelet kas1 gibi diger organlarda da ifadelenmektedirler (90). INF2” deki
mutasyonlar, otozomal dominant FSGS'nin bir nedeni olarak rapor edilmistir (91).
Rapor edilen mutasyonlardan tigiiniin (S186P, E184K, ve R218Q)), kiiltiir ortaminda
yapilan c¢aligmalar ile, farklilagmamis insan podositlerin’de proteinin yanlis
lokalizasyonuna sebep oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, FSGS olusum
mekanizmasinin biiyiik olasilikla podosit hiicre iskeletinin regiilasyonunun bozulmasi

sonucu gergeklestigini diistindiirmistiir (91).
Miyozin-1E (MyolE)

Aktin filamentleri boyunca yerlesen yapisal motor proteinlerinden biridir,
podosit hiicre iskeletini stabilize etmektedir, podositlerin gelisimi ve ayaksi uzantisi
icin 6nemlidir (92). MyolE esas olarak plazma zarinda ifade edilir, ancak mutant
MyolE, podosit sitoplazmasinda lokalizedir. Mutasyonlari, ¢ocuklukta (<13 yas)
baslayan, glukokortikoide direngli FSGS ile iliskilidir (93).

Permeabilite Faktorleri, Biyobelirtecler

"Permeabilite/gecirgenlik" terimi, proteiniiriye yol agan glomeriiler filtrasyon
bariyerinin artan sizintisin1  ifade eder (94). Primer FSGS, bobrek
transplantasyonundan sonra ¢ok hizli bir sekilde tekrarlayabilmektedir (yetiskinlerde
vakalarin ~%30'yu, cocuklarda >9%50's1) (95). Sirkiilasyondaki

gecirgenlik/permeabilite faktdrlerinin/sitokinlerin varligi, ayaksi uzanti1 kaybi ve de



14

eslik eden proteiniiri artig1 ile primer FSGS’ ye ve transplantasyon sonrasi hastaligin
tekrarina yol a¢tig1 diisiiniilmektedir.

FSGS'li hastalardan alinan plazma, plazma fraksinasyonlar1 veya serumunun
siganlara uygulanmasi si¢anlarda proteiniiriye neden olmaktadir (96, 97). FSGS'li
hastalardan alinan serum, ratlardan izole edilmis glomeriilere uygulandiginda albiimin
gecirgenligini arttirmaktadir (98). Bu serumda bulunan faktorlerden bazilari,
kardiyotrofin benzeri sitokin faktér 1 (CLCF-1), ¢Oziiniir {irokinaz plazminojen
aktivator reseptorii (suPAR) ve CD40 antikorlar1® dir (99).

Klinik Oncesi ¢alismalarin verileri, yiiksek suPAR seviyelerinin podosit
hasarina sebep oldugunu goéstermektedir (100). Mekanik olarak, suPAR’mn podosit
beta 3 (B3) integrinlerine baglanmasi ve aktiflemesiyle FP mikrofilament sisteminin
disaridan igeriye aktivasyonuna, podosit FP motilitesine ve dolayisiyla efasmanina
neden olmaktadir (100). FSGS' 1li hastalarin ¢ogunlugu yiiksek suPAR serum
seviyelerine sahiptir. Daha yiiksek suPAR seviyelerin daha kotii patoloji (artmis
interstisyel fibrozis, tiibiiler atrofi ve glomeriiler kresent’ler) ve bobrek fonksiyonu ile
iligkili oldugu gosterilmistir (101). suPAR’m primer FSGS i¢in bir biyomarker olarak
kullanilmasi1 6nerilmistir ancak daha sonraki ¢alismalar bunu desteklememistir.

Primer FSGS' de izole edilmis bir baska potansiyel gecirgenlik faktorii, tahmini
molekiiler agirligi 22 kDa olan IL-6, B hiicresi uyarici sitokin ailesinin bir iiyesi olan
CLCF-1'dir. Tekrarlayan FSGS' li hastalarda CLCF-1 seviyeleri saglikli bireylere gore
100 kat daha yiiksek bulunmustur. CLCF-1"nin, podositlerin aktin hiicre iskeletinin
stabilizasyonunu bozarak FSGS' ye neden oldugu disiiniilmektedir. CLCF-1 izole
edilmis sican glomertillerinde ve kiiltiirlenmis fare podositlerin’de Nefrin ifadesini
azaltmaktadir (102). Fare podositlerinin CLCF-1 ile inkiibasyonu ile stres fiberleri
olugmus, aktin hiicre iskeleti diizenlenmesinde belirgin degisikliklere neden olmustur.
Bu degisikliklerin, CLCF-1 dozuna ve siireye bagli olarak artmasi, hiicrenin mekanik
veya metabolik stres altinda daha hassas ve daha hareketli bir fenotipe dogru
yonelmesi ile olustugu bildirilmistir (102).

Tekrarlayan FSGS ile giden hastalik tablosunda, hastalarin klinik 6rneklerinde
CD40 oto-antikorlar1 ve CD40 ligandinin (CD40L) artmis oldugu ve saglikli
kontrollere kiyasla FSGS' 1i hastalarda ¢oziintir CD40L diizeylerinin anlamli olarak

daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (103). Tanimlanmig 7 otoantikor (CD40, PTPRO,
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CGBS5, FAS, P2RY11, SNRBP2 ve APOL2) paneli arasinda CD40 oto antikorunun
transplant oncesi ylikselmesinin, FSGS' nin transplantasyon sonrasi niiksii ile en
yiksek korelasyon gosterdigi (%78 dogruluk) saptanmistir (104). Hastalarin
serumundan elde edilen CD40 antikorunun in vitro podosit kiiltiiriine eklenmesinin,
podositlerde aktin depolarizasyonuna ve hiicre iskelet hasarina sebep oldugu
gosterilmigtir (104, 105). CD40-CD40L sinyal yolunun bloklanmasmin podosit
hasarmi azalttigit ve c¢oklu glomeriilonefrit modellerinde koruyucu oldugu
gosterilmistir (104, 106). suPAR infiizyonunu takiben tekrarlayan FSGS'li hastalardan
izole edilen CD40 otoantikoru’nun infiizyonu, farelerde proteiniiriye yol agmistir ve
elektron mikroskobunda podositlerin silindigi goriilmistiir (105).

FSGS’nin yiiksek riskli hastalarda transplantasyon oOncesi plazmaferez ile
dolasimdan permeabilite faktorlerinin  kaldirilmasiyla Onlenebilecegi  veya
geciktirilebilecegi diisiiniilmesine karsin, rituximab-plazmaferez profilaksisinin FSGS

olusumunu 6nleyemedigi gosterilmistir (107).
Enfeksiyonlar

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonlar: ile birlikte eslik eden
mikrokistik tiibiiler degisiklikler ve aktif tiibiilo-interstisyel inflamasyon ile birlikte
kollaps/¢coken glomeriilopati’ye neden olabilmektedir (108). Parvovirus B19 (PVB19),
FSGS ve 6zellikle de kollaps nefropati ile baglantili olmasina ragmen nefrotoksik olup
olmadigi ve FSGS lezyonlariyla iligkisine dair kanitlar tam degildir (109). Bazi
hastalarda sitomegaloviriis, Epstein-Barr viriisii veya simian viriisii ile enfekte

olduklarinda FSGS lezyonlar1 goriilmiistiir (110).
Ila¢, Madde ve Toksinler

FSGS ile iliskili bulunan ilaglar, toksinler veya maddeler arasinda sigara, eroin,
interferon, lityum, pamidronat, mTOR inhibitorleri, anabolik steroidler bulunur (111-
113). Bir osteoklast inhibitorii olan pamidronatin, osteoklastin aktin hiicre iskeleti
tizerinde dogrudan toksik etkileri vardir. Podosit hiicre iskeleti iizerinde benzer bir
etkinin oldugu ve FSGS’yi indiikledigi one sirilmiistir (112). Podositler hem
interferon o hem de  reseptdrleri ve interferon y'ye yanit olarak MHC-11 antijeni ifade

etmesi ile interferonlar dogrudan  podositlere etki ederek FSGS'yi
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indiikleyebilmektedir (114). Anabolik steroidlerin kétiiye kullanimi da FSGS olusumu
ile iligkilendirilmistir (115).

Hastahklar

FSGS altta yatan hastaliklara bagli olarak da gelisebilmektedir. Bu
hastaliklarin baslicalar1 diabetes mellitus, hipertansiyon, obezite, renal arter stenozu,
kolesterol embolisi ve vaskiiler hastaliklardir ve glomeriiler hipertansiyon-
hiperfiltrasyon sonucu mekanik strese ve hasarin ilerlemesiyle de FSGS’ye yol
acabilmektedirler  (116-120). Maladaptif FSGS; glomeriiler hipertrofiye,
intraglomeriiler agirr ECM birikime sebep olmaktadir (121). Histopatolojik olarak
biiyiik glomertiller, glomeriiller arasinda sklerotik degisiklikler gosteren perihiler

skarlar ve podosit kismi ayaksi ¢ikintilarin efasmani goriiliir (122).
FSGS I¢in Hayvan Modelleri

FSGS patogenezini ve altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in hayvan
modelleri sik¢a kullanilmistir. Bu modeller arasinda en yaygin fare ve sigan modelleri
nefropatiyi ve potansiyel terapotik hedefleri incelemek igin kullanilmaktadir.

FSGS' yi aragtirmak i¢in kullanilan modellerin tiimii, podosit hasarina sebep
olmakta ve bdylece insan FSGS'sini taklit etmektedir. En 6nemli farklilik ise,
insanlarda primer FSGS cok daha sik karsilasilan bir hastalik formu iken, bir¢ok
hayvan modeli FSGS' nin sekonder formunu yansitmaktadir (10). Bununla birlikte, iki
hastalik formunun patofizyolojik mekanizmalar1 benzerdir ve ayni histopatolojik tablo
ile sonuglanmaktadir. Bu da FSGS'nin altinda yatan mekanizmalar1 anlamada hayvan

modellerinin kullaniminin gerekliligini gostermektedir.
Renal ablasyon modeli

Glomeriiler hastalig1 incelemek i¢in olusturulan ilk sigcan modelidir ve en sik
kullanilan modellerden biridir. Hipertansiyonu, belirgin bobrek hasarini1 ve FSGS' yi
indiikleyen 5/6 ablasyon modeli ¢ogu ¢alismada kullanir. 5/6 modeli, bir bobregin
cikarilmasi ve kalan bobregin 2/3' iiniin kesilmesiyle iiretilir. Bobrek kiitlesindeki ani
azalmaya bagl olarak glomeriiler yapidaki degisiklikler 2 hafta gibi erken bir siirede
tespit edilir. 7. haftada, glomeriillerin %50'sinden fazlasinda FSGS lezyonlar1 ortaya
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¢ikmaktadir (123). 4/6 renal kiitle azaltma modeli, hipertansiyona yol agmadigindan
ve sadece orta derecede renal disfonksiyon ve glomeriilosklerozu tetiklemesi
nedeniyle daha hafif-hastalik formu olarak kullanilir (124, 125). Si¢anlarin ¢ogu
glomeriiloskleroza duyarliyken, farelerde 129/Sv ve Swiss-Webster fareleri skleroz
gelisimine duyarli, C57BL/6 fareleri glomeriiloskleroz gelisimine oldukea direnglidir
(126).

FSGS gelisimi igin spesifik toksin modelleri de gelistirilmistir. Ozellikle
podositler i¢in toksik olan adriamisin, puromisin amino niikleozid ve streptozotosin
indiiklii modeller en sik kullanilan FSGS modelleridir (127). FSGS' nin siddeti
genellikle toksin dozuna bagli olarak arttifi icin glomeriiler hastalifin gelisimi
giivenilirdir ve incelenmesi nispeten kolaydir. Bu tiir modeller, proteiniirik
nefropatilerin gelisim mekanizmasini incelemek veya tedavilerin etkisini incelemek
icin uygundur (127). Spesifik toksinlerin yiiksek miktarda tek enjeksiyonu; podosit
ayak uzantisinin silinmesine, yetersiz filtrasyon bariyerine ve nefrotik sendroma neden

olabilmektedir.
Puromisin Amino Niikleozid (PAN)

Prokaryotlar ve Okaryotlarda protein sentezini engelleyen bir antibiyotiktir.
PAN, podosit aktin hiicre iskeleti yapisinin ve ayaksi ¢ikintilarin bozulmasina, slit
diyafram proteinlerinin ifadesinin azalmasi ve anormal dagilimi ile podosit hasarina
sebep olmaktadir (128). PAN nefropatisi, sicanlarda, ¢oklu intraperitoneal
enjeksiyonlar veya es zamanl tek tarafli nefrektomi ile birlikte veya tek basina
intravendz (i.v.) uygulama gibi c¢esitli indiiksiyon rejimleri yoluyla indiiklenebilir
(129, 130). Tek doz PAN (50-150 mg/kg viicut agirligl) uygulamasindan sonraki
giinler i¢inde masif proteiniiri gelismektedir (131, 132).

Adriamisin (ADR)

Primer FSGS'ye bagli olarak insan kronik bdbrek hastaliginda gozlenen
histolojik degisiklikleri yansitan, sicanlarda bobrek hasarinin iyi bilinen bir toksik
maddesidir. ADR, doza ve tiire gore degismektedir. Cogu sigan tiirleri, 1.5-7.5 mg/kg
arasinda degisen diisiik dozlarda ADR'ye duyarliyken ¢ogu fare tiirleri ADR' ye
direnglidir (133). Farelerde basarili bir model tiretmek igin daha yiiksek dozlarda ADR
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gereklidir. Ornegin erkek BALB/C’de 10.8 mg/kg (134) ve C57BL/c farelerinde 13—
25 mg/kg (135, 136) ADR gerekmektedir.

Streptozotosin (STZ)

Pankreasin insiilin iireten beta hiicreleri i¢in toksik olan, dogal olarak olusan
bir kimyasaldir. STZ, sican ve fare hayvan modellerinde diyabeti indiiklemek i¢in
kullanilmaktadir (137). STZ ile indiiklenen diyabetik nefropati, FSGS' nin
gelisiminden Once olmaktadir. Fare modelleri i¢in en sik kullanilan fare tiirleri
C57BL/6 olmakla beraber DBA/2, SHR (hipertansif model i¢in), MRL/MP, 129/SvEv,
BALB/c farelerde kullanilabilmektedir (138). Nefropatiyi igeren STZ modeli igin
standart diisiik doz uygulama onerilmektedir. Art arda bes giin boyunca i.p. 50 mg/kg
STZ enjekte edilmesi sonucu C57BL/6 farelerin yaklagik %50' sinde {i¢ hafta sonra
diyabet gelismektedir (139). STZ ile diyabetin indiiklenmesini takiben, normotansif
sicanlara (WKY) kiyasla hipertansif SHR farelerde bobrek hasarinin gelisimi
hizlanmaktadir (140). STZ, direngli suslar i¢in yiiksek dozlarda (1x200 mg/kg veya 2
X 100-125 mg/g) kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yiiksek dozlarda STZ'min
farelerde ve sicanlarda akut bobrek hasarina neden oldugu gosterilen spesifik olmayan
sitotoksisite etkisi olmasimnin, bulgularin yorumlanmasini zorlastirdigi sdylenmektedir
(141).

STZ ile indiiklenen Diyabetik Nefropati (DN) sican modelleri olusturulduktan
lic ay sonra mezengial alanin segmental genislemesi ile karakterize FSGS
goriilmektedir. DN i¢in yaygin olarak SD (Sprague Dawley), Wistar-Kyoto (WKY)
veya spontan hipertansif (SHR) kullanilir. Bu modellerde, erkek siganlar 16 saat ag
birakilir 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 glomeriiler lipidoz ile sonuglanan yliksek idrar seviyeleri ile devam eden
hiperglisemi ve hiperlipidemi gelisir.

Bu modeller haricinde Buffalo/ MWF (BUF Mna) (142) ve Munich-Wistar-
Fromter (MWEF) (143) spontan modelleri, difteri toksini (57), transgenik HIV (144),
Mpv-17'nin inaktivasyonu (145), a-actinin-4 knock-in, MyolE1 nakavt modeleri (50,
146), NPHS1, NPHS2 gen modifikasyon yaklasimlar1 (77, 147) veya podositler
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tizerinde Thy-1.1 antijeninin ekspresyonunun eklenmesi gibi (148) FSGS’ ye yol agan

modeller de kullanilmaktadir.
2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Bobrek Rejenerasyonu
2.4.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) kendini yenileyebilen ve en az ii¢ farklh
hiicre tipine farklilagabilen, trofik ve immunomodiilator etkileri olan multipotent
progenitdr hiicrelerdir. MKH’ler adipoz doku (AD), kemik iligi (KI), dermis, iskelet
kasi, trabekiiler kemik gibi bir¢ok farkli erigskin doku (149) yani sira, plasenta, kord
kani, amniyotik sivi ve amniyotik doku olmak iizere fetal dokulardan da elde
edilmektedir. MKH’ler kiltiir kosullarinda plastige yapismali, fibroblast benzeri
morfoloji gdstermeleri, stromal yiizey belirteg ifade etmeleri (CD105, CD73 ve CD90
icin >%095 pozitif) ama hematopoetik belirtecleri ifade etmemeleri (CD45, CD34,
CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR yiizey molekiilleri igin pozitiflik
<%?2), osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilagmalari ile karakterize
edilmektedirler (150).

MKH’ler hastaliklara bagli olarak ¢esitli hasar goren dokularin tedavisinde
kullanilmaktadir. MKH’lerin etkisi doku kaynagi, donor yasi, kiiltiir ortami, pasaj
sayis1, uygulama yolu, cevresel faktorler, hasarin seviyesi ve hastaligin tipine gore
degismektedir. Kemik iligi ve adipoz doku en ¢ok kullanilan MKH kaynaklari
olmasina ragmen, gobek kordonu ve gobek kordon kani kemik iligine kiyasla daha saf
izolasyon ve ekspansiyon potansiyeline sahiptir (151). Otolog hiicre uygulamalari i¢in
ise ozellikle adipoz doku kdkenli MKH’ler kullanilmaktadir (152).

MKH’ler kiiltiir ortamina bagli olarak osteosit, adiposit, kondrosit hiicrelerinin
disinda kardiyomiyosit-benzeri ve ndron-benzeri hiicrelere, diiz kas hiicrelerine ve
endotelyal hiicrelere farklilagabilmektedir (153, 154). MKH’ler farklilagsma
potansiyellerinin disinda dogal ve adaptif immiin sistem etkisi ile immiin cevabi regiile
etmektedir (155-159).

Mezenkimal kok hiicrelerin hasarli dokuya migrasyonu ve bir¢ok hiicre tipine
farklilagsmasi sebebiyle diyabette, kardiyak, karaciger, kemik ve bobrek hastaliklarin
tedavi etkinligini belirlemek icin deneysel aragtirmalar ve klinik uygulamalar

yapilmakta, calismalardan olumlu sonuglar alinmaktadir (160). Inflamasyon ile MKH’
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lerin immiinsiipresif etkisi ve biiylime faktdr tretimi uyarilmaktadir. MKH
plastisitesinin durumu, farkli inflamasyon seviyesine verdigi farkli cevaplara, sitokin
tiplerine ve immiinosiipresanlarin varligma veya yokluguna baglidir. Onemli bir baska
nokta da MKH’lerin normal ve inflamatuar dokularda davranisinin degisim
gostermesidir. Inflamasyon oldugunda MKH’ler inflamasyon alanma go¢ etme
yetenegi artmaktadir (161) ve multipotent farklilasma kapasitesi ile fonksiyonel
hiicreye farklilastig1 ve hasarli hiicrenin yerini aldig1 diisiiniilmektedir. Inflamatuvar
sitokinlerin cevabina bagli olarak, MKH’ler immiinoregiilatdr faktorler iireterek
inflamasyon siirecini diizenlemektedir. Ayrica, MKH’ler olduk¢a fazla miktarda
biiylime faktorii salgilayarak endotelyal, fibroblast ve doku progenitor hiicrelerini de
stimiile etmektedir (162). MKH’ ler salgiladiklari faktorler ile anjiyojenik, antifibrotik

etki gostererek dokularin rejenerasyonuna yardimci olabilmektedir (163).
Bobrek Kok/Progenitor Hiicreleri

Bobrekler hiicresel heterojenligi ile, ¢ok karmasik bir mimariye ve diger
organlara kiyasla daha diigiik rejenerasyona sahiptir (164). Vaskiiler, interstisyel,
glomeriiler ve tiibiiler bolmelere dagilmis 24'{in {lizerinde olgun kok hiicre tipine
sahiptirler (165). Renal rejenerasyon sirasinda hasarli bobrek kompartmanlarinin her
birinin onarimi i¢in ¢ok spesifik ve 6zellesmis mekanizmalar gerekmektedir.

Bobrek hasar onarim siireci i¢in fibrotik yaniti yavaglatmanin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Kok/progenitor hiicreler dokuyu yenileyebilmeli ve ayn1 zamanda
biiyiime faktorlerini salgilama kapasiteleri araciligiyla hiicre dis1 matriks birikimini
onleyebilmelidir (166). Podositlerin kendini yenileme kapasiteleri bulunmadigindan
glomertiler parietal epitel hiicrelerinin (cogalan ve podositlere komsu olan) glomertiler
kapillerlere go¢ edebilecegini ve podositlere farklilagabilecegini 6ne siiriilmektedir
(167). Bobrek kok hiicrelerin birkag nigi tanimlanmis olmasina ragmen, rollerinin ne
oldugu, mekanizmalar1 ve bobrek hasar1 sonrasi onarimlarda nasil davrandiklar1 halen
bilinmemektedir. Yine de bobrek kok hiicrelerinin, hasarli bobrek dokusunun yeniden
modellenmesi igin terapotik hedefler olabilecegi diistiniilmektedir (168).

Kok/progenitér  hiicreler embriyonik donemde epitelyal hiicrelere,
miyofibroblastlara, diiz kas hiicrelerine ve embriyonik metanefrik mezenkime

farklilagabilir (169). MKH’ler, boébregin embriyogenezinde Onemli bir rol
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oynamaktadir (170). Yetiskin bobrekte, yerlesik renal kok/progenitor hiicreler ve
kemik iligi kaynakli dolagimdaki kok/progenitdr hiicreler olmak iizere farkli iki
kaynak, anti-inflamasyon ve immunmodiilasyon yoluyla lokal onarim siireglerini
biiyiik 6l¢iide kolaylastirmaktadir (171-173).

Fare ve insan erigkin glomeriillerinde MKH fenotipine sahip yerlesik
progenitor hiicreler bulunmustur (174, 175). Bu hiicreler, belirli kiiltiirel kosullar
altinda mezodermal soylara, endotelyal hiicrelere, podositlere ve mezengial hiicrelere
farklilagabilir. Diger bobrek kok/progenitdér hiicrelerden farkli olarak CD133'i
eksprese etmezler. Bu hiicreler sadece bir MKH fenotipi sergilemekle kalmaz, ayni
zamanda KI-MKH'lerde negatif olan embriyonik k&k hiicre (EKH) belirtegleri CD24
ve Pax-2'yi ifade eder (174).

Bowman kapsiiliindeki renal kok/progenitor hiicreler, yliksek kendini yenileme
ve ¢oklu soya farklilagma potansiyelinin yanisira MKH belirteci CD44'% ifade eden,
ancak soya 0zgii belirtecleri olmayan pariyetal epitel hiicrelerinin 6zel bir tiiriidir
(174). Bowman kapsiilinde MKH ve bobrek kok hiicre belirtegleri CD24 ve PAX2
ifade eden bir CD133-CD146+ hiicre popiilasyonu igerir. Glomeriiler mezenkimal
CD133-CD146+ popiilasyonu (Gl-MKH) kendini yenileme yetenegi, klonojenisite ve
coklu farklilasma potansiyeli sergilemistir. Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilasmaya ek olarak, bu hiicrelerin Nefrin, Podosin ve Sinaptopodin gibi podosit
belirteclerini ifade ettigi ve endotel hiicrelerine ve epitel hiicrelerine farklilasabildigi
gosterilmistir (176). MKH benzeri hiicrelerin kékenini belirlemek i¢in erkek donérden
izole edilen GI-MKH’ler, disi bir alictya nakledilmis ve disiden alinan bdbregin
glomeriillerinden izole edilen MKH benzeri hiicrede 48 metafazin karyotipinde XY
kromozomu bulunmustur (174).

Tiibiillerde 6zellikle proksimal tiibiillerde de kok/progenitor hiicreler vardir
(177, 178). Cogu, tiibiiler epitel hiicrelerine farklilasabilir ve hatta adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik soylar gibi mezodermal soylara farklilasabilir. Bu
hiicrelerin PAX2 gibi renal EKH belirteclerinin yan1 sira MKH benzeri igsi bir
morfoloji gosterdigi, CD90 pozitif, CD44 pozitif, CD133-negatif oldugu gosterilmistir
(177). Diger galismalar, diger tiibiiler hiicrelerden morfolojik olarak farkli olmamasina
ragmen, tiibiil kok/progenitdr hiicrelerin bazi MKH belirtecleri yani sira PAX2 icin de

pozitif oldugunu gostermektedir (178). Baska bir ¢alisma, bu hiicrelerin kendilerini
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yenileyebildigini ve tiibiil epitel hiicrelerine farklilasabildigini, MKH belirteci olan
CD44'i ve bobrek kok/progenitdr hiicre belirteci PAXS8’i ifade ettiklerini
gostermektedir. In vitro ortamda mezodermal soylara farklilasabilmektedirler (179).
Erkek fareden disi fareye Ki-MKH transplantasyonu sonrasi, disi bobrekte Y
kromozomlu bazi Ki-MKH'lerin, morfolojisi ve lokalizasyonu agisindan podosit
fenotipi gosteren hiicreler ile ve tiibiil epitel hiicreleri ile glomeriillerde ko-lokalize
oldugu bildirilmistir (180). Bu ¢alisma, dolasimdaki KIi-MKH'erin bdbrege
yerlestigini, tiibliler epitel hiicrelerine ve podositlere farklilagsabilecegini
gostermektedir. Ayrica, EGFP (enhanced-yesil floresan protein) isaretli Ki-MKH'
lerin i.v. uygulamasi ve ardindan glomeriillerde dolasan EGFP+ hiicrelerinin PBS ile
yeterli perfiizyon sonucu izole edilerek incelenmesi; bu hiicrelerin glomeriiler
mezengial hiicrelerinin ¢esitli 6zelliklerini ve belirteglerini sergiledigini gostermistir
(176). Bu hiicrelerin sayilarinin zamana bagli bir sekilde artigmin gézlenmesi, Ki-
MKH 'lerinin bdbrek hasarindan sonra bobrege goc etme ve mezengial hiicrelere

transdiferansiye olma yetenegine sahip oldugunu diisiindiirmektedir (181).
MKH’ler ve Bobrek Rejenerasyonu

Doku tamiri, uyarilan hiicreler ve salgilanan faktorlerin beraber hareket etmesi
ile anjiyogenez, ekstraseliiler matriks yeniden diizenlenme ve doku progenitor
hiicrelerinin farklilagsmasi ile gerceklesmektedir.

Bobrek hasarma bagli hiperfiltrasyon, renin-angiotensin aldosteron sistemini
(RAAS) aktive etmekte ve proteiniiriye sebep olmaktadir. Tiibiillerde anjiyotensin II
(Angll) ve protein gecirgenliginin artmasi ile inflamasyon, glomeriil ve tiibiillerin
fibrozisi olusmaktadir. Inﬂamasyon bolgesinde IL-1, IL-6, TNF-a sitokinlerinin ve C-
reaktif proteinin artmasina, RAAS degisimine, ateroskleroz, reaktif oksijen tiirlerinin
birikimine, endotelyal disfonksiyonuna MKH sayisinin, proliferasyonunun,
migrasyonunun azalmasi ile birlikte apoptozisin ve yaslanmanin artmasi eslik
etmektedir. Bu nedenle MKH’lerin yerine konulmasi doku tamir siirecinde énemlidir
(182).

Bébrek hasari olan hayvan modellerinde ve hastalarda Ki-MKH uygulamasina
ait olumlu veriler mevcuttur. MKH’lerin major histokompabilite komplex-I1 (MHC-

I1) genini ifade etmemeleri, MHC-I’i ¢ok diisiik seviyede ifade etmeleri sebebi ile
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immiin ret olusmamaktadir (183). MKH’lerin iiretim kolayligi, yiiksek miktarda
ekspansiyon potansiyeli, immiinomodiilatér &zellikleri, diisiik immiinojenite ve
multipotent farklilasma 6zelligi ile glomerulopati tedavilerinde oldukga etkilidirler
(184). Sigan, fare gibi hasar modeli olusturulan in vivo galismalarda, modelin
kendisine ait MKH’ler yani sira insan kaynaklit MKH’lerin uygulanmasi ile de etkili
sonuglar alinmaktadir (185-187).

MKH'ler, iskemik reperflizyonu olan farelerde bobrek fibrozisini azalttigi
(188), fare akut bobrek yetmezliginde MKH i.v. uygulamasi sonucu MKH'lerin
tiibiiler epitele transdiferansiyasyonu ile yapisal ve fonksiyonel renal tamiri artirdig
gosterilmistir (189). Ayrica, MKH’ler nekrozu azalmakta, bobrek fonksiyonu ve
mezengial hiicre proliferasyonunu artirmaktadir (190).

Parakrin etkisi ile akut renal hasar modellerinde hastaligin ilerlemesinin
azalmasma yonelik MKH etkisi de saptanmistir. MKH tedavisinin tip 1 diyabetik
nefropatili sicanlarda mikroalbuminiiriyi azalttigi ve bobrek fonksiyon hasarlarimi
diizelttigi gosterilmistir (191). MKH’lerin mikroalbuminiiri iizerine terapotik etki
mekanizmasi tam bilinmemekle beraber podosit hiicre hasarini azaltarak etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Diyabetik nefropatili farelerde ise, EGFP+ KIi-MKH'lerin
uygulanmasindan sonra tedavi edilmeyen farelerde belirgin glomeriiler ve tiibiiler
histopatolojik degisiklikler (skleroz, mezengial genisleme, tiibiiler dilatasyon, protein
silindirleri, podosit kayb1) gozlenirken, MKH ile tedavi edilen farelerde, MKH’lerin
renoprotektif etki gosterdigi ve tiibiiler yapida sadece hafif bir genisleme oldugu
goriilmiistiir. EGFP+KI-MKH'ler, diyabetik farelerin bobreginde bulunurken, saglikli
farelerde saptanmamustir (192). EGFP+ si¢anlarin kemik iliginin saglikli sigcanlara
nakledilmesinden sonra, Ki-MKH'lerin, glomeriiler kapiller damarlar icin yapisal
destek saglamak tizere, mezengial hiicrelere farklilastigi da gosterilmistir (193).

Sican iskemi-reperfiizyon hasarindan hemen veya 24 saat sonra sol karotid
arterden MKH” lerin uygulamasiin proinflamatuar sitokinler IL-1p, TNF-a, IFN- y
ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (NOS) ifadesini 6nemli dl¢iide azaltmis ve anti-
inflamatuar IL-10 ve bFGF yan1 sira TGF-a ve Bcl-2 ifadelenmelerini tedavi edilen
bobreklerde yliksek oranda artirarak bobrek fonksiyonunda anlamli bir iyilesmeyi
sagladigi, hiicre proliferasyonunun hizlandirdigi ve transplantasyondan sonra

apoptozu azalttig1 gosterilmistir (194). MKH'ler iskemik reperfiizyonu olan farelerde
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bobrek fibrozisini azaltmaktadir (188). Fare akut bobrek yetmezliginde MKH'lerin i.v.
uygulamasi ise tiibiiler epitele transdiferansiyasyonu ile yapisal ve fonksiyonel renal
tamiri artirmaktadir (189). MKH wuygulamasi nekrozu azaltmakta, bobrek
fonksiyonunu ve mezengial hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir (190). Hem kiiltiir
ortamlarinda yapilan in vitro modellemeler hem de in vivo hayvan modellerinde
yapilan diger calismalarda Ki-MKH'lerin podositlere, mezengial, tiibiiler epitel
hiicrelere vb. transdiferansiye olabildigi gosterilmistir (189, 195-197).

Adriamycin ve PAN modellerinde gobek kordonu MKH'ler (GK-MKH'ler)
veya KI-MKH uygulamas: ile podosit kayb1 azalmakta, renal fonksiyon artmaktadir
(198, 199) MKH'lerin glomeriiler podosit-pariyetal epitelyal hiicre kopriileri
olusturarak ve Bowman kapsiili boyunca NCAM+ progenitoér hiicre dagilimin
diizenleyerek glomeriilosklerozu azalttigi diistiniilmektedir (198). MKH'lerin bobrek
tizerindeki onarim etkisinin, dogrudan hedef hiicreler tarafindan degil, hasarl
bobreklerdeki inflamatuar reaksiyonlar1 azaltmak i¢in karmasik bir parakrin
mekanizma yoluyla uyarildigr ve bu mekanizmanin, 6zellikle daha sonraki onarim
déneminde 6nemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre flizyonunun da, diisiik
olasilikli bir olay olmasina ve onemli terapotik etkilerle celismesine ragmen, bir

onarim sekli olma olasilig1 dislanmamalidir.
MKH’ler ve Lisanslama

MKH uygulamalarinin en o6nemli zorlugu engrafmanidir ve uygulanan
hiicrelerin ¢cogu akcigerlerde tutuldugundan ¢ok azi diger organlara gidebilmektedir.
MKH’lerin ~%40 kadarinin hasarl alana gidebildigi, 72 saat icerisinde ise ~%90’1nin
apoptoza gittigi veya kotii mikrogevre nedeniyle 6ldigi saptanmistir (200). MKH’
lerin transplantasyondan sonra az oranda istenilen bolgeye ulasan hiicre miktar1 da
doku cevresindeki inflamatuar mediatorler, superoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerinin artmasina bagl oksidatif stres, iskemi, yetersiz besinler, bozulmus
ekstraseliiler matriks (ECM), diisiik oksijen/hipoksi nedeniyle bozulmakta, hiicre sag
kalimini ve rejeneratif etkisini onemli oranda kaybetmektedir (201). Diger bir deyisle,
MKH tedavisinin etki potansiyeli hasarli bolgeye ulagsma kapasitesi, hasarli alandaki
sag kalimi ve bobrek hiicreleriyle etkilesimine baglhidir ve hiicrelerin canliligl,

mikrocevre kontrolii icin MKH kapasitesinin artirilmasi gerekmektedir. Bu amagla
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cok sayida strateji  gelistirilmektedir.  Hiicreleri uygulama  Oncesinde
hazirlik/indiiksiyon ve modifikasyon gibi 6n kosullandirma veya lisanslama olarak
nitelendirilen (Ingilizcede priming) stratejiler umut vericidir. Bu stratejilerin
baslicalar sitokinler veya kimyasal bilesiklerle MKH’lerin inkiibasyonu veya birlikte
enjeksiyonu, hipoksi ile stimiilasyonu ve genetik modifikasyonlaridir. Bu stratejiler,
MKH’lerin engrafmanini, immiin diizenleyici etkisini, doku tamirine -etkisini,
rejenerasyon yetenegini, ROS’a direncini ve sag kalimini artirabilmektedir (202-204).
MKH’lerin lisanslama stratejisi patolojik kosullara gére degismektedir. Ornegin timor
mikrogevresi icin MKH’ler kiiltiirde immiin sistemin aktivasyonunu uyaran interferon
beta (IFN-B), IL-2, 1L-12, IL-21 ile ve apoptozu tetikleyen IFN-o, TRAIL ile
uyartlmaktadir (205). TNF-a, IL-17, IFN-y ve hipoksi MKH’lerin immiinomodiilator
Ozelliklerini artirmakta, IGF-1, HGF, SDF-1, hipoksi ve ATRA, migrasyonu ve
proliferasyonunu; melatonin, sfingosin-1-fosfat (S1P) sagkalimini; 3 boyutlu (3D)-
kiltir, TNF-a, TGF-B1, bFGF, FGF-2, Apelin-13 angiogenez kapasitesini
artirmaktadir (2, 202, 206-208).

Akut bobrek hasar1 hayvan modellerini kullanan ¢calismalarda, tek basina EGF,
HGF veya IGF-1 gibi biiylime faktdrlerinin uygulamasi ile, rejenere olan proksimal
tiibiilde DNA sentezi artmakta, hasar diizeyi azalmaktadir (209). KI-MKH’ler de IGF-
1, HGF, VEGF salgilayarak organ rejenerasyonunu artirmaktadir (164) ve bobrek
fonksiyonunun artig1 nedeniyle mortalite azalmaktadir (210-212). Fare akut bobrek
hasar1 modelinde, fare KI-MKH’leri mitojenik ve sag kalim faktorii IGF-1'i iireterek
akut bobrek hasarinda tiibiiler hiicre onarimi iizerinde artis saglamaktadir (213).
HGF'nin renal tiibiiler epitel hiicreleri lizerine mitojenik etkileri vardir ve bu etki
sadece bir indiiktor olarak degil, ayn1 zamanda renal rejenerasyon ve kompansatuar
renal biiylimede modiilasyon ile gergeklesmektedir (214). MKH’lerin IGF-1 veya
HGF ile indiiksiyonu akut bobrek hasarinda da etkilidir (215-217). Kombine
uygulamasi ise domuz myokardial enfaktiis modelinde neovaskiilarizasyon artigini

saglamaktadir (218).
2.5. Insulin Benzeri Bilyiime Faktorii-1 (IGF-1)

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

karacigerde sentezlenen bir hormondur ve sentezi hipofiz bezinden salgilanan biiyiime
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hormonu/growth hormon (GH) tarafindan diizenlenir. IGF-1 proteini 70 amino asitten
olusan, yiiksek oranda korunmus tek zincirli bir polipeptittir ve IGF-1 geni tarafindan
kodlanmaktadir (219). Insan IGF-1 geni 12922-24 kromozom bdlgesinde lokalizedir,
6 ekzon ve 5 introndan olusur ve tiim memelilerde benzer sekilde yaklasik ~85 kb
uzunlugundadir (220). IGF-1, hemen hemen tiim dokular tarafindan sentezlenir ve
dolasimda GH sekresyonunun hipotalamik/hipofiz regiilasyonu iizerindeki negatif
feedback/geribesleme inhibisyonundan sorumludur (221). IGF-1 yasam boyunca doku
bliylimesi ve anabolik siire¢lerde yer alir, doku onariminda, metabolizmanin

kontroliinde ve hastalik patogenezinde rol oynar (220, 222, 223).
IGF-1 Sinyal Mekanizmasi

Dokularda ve dolagimda IGF-1, yiiksek afinite ile IGF baglayici proteinlere
(IGFBP'ler) baglanmakta ve IGF-1’in aktivasyonunu veya inhibisyonunu
diizenlemektedir. IGF-1, membrana bagli bir tirozin kinaz olan reseptorii (IGF-1R) ile
etkileserek hiicre i¢i otofosforilasyonu, enzimatik aktivasyonu ve insiilin reseptorii
substrat-1 (IRS-1) protein fosforilasyonunu baglatir. IRS-1 tirozin bolgelerinden
fosforilasyon, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ve mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) yollar1 gibi birkag¢ hiicre i¢i sinyal yolunun aktivasyonuna yol acar. Hiicre
biiylimesi, cogalmasi, farklilasmasi, olgunlasmasi, sag kalim ve glukoz regiilasyonu
tizerine etkisi PI3K-Akt ve RAS, RAF, MAPK sinyal yolu aktivasyonu tarafindan
desteklenir (Sekil 2.2.)

IGF-1’in Bobrek Gelisimi ve Hasarindaki Rolii

IGF-1, prenatal ve postnatal bobrek biiyiime ve gelisiminde kritik rol oynayan
diizenleyicilerden biridir (224, 225). Renal IGF-1, karaciger ve bobrek olmak tizere iki
farkli kaynaktan koken alir. Esas olarak karacigerde sentezlenen IGF-1, dolagimdaki
IGF-1'in =%75'ini olusturur (226, 227) ve IGF baglayici proteinler (IGFBP'ler) ile
hiicre yiizeyine baglandiginda hedef dokular iizerinde endokrin bir sekilde etki eder.

Bobrekte lokal olarak sentezlenen IGF-1, renal hiicre metabolizmasi i¢in
otokrin veya parakrin diizenleyici faktor olarak gorev yapar (228, 229). Hipofizektomi
uygulanmis sicanlara GH uygulamasi ile IGF-1 mRNA ifadesinin ve lokal renal IGF-

1 {retimini arttirdigi gosterilmistir (228-231). IGF-1’in hem mezengial hiicrelerde
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(232), hem de podosit hiicrelerinde ifadesi saptanmistir (233). GH sinyalinin, aktin
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde ve ayrica ROS seviyelerini diizenlemede

dogrudan bir rolii oldugu gosterilmistir (233).
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Sekil 2.2. IGF-1 sinyal yolagi. IGF-1, IGF-1R'ye baglanir ve IRS-1'i aktive eder.
IRS1'in fosforilasyonu, PI3K ve MAPK gibi hiicre i¢i sinyal yolagi
aktivasyonuna yol agar. Hiicre biiylimesi, proliferasyonu, farklilagmasi,
olgunlagmasi, hayatta kalmasi ve glukoz regiilasyonu tizerine etkisi, PI3
kinaz-AKT ve RAS, RAF, MEK MAPK sinyal yolaginin aktivasyonu ile
desteklenir. IGF-1, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1; IGF-1R, insiilin
benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii; IRS-1, insiilin reseptorii substrati 1;
PI3K, fosfatidilinositol-3 kinaz; PDK 1, Fosfoinositide bagimli kinaz-1;
Akt, serin/treonin spesifik protein kinaz; Shc, She adaptor proteini; SOS1,
SOS Ras/Rac guanin niikleotid degisim faktorii 1; GRB2, biiyiime faktori
reseptoriine bagl protein 2; Raf, Hizla hizlanan fibrosarkom kinaz
proteini; MEK, MAPK/ERK kinaz veya mitojenle aktive olan protein
kinazlar/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar; ERK, Hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz.
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GH/IGF-1 yolagi, glomeriilin tiim bilesen hiicreleri iizerinde etkiler
gostermektedir. GH ve oOzellikle IGF-1, mezengial hiicre ¢ogalmasint ve gociinii
uyarir. GH ve IGF-1'in iki yonlii etkileri nedeni ile podosit fonksiyonundaki fizyolojik
rolii karmasiktir. Hiperhomosisteinemiye bagli podosit disfonksiyonu modelinde, GH,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) aktivasyonunu bloke
ederek glomeruloskleroza yol acan epitelyal-mezenkimal gegisi inhibe etmektedir
(234). IGF-1, kemoterapi ajan etopozid varliginda podosit hiicrelerinin apoptozunu
azaltarak, sag kalimini artirmaktadir (235). Podosit aktin hiicre iskeletinin yeniden
organizasyonunu etkileyen reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ile GH'min podosit
fonksiyonu iizerinde olumsuz etkiler gosterdigi de belirlenmistir (233).

IGF-1 nakavt edilen kemirgen modelinde kiigiik bobrekler, azalmis nefron
sayist ve azalmig glomeriiler boyut gozlenmistir (236). Ayrica IGF-1'in, IGF
sinyalizasyonu ve PI3K yolu ile birlikte podosit sag kaliminda 6nemli bir faktor oldugu
gosterilmistir (235). IGF-1 sinyali, diyabetik nefropati gibi bobrekle ilgili bir¢ok
patolojide artmaktadir. Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik siganlarda, bir NO
sentaz inhibitorii olan L-NAME'in (N omega-Nitro-L-arginin metil ester hidrokloriir)
bobrek hiper-filtrasyonunu, hipertrofisini ve renal IGF-1 ekspresyonunu azalttigi
gosterilmistir (237). IGF-1'in inhibe edilmesinin bobrekte hipertrofi ve albliminiiri
tizerinde higbir etkisi olmamistir (238). Kronik diyabetik bobrek hastaliginda, serum
IGF-1 seviyesi bobrek hasar1 veya proteiniiri ile iliskilendirilmemis olsa da, serumda
diisiik IGF-1, son donem bdbrek hastaligi hastalarinda artmis mortalite ile baglantili
oldugu raporlanmistir (239).

IGF-1’in Terapétik Etkisi ve Kullanim Modelleri

IGF-1 hemen hemen her dokuda sentezlenmekte ve salgilanmasindaki
degisiklikler birgok sistemi etkilemektedir. IGF-1, hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina
ilerlemesini sagladig i¢in “ilerleme/progresyon faktorii” olarak da bilinir. IGF-1 diger
bliylime faktorlerinin proliferatif etkisini desteklemekte, diyabet, iskemik ve noronal
hasar gibi patolojik durumlarda koruyucu bir etki gostermektedir (240, 241). IGF-1'in
inflamatuar siire¢lerde diizenleyici olarak bagisiklik sistemi yanitinda yer aldigi ve

ROS birikimini azaltarak oksidatif stresi azalttig1 diistiniilmektedir (242, 243).
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Fare tek tarafli obstriiksiyon renal fibroz modelinde IGF-1, Bcl-2 ve
ERK/MAPK sinyal yolunun up-regiilasyonunu saglayarak bobrek epitel hiicrelerin
apoptotik hiicre oliimiinii azaltmistir (244). Akut bobrek hasarinda IGF-1'in hasarh
proksimal tiibiillerde artmis olmasi, onarim siirecine dahil oldugunu diisiindiirmektedir
(224, 245). IGF-1 tedavisi, nefron rejenerasyonunu ve katabolik hizin azalmasiyla
iligkili olarak iyilesmeyi hizlandirmaktadir (211). Sigan ag¢lik modelinde IGF-1,
glomertiler filtrasyon hizin1 ve bobrek plazma akisimi arttirmaktadir. Preklinik
calismalarda gbzlemlenen bu etkilere ragmen, klinik ¢aligmalarda IGF-1"in 6énemli bir

etkisi saptanamamustir (246-248).
IGF-1 ile Lisanslanan MKH’ler

Endokrin/parakrin etkiler tarafindan salgilanan anti-inflamatuar molekiiller,
IGF-1, VEGF, HGF gibi biiylime faktorleri, ¢oziiniir faktorler ve kemokinler igeren
bir dizi koruyucu faktor araciligiyla mezenkimal kok hiicreler bobrek hasari
onariminda rol almaktadir (249). Renal proksimal tubiiler hiicrelere (PTEC) sisplatin
ile hasar verildikten sonra MKH’ler ile ko-kiiltlir, PTEC proliferasyonunu artirarak
koruyucu bir etki saglamistir. Bu etkinin MKH’lerde yiiksek oranda ifade edilen IGF-
1 mRNA'st ve proteini ile gerceklestigi ve IGF-1 bloke edilmesi ile PTEC
proliferasyonunun azaldigir gosterilmistir. Ayrica fare sisplatin bobrek hasar
modelinde IGF-1’i susturulmus MKH’lerin uygulanmasi, bobrek fonksiyonu ve
tiibiiler hiicre onarimi {iizerindeki etkisini normal kontrol MKH’lerine gore
simirlamigtir. Boylece IGF-1’in akut bobrek hasarinda hiicre onariminda faydali
etkileri oldugu sonucuna varilmistir (213).

Sisplatin indiiklii fare akut bobrek hasar modelinde 20 ng/ml IGF-1 ile 24
saatlik 6n kosullandirmis MKH’lerin (IGF1_MKH) uygulanmasi, hiicre engrafmanini
ve bobrek fonksiyonunu artirmaktadir. Ayni ¢alismanin in vitro kisminda
IGF1_MKH’larin CXCR4 ifadesini ve MKH'lerin gdc¢iinii arttirdigint ve H20; ile
indiiklenen hasara kars1 IGF1_MKH duyarliligini azalttigi gosterilmistir (215). Baska
bir caligmada, IGF-1 ifade eden plazmit tasiyan gébek kordonu MKH'ler (GK-MKH)
gentamisin ile indiiklenen akut bobrek hasari siganlarina uygulanmasi sonrasi, kontrol
MKH'lere (GK-MKH veya GK-MKH vektorii) kiyasla tiibiillerde daha az nekrotik ve

dilate tiibiil, tiibiillerde daha az efiizyon bulunmustur (216). IGF-1'in zorlanmis ifadesi
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ile GK-MKH'lerde CXCR4 ifadelenmesi ve migrasyon kabiliyetinde artis oldugunu
gostermistir. Ayni ¢alismada, IGF-1 zorlanmis ifadesi ile GK-MKH’ lerde azalmis
apoptotik kaspaz 3, IL-6, TNF ve siklooksijenaz-2 (COX-2), ROS seviyeleri, artmis
anti-apoptotik Bcl-2, anti inflamatuar TGF- B ve IL-10, antioksidan eNOS seviyeleri
gosterilmistir (216).

2.6. Hepatosit Bilyiime Faktorii (HGF)

HGF, scatter/sa¢ilma faktorii (SF) olarak da bilinen, mezenkimal kokenli
hiicrelerden {iiretilen ve bir¢ok epitel hiicreleri {izerinde mitojenik ve morfojenik
aktivitelere sahip olan bir polipeptittir (250-252). HGF; embriyonik gelisim sirasinda
epitelyal hiicrelerinin dogru proliferasyonunu ve morfogenezini saglayarak,
mezenkimal hiicre etkilesimleri ile karaciger, bobrek, akciger, bagirsak gibi cogu
organin olusturulmasinda rol oynar (253). Organ gelisimi sirasinda karaciger, bobrek,
pankreas, akciger gibi mezenkimal ve epitel kokenli dokularda (254), yetiskinlik
doneminde mezodermal kokenli dokularda (6rn. fibroblastlar, trombositler,
mononiikleer hiicreler) ifade edilir (255, 256). HGF geni tiirler arasinda yiiksek oranda
korunmus olup (257), insanlarda 7g11.2-21 bolgesinde lokalizedir (250).

HGF'nin inaktif onciisii pro-HGF halinde hiicre i¢inde bulunur ve doku
hasarina yanit olarak aktif formuna doniistir (258-260). Aktif formuna doniismesi igin
aktivatorleri ile hiicre disinda proteolizi gerekir. HGF, bir tirozin kinaz reseptdrii ve
bir protoonkogen olan c¢-MET'e baglanir. c¢-MET, ligand kaynakli reseptor
dimerizasyonu ile oto-fosforile edilir (261, 262). c-MET’in tirozin bdlgelerinden
otofosforilasyonu, PI3K-Akt, Paxillin-Fak, Stat3/5 ve Ras/Raf/MAPK gibi hiicre i¢i
sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile (263) hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini,
farklilagmasini, invazyonunu, motilitesini ve ayrica tiibulogenezi ve aktin hiicre

iskeleti hareketliligini saglar (264-266) (Sekil 2.3.).
HGF’nin Bobrek Gelisimi ve Hasarindaki Rolii

HGF ilk olarak hepatektomize siganlarin serumunda tanimlanmistir (255).
Daha sonra, primer kiiltiirde sigan hepatositlerinin ¢ogalmasini ve DNA sentezini
uyaran bir faktor olarak saflastirilmasi ve karakterizasyonunun tamamlandiktan sonra

isimlendirilmistir (267). HGF, embriyonik donemde organ gelisimi igin gereklidir.
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Eriskin donemde bazal diizeyde doku homeostazini saglarken doku hasarina bagl
olarak plazma diizeyi artmaktadir (268).

HGF; karaciger, bobrek, beyin, kalp ve deri gibi bir¢ok organda sentezlenir ve
bliylime, gelisme, rejenerasyon, onarim, fibroz, yeniden modellenme, onkogenez ve
anjiyogenez gibi siireclerde yer alir (269-274). HGF, ayrica Racl (275) ve ROS
tiretimini diizenleyen enzim NADPH oksidaz aktivitesini diizenleyerek hiicre
canliligin1 ve doku onarimini artirir (276).

Karacigerde oldugu gibi, parsiyel nefrektomi sonrasi geriye kalan bobrek
dokusu nefronlarin kaybina adapte olarak biiyliyerek doku kaybini telafi etmektedirler.
Tek tarafli nefrektomi ile akut bobrek hasari sonrasinda renal rejenerasyonun
baslamasindan once, bobreklerde ve saglikli organlarda (akcigerler gibi) HGF mRNA
ve protein seviyeleri artmast HGF'nin parakrin ve endokrin etkilerle renal
rejenerasyona dahil oldugunu disiindiirmektedir (277, 278). Akut bobrek hasari
olusumundan 24 saat sonra ise bobrekteki HGF'nin total protein diizeyi diismektedir
(279, 280).

Bobrekte HGF'nin ana kaynaklar1 makrofaj, epitelyal, endotelyal ve mezengial
hiicrelerdir. HGF-C-MET interaksiyonu ve regiilasyonunun stabilizasyonu, epitel
mezenkimal gegis (EMT) ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesi igin kritiktir (281).
Anormal sekilde aktive olan HGF/MET sinyali, tim6r olusumu ve metastaz ile
iliskilidir (282). Renal fibrozis olusumu TGF-B1’in; 1) podosit, endotelyal ve tiibiiler
epitel hiicre apoptozunu indiiklemesi ile, 2) biiylik miktarlarda matriks bilesenleri
iiretmek i¢cin mezengial hiicreleri ve interstisyel fibroblastlar1 aktive etmesi ile ve 3)
podositlerin, tiibiiler epitel hiicrelerinin mezenkimal gegisini baglatmas1 ile
tetiklenmektedir (283, 284). HGF, diyabetik nefropati, obstriiktif nefropati, 5/6 renal
ablasyon ve kronik allogreft nefropatisi dahil ¢esitli kronik bdbrek hastaliklarinin
baglamasini ve ilerlemesini onleyen TGF-B1’in profibrotik hareketlerini dogrudan
antagonize eden giiglii bir anti-fibrotik yetenege sahip endojen bir renoprotektif
faktordiir (285-291). Sigan renal interstisyel fibroblastlarda (NRK-49F) yapilan bir
calismada HGF, aktive edilmis Smad-2/3 niikleer translokasyonunu bloke ederek
TGF-B1'in profibrotik etkisini antagonize etmekte ve myofibroblast aktivasyonunu

baskilamaktadir (292). Glomeriiler mezengial hiicrelerde ise HGF Smad ko-represorii
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Sekil 2.3. HGF sinyal yolagi. HGF, reseptorii c-met'e baglanir. Otofosforile edilmis c-
met, PI3K-AKT, FAK, JAK/STAT, Rac/Rho ve Ras/Raf/MEK,
ERK/MAPK gibi ¢esitli hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonuna yol
acar. HGF, Hepatosit biiylime faktorii; PI3K, fosfatidilinositol-3 Kinaz;
AKT, serin/treonin spesifik protein kinaz; mTOR, rapamisinin memeli
hedefi; JAK, Janus kinazi; STAT, sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii; Raf, Hizla hizlanan fibrosarkom kinaz proteini; MEK,
MAPK/ERK kinaz veya mitojenle aktive olan protein kinazlar/hiicre dist
sinyalle diizenlenen kinazlar; ERK, Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz;
MAPK, mitojenle aktive olan protein kinazlar.

TGIF'nin degradasyonunu Onleyerek stabilizasyonunu saglamakta, a-SMA ve
tip | kollajen ekspresyonunun baskilayarak TGF- 1 aracili mezengial hiicre
aktivasyonunu inhibe etmektedir (292). Proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde
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(PTEC'ler) ve tek tarafli lireter obstriiksiyonunda (UUO) TGF-f tarafindan indiiklenen
in vitro ve in vivo bobrek fibrozis modellerinde c-Met agonistik monoklonal antikoru
denenmistir (293). Calismada, c-MET agonistik antikoru tarafindan aktive edilen HGF
sinyali, kollajen 1, fibronektin ve a-SMA gibi fibrozis belirteglerini ve apoptoz
belirteci Bax-2’yi azaltmis ve hiicre-hiicre adezyon molekiilii E-kadherin’i ve anti-
apoptotik Bcl-2'yi artirmistir (293).

Bobrekte HGF'nin ana kaynaklart makrofaj, epitelyal, endotelyal ve mezengial
hiicrelerdir. HGF-c-MET interaksiyonu ve regiilasyonunun stabilizasyonu, epitel
mezenkimal gecis (EMT) ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesi igin kritiktir (281).
Anormal sekilde aktive olan HGF/MET sinyali, timor olusumu ve metastaz ile
iliskilidir (282). Renal fibrozis olusumu TGF-B1’in; 1) podosit, endotelyal ve tiibiiler
epitel hiicre apoptozunu indiiklemesi ile, 2) biiylik miktarlarda matriks bilesenleri
tiretmek i¢cin mezengial hiicreleri ve interstisyel fibroblastlar1 aktive etmesi ile ve 3)
podositlerin, tiibiiler epitel hiicrelerinin mezenkimal gegisini baslatmas1 ile
tetiklenmektedir (283, 284). HGF, diyabetik nefropati, obstriiktif nefropati, 5/6 renal
ablasyon ve kronik allogreft nefropatisi dahil ¢esitli kronik bobrek hastaliklarinin
baglamasini ve ilerlemesini 6nleyen TGF-B1’in profibrotik hareketlerini dogrudan
antagonize eden giicli bir anti-fibrotik yetenege sahip endojen bir renoprotektif
faktordiir (285-291). Sigan renal interstisyel fibroblastlarda (NRK-49F) yapilan bir
calismada HGF, aktive edilmis Smad-2/3 niikleer translokasyonunu bloke ederek
TGF-B1'in profibrotik etkisini antagonize etmekte ve myofibroblast aktivasyonunu
baskilamaktadir (292). Glomeriiler mezengial hiicrelerde ise HGF, Smad ko-represorii
TGIF'nin degradasyonunu onleyerek stabilizasyonunu saglamakta, a-SMA ve tip |
kollajen ekspresyonunun baskilayarak TGF- 1 aracili mezengial hiicre aktivasyonunu
inhibe etmektedir (292). Proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde (PTEC'ler) ve tek tarafli
tireter obstriikksiyonunda (UUO) TGF-f tarafindan indiiklenen in vitro ve in vivo
bobrek fibrozis modellerinde c-Met agonistik monoklonal antikoru denenmistir (293).
Calismada, c-MET agonistik antikoru tarafindan aktive edilen HGF sinyali, kollajen
1, fibronektin ve a-SMA gibi fibrozis belirteclerini ve apoptoz belirteci Bax-2’yi
azaltmis ve hiicre-hiicre adezyon molekiilii E-kadherin’i ve anti-apoptotik Bcl-2'yi

artirmigtir (293).
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In vitro diyabetik nefropati modelinde; HGF indiiksiyonunun, yiiksek glikoz
uygulanmis sican mezengial hiicrelerde oksidatif stresi azalttigi (294) ve HGF'nin
antioksidan etkisinin protein kinaz G'yi (PKG) aktive etmesi ve protein kinaz-A'yi
(PKA) inhibe etmesi ile olustugu gosterilmistir (295).

Normal glomeriillerdeki podositler hiicre yiizeyindeki c-met ifadesi ile HGF
stimiilasyonuna yanit vermektedir. HGF' nin yaralanmadan sonra podosit yapisini ve
islevini korumada bir rolii olabilecegi diistiniilerek, Cre-LoXP rekombinasyon sistemi
kullanilarak c-met'in podositlerde spesifik olarak delesyonu yapilan kosullu nakavt
fareler olusturuldugunda, podosit spesifik c-met delesyonu olan farelerin saglikli
oldugunu ancak adriamisin ile olusturulan akut bobrek hasart sonrasinda daha siddetli
albliminiiri, podosit lezyonlar1 ve podosit kayb1 gelistigi gozlenmistir (296). HGF'nin
ektopik ekspresyonu, podosit fonksiyon bozuklugunu ve apoptozu iyilestirmesi ve
proteiniiriyi  azaltmasi; HGF/c-MET  sinyalinin patolojik kosullarda podosit
yaralanmasin1 ve proteiniiriyi Onlemek i¢in kritik O6neme sahip oldugunu
gostermektedir (296).

HGF, akut bobrek hasari sonrasi tiibiiler rejenerasyonda rol oynayan bir
pleiotropik faktordiir (279, 297, 298). Morfojenik aktivitesi ile, li¢ boyutlu kiiltiirde
bobrek epitel hiicrelerinin epitelyal tiibiil olusumunu indiiklemektedir ve HGF’ye kars1
antikor kullanimi bu hiicrelerin tiibulojenik aktivitesini yok etmektedir (299).
Gliserolle akut bobrek hasar1 ve kismi hepatektomi yapilan siganlarda HGF’nin
zorlanmis ifadelenmesi (overekspresyonu), tiibiiler apoptozu ve nekrozu azaltmigtir
(300). Intravenoz olarak enjekte edilen rekombinant insan HGF'si (thHGF), siplatin ve
HQCl> indiiklii akut bobrek hasarindan sonra tiibiiler rejenerasyonu belirgin sekilde
arttirmakta ve agir bobrek fonksiyon bozuklugunu azaltmaktadir (301).

Hipoksi veya notrofiller tarafindan salgilanan elastaz ve reaktif oksidanlar,
tiibiiler ve GBM hasarini arttirir (302, 303). Iskemik hasar, nétrofillerin retansiyonu
ve aktivasyonu ve de oksidatif stresin artmasiyla akut bobrek hasarina neden olur (304,
305). Notrofillerin aktivasyonlari i¢in endotel hiicrelerine yapigmasi gerekir ve bu
durum, hiicre i¢i adezyon molekiilii 1 (ICAM-1), P-selektin ve E-selektin gibi adezyon
molekiilleri araciligiyla saglanir. H.O2 ve iskemi/reperfiizyon modellerinde reaktif
oksidanlar ICAM-1, P ve E-selektin ifadelenmesini arttirir (303, 306). HGF’nin

iskemi/reperflizyon hasarinda, NF-kB yolu tizerinden ICAM-1 ve E-selektini azaltarak
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notrofil infiltrasyonunu dolayli olarak inhibe ettigi ve anti-apoptotik etkisi ile
dogrudan tiibiiler hiicreleri korudugu ve de hipoksik epiteli koruyarak hasar1 azalttig
gosterilmistir (307).

HGF-cMET interaksiyonu ve regiilasyonunun stabilizasyonu epitelyal-
mezenkimal gecisin (EMT) ve hiicre sag kaliminin diizenlenmesi i¢in de kritiktir
(281). Anormal sekilde aktive olan HGF/MET sinyali, timor olusumu ve metastaz ile
iliskilidir (282). Bobrekler gelisimleri sirasinda mezenkimal-epitelyal gecise (MET)
ugrayan birkag organdan biridir. Bu siire¢, HGF ve kemik morfojenik protein-7 (BMP-
7) gibi biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilen metanefrik mezenkimal
hiicrelerinin polarize epitel hiicrelerine doniisiim stirecini gerektirir. Nefropatilerin
ilerlemesinde yer alan siire¢lerden biri olan hiicre dis1 matriks {ireten epitelyal-
mezenkimal gecisin (EMT) artisinin HGF gibi faktorler ile tersine ¢evrilmesi, bobrek
rejenerasyonu i¢in gelistirilmeye calisilan terapotik stratejiler arasinda yer almaktadir
(283, 284). Tiim bu calismalar, HGF’nin bobrek rejenerasyonu i¢in renotropik ve
sitoprotektif bir faktdr oldugunu ve bobrek doku ve fonksiyon rejenerasyonu ve
korunmasi i¢in dogal olarak olusan bir tropik faktor olarak terap6tik potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.
HGEF ile Lisanslanan MKH’ler

HGF gibi parakrin veya hiicre disi/ekstraseliiler vezikiil tarafindan iletilen
biiyiime faktorleri, MKH’lerin bobrek hasari tizerinde terapétik etkiler uyguladig ana
mekanizmalardir. MKH’ler IGF-1, HGF ve VEGF gibi biiyiime faktorlerini ifade
ederek bobrek hasarinda iyilesmeyi artirmakta ve Ozellikle akut bobrek hasari
modellerinde koruyucu etki gostermektedir. Bu sistemin etki mekanizmasinin otokrin,
parakrin ve endokrin etkiler gibi birka¢ farkli modda oldugu diistiniilmektedir.

Akut bobrek hasarmin erken doneminde, bobrekteki HGF ve reseptorii c-met
mRNA ifadesi 6nemli oranda artmakta; bununla birlikte, bobrekteki HGF'nin toplam
protein seviyesi, yaralanmadan 24 saat sonra azalmaktadir. HGF ile lisanslanan
MKH'ler akut bobrek hasari tedavisinde {istiin terapotik etkiler gostermektedir. insan
GK-MKH’lerinin (GK-MKH) transplantasyonunun iskemi/reperfiizyonda bobrek
fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir. Akut bobrek hasar sigan modelinde HGF ile
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modifiye edilmis GK-MKH'ler, antiapoptotik ve anti-inflamatuar mekanizmalar
yoluyla akut bobrek hasar1 tedavisinde yiiksek verimlilik gosterir.

Tek tarafli lireter obstriiksiyon (UUQO) modeli olusturulan sigan bobreklerinde,
HGF kodlayan plazmitlerin transfekte edildigi MKH'lerin (HGF-MKH'ler), fibrozisi
baskiladig1 gosterilmistir ve bu etkinin kollajen birikimini ve fibronektin (FN)

seviyesini azaltarak gergeklestigi gosterilmistir (217, 308).
IGF-1 ve HGF MKH’ler

IGF-1 ve HGF’nin beraber kullaniminin tek basina IGF-1 ve HGF’ye gore
etkileri en ¢ok miyokardiyal enfarktiis modellerinde c¢alisilmistir. Kardiyak kok
hiicreleri (KKH) IGF-1 ve HGF reseptorlerini ifade etmektedirler. HGF, kardiyak
kok/progenitor hiicrelerin mobilizasyonunu, IGF-1 ise proliferasyon ve sag kalimini
artirmaktadir. Fare MI modelinde, IGF-1 ve HGF’yi kalbe enjekte ettiklerinde
KKH’ler kalp zarindan oOlii dokulara gecerek biiylimekte ve canliligini devam
ettirmekte, arteriyol, kapiller ve miyositlerin rejenerasyonunu artirmaktadir (309).
Sigan MI modeline, IGF-1 ve HGF salinimi saglayan polilaktik-koglikolik asit mikro
tastyicilarla beraber MKH verilmesi ile MKH’lerin engrafmani artmakta, aritmi skoru
ve enfarkt alan1 azalmaktadir (310). Domuz miyokardiyum’unda, IGF-1 veya HGF ile,
c-Kit" CD45  KKH’lerin uyarilmasi sonucunda hiicreler kardiyomiyojenik farklilasma
gostermektedirler. Akut MI sonras1 IGF-1 ve HGF uygulamas: ile hasarli alanda
KKH’ler artmakta ve sol ventrikiil islevinde iyilesme ve enfarktiis boyutunda azalma
goriilmektedir (311). IGF-1/HGF MKH tedavisi ile domuz MI’da inflamasyonun
azaldig1 ve iskemik doku neovaskiilarizasyonun arttig1 gézlenmistir (218). Miyositler
tizerindeki IGF-1R ve HGF reseptoriiniin ifadesi ile MKH’lerin hasarli alana go¢iiniin
ve mikrogevredeki sag kaliminin arttig1 dikkati cekmektedir.

Bobrekte c-kit+ progenitdr/kok hiicreleri siganlarda I/R hasar1 sonrasi epitelyal
tiibiiler hiicreleri yeniden tretebilmektedir. MDH ve PAN ile olusturulan FSGS
modellerinde c-Kit+ kok/progenitor hiicrelerin podositlerin efasmanini azaltarak
bobrek iyilesmesini artirmaktadir (312). Bobrekte iskemi hasart durumunda muhtemel
hipoksik mikrogevre nedeni ile, kdk/progenitor hiicreler hasarli alana go¢ etmekte,
farklilasmakta ve doku tamirini artirmak i¢in anjiogenez faktorlerinin iiretimini

indiiklemektedir. Erigkin bobrekteki kok/progenitor hiicrelerin cogunlugu CD44+ gibi
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MKH belirteglerini ifade etmektedir (313). Glomerular mezenkimal hiicrelerinin
(CD133- CD146+) MKH karakteristigi yani sira synaptopodin, nefrin gibi podosit
belirtegleri ifade eden epitel hiicrelerine ve endotel hiicrelere farklilasmaktadir (174).
Bo6bregin organogenezi sirasinda IGF-1 ve HGF’ler gereklidir. IGF-1 ve HGF doku
rejenerasyonu i¢in One c¢ikan toropatik faktorlerdir ve bu faktorlerin bobrek
gelisiminde Onemli olmasi rejenerasyonda kilit biiylime faktorleri olduklarim
diistindiirmektedir (256, 314). Akut bobrek hasari olusumunun hemen ardindan bobrek
dokusunda IGF-1 ve HGF proteinlerinin artiginin rejenerasyonla ilgili oldugu ve daha
sonra azalig1 ise hasarin artig1 ile iligkilendirilmektedir (279, 315). Anjiyojenik ve
kemotaktik bir faktdr olan HGF’nin bdbrek hiicrelerinin proliferasyonu, sag kalima,
migrasyonu ve tubiilogenez i¢in 6nemli olmasi (316), IGF-1’in podosit hiicrelerinin
sag kaliminda yer almas1 ve glomerular biitiinligii saglamasi (235). MKH’lerin bobrek
hasarinda HGF ve IGF-1 ifadelerini artirmasi ve parakrin etki ile hasar onarimina
katkida bulunmasi, iki faktoriin beraber kullaniminin additif veya sinerjik etkisinin
olabilecegine isaret etmektedir. Podosit hiicreleri IGF-1R ve HGF reseptorii c-MET’i
ifade etmektedir (317). Podositlerin IGF-1R ve HGF reseptorii ¢-MET’i ifade
edebildigi siirece, IGF-1 ve HGF indiiksiyonu MKH’lerin hasarli alana gog¢iinii,

MKH’lerin sag kalimini ve podosit hasarini diizeltme etkisini artirabilir.
Bobrek Hastaliklarinda MKH Klinik Denemeleri:

Mevcut durumda bobrek yetmezligi, akut bobrek hasari, kronik bébrek hasari
ve Fokal Segmental Skleroz, nefropati ve mezenkimal kok hiicre anahtar kelimeleri ile
ClinicalTrials veri tabaninda Aralik 2022 tarihi itibari ile 47 mevcut klinik deneme
bulunmaktadir. Bu denemelerde kemik iligi, adipoz, gobek kordonu, Wharton jeli
MKH kaynaklar1 kullanilmistir. Bu ¢aligmalardan 17°si 2 yil igerisinde higbir veri
almamamis (unknown), 1°i hastalarin takip edilememesi nedeni ile geri ¢ekilmis
(withdrawn), 1’i sonlandirilmis (terminated), 4’inde MKH’ler ila¢ olarak
kullanilmamistir. Kalan 25 c¢alismadan 7 ¢alisma 2016-2019 yillar1 arasinda
tamamlanmasina ragmen calismalarin sonuglart heniliz raporlandirilmamistir.
Sonlandirilmis, hasta c¢agrist ve alimi siiren, aktif, tamamlanmis klinik ¢alismalar

tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.1.)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Ekspansiyonu, IGF-1 ve HGF ile

Lisanslanmasi ve Karakterizasyonu
Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii (MKH)

Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal k&k hiicreleri ticari olarak satimn alindi
(kat no: PCS-500-012, lot no: 63354572, ATCC). Gelen hiicreler (P2 MKH’ler) MKH
yiizey belirteclerine gore ve farklilagsma analizlerine gore (adipojenik, kondrojenik ve
osteojenik farklilasma) karakterizasyonu yapilmis hiicrelerdir ve analiz sertifikasinda
belirtildigi gibi CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 i¢in >%90 pozitif, CD14,
CD19, CD31, CD34, CD45 i¢in <%1 negatiftir, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilasma assaylerini ge¢mistir (Sekil 3.1.).

MKH’lerin ¢ogaltilmasi i¢in kiiltiir ortami, bazal besiyeri (ATCC, kat no: PCS-
500-030) ve besiyeri igerisine final konsantrasyonlar1 %7 FBS, 15 ng/mL rh IGF-1, 5
ng/mL rh FGF-b ve 2.4 nM L-Alanyl-L-Glutamine olacak sekilde biiytiime kiti (ATCC
Mesenchymal Stem Cell Growth Kit’i (kat no: PCS-500-041)) ve 1x Penisilin-
Streptomisin  (100x Penisilin-Streptomisin (10,000 Unite/ml) Thermo Fisher
Scientific, kat no: 15140122) eklenerek hazirlandi.

Laboratuvarimiza  dondurulmus olarak teslim edilen @ MKH’lerin
¢Oziilmesinden once, T75 flasklara 15 ml biiylime ortami eklenerek 37°C, %5 COg,
nemlendirilmis bir inkiibatore yerlestirildi ve hiicreler ekilmeden 6nce ortam sicaklig
ve pH icin 30 dakika dnceden dengelenmesi saglandi. Kiiltiir kaplar1 dengelenirken,
MKH iceren kriyo-tiipii azot tankindan c¢ikarildi ve hiicreler 37°C'lik bir su
banyosunda hafif¢e galkalayarak hizlica ¢6ziildi (yaklasik 1-2 dakika).

Uygun hacimde tam biiyiime ortami [hacim= (1 mL x 3 (kiiltiir kabi/flask
sayis1)] steril bir konik falkon tiipe eklendi. Steril bir pipet kullanarak hiicreleri
kriyoviyalden falkon tiipe aktarildi, slispansiyonu homojenize etmek i¢in hiicreleri
nazikge pipetlendi. Onceden dengelenmis kiiltiir kaplarnin her birine 1ml hiicre
siispansiyonu 400.000 hiicre/T75 kiiltiir kab1 (5000 hiicre/cm?) aktarildi. Birkac kez
yukari1 ve asagi pipetlendi, ardindan hiicreleri esit sekilde dagitmak igin tiim kaplarin
kapag1 kapatildi ve hafifce sallayarak hiicrelerin kabin her tarafina dagilmasi saglandi.

Kiltiir kaplart 37°C, %5 COg2, inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelere 24 saat hic



41

dokunulmadan kiiltiire edildi. 24 saat sonra hiicre kabina yapisan hiicrelerin besiyeri
taze besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 3-4 gilinde bir taze besiyeri ile beslenerek
cogaltildi. Hiicreler %70-80 oraninda kiiltiir kabinm1 kapladiklarinda % 0,05 Tripsin-
EDTA (kat no: 25300054, Gibco-ThermoFisher) ile kaldirilip sayildiktan sonra -
pasajlamalart yapildi. Daha sonra hiicre kiiltlirline DF10 ortam1 (%10 oraninda fetal
buzagi serumu (FBS, kat n0:105000064, Gibco), %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-
glutamin (kat no: K0100-670, Cegrogen) iceren DMEM-LG ile devam edildi.
Hiicrelerin hastalik modelinde etkinliginin saptanmasinda besinci pasajdaki MKH’ler

kullanildi.
MKH’lerin IGF-1 ve HGF ile Lisanslanmasi

MKH'ler kendi ortaminda 24 saat a¢ birakilarak (%2 FBS iceren DMEM-LG
ortami) kiiltiire edildikten sonra, in vivo ve in vitro deneylerin 24 saat dncesinde- 20
ng/ml rekombinant insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1, kat no: 11343316,
Immunotools) ve 6 saat 6ncesinde 10 ng/ml hepatosit biiyiime faktorii (HGF, kat no:
11343413, Immunotools)) kiiltiir ortamina eklenerek MKH’ler indiiksiyon/ on-
kosullama (preconditioned) /lisanslama ortaminda tutuldu (IGF-1+HGF_MKH) (206,
208).

MKH’lerin Karakterizasyonu

Karakterizasyonu yapilmis ticari olarak satin alinan MKH’ler IGF-1 ve HGF
ile lisanslandiktan sonra hiicrelerin immiofenotiplendirmesi yapildiktan sonra
adipojenik ve osteojenik farklilagsmasini degerlendirmek i¢in; hiicrelere farklilastirma
ortamlarina alind1 ve 21 giin sonra hiicreler adipojenik farklilagsma i¢in Oil Red O ve

osteojenik farklilagsma i¢in Alizerin Red ile boyanarak farklilagmalar1 degerlendirildi.
MKH’lerin immunofenotiplendirilmesi

Pasaj 5 MKH (Kontrol), IGF-1_MKH, HGF_MKH, IGF-1+HGF_MKH'leri
kiiltiirden kaldirildiktan sonra her tiipe 1x10° hiicre gelecek sekilde sayildi. Hiicreler 2
kere en az (1x10°/100 ul) PBS ile yikandiktan sonra, (1x10%100 ul) PBS+% 2 BSA
soliisyonu eklenerek 30 dk inkiibe edildi. Santrifiij edildikten sonra (450 g x 5 dk 25°C)
¢okelti PBN (PBS/BSA/NaN3) + % 0,2 AB serumunda siispanse edildi (100 pl x tiip
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sayist) ve her tiipe 100 pl olacak sekilde dagitildi. 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 belirtegler 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),

ayrica CD133 (Anti-human CD133-PE clone:EMKO08, 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) antikorlar1 ile

isaretlendikten sonra BD Accuri™ C6 akim sitometri cihazinda okutuldu ve analiz

edildi.

. Adipojenik Farkilastirma Ortami: %10 FBS-HI, %1 L-glutamin, %1
penisilin/streptomisin, 1 uM deksametazon (kat no: D2915, Sigma), 60 uM
indometazin kat no: 17378, Sigma), 500 uM izobutilmetilksantin (kat no: 15879,
Sigma) ve 5 pg/mL insulin (kat no: 16634, Sigma) iceren DMEM-LG’dir. Ortam
3-4 giinde bir yenilendi ve 21. giinde adipojenik farklilagmanin gosterilmesi i¢in
hiicreler %10’luk formalin ile fikse edildikten sonra, hiicredeki lipidlere 6zgii
Oil Red O (ORO; kat no: 00625, Sigma-Aldrich) ile boyanan hiicreler
farklilasma pozitif olarak degerlendirildi.

. Osteojenik Farkhilastirma Ortam: %10 FBS-HI, %1 L-glutamin, %1
penisilin/streptomisin, 100 nM deksametazon (kat no: D2915, Sigma), 10 mM
B-Gliserofosfat (kat no: A2253, Applichem) ve 0.2 mM L-askorbik asit (kat no:
A4034, Sigma) igeren DMEM-LG’dir. Ortam 3-4 giinde bir yenilendi ve 21.
giinde osteojenik farklilagsma i¢in hiicreler %10°luk formalin ile fikse edildikten
sonra, Alizarin Red S (ARS; pH 4.2) ile boyandi. Hiicre dig1 mineral matriks

pozitif boyanmasi gosteren hiicreler farklilagsmis hiicreler olarak degerlendirildi.
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ATCC CERTIFICATE OF ANALYSIS
ATCC® Number: PCS-500-012™
Lot Number: 63354572
Ch ization/Cell-specific staining
CD29 > 90% positive 99.97% positive
CD44 > 90% positive 99.65% positive
CD90 > 90% positive 99.92% positive
CD105 > 90% positive 99.81% positive
CD166 > 90% positive 98.88% positive
CD73 > 90% positive 99.78% positive
cD14 < 5% positive 1.75% positive
CD31 < 5% positive 0.26% positive
CD34 < 5% positive 0.27% positive
CD45 < 5% positive 0.36% positive
| CD19 < 5% positive 0.20% positive
Differentiation
Adipocyte Differentiation Assay Pass Pass
Chondrocyte Differentiation Assay Pass Pass
Osteocyte Differentiation Assay Pass Pass

Picture of undifferentiated, passage 4 Bone Marrow
Derived Mesenchymal Stem Cells (lot 63354572), shown
on day 10.

Picture of Bone Marrow Derived Mesenchymal
Stem Cells (lot 63354572) differentiated to
adipocytes (1), chondrocytes (2) and osteocytes (3)

Sekil 3.1. ATCC’den satin alinan MKH’lerinin 6zellikleri

3.2. MKH’lerin CM-DIL ile Isaretlenmesi ve CM-DIL Sitotoksisitesinin
Incelenmesi

MKH’ler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk bas1 5000 hiicre olacak
sekilde ekildikten 24 saat sonra besiyeri literatiirde belirtilen dozlarda (318) 2 pg/ml
Dil boyasi- Klorometilbenzamido (Cell Tracker CM-Dil Dye, kat no: C7001,
Invitrogen) igceren 90 ul besiyeri ile degistirildi ve ardindan hiicreler 37°C’de 5 dk ve
ardindan buz tizerinde 15 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10 ul WST-1 (1:10)
(cell proliferation reagent, kat no: 0501594401, Roche) eklenerek 4 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda hiicrelerin absorbansi, microplate okuyucuda (Tecan-Sunrise)
450 nm dalga boyunda okutuldu. CM-DIL’in hiicre sitotoksitesi, CM-DIL eklenmeyen
MKH’lere (Kontrol grubu) kiyaslanarak degerlendirildi.

In vivo deneyler i¢cin MKH veya IGF-1+HGF MKH hiicreleri 2x10°
hiicre/sigan olarak PBS igerisinde sayildiktan sonra, hiicrelerin tizerine 2 pg/ml CM-
DIL (final konsantrasyonu) eklendi ve 37°C’de 5 dk ve ardindan buz iizerinde 15 dk
inkiibasyona birakildi. Iki kere PBS ile yikandiktan sonra 500 ul PBS icerisine alinarak

sicanlara kuyruk veninden uygulandi.
3.3. Lisanslanan MKH’lerin ileri Karakterizasyonlar

3.3.1. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF Uygulamasinin MKH Yara Iyilesmesi

Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

MKH’ler 6 kuyucuklu kiiltiir kabina DMF 10 ortam icerisinde 5x 10 hiicre/cm?
olacak sekilde ekildi. Hiicreler konfluent duruma gelince, 24 saat acligin ardindan
ortam IGF-1, HGF veya IGF-1+HGF’li ortam ile degistirildi. Inkiibasyon sonunda
p200 pipet ucu ile kuyucuklara boylu boyunca ¢izik atarak yara hasar modeli
olusturuldu ve 12, 18, 24 ve 36 saat sonra inverted mikroskopta (Olympus CKX 41)
resimleri ¢ekildi. Alinan resimlerde olusan yara alanindaki kapanma 5 farkli yerden
Olctim yapilarak ImageJ programi kullanilarak analiz edildi. Yara Kapanma orani1 (%)
= 100x (migrasyon hiicre yiizey alan1 asagidaki formiiliine gore hesapland.

[Alano-Alan; (i=0,12,18,24,36)]/toplam yiizey alani (Alano) (319).
3.3.2. Lisanslanan MKH’lerin Metabolomiksi

Metabolomiks ¢alismalarit GC-MS (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu) ile
gerceklestirildi. GC-MS i¢in 6rnek hazirlig1 asagida anlatildig: sekilde yapildi. MKH
(Kontrol), IGF-1-MKH, HGF-MKH, IGF-1+HGF_MKH Kkiiltiir siipernatanlari ve bos
medium 1ml olacak sekilde toplandi. Ornekler ugurulmadan 1 nceki giin= 1 ml drnek
tizerine, 2 ml metanol:su (9:1) karisimi eklendikten sonra vortekslendi ve 80°C’de
gece boyu birakildi. -80°C’den ¢ikarilan 6rnekler 15000 rpm’de (Centrifuge 5810R,
Eppendorf) 5 dk santrifiij edilmis sonra 2 ml siipernatan yeni tiipe alind1 ve 1 giin

boyunca 6rnekler ugurulmak icin birakildi (AVC 2-18 CO PLUS, Christ). Her 6rnegin
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tizerine 20 pl MeOX-Metoksilaminhidrokloriir (Sigma #226904 (5g)-Methoxyamine
hydrochloride) ve piridin (Sigma)) bilesimi (20 mg/ml konsantrasyonda olmasi i¢in 1
ml piridin igerisinde 20 mg Meox ¢o6ziildii) eklendikten sonra 30°C’de 90 dk.
calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra 6rnegin lizerine 80 ul N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroasetamid (MSTFA) konulduktan sonra [MSTFA + %1 TMCS (Thermo
Scientific #TS48915 (1ml) ] 37°C’de 30 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnek
kat1 kisma degmeden yeni cihaza uygun insert igeren tiiplere aktarildi ve cihaza
(GCMS-QP2010 ULTRA- Shimadzu) yiiklendi. Cikan sonuglar MS-DIAL GC-MS
programi ile analiz edildi, analiz sonuglarma gore gruplar arast anlamli ¢ikan

metabolitler t-test yapilarak (p<0,05) saptandi.

3.3.3. Lisanslamanin MKH Uzerindeki Sitokin Diizeylerinin Protein

Diizeyinde Belirlenmesi

IGF-1 ve HGF ile lisanslamanin MKH {izerindeki immun diizenleyici etkisini
protein diizeyinde incelemek i¢in membrana emdirilmis antikor bazli dizin ve boncuk-
bazli dizin kullanildi. Membrana emdirilmis antikor bazli dizin i¢in Human Cytokine
Antibody Array C5 (kat no: AAH-CYT-5-2, RayBiotech) kiti kullanildi. Kit
igerisindeki tablodaki (Tablo 3.1.) membran bazli antikorlar i¢ceren 80 farkli sitokin ve
bliylime faktoriinlin incelenmesini saglamaktadir. Dot-blotlama esasina goére ¢alisan
test kit protokolii takip edilerek ve kitten ¢ikan soliisyonlar kullanilarak
gerceklestirildi. Kit igersinde bulunan antikor isaretli membran 2 ml bloklama
soliisyonu igerisinde 30 dk boyunca bekletildi. Membranin bloklanmasi sonrast 1 ml
hiicre siipernatanlar: ile (MKH veya IGF-1+HGF_MKH) 5 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Sonrasinda, membran 3 kez yikama soliisyonu-1 (wash buffer I)
icerisinde 5’er dk ardindan 2 kez yikama soliisyonu-2 (wash buffer-11) ile yikandi, 1
ml biyotinile antikor kokteyli ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar yikama
soliisyonlartyla yikandi. Daha sonra 2 ml 1x HRP-Streptavidin ile 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar yikama yapildi. Peroksidaz aktivitesi i¢in
Deteksiyon Buffer C ve Deteksiyon Buffer D 1:1 oraninda karistirildi ve membran
tizerine karisim eklenerek 2 dk oda sicaklifinda karanlikta tutuldu ve ardindan
kemiliiminasan goriintiileme ile goriintiilerek ve ImagelJ yazilimi1 (ImageJ 1.53k, NIH,

ABD) kullanilarak densitometrik analizleri yapildi. Hedef protein nokta (dot)
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yogunluklari pozitif kontrollere (POS) gore normalize edilerek hesaplandi ve grafikleri

GraphPad (GraphPad Prism 8) yazilim1 kullanilarak ¢izildi.

Tablo 3.1. Sitokin Array hedef proteinlerin membran iizerindeki yerlesim sirasina

gore listesi
A B | ¢ D E F G H I ) K
1| pos POS pos | pos NEG NEG :CB;AG?:)I G-CSF l GM-CSF j:; G:‘(g::_':'l"
2 (L‘iﬁ?) "('I'L'.:'::‘)" '(T_:’:; IL-2 IL-3 IL-4 IL-s IL-6 |, c;(Lis) IL-10
3 p4“(.J-IL270 S ‘ b g:':m (n:g:, (n:gsz) :2?:73) l e I (cncnfzcz) (crgw Ml('::-gL:?a
4 ':':;"; 't‘é'c':;s SCF Saj‘ml (cTcALT;) TGF beta 1 | TNF alpha (mi:; EGF IGF-1  |Angiogenin
5| osm TPO | VEGF-A | PDGF-BB | Leptin BONF | T " ‘73:;‘ E&'::;';)' E(‘::'z:;“;)z E("c'a";"s'f
6| Fora | Fors | Gig | Foro jmraugaed GO G | SN | HeF | iceea | iGre2
7| 1GrBp3 | 1GFBP4 | 116 | (;r cl? ol 1 m':"f;: o (?CCL:';, MIF ';'Z (?xA:S) NT-3
8| Nra (:::) ‘ (m‘::; 11| PARC PLGF | TGFbeta2 [TGFbeta3| TIMP-1 | TIMP2 | POS POS

Boncuk-Bazh Immunoassay ile Analiz I¢in

LEGENDplex™ Multianalyte Flow Assay Kit- [Human Th Cytokine Panel
(13-plex) ve Human Th Panel (13-plex), Biolegend kat no: 740721]’i kullanildi. MKH
(Kontrol), IGF-1_MKH, HGF_MKH, IGF-1+HGF_ MKH kiiltiir siipernatanlari olmak
tizere her bir grup icin 5 farkli deneyden toplandi ve toplamda 1 ml olacak sekilde her
grup kendi i¢inde pool edilerek analiz yapilacak giine kadar -80°C sogutucuda
sakland1. Arka plan 1s1may1 elemek icin hiicre igermeyen bos ortam kullanildi. -80°C
sogutucudan ¢ikarilan ornekler buz {izerinde ¢oziindiikten sonra her dérnekten 25 pl
alind1 ve {lizerine LEGENDplex™ Multianalyte Flow Assay Kit 25 pl assay buffer
konuldu (Assay standartlari i¢in 6rnek yerine 25 pl diliie edilmis standartlar konuldu
(0 pg/ml- 10% pg/ml arasinda olmak iizere C0’dan C7’ye kadar numaralandirilms
standartlar). Ardindan miks boncuklari 30 saniye kadar vortekslendikten sonra drnek-
assay buffer karisiminin lizerine 25 pl konuldu. Tiiplerin agz1 kapatildiktan sonra
karistiricida oda sicakliginda 500 rpm’de (HeidolpH Titramax 1000, Titresimli
Platform Calkalayici) 2 dk tutuldu. Tipler santrifiij edildikten sonra iist sivi faz
uzaklastirildi. 2x yikama tamponu (wash buffer) ile yikandi. Yikama tamponu
uzaklastirildiktan sonra her tiipe 25 pL of Detection Antikor (insan IL-5 IL-13 IL-2
IL-6 IL-9 IL-10 IFN-y TNF-o IL-17A IL-17F IL-4 IL-21 IL-22) konuldu. 500 rpm’de
1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerlerine 25 pL Streptavidin-Phycoerythrin
(SA-PE) eklendi. Tekrar tiip 500 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi. 2x Wash Buffer
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ile yikandiktan sonra her tiipe 1x yikama tamponu eklendi ve 1 dk daha karistiricida
tutuldu. Daha sonra drnekler Akim Sitometri cihazinda okutuldu. LEGENDplexTM

Data Analysis Software kullanilarak analizi yapild.

3.3.4. Lisanslamanin MKH Uzerindeki Sitokin Ifadelerinin RT-qPCR ile

Belirlenmesi

IGF-1 ve HGF ile lisanslamanin MKH {izerindeki immun diizenleyici etkisini
gen ifadelenme diizeyinde incelemek igin dncelikle RNA izolasyonu yapildi. Bunun
icin kiiltiir kabina ekilen hiicrelere QIAzol (Qiagen) eklendikten sonra hiicreler 5 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan kap yiizeyinden ayrilan hiicreler yine
kullanilan ayni soliisyon igerisinde 1,5 ml’lik konik tabanli tiipe (ependorfa) alinarak
-80 °C’de sakland1 ve RNA izolasyonuna kadar saklandi. miRNeasy Mini Kit (Qiagen)
kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Olast genomik DNA (gDNA)
kontaminasyonunu Onlemek i¢in RNA oOrneklerine RNase-free DNase Digestion
(Qiagen) ile muamele edildi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safligi
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, ABD) spektrofotometre cihazi

kullanilarak o6l¢tildii.
cDNA Sentezi

cDNA random Hexamer primerler ile High Fidelity cDNA sentez kiti (Roche
Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit- #05091284001) kullanilarak
sentezlendi (500 ng). RNA ve primer karigimi1 65°C 10 dk thermal cycler cihazinda
(Eppendorf epgradientS) inkiibasyonu yapildiktan sonra, karisima reaksiyon mix
(bufter, oligodT, dNTP, RNAz inhibitdr) eklenerek (29°C 10 dk, 48°C 60 dk, 85°C 5
dk) x1 siklus kosullarinda reverz transkripsiyon enzimi ile thermal cycler’da

(Eppendorf epgradientS) cDNA sentezlendi.

Gercek Zamanh Rolatif Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
gPCR):

Interlokin 10 (IL-10), Transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-p), nitrik
oksit sentaz 2 (NOS2), Indoleamin 2, 3-dioksijenaz (IDO-1) gen ifadeleri spesifik
oligonukleotidleri (Tablo 3.2.; Custom Primers, IDT) 5 ul 2xSYBR green master mix
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(QuantiTect, Qiagen #204143) ve 4,5 ul cDNA’ler kullanilarak reaksiyon (10 pl)
384’liikk plakada Light Cycler® 480 (Roche) cihazinda gergeklestirilen RT-gPCR ile
saptandi. PCR kosullar1 Hot start 95°C 15 dk 1 dongii, sonrasinda herbir dongiide
Denatiirasyon, Annealing ve Uzama (Extension) siras1 ile 94°C 30 sn, 60°C 30 sn,
72°C 30 sn olacak sekilde 45 dongili olarak gerceklestirildi. Erime egrisi (melting
curve) analizi 65-95 °C arasinda yapildi. Hedef ve referans genler i¢in crossing point
(Cp; veya threshold cycle —Ct-) degeri “Second Derivative Maximum” metoduna gére
hesaplandi. Orneklerde her gen ifadesi ikili veya iiclii tekrar ile calisildi ve bu
tekrarlarin Ct degerlerinin ortalamasi hesaplandi. Her 6rnek i¢in ACt (ACt = Ortalama
CtHEDEF - Ortalama CtREFERANS) degeri, AACt (ACt-lisanslama yapilan MKH -
ACt-kontrol MKH), 2-22€t degerleri hesaplandi ve 2 tabanina gore logaritmik
transformasyon uygulandi (320).

Tablo 3.2. RT-qPCR’da kullanilan primer oligonukleotit dizileri

Sense (5°-3”) Antisense (5-37)
ACTB CTGGAACGGTGAAGGTGACA AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA
NOS2 GGAACCTACCAACTGACGGG GTCGATGCACAGCTGAGTGA
IL-10 AGGACTTAAAGGGTTACCTGG TCACATGCGCCTTGATGT
IDO1 GGGACACTTTGCTAAAGGCG TGCCTTTCCAGCCAGACAA
TGF-b CTATTGCTTCAGCTCCACGG ATGACACAGAGATCCGCAGT

3.4. In Vitro Podosit Hasar1 Uzerinde IGF-1 ve HGF ile Lisanslanan
MKH’lerin Etkisinin Standart Kiiltiir Ortaminda Hazirlanan

MKH’ler ile Karsilastirmah incelenmesi
3.4.1. Podosit Hiicre Kiiltiirii

SV40-T geni ile transfeksiyon yoluyla gelistirilen insan o6liimsiizlestirilmis
podosit hiicre dizisi (AB8/13 hiicre hatti, Prof. Dr. Fatih Ozaltin’a Rush
Universitesi’nden Mehmet Mete Altintas tarafindan hediye edilmistir) hiicreleri uygun
besiyeri igerisinde (RPMI 1640+%10 FBS+%1 ITS+%1 Penicillin-Streptomycin)
kiiltiire edildi. Kiiltiirde hiicreler proliferasyon i¢in ilk olarak 33°C’de inkiibe edildi
%50-60 kiiltiir kabin1 kapladiginda, farklilagma i¢in 37°C'deki inkiibatore alindi.
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3.4.2. Podosit Hasar1 Olusturulmasi

Podosit hasar1 olusturulacak doz WST-1 testi sonrasi hiicrelerin en fazla
%50’sin1 Oldiiren etkili inhibitér konsantrasyon gore belirlendi. Hiicrelere 37°C’de
kiltlire alindiktan sonra 14. Giinde hasar i¢cin Puromycine Aminonuleoside (PAN) 50-
100 pg/ml aras1 dozlar kullanilarak 48 saat inkiibasyon sonras1t WST-1 analizi yapildi.
Podosit hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk basi 2000 hiicre olacak
sekilde ekildi vel4 giin sonra besiyeri 50-100 pg/ml arasindaki dozlarda PAN igeren
90 pl besiyeri ile degistirildi ve 48 saat inkiibasyon sonras1 10 ul WST-1 (1:10) (cell
proliferation reagent, (Roche-#0501594401) eklenerek 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin absorbansi, microplate okuyucuda (Tecan-Sunrise)
450 nm dalga boyunda okutuldu. PAN’in hiicreye toksisitesi, PAN eklenmeyen
MKH’lere (Kontrol) gére normalize edilerek degerlendirildi.

3.4.3. Podosit-MKH Ko-Kiiltiirii

Podosit hiicrelerine 48 saat (50pg/ml) PAN uygulamasinin ardindan hiicre
kaplarina 4 pm veya 8 pm’luk siizgec¢ (transwell) konuldu ve her siizge¢ lizerine
oncesinde CM-DIL ile isaretlenmis olan 1x10* MKH, IGF_MKH, HGF_MKH veya
IGF-1+HGF _MKH’ler eklendi ve 48 saat boyunca ko-kiiltiir yapildiktan sonra agsagida
aciklandigr sekilde Phalloidin boyamasi ile podosit aktin hiicre iskeleti lizerindeki

hasar gosterildi.
3.4.4. Podosit Aktin Hiicre iskeleti Hasarimin Gosterilmesi

Podosit hiicreleri 50 ve 100 pg/ml PAN ile muamele edildikten sonra fiksasyon
icin %4 paraformaldehit ile (PFA) eklenerek oda sicakliginda 20 dk tutulduktan sonra
2 kere yikama soliisyonu (1xPBS+%0,05 Tween 20) ile yikandi. Hiicre fiksasyonunun
ardindan permeabilizasyon tamponu (%0,1 Triton X-100) eklendi ve 5 dk tutulduktan
sonra hiicreler 2 kere yikama soliisyonu ile yikandi. Sonrasinda bloklama soliisyonu
(%1 PBS igerisinde %1 BSA) eklenerek 20 dk inkiibe edildi. Aktin Boyasi olan
Phalloidin (Sigma, cat no: FAK100) antikoru (1:250) ile 1 saat inkiibe edildi. 2 kere
yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra 5 dk hiicre ¢ekirdegini boyayan DAPI boyasi
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ile hiicreler inkiibe edildi. Daha sonra floresan mikroskobunda (LEICA DMI600B)

goriintiileri alinarak degerlendirildi.

3.5. In Vivo Fokal Segmental Glomeruloskleroz (FSGS) Modelinde IGF-1
ve HGF ile Lisanslanan MKH’lerin Terapotik Etkisinin Standart
Kiiltiir Ortaminda Hazirlanan MKH’ler ile Karsilastirmah

incelenmesi

Hayvan deneyleri ile ilgili ¢alismalarimiz, Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan incelenmis olup 2016/05 no’lu toplanti
2016/38-3 karar numarasi ile gerekli izinler alinarak yapilmistir. FSGS modeli PAN
(puromisin aminoniikleozid) ile 4-6 haftalik (90-120 g) saglikli erkek Sprague Dawley
sicanlarda (Kobay Deney Hayvanlar1 Lab. San. Ve Tic. A.S.) yapild1.

3.5.1. Pilot Calismalar

Ana deney oncesinde deney hayvan sayisini azaltmak ve optimize etmek i¢in
pilot deneyler yapildi. 1. pilot calismada literatiirde belirtilen protokol kullanilarak
(321) PAN ile FSGS modelinin olusup olusmadig1 degerlendirildi. 2. Pilot ¢caligmada
IGF-1+HGF_MKH’lerin in vivo FSGS modelinde uygulama zamani ve etki siiresi
belirlendi. Sadece IGF-1 ve sadece HGF ile indiiklenmis MKH’lerin FSGS modeli
tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in ise 3. pilot ¢aligma yapildi.

Idrar toplamak igin siganlar 24 saat siireyle metabolik kafese alindi. Idrarlar
Hacettepe Hastanesi Biyokimya Merkez Laboratuvarinda analiz edildi. Modelin
olustugu hasarin en iyi gostergesi olan idrarda proteiniirinin gozlenmesi ile saptandi.
Proteiniiri degeri protein (UCSF (P))/kreatinin (K) oranina gore (P/K (mg/mg))
belirlendi. 4,5 mg/mg iizeri degerler ‘proteiniiri’ olarak degerlendirildi. Her ¢alisma

oncesinde si¢anlarin idrarlar1 toplandi ve baslangi¢ P/K oranlart analiz edildi.
PAN ile FSGS Modeli Olusturma (Pilot Calisma-1)

Bu ¢alisma i¢in saglikli (kontrol) (n:2) ve FSGS hasta modeli (FSGS) (n:2)
olmak tizere toplam 4 sigan ¢alismaya dahil edildi. FSGS modeli olusturmak icin
Puromycine Aminonucleoside (PAN) uygulandi. PAN ticari olarak satin alindi. Toz

halindeki PAN 50mg/ml apirojenik su igerisinde ¢oziilerek kullanildi. FSGS modeli
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icin ratlara 150 mg/kg PAN intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Kontrol grubuna
I.p salin (PBS) soliisyonu verildi. Sicanlarin PAN uygulamasi oncesi ve PAN
uygulamasi ardindan 48. saatte metabolik kafese alind1 72. saatte ve 90. saatte idrarlar1

topland1 ve analiz edildi.

IGF-1+HGF_MKH’lerin FSGS Modeli Uzerinde Etki Siiresinin
Belirlenmesi (Pilot Calisma-2)

Etki siiresi belirlemesi i¢in tedavi uygulamasi PAN uygulamasinin 80. saatinde
(hasar erken donem tedavi) veya 128. saattinde (hasar ge¢ donem tedavi)
gerceklestirildi. Her bir zamanda MKH, IGF-1+HGF_MKH veya PBS (kontrol)
uygulamalari her bir grupta tek hayvana yapildi. Bu pilot ¢alismada toplamda 6 sican
kullanildi. 0.5 ml PBS’de siispanse 2x10° MKH’ler veya 2x10° IGF-1+HGF_MKH'ler
intravenoz (i.v.) olarak siganlara uygulandi. Siganlar PAN uygulama 6ncesinde, tedavi
oncesinde ve tedavileri takiben 3, 9. ve 20. giiniin 24 saat Oncesinde idrarlarini

toplamak i¢in metabolik kafese alindi.
Deney Gruplar::

Hasar Erken Donem Tedavi (n=3): 0. giin PAN (150mg/kg) enjeksiyonunu
takiben, 80. saatte hayvanlara PBS, MKH veya IGF-1+HGF_MKH verildi.

FSGS (n=1): 0. Giin i.p. PAN uygulamasi; 80. saatte intravendz i.v. 0.5 ml
PBS tedavisi,

FSGS-MKH (n=1): 0. Giin i.p. PAN uygulamasi; 80. saatte i.v. 0.5 ml MKH
(2x10° hiicre) tedavisi,

FSGS-IGF-1+HGF_MKH (n=1): 0. Giin i.p. PAN; 80. saatte i.v. 0.5 ml IGF-
1+HGF_MKH (2x10° hiicre) tedavisi.

Hasar Ge¢ Donem Tedavi (n=3): 0. giin PAN (150mg/kg) enjeksiyonunu
takiben, 128. saatte hayvanlara PBS, MKH veya IGF-1+HGF_MKH verildi.

FSGS (n=1): 0. Giin i.p. PAN uygulamasi; 128. saatte i.v. 0.5 ml PBS tedavisi,

FSGS-MKH (n=1): 0. Giin i.p. PAN uygulamasi; 128. saatte i.v. 0.5 ml MKH
(2x10° hiicre) tedavisi,

FSGS- IGF-1+HGF_MKH (n=1): 0. Giin i.p. PAN uygulamast; 128. saatte i.v.
0.5 ml IGF-1+HGF_MKH (2x10° hiicre) tedavisi.




52

IGF-1 veya HGF ile Indiiklenmis/Lisanslannus MKH’lerin FSGS Modeli

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi (Pilot Cahsma-3)

Tedavi gruplar1 IGF-1 MKH (n:2) ve HGF. MKH (n:2) olmak iizere toplam
dort sigan calismaya dahil edildi. PAN uygulamasinin 90. saatinde tedaviler uygulandi.
Sicanlar PAN uygulamasindan 6nce, tedavi oncesi ve tedaviyi takiben 9. giiniin 24 saat

Ooncesinde metabolik kafese alind.
Gruplar:

FSGS-IGF-1-MKH (n=2): 0. Giin i.p. PAN uygulamast; 90. saatte i.v. 0.5 ml
IGF-1_MKH (2x10° hiicre) tedavisi,

FSGS-HGF-MKH (n=2): 0. Giin i.p. PAN uygulamast; 90. saatte i.v. 0.5 ml
HGF_MKH (2x10° hiicre) tedavisi.

3.5.2. In Vivo FSGS Modelinde Tek Doz Mezenkimal Kok Hiicre

Tedavilerinin Karsilastirilmasi

Tek doz uygulanan konvansiyonel kiiltiir ortaminda g¢ogaltilan MKH ve
lisanslanan MKH tedavilerinin etkilerini karsilagtirmak i¢in toplam 18 sigan kullanildi.
150 mg/kg Puromycine Aminonucleoside (PAN) i.p. uygulanarak FSGS modeli
olusturuldu. Tedavi kontrol grubuna PBS uygulandi. Her grupta 6 sigan kullanildi.

Proteiniirinin gozlendigi 4. Giinde (96. Saat) 2x10° hiicre igeren MKH, IGF-
1+HGF_MKH' ler veya 0.5 ml PBS igerisinde siganlarin kuyruk veninden enjekte
edildi. Pilot deneylerdeki bulgular dogrultusunda kuyruk veni enjeksiyonu sonrast 9.
giinde siganlar Otenazi edildi. PAN uygulamasi, MKH uygulamasi 6ncesinde ve
Otenaziden 24 saat dncesinde hayvanlar metabolik kafese tek tek konularak 24 saatlik
idrarlar1 toplandi. Hasar olusumu ve tedavi etkinligi i¢in proteiniiri miktari
degerlendirildi.

Grup 1 (n:6) FSGS: 0. Giin i.p.PAN uygulamasi; 4. giin intravendz PBS
tedavisi,

Grup 2 (n:6): FSGS-MKH: 0. giin i.p.PAN uygulamasi; 4. giin i.v. MKH
(2x10° hiicre) tedavisi,
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Grup 3 (n:6): FSGS-IGF-1+HGF_MKH: 0. giin i.p.PAN uygulamasi; 4. giin
i.V.IGF-1+HGF_MKH (2x10° hiicre) tedavisi.

FSGS Hasar Modeli Olusumunun Degerlendirilmesi:

PAN ile FSGS olusumunu saptamak i¢in fareler 3. giin metabolik kafese alind1
ve 4. giin toplanan idrardan protein diizeyi 6l¢iildii ve PAN verilen gruplarda proteiniiri
olan hayvanlar ile deneylere devam edildi. MKH uygulamalar1 yapildiktan 8 giin sonra
sicanlar metabolik kafese tekrar alinarak 9. Giinde toplanan 24 saatlik idrarlarindan
protein/kreatin degerleri Olgiildii. 9. glin sicanlar anestezi altinda bayiltildi
(ketamin/xylesine), kanlari intrakadiyak girisimle toplandi. Bobrek ve akciger
dokulart RNA later soliisyonu igerisinde ve frozen kesit i¢in -80’de saklandi, ayrica
paraffin kesitleri hazirlandi. Bobrek dokular1 ¢ikarildiktan sonra doku kesitleri
alinarak kesitlerin, 151k mikroskobu ve elektron mikroskoplar1 altinda histopatolojik ve
ultrastriiktiirel degerlendirmesi yapildi. Ayrica bobrek dokularinin bir kismindan RNA
izole edilerek podosite 6zgii genlerin (INF2 ve synaptopodin) ifade diizeyleri RT-
qPCR ile saptandi.

Elektron Mikroskobu Incelemesi: Bobrek dokulart hizlica 1mm?®'liik kiigiik
pargalara ayrildiktan sonra, %2.5 gluteraldehit ile +4°C de 24 saat ve %1 osmium
tetroksit ile oda sicakliginda, karanlikta 1 saat tespit edildi. Tespit isleminden sonra
doku ornekleri takip i¢in Leica EM TP takip cihazina alindi. Takip cihazinda tampon
soliisyonu ile 45 dk yikanarak dehidratasyonu saglamak i¢in sirayla %50, %60, %70,
%80, %90, %96 ve %100’liik alkollerden gegirildi. Doku 6rnekleri ardindan propilen
oksit ile yitkanmis, daha sonra sudan kurtarilan doku parcalari bloklanmadan 6nce
dortlii plastik karisimda alistirildi. 10 saat dortlii plastik karisiminda tutulduktan sonra
dortlii plastik karigimla bloklanarak etiivde 60 °C de 48 saat polimerize edildi. Leica
RM 2265 mikrotomunda alinan 1pum yart ince kesitler %1 lik boraks i¢indeki %1°lik
metilen mavisi- Azur II karisiminda boyandiktan sonra TEM de incelenecek alanin
belirlenebilmesi i¢cin DC490 digital camera (Leica, Wetzlar-Germany) bagh Leica
DMG6000B (Wetzlar-Germany) mikroskop ile incelendi ve fotograflandi. Elektron
mikroskobunda goriintiileme alabilmek i¢in Leica Ultracut R ile 70 nmlik ince kesitler
bakir gridler iizerine alindi. Gridler Leica EM AC20 cihazi kullanilarak uranil asetat

ve kursun sitrat ile boyandiktan sonra bobrek glomerulari JEOL Jem 1400 elektron
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mikroskobunda incelendi ve CCD kamera (Gatan Inc. Pleasanton, CA, USA) ile
fotograflandi. Ultrastriiktiirel inceleme ve degerlendirmeler Prof. Dr. Figen Kaymaz
tarafindan Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 laboratuvarinda gerceklestirildi.

Immunohistokimyasal Boyama: Bobrek dokulart ¢ikarildiktan sonra 1
pargast da immunohistokimyasal boyama (IHC) i¢in %10 formaldehit soliisyonuna
alindi. Daha sonra dokular takibe alindi (Thermo Shandon PethCentre), ardindan
paraffin bloklama yapilarak (Thermo Shandon Histocenter) +4°C’de saklandi. IHC
icin parafine gomiilii dokulardan 3 mm kalinliginda kesitler alind1 (Thermo Shandon
Finesse Manual Microtome). Ardindan doku deparafinize edildi ve fiksasyon sirasinda
formalin ile ¢apraz bag yapan antijenlerin maskelenmesini ortadan kaldirmak i¢in
antijen retrival (Tris EDTA Ph 9.0) 20 dakika tutulduktan sonra Synaptopodin (Novus
Biologicals cat no: NBP2-39100) antikoru ile isaretleme (1:800 diliisyon) ve
hematoksilen boyamasi otomatik IHC cihazi (Leica BOND-MAX automated IHC/ISH
stainer) ile yapildi. immunohistokimyasal inceleme ve degerlendirmeler Hacettepe
Universitesi Cocuk Saghgn ve Hastaliklar1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Safak Giiger
tarafindan Cocuk Patoloji Unitesinde gerceklestirildi.

RNA’larin Saklanmasi ve Izolasyonu: Siganlarda PBS, MKH ve IGF-
1+HGF_MKH uygulanan gruplarin bobrek dokulari ¢ikarildiktan sonra ‘RNA-later’
(Invitrogen) soliisyonu igerisine alinarak -80°C sogutucuda saklandi. ‘RNA-/ater’
icinden alinan dokular 100 mg/ml olacak sekilde QIAzol (Qiagen) igerisine alinarak
doku beadleriyle (Qiagen-stainless steel beads, 5mm) homojenizatorde (TissueLyser
LT-Qiagen) pargalandi. Daha sonra santrifiij edilerek iist faz toplandi, Ust fazin
iizerine 1/5 V Kloroform eklendi ve 12000 g’de 15 dk. 4 °C’de santrifiij edildi. Ust faz
toplanarak 1.5V’i kadar %100 etanol eklenerek 10 dk. 25 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 12000 g’de 10 dk. 4 °C’de santrifiij edildi ve siipernatan
atildiktan sonra, %90 ve ardindan %70 etanol eklenerek (baslangi¢ lizis miktar1 kadar)
7500 g’de 5 dk. 4°C’de santrifiij edildi. 37 °C’de kapak agilarak alkol ucana kadar
tutuldu ardindan ¢okelti (pellet) biiyiikliigiine gore RNAse icermeyen su eklenerek
iyice ¢oOzdiiriildii ve elde edilen RNA’nin konsantrasyonu NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, ABD) spektrofotometre cihazi kullanilarak 6l¢iildii. cDNA
sentezi ve RT-qPCR bolim 3.3.2 de belirtildigi sekilde gergeklestirildi. 105 bp
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uzunlukta amplikon iriinii veren INF2 (Assay Id: Hs.PT.58.5068547.gs) icin
kullanilan primer dizileri sense 5’GTTCATGACAATGCTGAAGCG ve antisense 5°-
GCCCTGTGCATCTACTCTC ; 93 bp uzunlukta amplikon {iriinii veren Synaptopodin
(Assay Id: Hs.PT.58.15710383.gs) i¢in kullanilan primer dizileri sense 5’-
CTCCAATCCCTCTTCTTAACCC-3’ ve antisense 5’-
GTTTGCATCTTAGGTCACACC-3’ ve referans i¢in 143 bp uzunlukta amplikon
tirtinli veren GAPDH (Assay Id: Hs.PT.39a.22214836) icin kullanilan primer dizileri
sense 5>-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3’ ve antisense 5’-
ACATCGCTCAGACACCATGPCR-3’, 5 ul 2x Gotaq probe master mix (Promega)
ve 4, 5 ul cDNA kullanilarak 95°C 2s x 1 dongii; (95°C 15s, 60 °C 1dk)x 45 dongii;
40 °C 30s x1 dongii seklinde RT-qPCR gerceklestirildi.

3.5.3. istatistiksel Analizler

Analizler i¢in GraphPad Prism 8.0.1 yazilimi kullanildi. 2’li grup analizleri
unpaired t test ile, grup analizleri one-way Annova metodu uygulandi. p < 0,05 degeri
anlamli kabul edildi. Metabolomiks analizleri multivaryant data analiz yazilimi
(SIMCA®) ile yapildi. SIMCA’ya gore zorlanmis ayrim (PLS-DA) ile tiim gruplarmn
¢oklu analizleri olusturduklart kiimelenmeler anlamli farkli ¢ikan (p<0,05)

metabolitler ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Ekspansiyonu, IGF-1 ve HGF ile

Lisanslanmasi ve Karakterizasyonu

Pasaj 3 MKH’ler kiiltiir kabina ekildikten sonra kiiltiir kabinin yilizeyine
yapismasi, fibroblast hiicresi benzeri igsi morfoloji gostermesi (Sekil 4.1.) ve hizl bir

sekilde ¢ogalmasi ile MKH fenotipine kiiltiirde benzerlik gostermistir.

A) B)

Sekil 4.1. P3 MKH’lerin kiiltiirde morfolojik olarak goriintiilenmesi. MKH’lerin
morfolojik olarak fibroblast benzeri igsi gortiniime sahip oldugu 151k
mikroskobunda goriintiilenmistir. Bilylitme A) 4x B)10x

MKH’lerin IGF-1 ve HGF ile Lisanslanmasi

MKH’lere IGF-1 ile 24 saat, HGF ile 6 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
ileri ¢alismalar yapilmistir. IGF-1+HGF uygulanan MKH’ler (MKH [+H) ile tek
basina IGF-1 (MKH I) veya tek bagina HGF’nin (MKH H) uygulandigit MKH’ler ve
herhangi bir faktér uygulanmayan MKH’ler (MKH) ile ayrica karsilastirilarak

degerlendirilmistir.
MKH’lerin Karakterizasyonu:

IGF-1+HGF, IGF-1, HGF uygulanan Pasaj 5 (P5) MKH’lerin flow sitometri
ile ylizey belirtecleri degerlendirilmistir. Adipojenik ve osteojenik ortamda 21 giin
boyunca hiicre kiiltiiriinde takip edilerek in vitro adipojenik ve osteojenik farklilagma

kapasiteleri incelenmistir.
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MKH’lerin immunofenotiplendirilmesi

Pasaj 5 MKH (Kontrol), IGF-1-MKH, HGF-MKH, IGF-1+tHGF _MKH’ler,
MKH negatif belirtegleri olan CD45, HLA-DR, CD184/CXCR4 pozitif belirtegleri
olan CD90, CD73 ve CD105, CD44, ayrica pluripotent hiicre belirteci early stage-
specific embryonic antigen-4 (SSEA-4) ve CD133, CD200, CD271 (anti-human APC)
antikorlar ile igsaretlendikten sonra analiz edildi (Sekil 4.2.). P5S MKH’ler IGF-1, HGF
veya IGF-1 + HGF eklenerek IGF-1 ile 24 saat, HGF ile 6 saat kalacak sekilde kiiltiire
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 antikorlar1 ile isaretlendi. Buna gore IGF-1, HGF ve IGF1+HGF ile
indiiklenen MKH’lerin CD44, CD73, CD90, CD105 >%94 pozitif ve CD45 ve CD34
negatif olmas1 <%]1 (Tablo 4.1., Sekil 4.2.) indiiklenmeye bagli mezenkimal kok hiicre
karakterinin degismedigini gostermektedir. IGF-1 ve HGF uygulamasinda ayrica
uygulamada tiimorojenik potansiyelini degerlendirmek i¢in kanser kok hiicre marker1
ve MKH’lerde yiiksekligi immiinsiipresif 6zelligi ile iliskili olan CD200 (322, 323),
ve mezenkimal kok hiicre fenotipinde ve pluripotensi markerlarinin yaninda MKH
markerlarin1 da ifade eden kanser kok hiicre markeri, timor destegi saglayan CD133
(324, 325) ve embriyonik kok hiicre marker1 ve ayni zamanda timdrojenik etkinligi
yiiksek hiicrelerde ifade olan SSEA4 (326), bas ve boyun kanserlerinde timor
initiating hiicre olarak gecen ve hipofarinks kanserinde kotii prognozla iliskili kok
hiicre karakterinde hiicrelerle iliskilendirilen ve tiimor bolgesindeki MKH’lerde
ozellikle yiiksek bulunan CD271 (327, 328) tiimor baslatici/initiating hiicrelerde ve
radyoresistant kanser kok hiicrelerinde ifadesi olan CD184/CXCR4 (329)
ekspresyonlarinin negatif olarak bulunmasi bu hiicrelerin tiimdrojenik potensiyelini
bilinen markerlar lizerinden gostermedigini ve klinige uygulanabilir yonde oldugunu
isaret etmektedir. Ayrica tek IGF-1 ve HGF ile indiiklenen MKH’lerin yiizey
markerlarina da bakilmistir ve benzer yonde karakteristik 6zellikleri tanimlanmustir.
IGF-1, HGF, IGF-1+HGF ile indiiklenen MKH’lerin ve kontrol indiiklenmeyen
MKH’lerin sayisal ylizde degerleri tabloda gosterilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. MKH, IGF-1, HGF ve IGF-1 ve HGF ile indiiklenen MKH’lerin yiizey
marker ekspresyonlari

MKH MKH MKH MKH
IGF-1 HGF 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 Farklhilagsmasi

IGF-1+HGF, IGF-1, HGF uygulanan MKH’lerin adipojenik farklilasma
potansiyelini etkileyip etkilemedigi incelenmesi sonucunda tiim gruplarin adipojenik
hiicre farklilagmasini gosteren tiziim salkimi seklinde morfoloji gosterdigi gozlendi
(Sekil 4.3.). Osteojenik farklilagsma potansiyelini etkileyip etkilemedigi incelenmesi
sonucunda tiim gruplarda osteojenik farklilasmanin gostergesi olan kalsiyum
depozitleri (siyah renkte noktalar) alizarin red boyasi ile pozitif olarak boyand1 (Sekil
4.4.). MKH’lerin IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF ile kosullanmasi hiicrelerin adipojenik

ve osteojenik farklilagabilme kapasitesini etkilememektedir.
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KONTROL ADIPOJENIK
MKH
MKH I+H
MKH I
MKH H
Sekil 4.3. MKH gruplarinin adipojenik farklilagmalarinin 21. giinii goriintiileri. IGF-

1+HGF (MKH I+H), IGF-1 (MKH I) ve HGF (MKH H) ile isaretlenen
MKHlerin sol (kontrol) normal besiyerinde biiyiitiilmiis 21. giinde Oil
Red O boyas1 ile boyanmis goriintiileri, sag (adipojenik) adipojenik
farklilasma besiyerinde biiyiitiilmiis ve 21. giinde Oil Red O boyast ile
boyanmig goriintiileri. Isik mikroskobu (Biiyiitme 40x)
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MKH

MKH 1+H

MKH |

MKH H

KONTROL

OSTEOJENIK

Sekil 4.4. MKH gruplarinin adipojenik farklilagmalarinin 21. giinii gériintiileri. IGF-
1+HGF (MKH I+H), IGF-1 (MKH I) ve HGF (MKH H) isaretlenen
MKH’lerin MKH’lerin sol (kontrol) normal besiyerinde biiyiitiilmiis 21.
giinde Alizerin Red boyasi ile boyanmig goriintiileri, sag (osteojenik)
osteojenik farklilasma besiyerinde biiyiitiilmiis ve 21. giinde Alizerin Red
boyasi ile boyanmig goriintiileri. Isik mikroskobu (Biiyiitme 4x).
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4.2. MKH’lerin CM-DIL ile Isaretlenmesi ve CM-DIL Sitotoksisitesinin

Incelenmesi

MKH’ler olusturulan podosit hasar modeli sonrasi siganlara uygulamadan 6nce
CellTracker™ CM-DIL floresan boyasi ile isaretlendi ve 2 pg/ml CM-DIL’in (318)
hiicreler tizerine sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile saptandi (Sekil 4.5.) WST analizine
gore CM-DIL ile isaretlenen MKH’ler, isaretlenmeyen kontrol MKH’lere gore
ortalama % 9,4 azalmaktadir. Istatiksel analiz (unpaired t test) yapildiginda ise kontrol
MKH’lerle, CM-DIL isaretli MKH’ler arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

4.3. MKH Hiicrelerinin CM-DIL ile Isaretlendikten Sonra In Vitro
Takibi

Hiicreler 2 pg/ml olacak sekilde isaretlendikten sonra boyandig: (Sekil 4.6A.)
bir kisim hiicre in vitro olarak 1 ay siiresince takip edildi. 1 ay sonunda hiicrelerin

boyay1 tasimaya devam ettigi goriildii (Sekil 4.6B.).
4.4, Lisanslanan MKH’lerin ileri Karakterizasyonlar

4.4.1. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF Uygulamasinin MKH Yara Iyilesmesi

Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

MKH’ler (Kontrol), tek IGF, tek HGF ve IGF-1+HGF ile indiiklenen
MKH’lerin kiiltiir tabag1 p200 pipet ucu ile boylu boyunca ¢izik atilarak yara hasar
modeli olusturuldu ve 12, 18, 24 ve 36 saat sonra alinan resimlerde olusan yara
alanindaki kapanma 5 farkli yerden 6l¢iim yapilarak ImageJ programi kullanilarak
analiz edildi. Lisanslama yapilan tiim MKH gruplarinda yara iyilesmesi 12. ve 18.
saatlerde lisanslama yapilmayan MKH grubuna gore anlamli olarak farklilik
gostermistir ve 12. ve 18. Saatlerde anlamli olarak en hizli yara iyilesmesi IGF-1 ve

HGEF ile birlikte lisanslama yapilan grupta goriilmiistiir (Sekil 4.7., Tablo 4.2.).
4.4.2. Lisanslanan MKH’lerin (MKH I+H) Metabolomiks Calismalar:

MKH (Kontrol) ve IGF-1+HGF ile indiiklenen MKH’lerin kiiltiir
siipernatanlarinin iki farkli zamanda (MKH-1 ve MKH-2) yapilan metabolomiks
analizine gore, MKH-1 deneyinde 535 adet metabolit yakalandi. Bunlardan 103 tanesi
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tanimlanmis metabolit, 432 tanesi tanimlanmamis metabolittir. MKH-2 deneyinde
metabolomiks analizi sonucu 582 adet metabolit yakalandi. Bunlardan 102 tanesi
tanimlanmis metabolit, 480 tanesi tanimlanmamis metabolittir. Tanimlanmis
metabolitlerden 62 tanesi iki analizde de ortak ¢ikmustir (Sekil 4.8.). iki analizde de

ortak ¢ikan ve ortak olmayan metabolitlerin listesi tabloda belirtilmistir (Tablo 4.3.).

WST-1

—_— L ]
g n
S 100 - —F "
r= ...
2 i my
2 75
<
E 50
[=]
n
~ 254
Q
o

0 T T

KONTROL CM-DIL

Sekil 4.5. CM-DIL’in sitotoksitesinin WST-1 analizi ile belirlenmesi. Kontrol
(MKH) ve CM-DIL (CM-DIL ile isaretlenmis MKH) hiicrelerinin WST-1
belirteci konulduktan 4 saat sonra microplate okuyucuda 450 nm’de alinan
rolatif absorbans degerleri.

A) B)

Sekil 4.6. MKH hiicrelerinin CM-DIL ile isaretlenmesi ve kiiltiirde takibi. MKH
hiicrelerinin CM-DIL ile isaretlendikten ve kiiltiir kabina ekildikten A) 1.
giin ve B) 30. glindeki floresan mikroskobu goriintiileri (Biiyiitme 20x).
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Sekil 4.7. MKH gruplarinin 12, 18, 24 ve 36. saat yara iyilesmeleri. IGF-1 (MKH 1),
HGF (MKH H) ve IGF-1+HGF MKH’larinin (MKH I+H) 12, 18, 24 ve
36. saatlerdeki kiiltiir tabagindaki yara alanindaki kapanmalarinin 151k
mikroskobunda ¢ekilen (biiylitme 10x) ve ardindan image J yaziliminda
diizenlenen goriintiileri ve bar grafigi.
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Tablo 4.2. MKH gruplarinin 12, 18, 24 ve 36. saatlerdeki yara kapatma oranlar1

SAATLER
0 12 18 24 36
(%) (%) (%) (%) (%)
GRUPLAR
MKH 0,00 7,04 32,21 67,45 89,83
MKH | 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 ayrica IGF-1, HGF ile indiiklenen MKH’ler, IGF-1+HGF
ile indiiklenen MKH’lerin ve kontrol MKH’lerin kiltliir siipernatanlariin
metabolomiks analizi multivaryant data analiz yazilimi (SIMCA®) yapilmistir.
SIMCA’ya gore zorlanmis ayrim (PLS-DA) ile tim gruplarin ¢oklu analizleri
olusturduklart kiimelenmeler anlamli farkli ¢ikan (p<0,05) metabolitler ile
belirlenmistir (Sekil 4.9.). IGF-1+HGF _MKH’lerin kontrol MKH’lere gore ikili
karsilastirmas1 sonucunda 2-hidroksiestron, maleik asit, gliseraldehit, porfin,
mimozin, fenilalanin, metionin, metil sterat, tagatoz, n-asetil-l-glutamik asit, serin,
lizin, 6-deoksi-d-glukoz artig gosterirken, picolonik asit, kreatinin, sitrullin, miristik
asit, oksalik asit, n-asetil-l-aspartik asit, trans-3-heksenedioik aist, metik-beta-d-
galaktopiranozit, tireitol, siikroz, ribonik asit-gama-lakton, 6-deoksi-d-glukoz
metabolitleri azalmistir (Sekil 4.10.).

MKH-1 MKH-2

Sekil 4.8. MKH-1 ve MKH-2 metabolomiks analizlerinde ¢ikan tanimlanmis
metabolitlerin kesigim kiimesi.



Tablo 4.3. MKH-1 ve MKH-2 metabolomiks analizinde ¢ikan tanimlanmis
metabolitlerin listesi
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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-Ilactone
Serine

Stearic acid
Succinic acid
Tagatose

Talose

Threonine
Tyrosine

Uracil

Urea

Valine

Xanthine

Xylitol
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Sekil 4.9. MKH’lerin SIMCA analizine gore zorlanmig ayrimi (PLS-DA). MKH
(MSC) ve IGF-1 (IGF) , HGF ve IGF-1+HGF (ICF+HGF) ile indiiklenen
MKH’lerin SIMCA analizine gore zorlanmig ayrimi (PLS-DA).

IGF-1+HGF_MKH

PLS-DA

18 E

Lysine

Serine
Tagatose

Threitol
Capric acid

Sucrose
Trans-3-hexenedioic acid

Citrulline
N-acetyl-L-aspartic acid

Maleic acid
2-hydroxyestrone
Porphine
Glyceraldehyde
Mimosine

Methyl stearate
Phenylalanine
Creatinine
Methionine
Myristic acid
N-acetyl-L-glutamic acid
Nicotinamide
Oxalic acid

Picolonic acid
Iminodiacetic acid

Trans-3-hexenedioic acid 4

Picolonic acid
Iminodiacetic acid
Myristic acid -
Capric acid -
Oxalic acid
Creatinine
Threitol
Nicotinamide

Citrulline -

Sucrose -
N-acetyl-L-aspartic acid ]
Lysine 4

Tagatose

Serine o

Methionine

IGF-1+HGF_MKH’lerde azalan

Phenylalanine 4
Parphine 4
Glyceraldehyde 4
N-acetyl-L-glutamic acid 4
Mimosine
2-hydroxyestrone <
Methyl stearate -

Maleic acid

IGF-1+HGF_MKH’lerde artan

-0.06 -0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06
Coefficient

Qnr2:0,974
RA2: 0,996

Sekil 4.10.

MKH-1 deneyinde IGF1+HGF MKH’lerin Kontrol MKH’ye gore farkli

¢ikan metabolitleri. a) metabolitlerin skor plotlarinin ayrim analizi (PLS-
DA) ve b) bunlara karsilik gelen en 6nemli degiskenler (VIP). c¢) azalan
ve artan metabolit grafigi. R"2: Median uygunluk degeri Q"2: iki grubun

tahmin etme giicii.
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Daha sonra IGF-1+HGEF ile indiiklenen MKH’lerin tek basma IGF-1 ve HGF
ile indiiklenen MKH metabolitlerinden farkli olan metabolitleri belirlenmistir (Sekil
4.11.). Ortak olan 3 metabolit Iminodiasetik asit, Pikolonik asit (artis gésteren), Metil
stearat (azalis gosteren) metabolitleridi. MKH-2 analizinde sadece IGF-
1+HGF _MKH’ler ve kontrol MKH’ler karsilagtirilmistir. IGF-1+HGF ile indiiklenen
MKH’lerin ve kontrol MKH’lerin kiiltiir siipernatanlarinin SIMCA’ya goére zorlanmis
ayrimi  (PLS-DA) yapilmis ve anlamli ¢ikan 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 [+H=1,23; MKH=1,06 (p=1,23)), MKH’lere
gore artmakta, D-glukozaminik asit ise (ort: MKH 1+H=0,68; MKH=1,00 (p=0,68)),
azalmaktadir. (Sekil 4.12.). Iki ayri analizde anlamli ¢ikan metabolitlerin listesi
tabloda verilmistir (Tablo 4.4.). MKH-1 ve MKH-2 metabolitleri kiyaslandiginda,
MKH-I+H’lerde kontrol MKH’lere gére anlamli diizeyde ¢ikan metabolitler arasinda
ortak metabolitler ¢ikmamistir (Tablo 4.4., Sekil 4.13.). Metabolik yolak analizine
bakildiginda MKH-1 analizinden 2-Hidroksiesteron ile MKH-2 analizinden
kolesteroliin ortak oldugu “steroid hormon metabolizmas1” yolagi bir tek iki analizde

ortak olarak belirlenmistir (Tablo 4.5.).

IGF-1 HGF

IGF-1_HGF

Sekil 4.11. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF ile kombine indiiklenen MKH’lerin kontrol
MKH’lere gore anlamli olarak farkli ¢ikan metabolitlerinin VENNY
diagraminda gosterilmesi.
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A C
Canavanine | E"
Sedohe ptulose 4 g
MKH IGF-1+HGF Alpha-d-gluzosamine phosphate 5 :
Kylital k=]
MKH D-glucose 4 _'2
- -.. D-ghucosaminic acid E
P D-sphingosine =
e " Galacturonic acid 4 u_l
Neohesperidin %
O e Parphine = x
PLS'DA Methicnine [ra
Malonic acid =]
His tidine g
Tryptophan 4 FB
B 2 Mmosme] B
18 Gluconic acid 4 g
o 1.6 D-malic acid E
> 14 Lactamided =
"21|I"|"llllll|"|ﬂlnm e 85
1.0 = Chalesterol = %
X Egg%g_ E Creatinine :-ct—
RS- Rak-R-I 225 Fructose{ &
I 3 g? =3 E [ Methyl ;:-m. g
= = D-mannitod -
I: a 0.2 01 oo a1 0z
'—E_. Coefficient
: Q"2:0,994
RA2: 0,847
Sekil 4.12. MKH-2 deneyinde IGF1+HGF MKH’lerin Kontrol MKH’ye gore farkli
cikan metabolitleri. a) metabolitlerin skor plotlarinin ayrim analizi (PLS-
DA) ve b) bunlara karsilik gelen en 6nemli degiskenler (VIP). c) azalan
ve artan metabolit grafigi. R"2: Median uygunluk degeri Q"2: iki grubun
tahmin etme giicli; VIP: en 6nemli degiskenler.
MKH/IGF1+HGF-1 MKH/IGF1+HGF-2
Sekil 4.13. IGF-1+HGF_MKH’lerin Kontol MKH’lere gore deneylerde farkli ¢ikan

metabolitlerinin VENNY diagrami. IGF-1+HGF ile indiiklenen
MKH’lerin indiiksiyon yapilmamis MKH’lere (MKH) gore 1. Deneyde
(MKH/IGF-1+HGF-1) ve 2. Deneyde (MKH/IGF-1+HGF-2) analiz
edilen ve anlamli ¢ikan metabolitlerinin karsilagtirmali venny
diyagraminda gosterilmesi.



Tablo 4.4. MKH-1 ve MKH-2 deneylerinde IGF-1+HGF’lerle indiiklenen
MKH’lerin, kontrol MKH’lere (indiiklenmemis) gore anlamli olarak
belirlenen metabolitlerin listesi

MKH/IGF-1+HGF_MKH (1) MKH/IGF-1+HGF_MKH (2)

2-hydroxyestrone Cholesterol
6-deoxy-d-glucose D-glucosaminic acid
Capric acid Gluconic 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
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MKH ve IGF-1+HGEF ile Lisanslanmis MKH’lerin Sitokin Diizeyleri

MKH, IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF MKH’lerin salgiladiklar1 protein
diizeylerini belirlemek i¢in kiiltiir siipernatanlar1 toplanarak membran bazli antikorlar
iceren sitokin analizi gerceklestirildi. Sitokin Array 80 farkli sitokin ve biiylime
faktoriinii tespit etmektedir (Sekil 4.14.). Her spot i¢in net gorliniir intensite seviyesi,
arka plan c¢ikarildiktan sonra pozitif kontrollerin ortalamasina gore normalizasyon
yapilarak belirlendi. IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF ile lisanslanmis MKH spotlari,
lisanslanmamis MKH’lerin karsilik gelen spotlari ile karsilastirildi ve arkaplani
cikartilmis MKH’lere gore normalize edildi. ifade degerleri>80 spot intensite (si)
dikkate alinacak sitokinler i¢in bir esik belirlemek {izere analiz edilebildi. Membran
tizerinde diisiik intensitesi tespit edilen ve diisiik ifadesi gdzlenen sitokin ve biiyiime
faktorlerinin renk ile yiiksek ifadesi gézlenenler ise ile 1s1 haritasi/heatmap tizerinde
gosterildi (sekil 4.15.). Tamamen background/arkaplanin ¢ikarildigt MKH, IGF-1,
HGF, degerler ise grafik iizerinde gosterildi. IGF-1+HGEF ile tekrar edilen ¢aligmanin
MKH’ye gore karsilagtirmali analizi de heatmap tizerinde gosterildi (Sekil 4.16.).

Arka planin tamamen c¢ikarildig1 analiz sonuglarina gore, sitokinler arasinda,
IGF-1+HGF-MKH’lerde kontrol MKH, IGF-1 VE HGF_MKH’lere gore IL-6 en
yiiksek artis1 gosterirken,~Angiogenin, BDNF ve IGFBP2’de artmaktadir. IGF-1+HGF
ile kombine indiklenen MKH’lerde tek basina IGF-1 ve HGF ile indiiklenen
MKH’lere gore MCP-1, SDF-1a, TIMP1 lisanslanmayan MKH’lere yakin ifade
gostermektedir. IGF-1 ifadesi ise sadece IGF-1 ve IGF-1+HGF ile indiiklenen grupta
gozlenmektedir. Normalize intensitelerin (sitokin/pozitif kontrol) kat degisimlerini
gosteren relatif cubuk grafigi Sekil 4.14b’de gosterilmektedir. Esik deger sinyalinin
azaltildigi (zorlanmis analiz) analize gore IGF-1+HGF_MKH’ler MKH, MKH 1 ve
MKH H gruplariyla karsilastirildiginda 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 azalmaktadir (sekil 4.15.).

MKH ve IGF-1+HGF MKH’lerle iki defa sitokin analizi gergeklestirilmis
olup iki deneyin de sonuclarinin zorlanmis analizinin karsilastirilmasi 1s1 haritasi
olarak gosterilmistir. Iki analizde de &riintii benzer olup, zorlanmis analizde IGF-

1+HGF MKH’lerde MKH’lere gore Leptin, MIF ve Osteopontin ifadesi azalmakta,
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HGF ve NAP2 ifadesi artmaktadir (Sekil 4.16.). MKH (1) ve IGF-1+tHGF_MKH’lerde
membran arkaplant ¢ok kirli oldugu igin analizlerin yapilmasi zor olmustur.
Karsilastirma agisindan Oriintiiler benzer olmasina ragmen diisiik ifadeli proteinler i¢in
net bir analiz yapilmasini giiclesmistir.

MKH (Kontrol), MKH I, MKH H, MKH I+H kiiltiir sipernatanlarindan ayrica
Boncuk-Bazli Immunoassay Analizi ile yardimer T hiicre (T helper/Th) paneli olan
IL-2, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-17F, IL-4, I1L-21, IL-
22 sitokin diizeylerine bakilmistir ve flow sitometre ile analiz edilen konsantrasyonlari
belirtilmistir (Tablo 4.6.). Th paneli hiicrelerin ¢esitli hastalik proseslerinde immiin
cevabi anlamak i¢in 6nemli bir paneldir. IGF-1+HGF’lerde IL-6 hem membran bazli
sitokin panelinde (MKH I+H: 75097si, MKH: 64260si, MKH I: 53629si, MKH H:
45720si) hem de boncuk-bazli 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) diger gruplara gore yiiksek
¢cikmistir, kontrol MKH’lere ise ifadesi yakin diizeydedir (Sekil 4.15. ve 4.17.). IL-6,
MKH I+H’lerin proliferasyonu artirmakta, apoptoza karsi korumakta, farklilagmamis
diizeyde kalmasinda ve yara iyilesmesine katkisinda dnemli bir rol oynuyor olabilir

(330).

4.4.3. Lisanslamanin MKH Uzerindeki Sitokin Diizeylerinin RNA

Diizeyinde Belirlenmesi

IGF-1, HGF ve IGF1_HGF MKH’lerin etkisinin mekanizmasini belirlemek
amactyla Prof. Dr. Giines Esendagli’dan alman IL-10, TGF-5, NOS2, IDO-1 ve
elimizde mevcut olan FOXP3 gen ifadelerine bakilmistir. Gen ifadeleri -actin gen
ifadesine gére normalize edilmistir. Belirlenen kosullarda IL-10, ve NOS2 primerleri
calismamis, optimizasyon sonrasi da veri alinamamistir. IDO1, TGF-£ ve B-Actin ile
calisilmigtir. Buna gore, IDO-1 ifadesi IGF1+HGF ile indiiklenen MKH’lerde (IGF-1,
HGF ve MKH gruplarina gore yaklasik ~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)
artmustir (Sekil 4.18.). FOxP3 mRNA ifadeleri gruplar arasinda diisiik olarak bulunus
(>40 CT degeri) 4 grup karsilagtirildiginda ise en yiiksek ifadenin IGF-1 ile indiiklenen
MKH’lerde izlendigi goriilmiistiir (ort=MKH I+H: 1,33; MKH I: 7,71; MKH H: 7,71).
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Sekil 4.17. MKH, MKH-IH, MKH-I ve MKH-H siipernatanlariin “LEGENDplex
™.-Multi-Analyte Flow Assay Kit “profili ile akis sitometrisinde analiz
edilen IL-6  konsantrasyonlari.
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- —_
4 l 1.5+

2-A ACT
prs
=}
1

0.5+
1-j | | i
0- . . 0.0-
> :
& »

FOXP3

2-A ACT
2]
1

Sekil 4.18. MKH gruplarmin qRT-PCR analizleri (224t degerleri). Kontrol MKH,
IGF-1, HGF ve IGF-1+HGF. MKH’ler kiiltiir besiyerinde IGF-1+HGF ile
(1 (20ng/ml) + H (10ng/ml)), tek basina IGF-1 ile (1) 24 saat veya HGF
(H) ile 6 saat boyunca indiiklendikten sonra toplanarak IDO-1, TGF- 3 ve
FOXP3 mRNA ifadeleri verisi B-gore normalize edildikten sonra
indiiklenmemis kontrol MKH’lere (MKH) gore goreceli/relatif ifadesi
alimmistir. Tek ¢aligmanin (n=1) teknik tekrar1 ile standart sapmalar
hesaplanmustir.
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4.5. In vitro Podosit Hasar1 Uzerinde IGF-1 ve HGF ile Lisanslanan
MKH’lerin Etkisinin Standart Kiiltiir Ortaminda Hazirlanan

MKH’ler ile Karsilastirmal incelenmesi
4.5.1. Podosit Hiicre Kiiltiirii

Podosit hiicrelerinin ¢ogaltilma/proliferasyonu 33°C’de, farklilagmast ise
37°C’de sicaklikta inkiibe edilmesi gerekmektedir. 33°C’deki farklilasmamis hiicreler
kiigiik ve cakil tagi/cobblestone benzeri bir morfoloji gosterirken, 37°C’deki 12-14 giin
sonunda farklilasmis podosit hiicrelerinin genis ¢ekirdek ve hiicre gdvdesine sahip,

sitoplazma hacmi biiyiik, dallanmis hiicreler oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.19.).

Farkhilasmamis Podosit Farkhlasmis Podosit

Sekil 4.19. Kiiltlirdeki farklilagmis ve farklilasmamis podosit hiicrelerinin mofolojik
olarak goriintiilenmesi. Farklilagmamis hiicreler kiigiik boyutludur ve
cakil tas1 benzeri bir morfoloji gosterirken, farklilagmis hiicreler genis
cekirdekli, hacimli sitoplazmali ve dallanma siiregleri olan genislemis
hiicre govdelerine sahiptir.10x ve 20X biiyiitme. Isik mikroskobu
goriintiileri, 6l¢ek gubuklari: 500 um ve 200 pm.
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4.5.2. Podosit Hasar1 Olusturulmasi

Podosit hiicre hasar ve ko-kiiltiir calismalar1 33°C’de %50-60 Kkiiltiir kabini
kapladiktan (3-5 giin) ve ardindan 37°C inkiibatore alinarak 14. Giin sonrasinda
farklilasmasini tamamlamasimin ardindan yapildi. 14 giin sonunda hiicre besiyeri
icerisine, hiicre aktin hiicre iskeleti yapisini bozan Puromisin aminoniikleozid (PAN)
kimyasali eklendi. PAN dozunu belirlemek icin hiicrelere 50 ve 100 pg/ml PAN
eklenerek 48 saat sonunda WST-1 ile hiicreye canlilig1 6l¢iildii. Aktin-hiicre iskeletini
goriintiilemek icin hiicreler Phalloidin antikoru ile isaretlenerek floresan
mikroskobunda goriintiileri alinarak analiz edildi.

WST-1 okumasina gore, 50 ng/ml PAN ile hiicre metabolik aktivitesi ~%63
iken ve 100 pg/ml PAN ~%22 olarak belirlendi (Sekil 4.20a.). Hem 50 hem 100 pg/ml
PAN uygulanan podosit hiicrelerinin morfolojileri PAN uygulanmayan kontrol
podosite gore karsilastirildiginda, hiicre govdelerinin yassilastigi ve aktin hiicre
iskeleti yapisi diizenliligin bozuldugu ve hiicre boyutlarinin kiigiildiigii goriildi (Sekil
4.20C.).Literatiirde de sitotoksik doz oldugu gosterilen (331, 332) ve bizim
calismamizda da ~%37 oraninda hiicrede metabolik aktivitenin azaldigint gosteren 50
ug/ml PAN dozu ile ileri deneylere devam edilmesine karar verildi.

Podosit hiicre besiyerine daha sonra 50 pg/ml PAN eklenerek 48 saat
sonrasinda MKH ve IGF-1, HGF veya IGF-1+HGF ile indiiklenen MKH’lerle 48 saat
ko-kiiltiire edilmistir. Podosit hiicrelerinde ifade oldugu bilinen Synpo ve Inf2 mRNA
ifadelerine bakilmistir (Sekil 4.20B.). Hasar ile birlikte ifadelerinin azalmasinm
bekledigimiz Synpo ve INF2 ifadelerinin azalmamasi nedeniyle MKH-podosit ko-
kiiltiir ¢alismalarindan sonra ayrica Synpo ve INF2 mRNA ifadelerine ayrica

bakilmamustir.
4.5.3. Podosit-MKH Ko-Kiiltiirii

PAN ile hasar goren podositlerin aktin hiicre iskeleti iizerine MKH, IGF-
1 MKH (MKH 1), HGF_MKH ve IGF-1+HGF_MKH'lerin (MKH I+H) etkisini
degerlendirmek i¢in Phalloidin antikoru ile isaretlendikten sonra floresan
mikroskobunda goriintiileri alinarak incelenmistir. Podosit hiicrelerine PAN
uygulandiktan 48 saat sonra hiicre kiiltiir kabina 4 pm ve 8 um siizgecler yerlestirilerek

siizgeclerin lizerine CM-DIL (kirmizi) ile isaretlenen MKH gruplar1 ekilmistir.
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MKH’ler 8 um siizgecten gecmekte 4 pm silizgecten ise gegememektedir. 8 pm silizgec
ile MKH’lerin direk etkisi, 4 pm silizge¢ kullanilarak MKH’lerin salgisi ile
indirek/dogrudan olmayan etkisi degerlendirilmistir. Her MKH grubu igin iki tekrar
yapilmis ve siizgeg istii ve siizge¢ altinin (kiiltiir kab1 ylizeyi) floresan mikroskobu
goriintlileri ¢ekilmistir (Sekil 4.21.). IGF-1+HGF _MKH grubunun 8 pm silizgec
istiinde diger gruplara gore hiicre sayilarinin azaldigi siizgeg¢ altinda ise sayilarinin
arttigimin  gosterilmesi  IGF-1+HGF’nin  hiicrelerin  migrasyonunu artirdigini
gostermektedir. 4 um silizge¢ kullanildiginda tim MKH gruplarinda silizgec altina
hiicre gecisi olmadigindan kiiltiir kabinda floresan bir sinyal alinmamistir 4 pm siizgeg
ko-kiiltiirlerinde MKH gruplar1 arasinda aktin hiicre iskeleti yapisina bakildiginda,
MKH I+H’ler ile podosit aktin stres fiberlerinin diizensizliginin azaldig1 ve hiicre
boyutlarmin arttig1 gozlendi. MKH H grubunda da bazi hiicrelerde aktin yapilarinin
daha diizenli oldugu goézlenmis, tek basmna IGF-1 ve sadece MKH ile ko-kiiltiire
podositlerde ise yapilan tedavinin gozle goriilen bir etkisi goriilmemistir (Sekil 4.22.).
8 um siizgegli ko-kiiltiirlerde hiicre gegisi ile ise IGF-1+HGF ve HGF-ile indiiklenen
MKH’ler ile podositlerin aktin stres fiberlerinin azaldigi ve kontrol saglikli
podositlerin aktin yapisi diizenine yakin sekilde aktin hasarini geri cevirebildigi
gbzlenmistir. Tek basina IGF-1’in de aktin hiicre iskeleti hasarin1 ¢ogu hiicrede geri
cevirebildigi fakat lisanslanmamis MKH’lerin (kontrol) salgisinin ve kendisinin hasari

cok az geri ¢evirebildigi goriilmiistir (Sekil 4.23.)
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Kontrol (0 pg/ml) 50 pg/ml 100 pg/ml

PHL/ - - -

Sekil 4.20. In vitro PAN ile hasar uygulanan podositlerin metabolik aktivitelerinin,
gen ifadelerinin grafikleri ve aktin hiicre-iskeleti yapilarinin goriintiileri.
0 (Kontrol),50, ve 100 pg/ml PAN uygulanan podosit hiicrelerinin WST-
1 analizi, A) Hiicrelerin metabolik aktivitelerinin WST-1 analizi ile 450
nm’de olglilmiis absorbans degerlerinin teknik tekrarlariin analizinin %
grafigi. B) Synaptopodin (Synpo) ve Inverted Formin-2 (INF-2) mRNA
ifadeleri (QRT-PCR ile teknik tekrarlar ile 6lgiilen mRNA ifadeleri
GAPDH referans genine gore normalize edildi). C) Aktin hiicre-iskeleti
yapisini gosteren Phalloidin (Phl)-(kirmiz1), hiicre ¢ekirdegini boyayan
DAPI (mavi), Phl ve DAPI etiketli hiicrelerin floresan mikroskobunda
cakisan goriintiisii. 20X biiyiitme.
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Sekil 4.21. PAN hasarli podosit-MKH ko-kiiltiirlerindeki (8 um) CM-DIL isaretli MKH
gruplarmin floresan mikroskobu gortintiileri ve isaretli hiicre sayilarinin bar
grafigi. MKH ve IGF-1 (1), HGF (H) ve IGF-1+HGF (I+H) ile indiiklenen
ve 50pug/ml PAN uygulanan podositlerle ko-kiiltiire edilen 8 um porlu
stizgec tizerine ekilen CM-DIL isaretli MKH’lerin (kirmiz1 isaretli) slizgeg
tistiinde kalan (siizgeg listii) ve siizgecte kalan (siizgeg alt1) floresan
mikroskobunda ¢ekilen goriintiileri (10X biiyiitme) ve isaretli hiicrelerin
sayisini yansitan bar grafigi.
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4.6. In Vivo FSGS Modelinde IGF-1 ve HGF ile Lisanslanan MKH’lerin
Etkisinin Standart Kiiltiir Ortaminda Hazirlanan MKH’ler ile

Karsilastirmah incelenmesi

In vivo FSGS modeli lizerine MKH’leri uygulamadan 6nce FSGS modelinin
olusumunun modellenmesi i¢in Pilot Calisma-1; MKH I+H’lerin etki siiresinin ve
dogru tedavi zamaninin belirlenmesi i¢in Pilot Calisma-2; tek basina IGF-1 ve HGF
ile lisanslanan MKH’lerin etkisinin incelenmesi i¢in Pilot Calisma-3 yapildiktan sonra
ana deneyde MKH I+H’ler FSGS modeli olusturulan sigan modeline verildikten sonra
hasar geri doniislimii 24 saatlik idrar protein/kreatinin (proteiniiri) degerleri,
kesitlerdeki sklerotik alanlar, protein birikimleri, immunohistokimyasal ve elektron

mikroskobu analizleri ile degerlendirilmistir.
4.6.1. Pilot Cahsmalar

Fokal Segmental Glomeruloskleroz (FSGS) Modeli Olusturma (Pilot
Calisma-1)

Siganlar saglikli (kontrol) (n:2) ve FSGS hasta modeli (FSGS) (n:2) grubu
olarak ayrilmistir. PAN intraperitoneal uygulama Oncesi ve Otanazi islemleri dncesi
tiim gruplar 24 saatligine metabolik kafese alinmistir. Toplanan idrarlardan protein ve
kreatinin diizeylerine bakilarak bobrek hasar diizeyi proteiniiri (protein/kreatinin)
tizerinden degerlendirilmistir.

Podosit hasarina bagli FSGS hastaliginda; insanlarda bobrek hasarindan
kaynakli agir proteiniiriye bagli ddeme bagli kilo alimi goriilmektedir. Bizim
calismamizda da sicanlarin her giin agirliklar 6l¢iilmiis ve not edilmistir. Buna gore;
PANY/ hasarli sicanlarin (P1 ve P2) agirliklar ikinci giinde azalip daha sonra 6deme
bagli olarak artarken, kontrol/ saglikli sicanlarin (K1, K2) ise agirliklarinda diizenli bir
artis goriilmiistiir. 6. glinde agirliklar karsilastirildiginda kontrol grubunun agirliklar
ortalamasi 173 gram (g) iken PAN grubunun ortalamas1 142,1 g’dir (Sekil 4.24.).
Kontrol grubunun yani saglikli siganlarin agirhigi 30.9 g daha fazladir. PAN grubunun
idrarinda protein/kreatin (P/K) seviyelerine enjeksiyonu takiben 72. ve 90. Saatlerde
bakilmigtir. 72. Saatte PAN grubunun P/K orani (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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gore (0.73 mg/mg) ~58 kat fazla P/K oran1 saptanmistir (Sekil 4.24b.). PAN grubunda
protein ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig1 ayrica grafiksel olarak
gosterilmistir (sekil 4.24c¢. ve 4.24d.). Ayrica siganlarin su i¢imleri ve idrar ¢ikiglarinin
kontrol grubuna gore azaldigr gorilmiistiir. 72. saatte PAN grubunun su i¢im
ortalamasi 14 ml idrar ¢ikist 3,35 ml, 90. saatte su i¢imi 11 ml, idrar ¢ikis1 1,25 ml’dir.
MKH grubunun su i¢im ortalamasi 72. saatte 26,5 idrar ¢ikis1 6 ml, 90. saatte su i¢imi
16,5 idrar ¢ikis1 6,38 ml’dir. 150 mg/kg PAN uygulamasi ile siganlarda agirligin
azalmasi, su i¢imi ve idrar ¢ikisinin azalmasi idrar testine bakildiginda tiim gruplarda
Glukoz, Bilirubin, Uronobilojen, Kan, Keton, Nitrit, Lokosit parametrelerinin negatif
olmasi ve sadece PAN grubunda proteiniiriyi gosteren UCSF/Kreatinin artisi
proteiniirinin artmast modelin olustugunu gostermektedir. PAN ve Kontrol gruplarinin
UCSF/PROTEIN (mg/dl), Kreatinin, Proteiniiri (UCSF/Kreatinin), Mikroalbumin,
Glukoz, Bilirubin, Uronobilojen, pH, Kan, Keton, Nitrit, Lokosit, Bulaniklik, Dansite,
Renk ve Arjinosiiksinik Asit degerleri ve parametreleri de tabloda gosterilmistir
(Tablo 4.7.).

Saglikl1 (Kontrol) ve Hasta Modeli (FSGS) gruplariin elektron mikroskobu
incelemelerinde saglikli (kontrol) grubunda podosit hiicreleri normal yapilarim
korurken; PAN grubunda ise 1-2 podosit hiicresi diginda tiim podosit yapilarinin ve
slit diyaframlarinin kayboldugu ve hiicre efasmanlarinin meydana geldigi goriilmiistiir
(Sekil 4.25).

FSGS hastaliginda podosite 6zgii synaptopodin (Synpo), inverted formin 2
(INF2) gibi mRNA ve proteinlerin ifadesi azaldig1 daha 6nceki yayimlanan ¢alismalar
ile bilinmektedir (208, 333). Siganlarin bobrek dokularindan RNA izole edip, ardindan
cDNA sentezi yaptiktan sonra, qPCR ile Synpo ve Inf2 mRNA ifadeleri incelendiginde
PAN ile Kontrol gruplar1 arasinda Synpo ifadeleri arasinda anlamli bir farklilik yokken
(ort PAN: ~1,06) ve azalmasi beklenen Inf2 ifadeleri PAN grubunda yaklasik 1,93 kat
artmistir (Sekil 4.26.). Bu sonucu, RNA izolasyonunu tiim bobrek dokusundan izole
etmis olmamiza bagladik. Bobrek doku kesitlerinden immunohistokimyasal boyama
ile Synpo diizeylerine bakildiginda PAN grubunda kontrole gére Synpo boyamasi
glomertillerde daha koyu ve bdbrek tiibiillerinde de boyanma goriilmektedir (Sekil
4.27.).
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Sekil 4.24. Pilot deney 1: Kontrol ve PAN gruplarinin giinlere gore agirliklarinin,

protein/kreatinin oranlarinin, idrar protein ve kreatinin miktarilarinin, su
icimi ve idrar ¢ikislarinin grafikleri. Pilot deney 1= Saglikli (Kontrol) ve
Hasta Modeli (FSGS) gruplarinin PBS ve PAN intraperitonal
enjeksiyonundan sonraki 0-6 giin boyunca takip edilen a) agirliklari, b)
protein/Kreatinin oranlari, c¢) Idrar protein miktar1 d) Kreatinin Miktar, e)
Su i¢imi ve f) Idrar Cikis1. Kontrol= (Saglikli siganlar (PBS verilen grup),
Hasta Modeli (FSGS) olusturulan siganlar (PAN verilen grup).



Tablo 4.7. Saglikli (Kontrol) ve hasta modeli (FSGS) ratlarin idrar parametreleri
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GRUPLAR
Hasta
Modeli Hasta
Kontrol Kontrol (FSGS) Modeli
Parametreler (1) 2) (1) (FSGS) (2)
VUCUT AGIRLIGI
(0.GUN) 129,8 136,5 127,1 135,1
VUCUT AGIRLIGI 174 172 143,1 141,1
UCSF/PROTEIN
(mg/dl) 71,6 66,7 175,2 311,2
KREATININ (mg/dl) 82,75 139,09 128,84 169,04
PROTEINURI
(UCSF/KREATININ) 0,87 0,59 18,27 67,01
MIKROALBUMIN
- (mg/dl) 0,609 0,870 <0,200 N/A
Sl GLUKOZ NEG NEG NEG NEG
‘E BILIRUBIN NEG NEG NEG NEG
0| URONOBILOJEN NEG NEG NEG NEG
% oH 5 6,5 6,5 6,5
3| KAN NEG NEG NEG NEG
% KETON NEG NEG NEG NEG
S| NITRIT NEG NEG NEG NEG
<t| LOKOSIT NEG NEG NEG NEG
COK COK COK COK
BULANIKLIK BULANIK | BULANIK | BULANIK | BULANIK
DANSITE 1,057 1,000 1,015 1,000
KOYU
RENK SARI YESIL SARI YESIL
ARJINOSUKSINIK
ASIT NEG NEG 20mgy/dl NEG
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Sekil 4.25. Kontrol ve PAN grubunun bobrek glomerular kesitinin elektron
mikroskobunda incelenmesi. Pilot deney 1= Saglikli (Kontrol) ve Hasar
Modeli (FSGS) gruplarinin PBS ve PAN intraperitonal enjeksiyonundan
sonra 6. giin sonunda toplanan bobrek doku glomerular kesitlerinin
elektron mikroskobu goriintiileri (20Kx biiyilitme). a) Kontrol= (Saglikli
siganlar (PBS verilen grup)), FSGS= (Fokal Segmental Glomeruloskleroz
(FSGS) modeli olusturulan siganlar (PAN verilen grup)

A)

Relatif mRNA ifadesi
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Sekil 4.26.

PAN Hasarma bagli SYNPO ve INF2 mRNA ifadelerinin bar grafikleri.
Kontrol (saglikli iki hayvan n=2) ve PAN (FSGS modeli olusturulan
hayvanlar n=2) gruplarinin bébrek dokusundaki A) Synpo ve B) Inf2
mRNA ifadelert GAPDH’a gore normalize edilmistir ve saglikli kontrole
gore 2"2ACT metodu kullanilarak goreceli/relatif mRNA ifadeleri
belirlenmistir.

Pilot deney 1 c¢alismasinin sonuglarina gore PAN verilmesini takiben 72.

saatten itibaren FSGS modeli olugsmaktadir. Bu sonuclar 1s18inda, pilot deney 2

calismas1 i¢in MKH ve IGF-1+HGF MKH (MKH I+H) tedavisini erken donem olarak
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72-96 saatler (3-4 giin) arasinda, ge¢ donem olarak ise 120-132. saatler (5-6 giin)

arasinda uygulamaya karar verdik.

Sekil 4.27. PAN Hasaria bagli Synaptopodin (Synpo) protein ifadesi degisiminin
immunohistokimya goriintiilemesi. a ve ¢) Kontrol (saglikli siganlar) ve b
ve d) Hasar Modeli (FSGS modeli olusturulan sicanlar) gruplarinin
bobrek dokusu kesitlerinin Synpo antikoru ile isaretlendikten sonra 151k
mikroskobunda alinan gériintiileri (a ve b 10x; b ve d 40x biiyiitme).

IGF-1+HGF_MKH’lerin FSGS Modeli Uzerinde Etki Siiresinin
Belirlenmesi (Pilot Calisma-2):

MKH I+H tedavi giiniiniin belirlenmesi i¢in ikinci bir pilot deney yapilmustir.
Tim siganlara ilk 6nce PAN verilerek (150 mg/kg) FSGS modeli olusmasinin
ardindan, ayr1 zamanlarda MKH veya MKH I+H uygulanmistir. PAN ile hasar modeli
daha onceki deneyde (pilot deney 1) olusturuldugu i¢in, bu deneyde hayvan sayisini
azaltmak adina saglikli kontrol grubu olusturulmamastir.

Siganlar MKH veya MKH I+H'nin verilme zamanina bagli olarak Erken
Donem ve Geg Dénem Grubu olmak tizere 2 ana gruba ayrilmistir, her grupta 3 deney

hayvani ile calisilmistir. Tim gruplar, PAN ve MKH/MKH I+H uygulamalari
oncesinde ve MKH/ MKH I+H tedavi sonrast 3., 9. giinde ve 20. giinde (0tanazi
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islemleri Oncesi) 24 saatligine metabolik kafese alinmistir. Toplanan idrarlardan
protein ve kreatinin diizeylerine bakilarak bobrek hasari/proteiniirinin geri doniisiimii
degerlendirilmistir.

Siganlarin agirliklarini her giin tarttigimizda, erken donemde MKH I+H verilen
grubun agirliginin, MKH ve PBS gruplarina gére (20. Giin agirlik ort PBS: 233,70g;
MKH: 245,1 g, MKH I+H: 291,5g); ge¢ donemde ise, MKH ve MKH I+H gruplarinin
agriliklarinin PBS grubuna gore anlamli bir sekilde artmis oldugunu goérdiik (20. Giin
agirlik ort PBS: 227,8 g; MKH: 291 g, MKH I+H: 282 g) (sekil 4.28.). Siganlarin
protein/kreatinin (P/K) diizeylerine ise; PAN verilmeden 6nce (0.glin), PBS, MKH ve
MKH I+H verilmeden 6nce (i.v. MKH 06ncesi) ve verildikten sonra (i.v. MKH sonrasi)
3., 9. ve 20. giinlerde analiz ettik. Buna gore; erken donemde 3. giinden itibaren MKH
(75,80 mg/mg) ve PBS (85,24 mg/mg) gruplarinin P/K diizeyi artarken, MKH [+H
(17,02 mg/mg)- verilen grubun P/K diizeyi MKH grubuna gore yaklasik 4,45 kat, PBS
grubuna gore 5 kat azalmistir. Ge¢ donemde ise, tedaviden sonraki 3. (PBS: 95,79;
MKH: 2,12; MKH I+H: 2,17 mg/mg) ve 9. giin (PBS: 70,59; MKH: 1,04; MKH [+H:
1,42 mg/mg) MKH ve MKH [+H gruplarinin P/K diizeyleri PBS grubuna gore
azalmistir (sekil 4.29) Ge¢ donemin 20. giinlinde gruplardan proteiniiri analizi i¢in
yeterli idrar toplanmamastir. Pilot Deney 2 Sonuclarina gore erken donemde MKH I+H
verilimi 3. giinden itibaren proteiniiriyi azaltirken; ge¢c donemde hem MKH hem IGF-
1+HGF MKH uygulamas:1 proteiniiriyi PBS grubuna goére anlamli sekilde
azaltmaktadir. Akut donemde ise MKH I+H uygulamasinin proteiniiriyi MKH’ye gore
daha hizli distiriitken uzun siire takip edildiginde (20. giinde) MKH’ye yakin
degerlerdedir.

IGF-1 veya HGF ile indiiklenmis/Lisanslannus MKH’lerin FSGS Modeli

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi (Pilot Cahsma-3)

IGF-1 ve HGF nin tek bagina MKH kiiltlir ortamina eklendikten sonra FSGS
modeli olusturulan sicanlara uygulanmasinin etkisini degerlendirmek i¢cin MKH I (n:2)
ve MKH H (n:2) si¢anlara intravendz uygulandiktan sonra idrar proteiniiri diizeyleri
analiz edildi (Sekil 4.30.). IGF-1_MKH uygulanan si¢anlarda proteiniiri diizeyi tedavi
oncesinde ortalama 51,53 mg/mg iken tedavi sonrasi 65,27 mg/mg saptanmistir; HGF-

MKH uygulanan siganlarda proteiniiri diizeyi tedavi Oncesinde ortalama 58,325
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mg/mg iken tedavi sonrasi 56,02 mg/mg bulunmustur. IGF -1ve HGF tedavilerinin tek

tek verilimi siganlarda bobrek hasarina bagl proteiniiriyi diizeltememistir.
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Sekil 4.28. 28. Pilot ¢alisma 2: erken donem ve ge¢ donem uygulanan PBS, MKH,

MKH [+H verilen si¢an gruplarinin protein/kreatinin oranlarinin
viicut agirligr grafikleri A) PAN veriliminin ardindan (0. Giin)
ardindan erken donemde (80. Saat) PBS, MKH, MKH I+H verilen
sican gruplariin 0-20. giinlerde alinan kilo/agirlik (g) grafigi, B)
PAN veriliminin ardindan (0. Giin) ardindan ge¢ donemde (128. Saat)
PBS, MKH, MKH I+H verilen si¢an gruplarin 0-20. giinlerde alinan
kilo/agirlik (g) grafigi.
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Sekil 4.29. Pilot ¢alisma 2: erken déonem ve ge¢ donem uygulanan PBS, MKH, MKH
I+H verilen si¢an gruplarinin protein/kreatinin oranlarinin bar grafikleri.
A) PAN hasarinin ardindan erken donemde (80.saatte) ve B) gec
donemde (128. Saat) PBS, MKH, MKH I+H tedavisi uygulanan
gruplarin, tedavi sonrasi erken déonem 3., 9. ve 20. Giinlerdeki ge¢ donem
3. ve 9. Giinlerdeki protein/kreatinin oranlari, ge¢ donem 0. Giin=PAN
uygulamasi giinii, Tedavi= siganlara PAN veriliminin ardindan 80. Saatte
veya 128. saatte i.v. PBS, MKH veya MKH I+H uygulanmistir (n=1).
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Sekil 4.30. Siganlara IGF-1_MKH (MKH-1) ve HGF-MKH (MKH-H) uygulamasi
sonrasi idrar protein/kreatin diizeyleri. Tedavi dncesi=PAN uygulamasi
sonrasi 4. Giin, Tedavi sonrasi= si¢anlara i.v. MKH | veya MKH H

uygulamasinin 9. Giinii (n=2).
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4.6.2. In Vivo FSGS Modelinde Tek Doz Mezenkimal Kok Hiicre

Tedavilerinin Karsilastirilmasi

Yaklasik 5-6 haftalik erkek Sprague-Dawley (SD) siganlara PAN verilerek
FSGS modeli olusturulmasi ve hasar olusumunu takiben (PAN verilimi sonrasi 4. giin)
intravendz olarak insan MKH/MKH-I+H uygulamasi amaglanmistir. MKH/MKH-
I+H uygulamasi oncesi ve sonrasi si¢anlar metabolik kafese alinarak 24 saatlik
idrarlar1 toplanmis ve protein/kreatin oranlar1 analiz edilmistir. PAN hasar1 verilmeden
once ve hasar sonrasi MKH/MKH-I+H tedavisi Oncesinde ve tedavi sonrasi 9.
Giindeki agirliklari, su alimlari ve idrar ¢ikislart degerlendirilmistir.

Tedavi sonrast 9. giinde sicanlar sakrifiye edilerek, hasara bagli viicut igi
stvilari/asit birikimi olup olmadigi not edilmis ve bdbrek ve akciger dokulari
(MKH’lerin en ¢ok tutulum gosterdigi organ) ¢ikarilmis ve daha sonra Kesitleri
incelenmistir.

IGF-1+HGF verilen sican grubunda MKH ve PBS grubuna gore tedavinin 9.
giiniinde en fazla kilo artis1 goriilmiistiir (ort=PBS: 133,97+14,3; MKH:144,67+11,98;
MKH [+H:159,23+10,39 g). IGF-1+HGF grubunda PBS (tedavi almayan) gruba gore
anlamli bir kilo farki goriiliirken (p: 0,0004), MKH’lere gore artis gbzlenmesine
ragmen anlamli fark bulunmamistir (p: 0,055, sekil 4.31A). Tim gruplarda
MKH/MKH I+H uygulamasi oncesinde FSGS modeli olustugu siganlarin idrar
protein/kreatin (>4,5 mg/mg) diizeyleri analiz edilerek gosterilmistir (FSGS+PBS ort:
13,97 mg/mg, FSGS+MKH: 17,67, FSGS+MKH I+H: 28,69 mg/mg). Uygulama
sonrast 9. Giinde FSGS grubunda 3 sigandan 24 saatlik idrar toplanabilirken diger 3
sigandan idrar toplanamamistir. FSGS modelinde MKH I+H grubunun protein/kreatin
orani (ort: 98,96 mg/mg) edildiginde hem MKH grubuna (ort: 168,80 mg/mg) hem de
PBS grubuna (ort: 178,06) goére proteiniirinin azaldigr goézlenmistir (Sekil 4.31B.,
Tablo 4.8.).

Tedavi sonrasi idrar cikislar1 degerlendirildiginde MKH I+H (ort= 29,22
ml+12,40 ml/kg) ve MKH (ort: 26,8+15,6 ml/kg) gruplar1 arasinda ortalama degerler
benzer bulunmasina ragmen tedavi sonrast PBS (ort: 4,03+5,7 ml/kg) grubuna gore
idrar ¢ikis1 iki grupta da daha fazladir fakat anlamli degildir ("PBS vs. MKH" p:
0,134,"PBS vs. MKH [+H" p: 0,088) (Sekil. 4.31C.). Tedavi sonrasi su alimlari
degerlendirildiginde ise MKH I+H (ort= 202,57+63,17 ml/ kg) grubunun su alimi
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MKH (ort= 154,5+37,24 ml/kg) ve PBS (ort= 133,42+42,73 ml/kg) gruplarina gore
daha fazla bulunmustur (Sekil. 4.31D.). Bobrek ve akciger doku kesitlerinden isaretli
MKH/IGF-1+HGF _MKH’lere floresan mikroskobunda bakildiginda bobrek
dokularinda akciger dokularina goére her iki grupta da floresan yogunlugu fazla
olmasma ragmen hiicreler spesifik olarak muhtemel doku arkaplan isimasindan

kaynakli ayirt edilememektedir. (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. PAN ile FSGS modeli olusturulan ve MKH/I+H tedavisi uygulanan
sicanlarin viicut agirligi, proteiniiri, idrar ¢ikislar1 ve su alimlarinin
grafikleri. Sicanlarin baslangi¢ giiniinde, tedavi 6ncesinde ve tedavi
sonrast 9. giinde A) viicut agirliklar (g) B) Proteiniiri degerleri
(protein/kreatinin) C) 24 saatlik idrar ¢ikis miktarlar1 (ml/kg) D) Su
alimlar1 (ml/kg). Baslangig giinii: PAN verilimi &ncesi, Tedavi Oncesi=
sicanlara PAN verilmesinin ardindan 4. giin, iv PBS, MKH veya IGF-
1+HGF_MKH (MKH I+H) uygulama giinii, Tedavi sonrasi: PBS, MKH
veya MKH I+H tedavisinin 9. Giinii (***P-degeri <0, 0001)
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Kontrol ve MKH grubu sicanlarin hepsinde hasara bagli viicut i¢i sivisi, sis bir

karin ve bobrek morfolojisinin bozuldugu gozlenirken (Sekil 4.33.), MKH I+H

grubunda sadece bir siganda viicut igi sivi/asidite gozlenmistir.

A) B) C)

Sekil 4.33. PAN veriliminin ardindan bobrek hasarina bagh fizyolojik degisimler. A-
B) Bobrek hasarina bagli viicut i¢i siv1 birikiminden kaynakli sis karin,
C) hasarli bobrek goriintiisii. Resimler tedavi uygulamasindan sonra 9.
giinde alinmustir.

Histokimya Boyamalar

Sican bobrek dokulart sakrifikasyon agamasinda ¢ikarildiktan sonra parafine
gomiilerek veya frozen olarak dondurulmustur. Parafine gdmiilii sican bobrek dokulari
kesildikten sonra Hematoksilen-eozin (HE), Periyodik-Asit (PAS), Trikrom ve Jones
metenamin silver (JMS) boyamalar1 yapilmistir. Sican bdbrek dokularinin
birgogundan ince kesit alinamadigindan otiirii Trikrom ve JMSBoyamalar1 sonug
vermemistir. HE boyamasi ile dokulara bakildiginda PBS ve MKH uygulanan
gruplarin dokularinda glomeriiler kacaga bagli, glomeriil disindaki bolgelerde protein
birikimleri (pembe renk) bir¢ok yerde birikim gostermesine ragmen, MKH I+H'lerde
bu protein graniillerinin az sayida oldugu gézlenmistir. Ayrica MKH I+H uygulanan
grupta PAS boyamasi ile glomeriiler bazal membrandan ayrimi net sekilde
gbzlemlenmistir ancak glomeriillerin diger boliimleri daha biitiin halde bulunmakta ve

segment ayrimi net bir sekilde goriilmektedir. PAN verilip FSGS olusturulup PBS,
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MKH ve MKH I+H verilen sicanlarin bobrekleri histokimyasal boyamanin ardindan
her grupta en az 50 glomerul sayilmis ve skleroz gosteren glomerullerin glomerul
sayisina gore yiizdesi hesaplanmistir, Ayni zamanda en az 10 alana bakilarak
proteiniiriyi gésteren hyalen silendirler sayillmis ve alana diisen protein droplet/silendir
yiizdesi hesaplanmistir (Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.).

Bu incelemeye gore sirastyla sklerozlu glomerul ve hiyalen silendirlerinin
yiizdesi PBS grubunda %14,99 ve %136,67, MKH grubunda %14,85 ve %81,67,
MKH I+H grubunda ise %19,84 ve %65 olarak bulunmustur (Sekil 4.35.). MKH I+H
verilen grupta anlamli olarak hyalen silindir sayis1 azalmistir bu da bizim proteiniiri
azalmasimi histolojik incelemeyle de kanitlar niteliktedir. Glomerular sklerozun
artmasi sasirtmistir elektron mikroskobisi sonuglarina gore fakat alinan kesit seviyesi
kalinlig1 ve PAS boyamasinin yaninda dokularin Masson Trikrom ile boyanamamasi

skleroz ile iliskili azalma veya artma konusunda kesin bir fikir verememektedir.
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Sekil 4.34. Bobrek doku kesitlerinin skleroz gosteren glomerul ve hyalen silindir
yiizde grafikleri. PBS, MKH ve MKH I+H gruplarinin tedavinin 9.
Giiniinde alinan bobrek doku kesitlerinin A) skleroz gosteren glomerul ve
B) hyalen silendir yiizdelerinin grafikleri. ns= not significant (p-degeri >
0,05)
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MKH
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Sekil 4.35. PAN ile FSGS modeli olusturulmus ve ardindan MKH/MKH I+H
tedavisi uygulanmis ve PBS (tedavi uygulanmayan) uygulamasinin 9.
Glinilinde alinan bobrek kesitlerinin HE ve PAS boyamalari. Sigan
dokularinin histopatolojik analizi. Ok=protein birikimlerini
gostermektedir. HE=Hematoksilen-eozin, PAS= Periyodik asit shiff
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SYNPO ve INF2 mRNA ifadelerinin Gosterilmesi

Sigan bobrek dokulart g¢ikarildiktan sonra mRNA diizeyinde Inf2 ve Synpo
ifadelerinin gosterilmesi amacglandi. Bu amagcla kontrol(saglikli) si¢cana gére FSGS,
FSGS-MKH ve FSGS-MKH I+H gruplarmin Synpo ve Inf2 ifadeleri analiz edildi.
Kontrole gore Synpo ifadesi hi¢bir grupta degismezken. Inf2 ifadesi yaklasik 2 kat
kadar her grupta artis gostermektedir. Gruplar birbiriyle kiyaslandiginda ise aralarinda
anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.36). PAN verilimine bagli podosit hasarini
takiben Synpo ve Inf2 seviyelerinin azalmasi beklenirken, total bobrek dokusundan
RNA elde edildigi i¢in glomeruldeki azalmanin saptanamamig olabilir veya

orneklemdeki zamanlama dogru olmayabilir.
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Sekil 4.36. Sigcan bobrek dokularinin Synpo ve Inf2 mRNA ifadelerinin degisim
grafigi. Kontrol (saglikli siganlar n=2) ve FSGS (FSGS modeli
olusturulan si¢anlar her grup i¢in n=6) gruplarinin bobrek dokusundaki
A) Synpo ve B) Inf2 mRNA ifadeleri GAPDH’a gore normalize edilmistir
ve saglikli kontrole gére AACT metodu kullanilarak kat degisimi
belirlenmistir.

Immunohistokimya Analizleri
FSGS modeline MKH/MKH I+H tedavisi sonras1 9. giinde aldigimiz bobrek

kesitlerini Synpo antikoru ile boyadigimizda MKH I+H’lerde glomerullarda Synpo
boyanmasinin MKH’lere oranla daha koyu oldugu gozlenmistir (Sekil 4.37.).
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Sekil 4.37. PAN ile FSGS modeli olusturulmus ve ardindan MKH/MKH [+H
tedavisi uygulamasinin 9. Giiniinde alinan bobrek kesitlerinin Synpo
antikoru ile isaretlendikten sonra ¢ekilen gortintiileri.

Elektron Mikroskobu Goriintiileri

Sicanlarin ¢ikarilan bobrek dokulart ayn1 zamanda elektron mikroskobunda
(EM) da incelenmistir. EM goriintiilerine gore PAN grubunda tamamen slit diyafram
kayb1 ve podosit efasmani gozlenirken, MKH I+H grubunda yer yer slit diyafram
kaybr ve podosit efasmani gozlenmesine ragmen genel olarak podositlerin ayaksi
cikintilar1 net bir sekilde goriilmekte, podositler biitiin yapisim1 korumaya devam
etmektedirler (Sekil 4.38. ve Sekil 4.39.). Her dokuya ait kesitler hazirlanmasina
ragmen, elektron mikroskobu (EM) gorintiileri, kesitlerin iyt alinamamasi1 ve
gorilintiileme esnasinda yanmasi sonucu tiim hayvan dokulardan alinamamastir.

Tim sonuglart toplaylp degerlendirdigimizde IGF-1+HGF ile indiiklenen
kemik iligi kaynakli MKH’ler migratuar ve immunmodiilator kapasitesi yliksek
hiicrelerdir. In vitro ve in vivo podosit hasar modeli i¢in MKH I+H’ler podositlerin
aktin hiicre iskeleti yapisini geri kazandirmasi, slit diyafram rejenerasyonu ile protein
kacaklarin1 azaltmasi ile nefrotik sendromlar i¢in tedavi kaynagi olarak rejeneratif

potansiyeli yiiksek hiicreler olarak goziikmektedirler.
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Sekil 4.39. Saglikli, FSGS, FSGS_MKH ve FSGS_IGF-1+HGF_MKH grubu
glomertiler kesitlerinin elektron mikroskobu goriintiilerinin 2’li
karsilagtirmali goriintiileri. Saglikli (PAN uygulanmayan n=2, Saglikli
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 biiyiitme
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, IGF-1+HGF ile indiiklenen MKH’nin podosit kimyasal
hasar modellerinde hasarli alana gociinlin artacagi, inflamasyonun baskilanarak
rejenerasyona katki saglayacagi ve bu sayede hastaligin seyrini yavaslatacagi
yoniindeki hipotezimizi test etmek igin in vitro ortamda Ki-MKH’leri IGF-1 ve HGF
ile lisanslandiktan sonra temel karakterizasyonu; hiicre morfolojisi, farklilasma
potansiyeli ve ylizey belirteclerinin ifadeleri ile ve ileri karakterizasyonlari ise; yara
iyilesmesi, salgiladig1 faktorler ve gen ifade analizleri ile yapildi, IGF-1+HGF ile
indiiklenen MKH’lerin hasarli podosit hiicreleri tizerine etkisi in vitro hasar modelinde
podosit aktin hiicre iskeleti yapisi ve gen ifade diizeyinde degisimler ile saptandi ve
siganlarda olusturulan in vivo hasar modelinde etkisi proteiniiri analizi, gen ifadeleri,
histokimya, immunohistokimya ve elektron mikroskobu incelemeleri ile gosterildi.

Deneylerde kullanilan MKH’ler ticari olarak satin alinmis ve karakterizasyonu
tamamlanmis hiicreler olmasina ragmen, hiicrelerin cesitli faktorlerle indiiklenmesi
MKH’leri farklilagmaya yonlendirebilmekte ve morfolojik goriintimlerini degistirerek
hiicrelerin karakterini degistirebilmektedir (2, 334). HGF lisanslamasi ile kemik iligi,
kemik iliginden izole edilen CD90" hiicreler ve kemik iligi progenitor hiicreleri, HGF
+FGF-4 lisanslamasi ile hepatositlere ve hepatosit benzeri hiicrelere farklilasmaktadir
(335-338). IGF-1’in yiiksek konsantrasyonu ise (400800 ng/ml) MKH’lerin
osteojenik farklilasmasini indiiklemektedir (339). MKH'lerin farkli arastirmacilar
tarafindan tutarsiz karakterizasyonunun oOniinii almak i¢in, Uluslararast Hiicresel
Terapi Dernegi (ISCT), MKH'leri tanimlamada plastige- yapisan, spesifik yiizey
antijen ekspresyonu, akis sitometrisi ile degerlendirme ve standart in vitro kosullar
altinda ¢oklu farklilasma potansiyeli dahil olmak {izere minimum kriterleri
belirlemistir (150). IGF-1+HGF indiiksiyonu ile MKH’lerin, mezenkimal kok hiicre
karakterizasyonu korudugu, kiiltiir kabina yapistigi ve fibroblast benzeri igsi
morfolojisi gosterdigi (sekil 4.1.), ylizey belirtecleri yoniinden standart kiiltiir
ortamlarinda ¢ogaltilan MKH’ler ile benzer oldugu (sekil 4.2.), adipojenik ve
osteojenik hiicrelere farklilasabildigi (sekil 4.3. ve 4.4) gosterildi.

IGF-1+HGF _MKH’ler adipojenik ve osteojenik farklilasma ortaminda
kiiltiirde 21 giin tutulduktan sonra adipojenik farklilasmay1 gosteren Oil Red-O ile ve

osteojenik farklilasma karakterini gosteren Alizarin Red boyalar ile pozitif olarak



111

boyandi, MKH belirtegleri CD44, CD73, CD90 ve CD105’1 yiizey belirteglerini pozitif
olarak ifade ettigi (>90%), CD34 ve CD45 hematopoetik hiicre yiizey belirteglerini ise
negatif olarak (<%2) oldugu gosterildi. Negatif olarak ¢ikmasi beklenen HLA-DR
ifadesi ise hem lisanslanan hem lisanslanmayan MKH’lerde %20 civarinda bulundu.
Bu sonug, ISCT kriterlerine géore MKH 6zelliginden sapma gostermistir ancak diisiik
floresan yogunluguna sahiptir. Bu secilen antikorun epitopu kaynakli olabilecegi gibi;
Ki-MKH’lerin, HLA-DR'yi yalmizca IFN-y gibi enflamatuar molekiiller varliginda
degil normal kiiltiir kosullar1 altinda da ifade ettigini gosteren calismalar bildirilmistir
(340, 341). Kiiltiirdeki Ki-MKH’lerde degisken HLA-DR+ hiicre yiizdeleri Barselona
hiicre iiretim tesisinde (ortalama 19,8 & 15,6, otolog kullanim i¢in klinik arastirmalara
kayitli hastalardan, min %<l-max % 77.7) ve Helsinki hiicre {iiretim tesisinde
(ortalama 19,2 +%17,4, allojenik kullanim igin saglikli donérlerden, min %<1-max
%60.5) tretilen 130 partide gosterilmistir (342). Her iki merkezden alinan MKH
serileri fenotip, kiiltirde plastik yiizeye yapisma, fibroblast benzeri morfoloji,
farklilagsma potansiyeli ve in vitro immiinomodiilasyon kapasitesi agisindan kendi
diizenleyici otoriteleri tarafindan onaylanan spesifikasyonlara uygun bulunmustur
(342). HLA-DR ifadesi dikkate alinmamis, MKH'lerin transplantasyon sonrasi
rejeksiyona sebep oldugu bildirilmemistir, aksine, graft-versus-host hastaliginin
(GvHD) tedavisinde kullanilmaktadir (183, 343) . Ilging bir sekilde, HLA-DR ifade
artisina sebep olan IFN-y ile lisanslanan MKH'ler, tolerans: indiiklemek igin
GvHD'nin tedavisinde kullanilmaktadir (341). Tiim bu tartismanin 6tesinde HLA-
DR’nin pozitifliginin epitop kaynakli olabilecegi g6z oniinde tutularak epitopu farkli
bir antikorla incelenmesi uygun olacaktir.

Ayrica, KI-MKH’lerde IGF-1+HGF ile indiiksiyon sonrasi, kokliiliik ve
tiimdrojenite ile iligkili CD200, CD271, CD184/CXCR4, SSEA4 ylizey belirteclerinin
ifadesinin akim sitometri ile negatif (<%3) oldugu belirlendi (sekil 4.2.). CD200, Ki-
MKH’lerde RUNX2 ve DLXS genlerinin ifadesini artirarak osteoblastik soya yonelimi
artirmaktadir (344). Prostat (PC3, DU145, VCAP) ve meme kanserlerinde (MDA-
MB231, MCF-7) CD44+ hiicre popiilasyonu igerisinde, glioblastoma (SF295, SNB75,
U251) ve kolon kanserlerinde (HT-29, HT-116, SW48) CDI133+ popiilasyonu
igerisinde CD200+ ifade eden hiicrelerin kanser kok hiicre sag kalimini, timor

toleransin1 korudugu ve daha invaziv ve metastatik hiicreler oldugu gosterilmistir
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(345) CD44+ normal insan kemik iligi MKH’lerinde CD200" de ifade eden farkli bir
alt popiilasyonun bulunmasi ve CD200R+ ifade eden makrofajlardan TNF-a
sekresyonunu azaltmasi, kok hiicrelerin immiin sistemden ka¢gmak ig¢in CD200
ifadesini artirdigini diistindiirmektedir (322, 344). CD133, epitel hiicrelerde ifade
edilmekte, kanser kok hiicre belirteci olarak glioblastoma (346), kolon kanseri ve
cesitli kanserlerde hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda yer almakta (347) ve agresif
kanser fenotipi ile iliskilendirilmektedir (348). Yiiksek agresif karakterizasyon
gosteren Ewing sarkom ailesi tlimorlerinde CD133+ kanser kok hiicre popiilasyonunu
MKH benzeri adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagsma gosterdigi, CD133+
glioblastoma baglatici hiicrelerin ise MKH belirtecleri CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105 ve CD166 ifade ettigi gosterilmistir. SSEA4, pluripotent kok hiicre belirteci ve
ayni zamanda kemoterapiye direngli kotii progresyonlu, metastatik kanserlerle
iliskilendirilmistir (326, 337, 349, 350).Erkek nude farelerle yapilan bir ¢alismada
androjene duyarli LNCaP prostat kanser hiicreleri ile beraber MKH’ler subkutan
uygulamasi sonrasi, MKH’lerin SSEA4 overeskpresyonu ile tiimor hiicre gelisimini
destekledigi gdsterilmistir (351). Insan prostat kanser ve hepataseliiler kanserlerinde
SSEA4 ifade eden MKH’lerin daha kotii prognozla ve sag kalimla iliskili oldugu rapor
edilmistir (351, 352). CD271 (CD75-norotrofin reseptorii), meme, metastatik
melanoma, beyin, bas boyun kanserlerinde yiiksek ifadesi goriilmektedir (353-356).
Meme kanserinde, kemik iligi MKH’lerde GD?2 ile beraber CD271 ifadesinin kanseri
baglatict hiicrelerle pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (357).
CD184/CXCR4 glioblastoma ve bas boyun kanserlerde timor baslatici/initiating
hiicrelerde, radyoterapi veya kemoterapiye direncli kanserlerde ve kanser kok
hiicrelerinde ifade olmaktadir (329, 358, 359). MKH’lerde CD200, CD271,
CD184/CXCR4, SSEA4 ekspresyonlariin negatif olarak bulunmast MKH’leri IGF-1
ve HGF’nin birlikte kosullandirma stratejisinin gilivenli olduguna, tiimdrojenik
potansiyelinin olmadigina ve klinige uygulanabilir olduguna isaret etmektedir.
MKH’lerin IGF-1+HGF ile fenotipine yonelik karakterizasyonunun ardindan
ileri karakterizasyonlari i¢in hiicrelerin migrasyon profili in vitro yara iyilesmesi ile
gosterildi (Sekil 4.7.). 12. saatten itibaren yara iyilesmesi/kapanmasinin en iyi IGF-
1+HGF ile indiiklenen MKH grubunda oldugunun gozlenmesi IGF-1 ve HGF

indiiksiyonunun MKH’lerin  migrasyonunu hizlandirarak yara iyilesmesini
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artirabilecegine isaret etmektedir. MKH kiiltiiriinde IGF-1 ve HGF uygulamasi ile
sekrotomu; sitokin, biiylime faktorleri ve de salgilanan metabolitleri kapsaminda
degerlendirildi. Sekretom, fizyolojik ve/veya patolojik uyaranlara yanit olarak hiicre
dis1 bosluga salgilanan bir dizi biyoaktif molekiil/faktor igerir, dokulara ve hiicrelere
Ozgidir (360). MKH'lerin sekretomunun bilesimi {izerine yapilan c¢alismalar,
MKH'lerin dinamiklerinin ve terapotik etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasi igin degerli bir aragtir (361, 362). IGF-1 ve HGF ile lisanslanan MKH’lerin
iki ayr1 kiiltiiriinden toplanan siipernatanlarla iki ayr1 farkli zamanda yapilan
metabolomiks analizi ile yakalanan ve tanimlanmis metabolitlerden %40°’1 ortak olarak
saptandi. Yapilan iki analiz sonuglari IGF-1+HGF MKH’lerin MKH’lere gore
anlaml olarak degisen ortak bir metabolit kiimesi vermedi. Ortak yolak olarak ise,
sadece 1. Analizden 2-hidroksiesteronun ve 2. Analizden ¢ikan Kolesterol ile, steroid
hormon metabolizmasi belirlendi. Metabolitler, enerji doniisiimii ve biyosentezde yer
alan kiigiik biyolojik molekiillerdir. Metabolizmanin incelenmesi, metabolitlerin
reaktivitesi, yapisal ¢esitliligi ve genis konsantrasyon araligi nedeniyle dogas1 geregi
zordur (363). GC-MS, suda ¢oziiniir genis metabolit araligini 6lgebilen ¢ok yonlii bir
tekniktir (364). Diisiik molekiiler agirlikli ve ugucu analitleri 6lgmektedir. Ancak GC,
enjeksiyon prosediirii sirasinda molekiillerin buharlagsmasin1  gerektirir. Sicak
enjeksiyonlar, di- ve trifosfatlar gibi 1siya duyarli bilesiklerin zarar gérmeden
Olglilmesini imkansiz hale getirmektedir (363). Trimetilasyonla Ornekler
tirevlendirilmesine ragmen Ornekler enjeksiyon sirasinda ayrisabilmektedir (365).
Ayni Ornekte bile farkli zamanlarda tanimlanabilen ortak metabolitlerin sayisinin
azlig1 ve dolayisiyla ortak metabolitlerin belirlenememesinin kaynagi GC-MS ile ilgili
limitasyonlardan kaynakli olabilir.

Metabolomiks analizlerinden yapilan iki analizden ilkinde IGF-1+HGF ile
lisanslanan MKH’ler yani sira tek basina IGF-1 veya HGF ile lisanslanan MKH
gruplarmin metabolitleri de kiyaslandi. Ilk analiz degerlendirildiginde tek IGF-1 veya
HGF ile indiiklenen MKH’lerde anlamli olarak Iminodiacetic acid, Picolonic acid
metabolitleri artmakta, Metil stearate ise azalmaktadir. Picolinic Acid, L-tripofanin
(TRP) endojen metaboliti olup, viicutta ndroprotektif, immiinolojik ve anti-proliferatif
etkileri vardir. Picolinic Asit’in sentezi, Kynurenin yolaginin (KY) {iriinii olarak yer

almakta ve diger KY metabolitleri gibi merkezi sinir sistemi inflamatuar
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hastaliklarinin ve muhtemel diger organlarin patogenezinde rol oynamaktadir (366).
Iminodiasetik asit (IA), genellikle IDA olarak kisaltilan HN (CH.CO-H). formiiliine
sahip organik bilesiktir. Beyaz bir kat1 olan bilesik, bir dikarboksilik asit amindir.
IA’nin yiiksek metal-selat kapasitesi vardir. IA- modifiye insan serum albiiminin (I-
HSA) Alzheimer hastaligi ile iliskili metal indiiklii amiloid B-protein agregasyonunu
inhibe ettigi, sitotoksitesini ve ayni zamanda reaktif oksijen tiirleri aracili hasari
azaltigim1 gostermislerdir (367), Metil stereat, yag asit metil ester ve ostadokanoat
esterdir, mezenkimal kok hiicrelerin migrasyonunu artirmakta ve kikirdak hasar
tamirini hizlandirmaktadir (368).

IGF-1+HGF ile indiiklenen MKH’lerden daha sonra salgiladigi faktorler
acisindan terapotik etki potansiyelini degerlendirmek amaciyla sitokin dizin
yaptlmistir. IGF-1+HGF gurubunda, IGF-1, HGF, ve kontrol MKH’lere goére en
yilksek IL-6 diizeyi olmak iizere anjiyojenin ve IGFBP2 diizeyleri de artis
gostermektedir. IL-6, tek IGF-1 ve tek HGF ile indiiklenen MKH gruplarinda ise
azalmaktadir. IL-6’ya Multi-Analyte Flow Assay Kit ile bakildiginda da IGF-
1+HGF’lerde IGF-1 ve HGF ile indiiklenen MKH gruplarina goére artis gostermekte,
kontrol MKH’lerine yakin diizeyde ifade edilmektedir. IL-6 sadece immiin ve
inflamatuar yaniti diizenlemekle kalmay1p ayni zamanda hematopoezi, metabolizmay1
ve organ gelisimini de etkileyen bir pleiotropik sitokindir. Bir¢cok glomeriiler
hastalikta, IL-6"nin glomeriiler inflamasyonun 6nemli bir aracist oldugu gosterilmistir
(369). Podosit hiicrelerinin {izerinde IL-6 reseptorii (IL-6R) bulunmaktadir. IL-6 esas
olarak lokositler tarafindan iiretilmekte fakat, anjiyotensin II'ye yanit olarak
mezengiyal hiicrelerden ve lipopolisakkarit uyarimi sonrasinda podosit hiicrelerinden
de sentezlenmekte ve salgilanmaktadir (370). Podosit kiiltiiriine rekombinant 1L.-6
uygulamasinin bu hiicrelerin proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir (371).
Bununla beraber yiiksek glukoz podositlerde IL-6 salgilanmasini arttirmaktadir ve
podosit hipertrofisini indiiklemektedir (372). MKH’lerin IL-6 ile indiiklenmesi ise kok
hiicre kokliiliigiinii artirmakta ve farklilagsmay1 azaltmaktadir (330). IL-6 overeksprese
eden MKH’lerin immiinosiipresif etkisi artmaktadir. IL-6’1n MKH’lerin proliferasyon
yetenegine, apoptoza kars1 korunmasina, farklilasmamis diizeyde kalmasina ve yara

tyilesmesine bilinen etkileri diisiintildiigiinde IL-6 diizeylerinin kontrol grubuna gore
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IGF-1 ve HGF ile birlikte indiiksiyonunun benzer olmasi tek IGF-1 veya HGF
indiiksiyonundan (330) daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tek IGF-1 veya HGF ile indiiksiyonu MKH’lerde IL-6, BDNF, MCP-1, SDF-
la ve TIMP-1’1 kontrole gore belirgin olarak azaltmaktadir. IGF-1 ile indiiksiyon
Angiogenin salgisinda belirgin degisime yol agmazken, HGF ile indiiksiyon azalmaya
yol agmaktadir. IGF-1+HGF ile birlikte MKH indiiksiyonu sonucu diger gruplara gére
Angiogenin salgisinda artis gdzlenmesi ilgingtir. Angiogenin, anjiyogenez i¢in dnemli
bir faktdr olup, MKH’lerin sag kalimini, engrafmanini, hasar mikrogevresinde
canliligin1 artirmakta, miyokardiyal enfarksiyonda angiogenin tasiyan MKH’ler,
vaskiilogenezi artirarak ventrikiiler yeniden modellenmesini hafifletmektedir (373).
Ilerleyici bobrek yetmezlikleri tubulointerstisyel ve glomeriiler fibrozis gelisimi ile
mikrovaskiilizasyonda progresif kayip ile karakterizedir (374). Bobrek vaskiiler
yapisindaki degisikliklerin mikrovaskiiler proliferasyonu tetikleyen bobrek hasarina
bagli olabilecegi gosterilmistir (375) ve vaskiiler modellemelerin  bobrek
fonksiyonunu artirdigi, vaskiilarizasyonu artiracak  terapdtik  yaklagimlarin
gelistirilmesi gerekliligi tizerinde vurgu yapilmaktadir (376). Farkli donorlerden alinan
MKH’lerle insan endotelyal hiicrelerle (HUVEC) yapilan ko-kiiltiir ¢calismasinda,
endotelyal hiicrelerin anjiyogenezi ile beraber MKH’lerin besiyerinde VEGF, HGF,
MCP-1, IL-6 ve TGF-B1’in anlaml1 olarak, IGF-1’in minimal diizeyde arttig1, notralize
edici antikorlar varliginda ise VEGF, MCP-1, IL-6’nin parakrin anjiyojenik etkilere
sahip faktorler oldugu gosterilmistir (377).

Bu tez calismasinda IGF-1 ile indiiksiyon IGFBP2 salgisinda artisa yol agarken
HGF ile indiiksiyon azalisa yol actig1 saptandi. IGFB2’de artisin IGF-1 ve HGF
birlikte indiiksiyonu ile tek basina IGF-1 indiiksiyonundan daha fazla olmas1 dikkat
cekicidir. IGFBP2, pro-anjiyojenik  ozellikleriyle tanmmaktadir, niikleer
translokasyonlar ile VEGF geni promotorunu aktive etmekte ve anjiyogenezi
artirmaktadir (378). Serumda IGFBP2 diisiikliigii obezite, tip 2 diyabet, insiilin
duyarliligr riski ile iliskilendirilmesine ragmen (379) IGFBP2 metabolik hastaliklarin
ve karsinomun patogenezinde yer almaktadir (380). Erken bobrek hasarinda ise
IGFBP2 diizeyinin artmasi  biyo-belirteg  olarak  kullanilmasi  gerektigi
vurgulanmaktadir (381). Insulin baglama proteinleri (IGFBP) dolasimdaki IGF-1’lerin

baglanmasini saglayarak IGF’in sinyallesmesini modiile etmekte ve IGF’lerin yar1
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Oomriinii uzatmaktadir (382, 383). IGF-1+HGF ve IGF-1 gruplarinda IGFBP2 artist
IGF-1 artis1 ile pozitif korelasyon gdsteriyor olabilir. TIMP-2 salgis1 en fazla HGF ile
indiiklenen grupta olmak {izere tiim indiiksiyon gruplarinda azalmistir. IGF-1 salgis1
ise sadece IGF-1 ve IGF-1+HGF ile indiiklenen grupta gézlenmektedir. Esik deger
sinyalinin azaltildig1 (zorlanmis analiz) analize gore IGF-1+HGF, MKH’ler tek basina
IGF-1 ile indiiksiyon ve tek basina HGF ile indiiksiyon gruplartyla karsilastirildiginda
IL-16 diizeyi yaklasik 20 kat azalmaktadir (sekil 4. 15.). IL-16 lenfosit kemoatraktan
proteini olup, bobrekte en cok tiibiillerde ifade olmakta, glomeriillerde ve nefronlarda
da IL-16'nin kemotaktik formu giiclii bir sekilde saptanmaktadir (384). IL-16'nin
antagonisttik antikor tedavisi veya inaktivasyonu, iskemik reperfiizyon hasari fare
modelinde kontrol farelerine kiyasla diisiik serum kreatinin veya kan iire nitrojen
seviyelerinin eslik ettigi iskemi-reperflizyon hasarin1 azaltmaktadir (384). IGF-
1+HGF indiiksiyonu ile MKH’lerde IL-16’nin diisiikligii bobrek hasar modelleri igin
avantaj olabilecegine isaret etmektedir.

MKH  gruplarmin  mRNA  ifadelerine  bakildiginda ise  IGF-
1+HGF MKH’lerde IDO 1 ve TGF-f mRNA ifadeleri diger gruplara gore artis
gostermektedir. IDO-1’in imunosiipresif fonksiyonu vardir, inflamasyona cevap
olarak hiicrelerden salinmaktadir (385). MKH’ler tarafindan salgilanan TGF-p,
MKH’lerin immiin modiilatér fonksiyonu ile iliskili 6nemli bir faktordiir (161). TGF-
B, asir1 inflamatuar yanitlarin inhibisyonunda yer alan, iyi bilinen bir immiinosiipresif
faktordiir (386-388). IDO-1, bobrek fibrogenezi sirasinda bobrek tiibiillerinde
artmaktadir, in vitro bdbrek tiibiller hiicrelerde (MDCK hiicreleri) TGF-B1
indiiksiyonu ile IDO-1 diizeyi artmaktadir ve in vivo sigan UUO modelinde IDO’nun
TGF-B ile tiibiillerde ko-lokalizasyonu goriilmektedir. IDO inhibitdrii 1-Methyl-D-
tryptophan (1-MT) kullanildiginda fibrotik onarim mekanizmasinin bir pargasi
olduguna inanilan TGF-B1 kaynakli epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) artmasi,
IDO'mun bobrek fibrogenezinde artan EMT’yi azaltarak renoprotektif bir etkiye sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir (389).

MKH [+H’lerde IL-6, MCP-1, Anjiyojenin faktorlerinin yani sira TGF-4
ifadesinin de arttiginin gézlenmesi hiicrelerin anjiyojenik etki potansiyelinin arttigini,
IDO-1 ile TGF-f beraber yiiksek ifadesinin ise anti-inflamatuar etkisi ve IDO-1

modiilasyonu ile EMT gecisini azaltarak renoprotektif etki potansiyelinin
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artabilecegini gostermektedir. Pikolinik asit (PA) metaboliti kyneurin yolaginda IDO-
I’in alt sinyal yolunda bulunmaktadir, IGF-1+HGF MKH’larde PA artis1 kyneurin
yolaginda IDO-1 iizerinden olabilir. Bobrek tiibiiler hiicrelerde PA, kinolinik asit ile
beraber hiicrelerin apoptozunu artirmakta, tek basina ise hiicreler {izerine bir etkisi
gozlenmemektedir (390). MKH I+H’lerde IDO-1 ve TGF-f ifade diizeylerinin
artmast; hiicrelerin anti-inflamatuar yonde bir profil géstermekte oldugunun ve yani
sira bobrek rejenerasyonunda da IDO-1’in regiilator rolii ile hiicrelerin renoprotektif
etki potansiyelini artiracagini diisiindlirmektedir.

Hiicreler in vitro ve in vivo takibi i¢in ¢esitli floresan molekiillerle veya
nanopartikiillerle isaretlenerek takip edilmektedir (391, 392). Hiicrelerin floresan
molekiillerle isaretlendikten sonra kiiltiirde canli hiicrelerde ve hayvan modellerinde
takibi hayvan canliyken veya sakrifiye edildikten sonra doku kesitlerinden floresan
goriintiileme cihazlariyla saglanabilmektedir. CM-DIL hiicre i¢ine alimi ve uyumu,
hiicre isaretlendikten sonra uzun stireli takibe olanak vermesi ile hiicre i¢in en uygun
lipofilik floresan ajanlardandir (393). CM-DIL’in miktarini ve dozunu literatiirde sigan
MKH isaretlemesinde kullanilan doz ile gergeklestirdik (394) ve CM-DIL’in insan
MKH’leri tizerine toksik etki gostermedigini WST-1 analizi ile gosterdik (sekil 4.5.)
ve 30 giinliik takip sonunda MKH’lerin floresani tasimaya devam ettigini saptadik
(sekil 4.6.). In vivo deneylerde CM-DIL ile isaretlenmis hiicreler uygulandi ancak
otofloresans nedeniyle isaretli hiicrelerin takibi ve analizi zor oldu. Sican dokusunda
insan hiicrelerini takip igin insan spesifik (6rn. f2-mikroglobulin) gen veya tekrar
dizileri (6rn. ALU dizileri) takip edilebilir (395, 396).

Calismamizda puromisin aminoniikleozid kimyasali ile in vitro ve in vivo
podosit hasar modelleri olusturulmustur. In vitro PAN dozu podosit aktin hiicre-
iskeleti fiberlerinin yapisinin bozuldugu, hiicre boyutlarinin kiictildiigi durum goz
oOniine alinarak ve WST-1 analizi ile hiicre sitotoksisitesi Ol¢iilerek 50 pg/ml PAN dozu
kullanildi. Doz belirlendikten sonra MKH ile hasarli podosit hiicresi arasindaki
etkilesimi gostermek amaciyla stizgeg/transwell kullanilan dogrudan olmayan/indirekt
bir ko-kiiltiir sistemi kuruldu. Ko-kiiltiir igin MKH’lerin gecebilecegi biiyiik porlu-8
um ve sadece hiicre salgisinin gegebilecegi 4 um’lik stizgegler kullanildi. IGF-
1+HGF _MKH’ler hem salgis1 ile hem hiicrenin parakrin etkisi ile IGF-1, HGF ve

kontrol MKH gruplarina gore podositlerin hiicre boyutlarini artirdigi ve aktin hiicre-
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iskeleti yapisint iyilestirdigi aktine 6zgii Phalloidin boyasi ile isaretlendikten sonra
gosterildi (sekil 4.23.). 8 um’lik silizge¢ kullanildiginda migrasyonunun en fazla
oldugu hiicrelerin IGF-1+HGF MKH’ler oldugu CM-DIL tasiyan hiicreler sayilarak
gosterildi. HGF ile yapilan migrasyon ve invazyon c¢alismalart ile HGF
indiiksiyonunun migratuar hiicre profilini artirdig1 gosterildi. IGF-1’in de invaziv ve
mitojenik o6zelligi vardir. Alt kuyuda biriken hiicre sayist HGF ile indiiklenen
MKH’lerde kontrol ve IGF-1 gruplarina yakin oldugu aktin yapiy1 hiicre gegisi ile
diizenlemekte oldugu gosterildi (Sekil 4. 23.).

In vitro c¢alismalarin sonucu daha sonra in vivo FSGS modelinde
IGF+HGF_MKH etkisi konvansiyonel MKH ile karsilagtirmali test edildi. Literatiirde
FSGS modelini olusturmak igin Adriamycin, PAN, LPS gibi kimyasallar
kullanilmaktadir (133). Akut FSGS olusturmak i¢in PAN iyi bir modeldir ve
calismamiz literatiirdeki PAN dozu kullanilarak gergeklestirilmistir (397). FSGS’de
slit diyafram kaybi ile hastalarin idrarindaki protein diizeyleri artmaktadir ve protein
(mg/dL)/kreatinin (mg/dL) oranmin insanlarda 0.2 mg/mg’den diisiik olmasi
beklenirken, 3,5 mg/mg'dan yiiksek olmasi nefrotik sendromla ilgili proteiniiri
gostergesidir  (398). Calismamizda podosit hasar olusumu idrarda proteiniiri
saptanmasi ve immunohistokimyasal ve elektron mikroskobu ile morfolojik olarak
gosterildi. Yiksek doz PAN veriliminin ardindan 2. gilinden itibaren proteintiri
olusumu, 3. giinde ise podosit hasari ve slit diyafram kayb1 goriilmektedir (397). PAN
veriliminin ardindan 72. saat ve 90. saatlerde topladigimiz idrar proteiniiri diizeylerine
baktigimizda 90. saatte 72. saate gore en az 10 kat kadar proteiniiri diizeyinde bir artis
gordiik. PAN uygulamas ile siganlar baslangigta hizli bir sekilde kilo kaybetmekte
sonra muhtemelen O6deme baghh kilo almaktadir, calisma siliresi sonunda
Kontrol/saglikli sicanlara gore viicut agirligi ort beraber siganlar yaklasik 20g
azalmaktadir. Klinikte FSGS hastalarinda anlamli bir kilo farki goriilemekte, hayvan
calismasi ile PAN uygulamasi ile kilo kayb1 olmasina ragmen, hizli bir kilo kayb1 ve
caligma boyunca belirgin kilo farki literatiirden yiiksek seviye bulundu (399, 400).

FSGS hastaliginda hastalarda proteiniiri diizeyi idrar protein/kreatin (P/K)
oranina gore hesaplanmaktadir (401). Si¢anlarda ise kesin bir aralik bulunmamaktadir.
Pilot deneylerimizde saglikli hayvanlarda saptadigimiz en yiiksek deger olan 4,5
mg/mg ve fazlasi proteiniiri olarak kabul ettik. FSGS hastaliginda ayrica podosite
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6zgl Synaptopodin (Synpo), Inverted Formin 2 (INF2) ve Nefrin gibi baz1 proteinlerin
ifadeleri glomeriillerde azalmaktadir (402-404) Synpo’yu hem RNA hem protein
diizeyinde siras1 ile RT-qPCR ve immiinohistokimyasal olarak, Inf2’yi ise RT-qPCR
ile degerlendirdik. Immunohistokimyasal olarak incelendiginde Synpo miktari
glomeriillerde azalmakta, tiibiillerde ise artmaktadir. RT-gPCR analizlerinde gruplar
birbiriyle kiyaslandiginda Synpo ve Inf2 seviyelerinin aralarinda anlamli bir fark
bulunamamistir. PAN verilimine bagli podosit hasarini takiben Synpo ve Inf2
ifadelenme seviyelerinin azalmasi beklenirken, total bobrek dokusundan RNA elde
edilmesi glomeriillerdeki Synpo ve Inf2 ifadelenme azalmasini saptanmasini
golgelemis olabilir. Elektron mikroskobunda ise slit diyafram kaybi ve podosit
efasmani veya tam kayb1 olmaktadir. Bu sonuglara gore FSGS hasar modeli 3. giinde
olusmaktadir.

Hasar olusumunun ardindan 2. Hedefimiz hasarin ardindan siganlara erken
donemde (80. saat) ve ge¢ donemde (128. saat) MKH veya IGF-1+HGF_MKH
uygulanmasinin hangisinin daha etkili olacagini karsilagtirmali olarak belirlemekti. Tlk
pilot deneyden alinan sonuglara gore sicanlara PAN uygulamasini takiben 72. saatte
proteiniiri olustugu, 90. saatte ise proteiniiri degerinin 72. saate gére en az 10 kat arttig1
gorilmistiir. 90. saatte idrar analizinde proteiniiri olustugu, elektron mikroskobunda
podosit hasar1 ve slit diyafram kaybi ile ileri derecede bobrek hasari olustugunu
saptadik. Bu nedenle erken donem olarak hasarin ivme kazandigi 72 ile 90. saatleri
arasinda 80. saat (3.-4. Giin aras1) ve ileri derecede hasarin meydana geldigi 128. Saat
(5.-6. giin aras1) ge¢ donem olarak se¢ildi. Erken donem ve ge¢ donem verilen
konvansiyonel MKH ve IGF-1+HGF MKH'lar1 20 giin boyunca takip ederek 3., 9. ve
20. giinlerde 24 saatlik idrarlarini topladik. Erken donemde IGF-1+HGF_MKH'ler 9.
giinde proteiniiriyi azaltirken konvansiyonel MKH’lerin ise herhangi bir etkisinin
olmadigini gozlemledik. Ge¢ donemde tedavi uygulamasinda ise hem MKH’lerin hem
IGF-1+HGF_MKH'lerin 9. giinde proteiniiriyi azalttigini1 saptadik. FSGS’de erken
donem tedavi uygulamalarinda IGF-1+HGF _MKH’lerin daha etkin olabilecegi 6n
bulgusundan yola ¢ikarak ve etkinin en iyi 9. giinde goriilmesi nedeniyle ana ¢alismada
PAN hasarinin erken doneminde tedavi uygulamasina ve 9. giinde deneyin

sonlandirilmasina karar verdik.
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Pilot deneyleri yapmaktaki diger bir amacimiz ise IGF ve HGF ile kombine
indiiklenmis MKH’lerin in vivo etkisi ile tek basina IGF-1 veya HGF ile indiiklenmis
MKH’ler etkisi arasinda fark olup olmadigi sorusunu cevaplamakti. Bu pilot deney
i¢in ise IGF-1 i¢in 2, HGF i¢in 2 olmak tizere toplam 4 siganla ¢alisildi. Her grupta tek
sicanda proteiniiri azalirken, diger siganda proteiniirinin devam etmesi, tek biiylime
faktorti ile indiiklenen MKH’lerin ikili biiyiime faktori ile indiiklenen MKH’ler kadar
etki edemeyebilecegi diisiincesini dogurdu. I vitro yara iyilesmesi deneylerinde ikili
bliylime faktorii ile indiiklenen MKH’lerde tekli biiyiime faktorii ile indiiklenen
MKH’lerden veya indiiklenmeyen MKH’lerden daha hizli gergeklestigini
gozlemlememiz in vivo deneylerde ikili biiytime faktorii ile indiiklenen MKH’ler ile
alinan sonuclarimizi desteklemektedir.

Ana deneyde PAN ile hasar olusturulmasi ardindan sicanlar ii¢ gruba ayrildi ve
gruplara 3. giinde PBS, konvansiyonel MKH veya IGF-1 ve HGF ile kombine
indiiksiyon yapilarak IGF-1+HGF_MKH verildi. PAN ile hasar verilen ve sadece PBS
uygulanan si¢anlar (PAN-PBS grubu) kontrol grubu olarak kullanildi. Her grupta 6
adet sican olmak iizere toplam 18 adet sican ile ¢alisildi. 9. glinde 24 saatlik idrarlar
toplanarak biyokimyasal olarak proteiniiri degerlendirildi. Proteiniiri miktarinin IGF-
1+HGF_MKH grubunda 9. giinde halen devam etse de kontrol ve MKH gruplarina
gore onemli oOl¢iide azaldigi gosterildi. Ayrica MKH grubuyla kiyaslandiginda MKH
grubu sicanlarinin hepsinde karin i¢i sivist artisi/asidite gozlemlenirken, IGF-
1+HGF _MKH grubunda sadece bir sicanda karin i¢i siv1 gozlemlendi. Bu sicanda
proteiniiri miktar1 (81,94 mg/mg) diger sicanlara gore oldukca yiiksekti (diger
sicanlarda ortalama protein/kreatinin=18,05+5,46 mg/mg). Muhtemelen cok ileri
seviyede hasar olusumuna bagli olarak viicut i¢i stvinin olustugu degerlendirildi. IGF-
1+HGF _MKH tedavisi ile idrar protein/kreatinin oranlarinda PBS veya MKH
uygulanan gruplara gére anlamli azalma saptandi ancak normal diizeylere inmedi. Bu
durum tedavinin iki doz olarak uygulamanin FSGS modelinde daha etkin bir diizelme
saglayip saglayamayacagi sorusunu dogurdu ve bu soruyu cevaplamak i¢in 72 saatte
MKH’lerin bobrekte kayboldugu yoniinde literatiir bilgisinden yola ¢ikarak (397) ilk
dozdan 72 saat sonra 2. doz MKH/IGF-1+HGF_MKH vermeye karar verildi. 18 adet
sigan ile caligma planlanmasina ragmen elimizde yeterli PAN kalmamasi ve talep

etmis oldugumuz EK biitce reddedilmesi nedeniyle 13 adet siganda PAN ile FSGS
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modeli olusturuldu. Kontrol grubuna (n=2) PBS, tedavi gruplarina ise MKH (n=5)
veya IGF-1+HGF MKH (n=5) uygulandi. Deney siirecinde 1 adet PBS uygulanan
kontrol grubundan ve 1 adet IGF-1+HGF _MKH grubundan iki adet sigan 61dii ve 11
sigan (PAN (n=1), MKH (n=5), ve IGF-1+HGF MKH (n=5)) deney siirecini
tamamlayabildi. MKH ve IGF-1+HGF MKH’lerin 72 saat arayla verilmesinin
ardindan 9. Giinde proteiniiri degerlendirildi. Sadece PBS uygulanan PAN grubuna
gore degerlendirildiginde hem konvansiyonel MKH ve hem IGF-1+HGF_MKH tedavi
grubunda proteiniiri de bir azalma gézlemlenmedi (ilgili veriler tezde sunulmamastir).
Ayrica IGF-1+HGF _MKH grubunda cok fazla viicut i¢i sivi ve 6zellikle karaciger ve
pankreasta organomegali gdzlemlendi. ki doz ile ¢alismanin daha ileri histolojik ve
ultrastriiktiirel degerlendirilmeleri yapilmadi ve iki doz etkinin incelenmesi i¢in
deneylerin tekrarlanmasi sonrasi1 IGF-1+HGF MKH'lerin organomegali bulgulari
teyit edilirse klinige gegis oncesi bu durumun fizyopatolojisine yonelik daha ileri
aragtirmalar yapilmasi1 gerekecektir.

Bu sonuglara gore IGF-1 ve HGF ile indiiklenmis MKH uygulamasi ile FSGS
modeli olan PAN podosit hasarinda diizelme saptanmistir. Proteiniiri olusumu IGF-
1+HGF_MKH ile azalmakta ve yavaslamaktadir. 2 doz IGF-1+HGF_MKH verilimi
ise etkili olmamaktadir. IGF-1+HGF_MKH'lerin hasar tizerine ne sekilde etki ettigi ve
bu hiicrelerin hasarli bolgeye gogii lizerine in Vvitro ve in vivo ¢alismalarin artiritlmasi
gereklidir. In vitro olarak bobrek hiicreleriyle MKH’lerin ko-kiiltiir deneyleri ayrica
IGF-1+HGF_MKH'lerin salgiladig1 sitokinlerin miktarlarmin ELISA gibi testler ile
dogrulamalariin yapilmas1 ve hangi yolak lizerinden inflamasyonu baskiladig1 veya
rejenerasyona katkist degerlendirilmelidir. In vivo olarak da 2. dozun zamaninin
degismesi belki daha etkili bir tedavinin gelismesini saglayabilir.

FSGS sigan modelinde tek doz IGF-1 ve HGF ile kombine indiiklenmis IGF-
1+HGF MKH wuygulamasi normal diizeylere gerilememekle birlikte idrar
protein/kreatinin oranlarinda anlamli diizeyde diigme saptanmistir. Bu bulgumuz
FSGS hastaliklarinin tedavisinde IGF-1+HGF MKH’ nin etkili olabilecegine dair ilk
kanitlar1 gostermektedir ve literatiire onemli 6zgiin katki saglamaktadir. Tekrarl
dozlarin daha etkili olup olamayacagin1i anlamak i¢in daha fazla tekrarli doz
caligmalarina ihtiyag vardir. Saptamis oldugumuz terapédtik etkinin mekanizmasi daha

ileri kapsamli projeler ile agiklanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

In vitro IGF-1+HGF ile MKH’lerin migrasyonu, anjiyojenik ve

immunmodiilator kapasitesi artmaktadir:

IGF-1+HGF ile MKH’lerin lisanslanmasinin MKH karakterini degistirmedigi,
akim sitometrisi ile MKH hiicre ylizey belirtecleri ve adipojenik ve osteojenik
farklilagsma analizi gostermistir.

IGF-1+HGF ile lisanslanan MKH’lerin yara iyilesiminin tek basina IGF-1 ve
HGF’ye gore iyi oldugu yara iyilesimi testi ile, sitokin analizi ile IL-6 artisi,
IDO-1 ve TGF- artisi ile gen ifadesi yonlinden immiinmodiilasyon
kapasitesinin daha iyi oldugunu gostermistir.

IGF-1+HGF ile lisanslanan MKH’lerin PAN hasarli podosit aktin hiicre iskeleti
yapisini rejenerasyonunu hem salgist hem de salgithiicre interaksiyonu ile
artirdigi gosterilmistir.

In vivo FSGS modeli olusan podosit hasarin1 IGF-1+HGF ile lisanslanan
MKH’lerin konvansiyonel MKH’lere gore azalttigin1 gostermistir.
IGF-1+HGF_MKH’ler ile si¢anlarin viicut agirligi, idrar ¢ikisi ve su i¢imleri
artmis, proteiniiri diizeyleri ise azalmistir.

IGF-1+HGF ile lisanslanan MKH’lerin podosit rejenerasyonunu artirdigi,
Immunohistokimya ile bobrek glomerullerinde SYNPO diizeyi artis1, Elektron
mikroskobisi ile podosit rejenerasyonunu artirdigr slit diyafram artis1 ve hiicre
ayaks1 gorlinlimiiniin artis1 ile gosterilmistir.

Podosit hasarmin diisiik oldugu erken sathasinda IGF-1+HGF lisanslanan
MKH’lerin engrafmani proteiniiriyi azaltmaktadir. IGF-1+HGF ile lisanslanan
MKH tedavisi akut podosit hasarindan 9 giin sonra podosit slit diyafram kaybini
azaltarak, sagkalimmi ve hiicre biitiinliigiinii artirarak proteiniiri diizeyini
azaltmaktadir. Hasarin ge¢ doneminde MKH’lerin IGF-1+HGF lisanslamasinin
tedavi acgisindan bir avantaji1 bulunmamaktadir.

IGF-1+HGF _MKH’ler ile glomeruldaki protein silendirlerinin azaldigi,
podosite 6zgii SYNPO ifadesinin glomerullerde arttig1, podosit sag-kaliminin,
aktin hiicre iskeleti yapisi ve slit diyafram biitiinliigiiniin arttig1 gézlenmistir.

Bazi yerlerde podosit efasmanlariin EM’de gosterilmesi ve fokal
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glomeruloskleroz odaklar1 diizeyi azalan fakat devam eden proteiniiri diizeyini
aciklamaktadir.

MKH’lerin IGF-1+HGF indiiksiyonu ve in vivo uygulamasi ile podosit
rejenerasyonunda bobrek kok/progenitor hiicreleriyle (BKH) benzer 6zellikler
gosterdigi diistiniilerek beraber hareket edip etmedigi, BKH’lerin aktivasyonu,
farklilagsmasi ya da matiirasyonuna katkist olup olmadigi, pariyetal epitelyal
hiicreler iizerinden mi yoksa tam fonksiyon kaybi olugmadiysa INF2 gibi
proteinlere fonksiyon kazandirarak mi etki ettigi ve aktin hiicre iskeleti yapisinin
rejenerasyonunu artirdigi arastiritlmasi gereken bir sorudur.

Podosite 6zgli gen ifadeleri ve protein diizeylerinin hasar sonrasi azaldigi bilinse
de INF2’nin, PAN uygulamasi ile ve IGF-1+HGF lisanslamasi ile gen ifadesinin
artisi ile protein diizeylerindeki degisimin korelasyonunun test edilmesi ve ileri
caligmalarla hasar ve lisanslamanin aktin reorganizasyonunda yer alan
proteinlerle iliskisinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

IGF-1+HGF_MKH’ler ile tedavinin ardindan glomerular kesitler histokimyasal
olarak incelendiginde skleroz odaklar1 konvansiyonel MKH tedavi grubuna ve
hasar grubuna yakin diizeydedir. Bu durum proteiniiri devam ettigi i¢in alinan
kesit, sayilan bolge kesit kalinli§ina gore degisebilmektedir. Histolojik kesitlerin
insan dokularinda da hastalik formlar1 i¢in gilivenilir olmamasi sebebiyle
podosite 6zgii SYNPO gibi belirteclerle boyanmast ve EM’de detaylh
incelenmesi gerektigi sonucuna varilmaistir.

Tek doz IGF-1+HGF MKH’lerin ne kadarinin hasarli alana ulastigi
bilinmemektedir. 20 giin takip edildiginde 9. giinde azalan proteiniiri diizeyi
artmaktadir. Tek doz tedavide saptadigimiz podosit rejenerasyonun daha yiiksek
diizeylere ¢ikip ¢ikmayacagi i¢in hiicre dozlar artirilarak veya hiicrelerin tekrar
dozu/dozlar1 uygulanarak rejeneratif etkinin degerlendirilmesi gelecek
calismalar i¢in Onerilir.

IGF-1+HGF ile MKH lisanslamasi basit, etkili ve klinik olarak uygulanabilir ve
podosit rejenerasyonunu saglayan bir tedavi stratejisinin gelismesini saglayabilir
yondedir. Onkojenik bir farklilasma olmadigi yiizey belirtegleri ile bu calismada
gosterilmis olsa da immun yetmezIlikli farelere bu hiicreler cilt altina

uygulanarak tlimorojenite agisindan degerlendirilmesi onerilir.
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8) Podosit hiicresiyle ¢alismanin kisitliliklar1 vardir; bu hiicreler terminal olarak
farklilasmasini tamamlamis post-mitotik boliinmeyen erigkin hiicrelerdir ve son
derece Ozellesmis yapida karmasik bir organizasyona sahiptir. Podosit
hiicrelerinin karmasiklig1 sebebiyle tedavi stratejilerinin hiicrenin yapisi ve
fonksiyonu lizerine etkisi olmamakta veya ¢ok diisiik diizeyde kalabilmektedir.
Calismamizda, IGF-1+HGF’lerin podosit hiicre hasari {izerine etkili olmasi ve
hiicre biitiinliigliniin artmasi, slit diyafram kaybinin geri ¢evrilmesiyle proteiniiri
diizeylerinin azaldiginin gosterilmesi literatiire konu ile ilgili ilk orjinal bilgileri

kazandirmistirve klinikte Kullanilabilirlik agisindan oldukg¢a umut vaad edicidir.
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Hepatocyte Growth Factor and Insulin-like Growth Factor-1 based Cellu-
lar Therapies for Oxidative Stress Injury

Currart Siem Call
Rawarch & Thampy

BENTHAM
SCIENCE
Ozge Burcu Sahan' and Aysen Gunel-Ozcan'’
IDEPEIF’!PHEHI af Stem Cell Sciences, Graduate School of Health Sciences
Abstract: Imbalance between free radicals and antioxidants causes oxidative stress by the accumula-
tion of reactive oxygen species (ROS) in the tissues and organs. Oxidative siress occurs in many dam-
aged conditions, and the increase of ROS and reduction of antioxidants enhances inflammation, apop-
tosis, fibrosis and may worsen the pathology leading o organ failure. The potential therapies aim to
increase antioxidants and decrease ROS. Mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from the stroma of
ARTICLE HISTORY various tissues are multipotent cells and have beneficial effects on several diseases with their im-
munomodulation and regeneration capacities. MSCs trigger the proliferation of the cells with various
::’::;“q:‘:;tfﬁ"ﬁun secretory factors, reduce oxidative stress and decrease apoptosis, inflammation, fibrosis and thus, in-
Accepted: Sepember 21, 2020 crease regeneration. However, survival, engrafiment, and differentiation problems of transplanted
MBSCs restrict their protective and reg, ive effects. Preconditioning of MSCs with several factors,
fj)_:; 3470 3T AARANT GHOR300 F 34183743 such as cytokines, hypoxia, chemical agents, pharmacological drugs, physical factors and growth fac-
tors, enhances their repairing efficacy for injury and disease models. This review is mainly focused on
CrossMark insulin-like growth factor (IGF-1) and hepatocyte growth factor (HGF), and discusses the research on
MSC priming/induction with IGF-1 and HGF stimulation either by supplementation or overexpression
that can enhance the regenerative potential of MSCs on various oxidative stress conditions such as
acute/chronic kidney diseases, lung injury, cancer, metabolic and cardiovascular diseases.
Keywords: Oxidative stress, reactive oxygen species, mesenchymal stem cells, preconditioning, insulin-like growth factor,
hepatocyte growth factor.
Rejenerasyon Kapasitesi Giiglendirilmis
Mezenkimal Kok Hiicreler
Empowered Mesenchymal Stem Cells with
Enhanced Regenerative Capacity
(i ] ézgg Burcu SAHAMN, DZET Mezenkimal kik hiicreler (MEKH) multipotent hicreler olup kemik, kas, vag gibi dokulsra fark-
© Aysen GUMEL OZCAN lLilagabilme. salgplahg irofik fakidrler ve parakrin Szelliklen sayesimde var'hasar bilgesinde rejene-

rasyona  katkida  bulunmakeadie. MEH"lenn  klimkie  uygolammndaks  en bilyiik  sorunlar
tramsplantasyondan sonra doboaya samrh sayida hilerenmn ulagmasa, ¢ofunun akeigerberde lamlmas ve ha-
sarh dokunun zararh mikrogevresinden kaynakl hiberelerm canl kalamamasmdan kaynaklbdir. Bu ne-
denle, MEH lerin rejeneranl potansiveli ve etkinhii smrlanmakiadir. MKH lerin hedellenen dokuya
engrafmanin ve rejencratif kapasitesimi artrmak sgin ex vivo killidrlerde ¢esith lsanlamahazirdama
siratejiden aragtinlmakiadir. Hali hazirda bu stratejilerin qogu, gelecekie klink kullammsda rejenerant
kapasates: ve etkinlifi daha gicld MEH lann iiretimi sgin umod vasd eden preklinik galigmalar dilne-
yindedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kdk hilore; rejenerant g
iinkogullama; kik hilcre kil

ABSTRACT Mesenchymal stem cells (M5Cs) ane multipatent cells and contnbute o the regeneration
of the wound / imjury area by secreting trophse factors and parscrine properties and difTerentiation mio
various lssies such as adipose, bane and cartilage. The biggest problem in the clinical application of
MSCs 15 the limited engrafiment w the targeted tisoe affer ransplantation by being irapped in the lungs.
[hue 10 the harmiful microenyvironment of damaged tssee survival rate of the transplanted MSCs is also
low. Therefore, thempeutic efficiency and regenerative potency of M5Cs are restmined. In order o m-
crese engraltment and regenerative capacily of MSCs various licencing/ priming dralegies ane nves-
tigated for their ex vivo expansion. Currently, these simiegies are at the level of preclinical studies that
promise hope for the production of empowered MSCs with increased regenerative capacity and mone ef-
fectivie MSCs in future chnical wse

Kevwords: Mesenchymal stem cells; regenerative medicine
pramangprecondilioning; stem cell culure
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Single dose application IGF-1 and HGF
induced bone marrow mesenchymal stem
cells reduced proteinuria in focal segmental

gomerulosclerosis model

O.B. Sahan', 1. Onbasilar®, K.S. Gueer’, F.F. Kaymaz®,

E. Atayar’, F. Ozaltin®®, A. Giinel Ozcan'

! Department of Stem Cell Sciences, Graduate School of Health
Sciences, Center for Stem Cell Research and Development,
Hacettepe University, Ankara, Turkey, * Laboratory Animal
Breeding and Experimental Medical Research Unit, Hacettepe
University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey, * Department of
Pediatric Pathology, Hacettepe University Faculty of M edicine,
Ankara, Turkey, * Department of Histology and Embryology,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey,

* Nephrogenetics Laboratory, Department of Pediatric Nephrology,
Hacerttepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey,
JDepartmem of Pediatric Nephrology, Hacettepe University
Faculty of Medicine, Ankara, Turkey

Mesenchymal stem cells (MSCs) are used in the treatment of var-
ious pathologic states with their trophic and immunomodulatory
properties. Induction of MSCs in culture by particular growth
factors increases their migration, immunomodulator and survival
capacity. IGF-1 and HGF have been proposed as promising
therapeutic agents especially in renal diseases with their reno-
trophic and nephroprotective effects. In our study, we hypothe-
sized that IGF-1 and HGF induced M SCs (1M SCs) would better
migrate to the site of damage and ameliorate proteinuna in Focal
Segmental Glomerulosclerosis (FSGS) rat model with their
immunomodulatory properties. IMSCs was performed by 10 ng/
ml IGF-1 and 20 ng/ml HGF. FSGS model was technically
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*Xpan-  1GF-1 and HGF Preconditioning of Bone Marrow Mesenchymal
ftobe  grem Cells Reduced Proteinuria in Rat Focal Segmental
Glomerulosclerosis Model
outon  O.B.Sahan'’, L Onbasilar?, KS. Gucer’, F.F. Kaymaz®, E Atayar®,
» XP10 F.Ozaltin®, A. Gunel Ozcan®
with a ! Department of Stem Cell Sciences, Graduate School of Health Sciences,
at pas- Center for Stem Cell Research and Development, Hacettepe University,
Juanti-  Ankara, Turkey; ? Laboratory Animal Breeding and Research Unit, Hacet-
ure. tepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey; * Department of
laysof  Pediatric Pathology, Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara,
i Cell-  Turkey; ¥ Department of Histology and Embryology, Hacettepe University
ansion  Faculty of Medicine, Ankara Turkey; *Nephrogenetics Laboratory,
K are Department of Pediatric Nephrology, Hacettepe University Faculty of
ymetry  Medicine, Ankara, Turkey; ® Nephrogenetics Laboratory, Department of
s from Pediatric Nephrology, Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara,
Turkey; 7 Department of Pediatric Nephrology, Hacettepe University Fac-
strated  ulty of Medicine, Ankara, Turkey; # Department of Stem Cell Sciences,
ality of  Graduate School of Health Sciences, Center for Stem Cell Research and
STACK. Development, Hacettepe University, Ankara, Turkey

1 large Background & Aim Focal Segmental Glomerulosclerosis (FSGS) is

"I‘)gioﬂr: one of the leading causes of end-stage kidney disease requiring renal

replacement therapy for survival. It is characterized by massive pro-

yuf.t ol teinuna that results in hypoalbuminemia, edema and hyperlipidemia.

ble and is known as irreversible kidney disease that steroid-based drugs
’ only slow down the progression.

The use of Mesenchymal stem cells (MSCs) has been successful in the
treatment of glomerular diseases. The biggest challenge of the MSC
application is its engraftment into the site of injury and its loss due to



Effect of IGF-1 and HGF Induced Bone Marrow Mesenchymal Stem
Cells on Focal Segmental Glomerulosclerosis in Sprague-Dawley Rats: A
pilot study

P.05-013-Mon
0.B. Sahan’, E. Korkmaz™, I. Onbasilar™, S. Giicer'V, F. Kaymaz", F. OzaltnVY, A. Giinel Ozcan!

Teenter for Stem Cell Research and Development-PEDI-STEM, Hacettepe University, Ankara, Turkey,
HnghJ'ogene.fics Laboratory , Hacettepe University Faculty of Medicine, Anakara, Turkey, IHLabm‘ar'm_T Animal
Breeding and Experimental Medical Research Unit, Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey,

T VDeparmJem of Pediatric Pathology, Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey, VDepm‘mmm of
Histology, Haceftepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey, VIDepm'm:en.f of Pediafric Nephrology,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey

Addition of growth factors to cell culture media can change many properties such as cell survival, proliferation, adhesion,
and migration. Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are able to gain proinflammatory or antiinflammatory properties
due to their induction by certain growth factors as IGF-1 expressing MSCs were shown to enhance repair in kidney, heart,
liver and pancreas. Migration of MSCs increases upon HGF treatment. The aim of this study was to investigate the effect
of HGF and IGF-1 induced bone marrow MSCs (iMSC) on the Focal Segmental Glomerulosclerosis (FSGS) rat model.

Rat (Sprague-Dawley) FSGS model was technically induced by injection of intraperitoneal single-dose Puromycin
Aminonucleoside (PAN) (150 mg/kg). The occurrence of FSGS were assessed by biochemistry (increased urinary
protein/creatinine (Up/Uc) ratio). immunochistochemistry (decrease in glomerular SYNPO protein level) and electron

microscopy (podocyte effacement). After PAN administration, we injected 2x10° naive MSCs or iMSCs (induced by 10
ng/ml IGF-1 and 20 ng/ml HGF) intravenously to the rats on days 3 (early-stage) and 5 (late-stage). The effect of
treatment was assessed by Up/Uc ratios in twenty-four hour urine samples collected on the days 3. 9 and 20.

Based on Up/Uc ratios, proteinuria completely disappeared on day 9 (Up/Uc:1.22 mg/mg) by early-stage iMSC treatment
whereas proteinuria persisted by naive MSC treatment on day 9 (Up/Uc:68,13 mg/mg),which eventually decreased on day
20 (Up/Uc:8.02 mg/mg). In late-stage treated rats after the injury, proteinuria disappeared completely on day 9 by naive
MSCs as well as iIMSCs.

Our results indicate that IGF-1 and HGF induced MSCs are capable to repair glomerular injury both at early stage and late
stage of acute injury. Treatment by naive MSCs may be insufficient at early stage, but can be as effective as iMSCs at late
stages.

Key Words:Induced Mesenchymal Stem Cell, Focal Segmental Glomerulosclerosis, Puromycine Aminonucleoside,
Proteinuria
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