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GIRIS VE AMAC

1954 yilinda yapilan ilk bébrek transplantasyonundan bu yana, islevlerini
yitiren organlarin replasmani artik deneysel bir teknik degil, her yil binlerce hasta
icin yagam kurtaric1 bir tedavi sekli haline gelmistir (1). Ancak, onarict bir tedavi
olarak transplantasyonun rutin uygulanmasi iki &nemli engelle karsilasmaktadir.
Birincisi;  greft rejeksiyonunun engellenmesi igin alic1 yagam boyu immiinsiipresyon
tedavisi almalidir. immiinsupresif ilaglarn uzun sireli kullanilmasi, yagami tehdit
eden infeksiyonlar, hepatik toksisite, bébrek yetmezligi ve kanser gibi ciddi van
etkilerle iligkilidir. Tkincisi; transplantasyon igin gerekli mevcut organ ve dokular,
ihtiyact kargilamakta belirgin derecede vetersizdir. Giiniimiizde Amerika Birlesik
Devletler’inde transplantasyon igin bekleyen 78 000’den fazla hasta oldugu ve
bekleme listesi her yil yaklasik %3 oraninda artmaya devam ettigi halde, 2000
yilinda sadece 5984 kadavra donér kaydedilmistir. Tiirk Nefroloji Demegi’nin
verilerine gore ise 2002 yilinda 549 hastaya bsbrek transplantasyonu yapilmis, bu
hastalarin 198’1 kadavra dondrden greft bébrek almustir (2). Bu durum diinya capinda
daha etkin organ bagis1 programlarmin gelismesi ile biraz diizelmis olmasina karsn,
alternatif kaynaklara gereksinim oldugu tartismasizdir,

Doku miihendisligindeki ilerlemeler, yapay organlarin (kalp) ve vyapisal
organlarin (kemik, kikirdak) gelistirilmesine neden olmustur. Bununla beraber, bu
strateji daha kompleks fizyolojik fonksiyonlar: olan dokularin replasmant igin uygun
degildir. Tiirler aras1 transplantasyon (xenotransplantasyon), daha genis uygulama
aralifma sahip olmakla birlikte, tiirler arast immiinolojik bariyerlerin agilamadigi
kanitlanmugtir. Ek olarak, alicilara zoonozlarm gecme riski bu yaklagimin biitiin
giivenilirligini azaltmaktadir.

Kok hiicre teknolojisi, son yillarda klasik dondr bagimh transplantasyona en
umut verici alternatiftir. Bu hiicreler iki genel 6zelligi paylasir: Kendi kendini
yenileme ve farkhlasma yetenegi. K&k hiicrelerin  bu essiz  Gzellikleri,
transplantasyon igin organ ve dokular meydana getirmekte kullamlabilir (3). Kok
hiicre aragtirmalarinin, kardiyovaskiiler, nérojeneratif hastaliklar, kanser, diabetes
mellitus  ve diger bazi hastaliklarm tedavisinde bir devrim yaratacagi

diistiniilmektedir (4).



Blastosistin ig hiicre kitlesinden kaynaklanan embriyonik kék hiicreler, in vivo
biitiin hiicre nesillerine diferansiye olabilmektedir. Bu hiicrelerin in vitro ortamda
kardiyomiyositlere, néronal ve pankreatik hiicrelere differansiye olabildikleri
gosterilmigtir. Ancak embriyonik k&k hiicrelerin tedavi amacli kullamimlari éniinde
¢esitli engeller bulunmaktadir (timérojeniteleri, immiin supresif tedavi gereksinimi,
etik kaygilar gibi).

K6k hiicreler, insanin yasami boyunca gesitli organ ve dokularda var olmaya
devam eder. Yetigkin dokularda bulunan kok hiicrelere, ‘adult kok hiicreler’
denmektedir. Son yillara kadar adult kék hiicrelerin sadece orjin aldiklan dokunun
hiicrelerine diferansiye olabildigi diigiiniilmekte iken, yeni c¢alismalar farkli hiicre
nesillerine de diferansiye olabildiklerini géstermektedir. Bu olaya ‘plastisite’
denmektedir. Ozellikle kemik iligi kaynakli kék hiicrelerin plastisite 6zelliginin,
hasarli dokularin onarimm  etkileyebilecegi ve rejeneratif tip igin yeni yollar
saglayabilecegi One siiriilmiistiir.

Cesitli caligmalarda kemik iligi kaynakli kék hiicrelerin bébregin tiibiiler,
mesengimal ve glomeruler hiicrelerine diferansiye olabildigi ¢ne siiriilmtistiir. Akut
tibiiler nekrozu takiben ftiibiiler rejenerasyona, kronik renal transplant
rejeksiyonunda mezensimal hiicrelere, renal hasar olmaksizin glomeruler hiicre
dongiisiine katkida bulunabildikleri gdsterilmistir.

Bu galismada amag, renal transplant hastalarinda farklt nedenlerle meydana
gelmig renal hasarin tamirinde extrarenal hiicrelerin (muhtemelen kemik iligi

kaynakli kok hiicrelerin) rolii olup olmadigini arastirmalktir,



GENEL BILGILER

Kok hiicreler ilk kez 1945°de, ikiz inekler arasinda yasam boyu kan chimerismi
oldugunu bulan Owen tarafindan deneysel olarak gosterilmistir (5).

Bilim adamlar1 ve klinisyenler, takip eden yillarda kék hiicrelere iliskin yogun
¢alismalar yiiriitmiisler ve yeni buluslarin ortaya cikmasini saglayacak iki kesifte
bulunmuslardir: Ian Wilmunth ve Keith Campell hayvan klonlamayi, Jamie
Thomson ve ¢alisma grubu, pluripotent insan embriyonik kék hiicrelerinin
derivasyonlarimi bulmuglardir. Birinci ¢alismada, Wilmunth ve arkadaslari, Dolly
isimli bir koyunu klonlayarak adult bir hiicre nucleusunun, nucleusu olmayan
fertilize bir oositi tekrar programlayabilecegini gostermisler ve béylece ebebeynine
genetik olarak identik olan bir koyun yaratilmistir. ikinci calisma ile de, birgok

hastaligin hiicre bazli tedavisi igin olast hiicre kaynagy sunulmugtur (6).

EMBRIYONIK KOK HUCRELER

Fertilize oosit (zigot), bir embriyo ve plasentayr olusturan hiicreleri
(blastomerler) meydana getirir. Bu blastomerler totipotent’tir; biitiin bir canli
organizmay! olusturma potansiyeline sahiptirler. Zigot, sekiz hiicreli asamaya
(morula) kadar totipotentlik 6zelligini muhafaza eder. Daha sonra bu totipotent
hiicreler 6zellesmeye baglar ve blastosist’i olusturur. Blastosist, bir dis tabaka
(trophoektoderm) ve ‘i¢ hiicre kitlesi’ denen bir hiicre kiimesinden olusur,
Trophoektoderm plasentayt olustururken, i¢c hiicre kitlesinden embriyo gelisir.
Embriyonik kok hiicreler, blastosist’in i¢ hiicre kitlesinden kaynaklanr ve
pluripotent’tir; ti¢ germ tabakasindan kaynaklanan dokulara diferansiye olabilir (7).
Embriyonik kok hiicrelerin pluripotent dogasim test eden laboratuar bazli kriterler iic
deney tipini igermektedir:

Testlerden biri; bir blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik k&k
hiicrelerin  diger bir blastosistin kavitesine enjekte edilmesi ile yapilmistir.
Embriyolarin  ‘kombinasyonlarl” psddopregnan disi bir farenin uterusuna
yerlestirildikten sonra olusan soy chimeriktir. Chimerik yavru, hem donér
embriyonik kék hiicrelerinden, hem de alici blastosistden kaynaklanan hiicrelerden

olusan doku ve organlar igermektedir (8).



Embriyonik k&k hiicrelerin pluripotensini belirlemek icin ikinci bir metod,
hiicreleri, dokunun reddedilmemesi igin genetik olarak identik veya immiin
yetmezligi olan adult farelerin cilt altina veya bobrek kapsiiliine enjekte etmektir.
Alci hayvanda, enjekte edilen embriyonik hiicreler teratokarsinomalar denilen
multiseliller kitlelere diferansiye olurlar. Teratokarsinomalar, diferansiye ve
andiferansiye hiicre tiplerinin bir kanigmmm igeren kompleks timérlerdir. Bu
andiferansiye hiicre tiplerine embriyonal karsinoma (kok) hiicreleri denir ve
pluripotenttir. Mikroskop altinda incelendiginde bu tiimérlerin embriyonun tim germ
tabakalarma ait hiicreler (endoderm, mezoderm, ektoderm) icerdikleri gozlenir
(epitelyal hiicreler, diiz kas tabakalari, iskelet veya kalp kasi, néral doku, kikirdak
veya kemik dokusu ve sag dokusu).

Embriyonal karsinoma (kok) hiicreleri, izole edilip, diferansive olma
kapasitelerini kaybetmeksizin kiiltiirde yetigtirilebilirler. Yapilan bir calismada,
kahverengi fareden kaynaklanan embriyonal karsinoma hiicreleri, bir albinodan elde
edilen blastosiste yerlestirildiginde, tasiyici anneden dogan yavrular kahverengi ve
beyaz bulunmustur. Kok hiicreler chimeras olusturmus ve en agikar olarak cilteki
melanositlerde olmak iizere biitlin somatik dokulara katkida bulunmustur (9).

Pluripotensi géstermek igin iigiincii bir teknik de; fare embriyonik kok
hiicrelerin  in  vitro olarak spontan diferansiyasyonuna izin vermek veya
diferansiyasyonlarim &zel yollara yonlendirmektir. Ik durum sikhikla besleyici
tabaka degistirilerek veya biiyiime ortamindan 16semi inhibitér faktsr (LIF)’{in
¢ekilmesi ile saglanir (kiiltiirlenmis embriyonik kék hiicreleri, andiferansiye
pluripotent durumda tutmak igin bu hiicreler hem intrensek olarak transkripsiyon
faktdr Oct 4 sunmali, hem de LIF’den ekstrensek sinyal almalidir.) LIF eksikliginde
kiiltirlenmis embriyonik kok hiicreler spontan olarak diferansiye olup kalp kasi
hiicreleri, kan adaciklari, néronlar, pigmente hiicreler, makrofajlar, epitel hiicreleri
veya adipositleri igeren birgok hiicre tipini olusturduklari embriyo benzeri cisimlere
agrege olurlar. Embriyonik cisimler birgok ydnden hayvanlarda olusan teratomlara
benzerler. Embriyonun ii¢ germ yapragindan kéken alan diferansiye veya kismen
diferansiye olmus hiicre tiplerini igermektedirler (8).

Murin embriyonik kék hiicrelerini izole etmek igin kullamlan teknikler, in vitro

fertilizasyon ile elde edilen pre-implantasyon asamasindaki embriyolardan insan



embriyonik kék hiicre dizilerini meydana cikarmak icin kullamilmus ve insan
embriyonik kok hiicrelerinin murin embriyonik kok hiicre dizileri ile bazi temel
dzellikleri paylastigi ortaya konmustur (Oct 4 ekspresyonu, telomeraz aktivitesi ve
immiin yetmezlikli farede ii¢ primer germ tabakasindan kaynaklanan hiicreler igeren
teratokarsinomalar olusturma gibi). Ancak farkliliklar da bulunmaktadir. Fare
embriyonik kok hiicrelerin aksine, insan hiicreleri esas olarak kistik embryoid
cisimler olusturur ve fare embriyonik kok hiicre dizilerinde olmayan proteoglikanlar
(TRA-1-60, TRA-1-81, GCTM-2) ve evre spesifik antijenlere (SSEA-3, SSEA-4)
sahiptirler (7). Insan embriyonik kék hiicreleri, murin embriyonik kok hiicrelerinin
aksine daha yavas biiyiir ve sferik koloniler olusturmaya meyillidir (10).

Murin ve insan embriyonik kék hiicreleri arasindaki ¢énemli bir farklilik, in
vitro ortamda kendi kendilerini yenilemeleri ile ilgilidir. Murin embriyonik kok
hiicreleri, rekombinan LIF iceren (LIF, murin embriyonik kék hiicre tizerindeki ep
130 reseptoriine baglanarak STAT 3’ii aktive eder) embriyonik fibroblastl besleyici
tabakada andiferansiye durumda kalir ve pluripotent Szelliini muhafaza eder.
Embriyonik  kok hiicre iizerindeki STAT 3’in maktivasyonu  hiicrenin
diferansiyasyonuna neden olur. Farkli olarak, fare embriyonik fibroblastlar igeren
besi yerinde Kkiiltiire edilen insan embriyonik kék hiicrelerin diferansiyasyonunu
inhibe etmekte LIF yetersizdir. insan embriyonik kok hiicrelerinin andiferansiye bir

durumda kendi kendini yenilemesini saglayan sinyaller hala agik degildir (7).

Embriyonik Kok Hiicrelerin Diferansiyasyon Potansiyeli

Embriyonik kok hiicrelerin in vitro diferansiyasyonunu saglamak, gelisimin
mekanizmalarimi  detayli arastrmak ve doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalari i¢in spesifik hiicre tiplerini meydana getirmekte temel olusturur (5).

Insan embriyonik kik hiicrelerin in vitro diferansiyasyon potansiyeli , biiyiik
Glglide murin embriyonik kok hiicrelerinkine benzemektedir. Bu hiicrelerin spesifik
hiicre tiplerine yeterli 6lgiide diferansiyasyonlarim yénlendirmek icin standartize bir
metod heniiz gelistirilememistir. Esas amag, potansiyel tedavi edici degeri olan doku
tiplerini meydana getirmek iizerine odaklanmistir. Bunlar arasinda, kardiyak

hastaliklarin ve infarktlarin tedavisi i¢in kardiyomyositler , Parkinson veya multipl



skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in noéronal ve glial hiicreler ve

diabetes mellitusun tedavisi i¢in insiilin iireten pankreatik hiicreler sayilabilir (7).

Embriyonik kok hiicre kaynakh kardiyomiyosit diferansiyasyonu

Rejeneratif kapasitesi az veya hi¢ olmayan ve bu nedenle yetmezlige egilimli
bir doku olan kalp kasi, embriyonik kék hiicre kaynakli hiicre tedavisi i¢in 6zellikle
¢ekici bir hedeftir. Yapilan ¢alismalarda in vitro murin embriyonik kék hiicrelerinden
gelisen kardiyomiyositlerin; karakteristik sarkomerik yapilar olusturdugu, kardiak
gen {iriinlerini ve membrana baglh kanallan eksprese ettigi ve iyonik akimlar ile bu
hiicrelerin ~ kontraktibilitesinin tetiklendigi gézlenmistir (11). Bu hiicrelerin
elektrofizyolojik analizi, primer miyokard hiicrelerinin tipik &zelliklerine benzer

bulunmustur (12).

Embriyonik kok hiicre kaynakli noronal hiicre differansiyasyonu:

In vitro fare ve insan embriyonik kék hiicrelerinin, beyinde bulunan ii¢ major
hiicre tipine (ndronlar (dopaminerjik, GABAerjik, serotoninerjik, glutaminerjik,
kolinerjik ), astrositler ve oligodendrositlere) diferansiye olabildigi gen ekspresyon
ve elektrofizyolojik calismalar ile gésterilmistir (13).

Yapilan ¢alismalarda, fare embriyonik kok hiicrelerinin Parkinson hastaliginin
bir rat modelinde dopaminerjik néronlara diferansiye olarak iyilesmeyi hizlandirdigy,
bir insan demiyelizasyon hastalifi olan Pelizaesus-Merzbacher hastaliginm rat
modeline transplante edildiklerinde ise aksonlarin remiyelizasyonunu sagladigi

gozlenmigtir (14,15).

Embriyonik kok hiiere kaynakh Pankreatik diferansiyasyon:

Embriyonik kék hiicrelerin diferansiyasyonu, hem embriyonal hem de adult f
hiicreler1 i¢in tipik sekretuar graniiller igeren, insiilin eksprese eden hiicrelerin
olusumuna neden olmustur. Bu hiicrelerin diabetik farelere transplantasyonu kan

glukoz diizeylerini normalize etmistir (16).



Doku Omnariminda Embriyonik Kok Hiicrelerin Kullanilmasi Oniindeki
Engeller

Verilen 6rekler, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde rejeneratif bir kaynak olarak
embriyonik kok hiicre kaynakli hiicrelerin kullamlabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak bu tip uygulamalardan 6nce ¢oziilmesi gereken ©nemli problemler
bulunmaktadir. Bu sorunlar asagida siralanmistir.

1.) Hiicrelerin piir populasyonunu elde etmek

Embriyonik k&k hiicrelerin extrauterin yerlere transplante edildiklerinde
teratomlar veya teratokarsinomlar olusturduklart bilinmektedir. Embriyonik kok
hiicreler, simrsiz proliferasyon kapasitesi, klonal gogalma, kontakt inhibisyonun
olmamas: gibi kanser hiicresinin birgok 6zelligine sahiptir.

Insan embriyonik kék hiicrelerinin potansiyel tiimorojenitesi nedeni ile koék
hiicre kiiltlirlerinden spesifik hiicre tiplerinin piir populasyonlari iiretmek ve
¢ogaltmak ve andiferansiye hiicreleri uzaklagtirmak gereklidir (17).

2.) Dokuya integrasyon ve fonksiyon

In vitro diferansiyasyon protokolleri ile embriyonik kék hiicrelerden iiretilen
hiicrelerin alici dokuya integre olup, hasarli hiicrelerin tiim fonksiyonlarini yerine
getirip getirmeyecegi 6nemli bir sorudur. Embriyonik kék hiicre kaynakh kardiyak,
noral ve pankreatik hiicrelerin transplantasyonunu takiben spesifik fonksiyon
gordiiklerini bildiren yayinlara ragmen, fonksiyonlarinin tamamen normal oldugu
heniiz s6ylenememektedir.

3.) Greft rejeksiyonu

Insan embriyonik kok hiicreler tizerinde major histocompatibility complex
class-I (MHC-1) sunusu diigiik diizeydedir ancak hiicrenin in vitro veya in vivo
diferansiyasyonu ile artmaktadir. Doku rejenerasyonu igin insan embriyonik kék
hiicre kaynakli hiicrelerin kullamimi sirasinda donér ve alici arasinda immiinolojik
uyumsuzluk olmas: durumunda greft dokunun rejeksiyonuna neden olan immiin
reaksiyonlar goriilebilir (7).

4.) Etik sorunlar

Embriyonik kék hiicreler blastosistin i¢ hiicre kitlesinin kiiltiire edilmesi ile
elde edilmektedir. Blastosist ise in vitro fertilizasyon ile olusturulmus ancak

kullamlmamis bir insan embriyosundan veya abortusa ugramis fetusten elde



edilmektedir. Embriyonik kok hiicreleri bu elde etme metodu siklikla blastosistin
bozulmasimi gerektirir, bu da insan embriyosunun etik ve hukuki durumu hakkinda

sorular ve tartismalara yol acabilecek bir konudur (5).

ADULT KOK HUCRELER

Yillardir aragtirmacilar, neden bazi organlar kendi dokusunu tamir edebilme ve
hiicrelerini  yenileyebilme yetenegine sahipken, bazilarmin bunu yapamadigim
anlamaya ¢alismuslardir. Arastirmalar sonucu, ¢esitli dokularda adult kok hiicrelerin
varhg gosterilmistir. Giinlimiizde, kék hiicrelerin daha 6nce diisiiniilenden daha
fazla doku ve organda bulundugu tespit edilmistir. Yetiskinlerde kemik iligi,
pankreas, beyin, iskelet kasi, retina gibi bir ¢ok organda bu hiicrelerin varlig
gosterilmigtir (7). Glintimiizdeki genel diigiince, heniiz gésterilememis olsa bile biitiin
yetiskin organlarn kék hiicreler igerdigi yoniindedir (18).

Tim kok hiicreler gibi adult kok hiicreler de iki temel ozellige sahiptir.
Birincisi, organizmanin yasami boyunca kendi kendini yenileyebilme, yani
proliferasyon yetenegi ile kendisinin identik kopyalarini yapabilmektedir. Tkincisi,
Ozellesmis  morfolojileri ve fonksiyonlari olan olgun hiicre tiplerini
olusturabilmektedir. Béylece, doku hasart veya fizyolojik hiicre déngiisiinde ait
olduklarn dokunun spesifik hiicrelerine diferansiye olmakta ve homeostazisin
stirdiiriilmesini saglamaktadirlar (19). Ornegin; cilt kok hiicreleri epidermisin
reepitelizasyonunu saglarken, ince barsak kriptlerinde lokalize olan k&k hiicreler
firca kenarhi enterositlere, gobleth hiicrelerine, paneth hiicrelerine diferansiye
olmaktadir (8).

Bu hiicreler, ¢evresel hasarlardan korunduklar spesifik bir nis’de lokalizedirler.
Ornegin, cilt ksk hiicreleri kil follikiiliinde lokalizedir ve siklikla bunlari UV 1sindan
koruyan pigment hiicreleri ile ¢evrelenmiglerdir. Benzer olarak kornea kok hiicreleri,
pigment hiicreleri ile ¢evrelenmis ivi vaskiilarize bir alan olan limbusta lokalizedir.
Bu misler muhtemelen adult kék hiicrelerin diger hiicrelerle iliskide olmasina imkan
tammakta ve ayni zamanda adult kék hiicrelerin hzh hiicre siklusuna girmesini
dnleyen faktdrler iiretmektedirler (kék hiicrelerin in vitro kiiltiire edildiginde hzh

hiicre boliinmesi gdstermeleri, niste hizli hiicre siklusunu &nleyen faktérlerin



oldugunu diigiindiirmektedir) K6k hiicrelerin olduk¢a yavas boliinmesi, onlar1 DNA
hasarindan korumaktadir (18).

Kok hiicreler bazi yiizey isaretleyicilerine (marker) sahiptirler. Hematopoetik
kok hiicreler igin CD34, cilt kok hiicreleri igin a6 integrin, néral kék hiicreler icin
CD133 yiizey markert olarak sayilabilir. K&k hiicre arastirmalarmn dnemli

amaglarindan birisi, sadece kok hiicrelerde eksprese edilen biitiin proteinleri tespit

etmektir (18).

Adult Kik Hiicre Plastisitesi

Yakin zamana kadar, eriskin dokulardaki kok hiicrelerin normalde, kdken
aldiklari dokudan farkli bir dokunun 6zellesmis hiicre tiplerini olusturabilecekleri
digiintilemezken, yeni ¢alismalar bu hiicrelerin multipotent olduklarini ve farkh
hiicre nesillerine diferansiye olabildiklerini one siirmektedir (9). Bu olaya
‘plastisiste’ denmektedir (19). Yetiskin kemik iligi, beyin, iskelet kasi, karaciger,
pankreas ve cilt dokusunun, koken aldiklari dokununkinden farkli hiicre tiplerine
diferansiye olma kapasitesine sahip kék hiicreler igerdikleri gosterilmigtir. Omegin;
kemik ili§i transplantasyonunda infiize edilen hematopoetik kok hiicrelerin iskelet
kas1 myoblastlari, endotel hiicresi, hepatositler, bilier kanal epiteli, cilt epiteli, barsak
ve noroektoderm kaynakli hiicrelere katkida bulundugu gosterilmistir. Kemik iligi
kaynakh hiicrelerin, kalbe enjekte edildiklerinde kardiyak myoblast fenotipi
kazandiklari, n6ral kok hiicrelerin hematopoetik sistemi olusturabildigi de
gosterilmistir. Adult kok hiicrelerin plastisitesinden sorumlu olan olast mekanizmalar

heniiz bilinmemektedir (20).

Kemik iligi kaynakh kék hiicrelerin plastisitesi

Kemik 1ligi, yasam boyunca dolagimdaki kan hiicrelerini siirekli olarak yerine
koyan hematopoetik kok hiicrelerin bir rezervuan olarak kabul edilmistir.
Hematopoetik kék hiicreler, kendi kendini yenileme ve gesitli hematopoetik hiicre
nesillerine diferansiye olma yetenegine sahip olan doku spesifik kok hiicre olarak
tammlanmistir. Ancak, kemik iligi kaynakli kék hiicrelerin béyle smurh bir
diferansiyasyon potansiyelinin oldugu goriisii, 1976’da Friedenshtein’m kemik iligi

kaynakl kék hiicrelerin hem in vitro ve hem de in vivo kosularda, kondrositler ve
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osteoblastlar gibi bag dokusu hiicrelerini meydana getirebildiklerini gdstermesi ile
degismistir (21). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, yetiskin kemik iliginin cesitli kok
hiicre populasyonlar igerdigini gdstermistir. Bunlar hematopoetik kok hiicreler,
kemik iligi stromal kok hiicreleri (mezengimal kék hiicreler) ve multipotent adult

progenitor hiicrelerdir (22).

Hematopoetik kiok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreleri tammlamak igin altin standart, kemik iligi
baskilanmis bir konakta hematopoetik sistemi yeniden olusturma yetenekleridir.
Clinkéi  hematopoetik  sistemin yeniden olusturulmasi, transplante edilen
hematopoetik k&k hiicrelerin kendi kendini yenilemesini ve tiim matiir kan hiicresi
tiplerine diferansiye olmasini gerektirir.

Hematopoetik sistem, organize hiyerargik bir sistem olarak kabul edilmistir.
Multipotent k&ék hiicrelerden, yonlenmis progenitér hiicreler, bunlardan da
nihayetinde terminal diferansiye hiicreleri meydana getirecek olan nesil sinirli
prekiirsor hiicreler gelismektedir. Ancak giiniimiizde, hematopoetik kék hiicrelerin
de dahil oldugu adult kok hiicrelerin farkh dokuya ve hatta farkli germ tabakasina ait
hiicre nesillerine diferansiye olmasina izin veren plastisiteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, hiyerarsik bakis agis1 artik yeterli goriinmemektedir.

Hematopoetik koék hiicrelerin de dahil oldugu kemik iligi kaynakli kok
hiicrelerin plastisitesini (ger¢ekten solid organlarin spesifik hiicrelerine diferansiye
olabildigini) kamitlamak igin cesitli kosullar gereklidir:

Bunlardan birincisi; solid organa integre olan egzojen (donér) kaynakl
hiicrenin orjini, hiicrenin isaretlenmesi ile dokiimente edilmelidir. Giiniimiizde, en
yaygin olarak kullanilan donér spesifik markerlar Y kromozomu (cinsiyet uygunsuz
transplantasyonlarda) ve transgenlerdir. Ikincisi; egzojen hiicrenin, solid dokunun
morfolojik olarak bir pargasi oldugu gosterilmelidir. Ugiinciisii ve en $nemlisi; donér
kaynakli hiicrenin, hem solid organa spesifik proteinleri eksprese etmesi hem de
spesifik organ fonksiyonunu gostermesi ile organin fonksiyonunu edindigi
gosterilmelidir. Immiinohistokimya, imminflordsan ve hiicre tipine spesifik
fonksiyonel degerlendirme, dontr kaynakli diferansiye hiicreleri tespit etmekte

kullanilmaktadir (19,23).
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Insanda dejeneratif bir kas hastaligi olan Duchene muscular distrofisinin
murindeki kargilifma sahip olan distrofin -/~ disi farelere, erkek wild-tip farelerden
elde edilen piirifiye hematopoetik kék hiicrelerin transplantasyonu yapilmis. Alici
farelerde distrofin eksprese eden dondr kaynakl kas lifleri saptanmistir (24). Lagasse
ve galigma grubu ise bu kas liflerinin fonksiyonel oldugunu géstermistir.

Letal dozda irradiate edilmis disi farelere, erkek dondrlerden kemik iligi
kaynaklh kok hiicre (CD34+, Lin(-)) transplantasyonu yapildiginda, asikar bir
karaciger hasari olmadig1 halde alicinin hepatositlerinin %2.2’sinin donér kaynakli
oldugu tespit edilmistir. Bu hepatositlerin hem Y kromozomu hem de albiimin
mesenger RNA (mRNA)’sina sahip olduklar gosterilerek erkek kemik iligi kaynakl
kék hiicrelerin matiir hepatositlere diferansiye olduklar dogrulanmistir (25).

Deneysel olarak meydana getirilen miyokard infarktiisii modelinde farelere,
yesil flordsan proteini (GFP) eksprese eden ve Y kromozomu tasiyan Lin(-), ckit(+)
kok hiicreler, intravendz olarak veya hasarli miyokardin c¢evresine direkt olarak
enjekte edilmis. Rejenere olan miyokardda, kalp kasi i¢in karakteristik olan connexin
43’i cksprese eden dondr kaynakli hiicreler tespit edilmis ve miyokard
fonksiyonunda diizelme saptanmustir (26).

Gunsilius ve arkadaglariin yaptiklart ¢alismada, kronik miyeloid [6semi
hastasimn kalp damarlarmi déseyen endotel hiicrelerinde 1(9,22) kromozomal
translokasyonunun oldugu gésterilmistir (27). Ayrica, karacifer transplant
alicilarinin, portal ve hepatik venlerinde alict kaynakli endotel hiicrelerinin oldugu
gozlenmistir (28).

Caligmalar yetiskin kemik iliginde, ‘anjioblast’ denen endotel hiicre
prekiirsorlerinin oldugunu gostermektedir. Uygun kosullarda bu hiicreler, vascular
endothelial growth faktor (VEGF), basic fibroblast growth faktsr (bFGF), faktor
VIII ve von Willebrand faktor eksprese eden endotel hiicreleri olusturabilmektedir.
Bu endotel hiicre prekiirsorlerinin hematopoetik k&k hiicrelerle ortak bir kok
hiicreden mi yoksa farkli bir doku spesifik kok hiicreden mi kaynaklandig:
bilinmemektedir (22).

Mezey ve arkadaslari, homozigot PU.1 mutant disi farelere (PU.I,
hematopoetik nesillerin iiretilebilmesi i¢in gerekli olan bir transkripsiyon faktorii),

erkek wild-tip donérlerden kemik iligi transplantasyonu yapmis ve alicilarin santral
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sinir  sistemindeki hiicrelerin %4.6’simn Y kromozom pozitif oldugunu ve Y
kromozom pozitif hiicrelerin %2.3’niin néronal markerlar NeuN ve néron spesifik
enolase eksprese ettiklerini gdstermistir (29).

Krause ve arkadaglar, hematopoetik kok hiicrelerin multifonksiyonel
diferansiyasyon yeteneklerine dair in vivo kamitlar saglamis ve hiicrelerin,
hematopoetik hiicrelere oldugu kadar, karaciger, akciger, cilt, gastrointestinal

kanal’in epitel hiicrelerine diferansiye olabildiklerini g&stermistir (30).

Mezensimal kok hiicreler

Mezengimal kék hiicreleri, ilk kez, kemik iligi kaynakh hiicrelerin, fetal dana
serumu iceren besi yerinde kiiltiire edildiklerinde yapisik fibroblast benzeri hiicre
kolonileri olusturduklarim ve bunlarin da kemik ve kikirdak dokusuna diferansiye
olduklarim gosteren Fidensthein tammlamistir.

Mezengimal kok hiicreler, plastige yapisma ve monoklonal antikorlar (SH2 ve
SH4 veya Strol) ile reaksiyona girme 6zellikleri temel alinarak piirifiye edilebilir.
immiinfenotipik analizleri, bu hiicrelerin, CD34, CD45, HLA-DR (hematopoetik kék
hiicre marker1), CD14 (monosit/makrofaj), CD31 (endotel hiicresi) ve CDI1la
(lenfosit) eksprese etmedigini, CD44, CDw90, KDR, Flt-1, diisiik diizeyde B2
mikroglobulin, yiiksek diizeyde CD13 ve CD49b eksprese ettigini gostermistir
(22.31),

Verfaillie ve arkadaglari’nin c¢aligmasinda, mezensimal kék hiicrelerin kiiltiir
kosullarinda osteoblast, kondroblast, adiposit, iskelet kas1 ve stromal hiicre benzeri
hiicrelere diferansiye olabilecegi gdsterilmistir. Ayrica andiferansiye durumda
endotel hiicre marken eksprese etmeyen mezengimal kok hiicrelerin, uygun kiiltiir
kosullarinda CD34, vWF, CD36, Tek, VEGF reseptdrii KDR ve FLt-1 eksprese eden
endotel hiicrelerine diferansiye olabildigi de gésterilmistir (31).

Insan mezensimal kok hiicrelerinin rat beynine direk uygulandiginda veya
periferal dolasima injeksiyonunu takiben beyine integre oldugu, mezensimal kok
hiicrelere 6zgli markerlarimi kaybetmeye basgladign ve bir kisminin néron ve astrosit

fenotip1 edinmeye basladig: tespit edilmistir (32).
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Multipotent adult progenitor hiicreler :

Insan ve rodent kemik iliginden elde edilen mezensimal kék hiicrelerin kiiltiirii
sirasinda ‘multipotent adult progenitor hiicreler” adi verilen nadir bir hiicrenin varlig
gosterilmigtir. Bu hiicreler, 70-150 populasyon doubling’den daha uzun siire
gelisebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda sadece mezensimal hiicrelere  degil
ndroektoderm ve endoderm kaynakh hiicrelere de diferansiye olabildikleri
gOsterilmistir.

Verfaillie ve arkadaslanmin galigmast ile, fare kas ve beyin dokusunda da
multipotent adult progenitor hiicrelerin var oldugu ve fare ve insan kemik iligi
kaynakli multipotent adult progenitor hiicreler ile genotipik ve fenotipik olarak
identik olduklar1 gosterilmistir (CD13(+), Flkl, ckit(-), CD44(-), CD45(-), MHC
class I(-), MHC class II(-)).

Kas, beyin ve kemik iliginden elde edilen multipotent adult progenitor
hiicrelerin  kiiltiirlerine 14 giin boyunca VEGF-B uygulandiginda, hiicrelerin
%90’dan fazlasimn, endotelial diferansiyasyonla uyumlu olarak CD31 ve vWF
cksprese eltigi gozlenmistir. Bu hiicre kiiltiirlerine bFGF uygulandiginda ise,
hiicrelerin astrosit ve néronlarin morfolojik ve fenotipik ézelliklerini kazandig: tespit
edilmistir.

FGF4 ve HGF igeren kiiltiir kosullarinda kas, beyin ve kemik iligi kaynakli
multipotent adult progenitor hiicrelerin %50-60’min hepatosit-benzeri hiicrelere
diferansiye olduklari gdsterilmistir. Olusan bu hiicrelerin %50-60°1 albiimin, CK18
ve HNF-1 igin pozitif boyanmistir (20,33). Ayrica bu hiicrelerin iire ve albumin
sekrete ettikleri, fenobarbital ile indiiklenebilen sitokrom p450 enzimlerine sahip
olduklari, glikojen depoladiklart da gozlenmistir. Boylece, multipotent adult
progenitor hiicrelerin hepatositlerin morfolojik, fenotipik ve fonksiyonel ézelliklerine
sahip olan hiicrelere diferansiye olabildikleri gdsterilmistir (34).

Multipotent adult progenitor hiicrelerin genis diferansiyasyon potansiyeli in
vivo ortamda da gosterilmistir. Hiicrelerinde B galaktosidaz eksprese eden ROSA 26
farelerinden elde edilen multipotent adult progenitor hiicreler, murin blastosistlerine
enjekte edildiginde meydana gelen chimerik yavrularin, beyin, akciger, miyokard,
karaciger, barsak ve b&breklerinin de dahil oldugu hemen hemen biitiin somatik

dokularinda f galaktosidaz eksprese eden hiicreler bulunmustur (23).
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Subletal olarak irradiate edilmis immiin yetmezlikli fareye multipotent adult
progenitor hiicrelerin intravenéz uygulanmasindan sonra bu hiicrelerin degisik
derecelerde, hematopoetik hiicrelere, karacifer, akcifer ve barsaktaki epitel
hiicrelerine diferansiye oldugu tespit edilmistir (23).

Beyin, kas ve kemik iliginin, multipotent adult progenitor hiicreler igerdikleri
gosterilmis olmasma ragmen, heniiz viicudun diger dokularinmn bu hiicrelere sahip

olup olmadiklar1 bilinmemektedir.

Karaciger Kok Hiicreleri

Normalde sessiz bir organ olmasina ragmen, normal yetiskin karacigeri cerrahi
rezeksiyonu veya hasart takiben tamamiyla iyilesebilmektedir. Ancak, hepatositlerin
biiyiik kisminmn harap oldugu veya hepatotoksinlere veya karsinojenlere maruziyet
sonucu bilyiime siklusuna girmelerinin engellendigi durumlarda bir karaciger kok
hiicresinin aktive olarak ‘oval hiicreleri’ meydana getirdigi 6ne siiriilmektedir. Bu
hiicreler prolifere olmakta ve hepatositler ve bilier epitel hiicrelerine diferansiye
olmaktadir. Oval hiicrelerin terminal safra kanalikiilleri olan Herring kanallarinda
lokalize olduklan diistiniilmektedir (35). Rat oval hiicrelerinde tespit edilen hiicre
ylizey marker1 OV6’nin insan oval hiicrelerinde de eksprese edildigi gosterilmistir
(36). Ayrica bu hiicreler, CD34, Thy-1, c-kit ve flt-3 gibi hematopoetik kok
hiicrelerde de bulunan markerlar cksprese etmektedir (37). Bu nedenle oval
hiicrelerin kemik iligi kok hiicrelerinden kaynaklanan bir hiicre populasyonu
olabilecegini diisiinen Peterson ve arkadaslarmim yaptiklan calismalar ile oval
hiicrelerin bir kismmin kemik iligi kaynakli kok hiicrelerden kaynaklandigi
gosterilmistir (38,39).

Karaciger oval hiicrelerinin, hepatosit ve bilier epitel hiicrelerinden baska,
insiilin ve glukagon lireten pankreatik hiicrelere ve kardiyomiyositlere de diferansiye

olabilecegini gisteren caligmalar meveuttur (9).

Beyin Kok Hiicreleri
Yetiskinde, beyinin subventrikiiler bdlgesinde bulunan néral kék hiicreler,

astrositler, oligodendrositler veya néronlart meydana getirme yetenegine sahiptirler.
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Belirgin derecede replikasyon potansiyeline sahip olan bu hiicreler, insanda post-
mortem beyin dokusundan izole edilebilmektedir (21).

Yapilan ¢alismalarda adult néral kék hiicrelerin sanildigindan daha genis bir
diferansiyasyon potansiyeline sahip oldugunu gésterilmistir.

Bjornson ve arkadaslarmnin ¢aligmasinda, fare 6n beyninden elde edilen, §
galaktosidaz eksprese eden néral kék hiicreler, subletal dozda irradiate edilmis
farelere sistemik olarak enjekte edilmis, noral kok hiicrelerin alicmm hematopoetik
sistemine engrafte oldugu ve kan hiicreleri tirettigi gériilmiistiir (40).

ROSA 26 farelerinden elde edilen B galaktosidaz-pozitif néral kék hiicreler,
civelv embriyosunun amniyotik kavitesine enjekte edildiginde, olusan chimerik
yavrularm, karaciger, bobrek, iskelet kasi, akcifer, barsak, kalp gibi cesitli

dokularinda B galaktosidaz-pozitif hiicreler bulunmustur (41).

Iskelet Kas1 Kok Hiicreleri

Yetiskin iskelet kas, ‘satellit hiicreler’ veya ‘miyoblastlar’denen bir miyojenik
prekiirs6r hiicre populasyonu igermektedir. Bu hiicreler, kendi kendini yenileme ve
fizyolojik ve patofizyolojik uyarilara yamt olarak miyojenik diferansiyasyona
ugrama yetenegine sahiptir.

Murry ve arkadaglarmm ¢alismast ile satellit hiicrelerin, kalbe enjekte
edildiklerinde yavas kasilan kas liflerine diferansiye olduklar ve kalp fonksiyomunu
diizelttikleri gésterilmistir (42).

Satellit hiicrelerin plastisitesini degerlendirmek igin adult farelerden elde edilen
hiicreler kiiltiire edilip, irradiate farenin retroorbital siniisiine enjekte edildikten 6
hafta sonra dondr kaynakli B ve T lenfositler, graniilositler ve makrofajlar

gosterilmistir (43).

Pankreatik Kok Hiicreler

Pankreatik progenitor hiicreler, pankreasin ductal epitalinde lokalizedir. Bu
hiicreler, glukagon fireten o, insiilin iireten B, pankreatik polipeptit iireten y ve
somatostatin tireten § hiicrelerine diferansiye olma kapasitesine sahiptirler. Ayrica bu
pankreatik progenitor hiicrelerin karaciger hiicrelerine de diferansiye olabildigi

gosterilmistir.
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Cilt K6k Hiicreleri

Cilt kok hiicrelerinin kil follikiiliiniin ‘yumru’ denen kisminda lokalize
olduklar: diigtiniilmektedir. Dermal papilladan gelen stimulusla rejenere olan
follikiile katilabilecegi gibi, yaralanma veya yanik gibi durumlarda epidermiste hasar
olustugunda epidermisin reepitelizasyonu saglamaktadir (8).

In vitro ortamda yapilan galismalar, cilt kok hiicrelerinin néromn, glial hiicre,

iskelet kas1 ve adipositlere diferansiye olabildigini géstermistir (9).

KOK HUCRE PLASTISITESININ OLASI MEKANIZMALARI

K&k hiicre plastisitesi igin ilk agiklama; farkli organlarda multipl doku spesifik
kék hiicreler olabilir. Omegin kasta CD45(+) hematopoetik elemanlarin var olmas,
kas hiicrelerinin hematopoetik hiicrelere diferansiyasyonunu kismen aciklayabilir.
Kemik iliginde hematopoetik kok hiicreler, mezensimal k&k hiicreler ve multipotent
adult progenitor hiicreler, endotel hiicre prekiirsorleri gibi birden fazla kok hiicrenin
olmasi bu hipotezi desteklemektedir.

Ikinei agiklama; uygun kosullar saglandiginda, doku spesifik kok hiicreler,
diger dokulara ait spesific hiicrelere diferansiye olmak iizere yeniden
programlanabilir. Bu fenomene ‘transdiferansiyasyon’ denmektedir. Preklinik veriler
bu hipotezi desteklemektedir.

Ugiincii agiklama; embriyonik kék hiicrelere benzer dzelliklere sahip primitif
bir kok hiicre, doku spesifik kok hiicreler icinde var olmaya devam edebilir ve uygun
mikrogevre etkisiyle bir ¢ok doku spesifik hiicreye diferansiye olabilir. Omegin, kas,
beyin ve kemik iliginde var oldugu gdsterilen multipotent adult progenitor hiicreler,
embriyonik koék hiicrelerle iligkili olabilir. Fare kemik iligi, kas veya beyin
dokusundan elde edilen multipotent adult progenitor hiicreler, fare embriyonik kok
hiicreleri gibi gelisebilmek igin LIF’in varhgna ihtiya¢ duymaktadir. Insanda
bulunan multipotent adult progenitor hiicreler ise, insan embriyonik kék hiicrelerine
benzer olarak LIF’e ihtiyac duymaz. Kemik iligi, kas ve beyinden elde edilen
multipotent adult progenitor hiicreler, embriyonik kok hiicrelerin undiferansiye
durumda kalabilmesi igin gerekli olan transkripsiyon faktérleri Rex 1 ve Oct 4 ‘i
eksprese etmektedir. Embriyonik kok hiicreler gibi, fare kemik iligi kaynaklh

multipotent adult progenitor hiicrelerin, fare blastosistine enjekte edildiklerinde
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biitin somatik hiicre tiplerine katkida bulundugu gosterilmistir. Multipotent adult
progenitor hiicrelerin 6zelliklerini aragtirmaya yonelik calismalar devam etmektedir.

Dérdiincii  agiklama; solid-organa spesifik diferansiye bir hiicrenin, kok
hiicrenin 6zelliklerine benzer 6zellikleri kazandig ve periferal kan yoluyla ulastigi
bagka bir dokunun spesifik hiicrelerine diferansiye oldugudur (dediferansiyasyon ve
rediferansiyasyon). Omegin, in vivo ortamda, epidermal hiicrelerin, recombinant
human epidermal growth factor’e yamit olarak kék hiicrelere dediferansiye oldugu
bildirilmistir,

One siirlilen bu olast modellerin higbiri, kék hiicre plastisitesinin altta yatan

mekanizmalarim tam olarak agiklayamamaktadir (19,20).

BOBREKTE KOK HUCRELER:

Bobrek, embriyolojik olarak iireterik  tomurcuk ve metanefrogenik
mezengimden gelismektedir. Bu iki progenitor yapidan, yetiskin bébregindeki 26’dan
fazla farkl hiicre tipi meydana gelmektedir. Ureterik tomurcuk, toplayict kanalm
epitelyal hiicrelerinin prekiirsérlerini icerirken, renal mezensim, nefronun kalan
epiteli, endotel hiicreleri ve stroma hiicrelerinin prekiirsdrlerini igerir.

Tek bir metanefrik mezensim hiicresinin nefronun tiim epitelyal hiicrelerini
(toplayict kanal haricinde) olugturabilmesi, embriyolojik gelisim sirasinda boébregin
epitelyal kok hiicreler icerdigini gostermektedir. Embriyonik renal epitelyal kok
hiicrelerin diger hiicre tiplerini olusturup olusturamayacafim belirlemek icin yapilan
laboratuar calismalart bu hiicrelerin miyofibroblastlar, diiz kas ve endotelyal
hiicrelere diferansiye olabildigini géstermistir.

Guintimiizde bu kok hiicrelerin yetiskin bobreginde de olup olmadig
bilinmemekle beraber, diger organlarda yapilan calismalar bunun miimkiin
olabilecegini gostermektedir. Yetiskin bébreginde kok hiicrelerin tammlanmast ve

lokalizasyonuna yénelik ¢alismalar devam etmektedir (18).

RENAL HASARIN TAMIRINDE KEMIK ILiGI KAYNAKLI KOK
HUCRELERIN ROLU
Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin, farkli hiicre nesillerine diferansiye

olabilme yeteneginin kesfedilmesinin ardindan, bu hiicrelerin hasarh dokularin
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onarimina ve normal dokularn hiicre dénglistine katkida bulundugunu gésteren
calismalar yapilmigtir,

Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin, bobregin epitel, endotel ve mezensimal
hticrelerini igeren gesitli kompartmalarinin onariminda da rol oynadig1 éne stiriilmiis
ve bunu gostermek i¢in ¢esitli ¢aligmalar yapilmuistir (44,45).

Akut tiibiiler nekrozu takiben tiibiiler rejenerasyona kemik iligi kaynakh
hiicrelerin katkida bulunup bulunmadigmm arastiran Rosenberg ve arkadaglarinin
yaptiklari ¢aligmada, kadin donédrlerden transplantasyon yapilmis ve transplantasyon
sonrasi takiplerinde akut tiibiiler nekroz gelismis olan iki erkek hastadan elde edilen
bébrek biyopsi drnekleri incelenmistir. Bu galismada, erkek dondrden transplantayon
yapilmig bir erkek hastadan elde edilen bobrek biyopsi 6megi pozitif kontrol,
minimal degisiklik hastaligi olan bir kadin hastadan elde edilen bébrek biyopsi
omegi negatif kontrol olarak kullamlmis. Ek olarak, kadin donérlerden
transplantasyon yapilmis, takiplerinde serum kreatinin diizeylerinde yiikselme nedeni
ile renal biyopsi yapilmig ancak akut tiibiiler nekroz saptanmamus olan iki erkek
hasta da galismaya dahil edilmigtir. Bobrek biyopsi 6rnekleri, renal tubuler epitel
hticrelerini (sitoketain pozitif) ve 16kositleri (CD45 pozitif) identifiye etmek icin
immiinohistokimyasal olarak incelenmis, Y kromozomu igeren hiicreleri saptamak
igin ise flor6san in situ hibridizasyon (FISH) yéntemi uygulanmustir. Pozitif kontrol
vakasindan elde edilen bobrek biyopsisi 6meginde tiibiiler hiicrelerin yaklasik
%40’ mda Y kromozomu saptanirken, negatif kontrol vakasinda Y kromozomu
tasiyan hiicre saptanmanustir. Kadin donérden bébrek almus ve akut tiibiiler nekroz
gelismis olan erkek hastalarin bsbrek biyopsilerinin incelenmesi sonucu tiibiillerin
%1’inde, Y kromozomu igeren tiibiiler epitel hiicreleri (morfolojileri ile , sitokeratin
igin pozitif, CD45 i¢in negatif boyanmalan ile taminmuslar) saptadiklari halde, kadm
dondrden bobrek almis ancak akut tiibiiler nekroz saptanmams iki erkek hastanmn
bdbrek biyopsilerinde ise Y kromozomu tagiyan tiibiiller epitel hiicre
saptamamuglardir. Bu klinik gozlemlerden yola ¢ikarak, bébrek disi hiicrelerin
(muhtemelen kemik iligi kaynaklr), akut tiibiiler nekrozu takiben rejeneratif yamita
katkida bulunabildigi, ancak bu hticrelerin transplante bobregin normal hiicre

dongiisiine katkida bulunmadigi sonucu ¢ikanlmistir (46).
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Poulsom ve arkadaslari, kemik iligi kaynakl kok hiicrelerin renal dokunun
onarimi ve hiicre dongiistine katkida bulunup bulunmadigim arastirmak icin erkek
donérden kemik iligi transplanti almis olan disi farelerin bobreklerini ve kadin
dondrden transplantasyon yapilmis ve cesitli nedenlerle greft hasar gelismis olan
erkek hastalarin bobrek biyopsi 6rneklerini incelemislerdir, Bobrekteki tiibiiler epitel
hiicrelerinin kaynagim belirlemek amaci ile, Y kromozomu i¢in in situ hibridizasyon
ve tiibiller epitel hiicreleri tanimlamak i¢in immiinohistokimyasal incelemeyi
kombine olarak yapmuglardir. Erkek fareden kemik iligi transplantasyonu yapilmis
olan digi farelerde, transplantasyondan 13 hafta somra, kortikal tiibiiler epitel
hiicrelerinin %7.9’unun Y kromozomu igerdigi gdzlenmistir. Ayrica, glomerullerde
Y kromozomu igeren ve vimentin i¢in pozitif boyanan hiicreler de tespit edilmis ve
podosit olduklan diisliniilmiistiir. Kadin donérlerden renal allograft almis ve cesitli
nedenlerle greft hasart gelismis olan erkek hastalarin renal biyopsi 6rnekleri
incelendiginde degisen oranlarda (% 2.4- % 6.8) Y kromozom pozitif kortikal tiibiiler
epitel hiicresi tespit edilmistir. Ayni zamanda greft bébrekte, tek tiik Y kromozom-
pozitif endotel hiicreleri de gézlenmistir. Calismanin sonucunda, hem histolojik
olarak normal olan fare bbreklerinde hem de ¢esitli nedenlerden dolayi hasarlanmis
olan insan transplant bébreklerinde kemik iligi kaynakli hiicrelerin varlig
belirtilmistir. Bu veriler, kemik iligi kaynakli hiicrelerin, renal epitelin normal
déngiisiine ve hasar sonrasi onarimina katkida bulundugunu gostermektedir (47).

Alkut bobrek yetmezliginin yaygm bir nedeni olan iskemi-reperfiizyon hasarimin
lyilesme donemini inceleyen Lin ve arkadaglari, hematopoetik kék hiicrelerin, renal
tlibiiler epitel hiicrelerinin  rejenerasyonuna katkida bulunup bulunmadigini
aragtirmislardir. Hiicrelerinde yapisal olarak [ galaktosidaz sunan erkek Rosa 26
farelerinden elde edilen hematopoetik kok hiicreler, irradiate edilmis ve ardindan
iskemi-reperfiizyon hasari olusturulmus olan disi, transgenik olmayan (hiicrelerinde
B galaktosidaz eksprese etmeyen) farelere transplante edilmis. Hematopoetik koék
hiicre transplantasyonundan dért hafta sonra, x-gal boyama ile alicilarn
bébreklerinde B galaktosidaz-pozitif renal tiibiiler hiicreler saptanmis, erkeklerde
bulunan Sry geni igin PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) analizi ve Y kromozomu
i¢in flordsan in situ hibridizasyon yontemi uygulanarak bu hiicrelerin erkek donér

kaynakl hiicreler olduklar: dogrulanmistir. § galaktosidaz-pozitif hiicreler en fazla,
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iskemik hasardan en fazla etkilenen yer olan proksimal tiibiillerde gézlenmistir.
Boylece, hematopoetik k&k hiicrelerin iskemi-reperfiizyon hasari sonrasi renal
tiibiiler hiicrelere diferansiye olabilecegi gosterilmistir (48).

Kemik iligi ablasyonunu takiben kok hiicrelerin kaybinin, renal iskemi sonrasi
kan iire azotu diizeylerinde daha fazla artisa yol agtifini, kemik iligi ablasyonu
sonrast kék hiicre infiizyonunun bu etkiyi azalttifini gézleyen Krause ve arkadaslar,
geeici renal iskemi ile yetigkin fare kemik iliginden Lin(-) Sca-1(+) hiicrelerin
dolagima gegmeye basladigim ve renal tiibiiliin hasarli bélgelerine goc ettiklerini
gostermiglerdir. Bu ¢alismada; altt C57BL/6J fare, subletal dozda irradiasyonu
takiben salin (kontrol fareler, n=2) veya Rosa26 farelerinden elde edilen kemik iligi
kaynakh Lin(-) Scal(+) c-kit(+) hiicreleri (n=4) almistir. Rosa 26 fareleri,
hiicrelerinde B galatosidaz ~ aktivitesi  gostermektedir.  Kemik  iligi
transplantasyonundan 3 ve 12 hafta sonra bir kontrol fare ve iki transplantasyon
uygulanmis farenin bobrekleri p galaktosidaz aktivitesi agisindan degerlendirilmis.
Kontrol farelerin bébreklerinde ne 3 ne de 12 hafta sonra B galaktosidaz aktivitesi
gosteren hiicre saptanmazken, kemik iligi transplantasyonu uygulanan farelerin
bébreklerinde transplantasyondan 12 hafta sonra B galaktosidaz-pozitif hiicreler
bulunmus ve tiibiillerin yaklasik %2-5’inin kemik iligi kaynakh epitel hiicreleri
icerdigi gosterilmistir. Bu caligmada glomerullerde veya arterlerde  galaktosidaz-
pozitif hiicreler saptanmamistir. Sonuglar, kemik iligi kaynakli hiicrelerin normal
tiibiiler epitel hiicre dongiisiinde rol oynadigim diisiindiirmektedir (49).

Remuzzi ve arkadaslar ise akut tiibiiler nekrozda goriilen tiibiiler rejenerasyona
kemik iligi kaynakli hematopoetik kék hiicrelerin degil mezensimal kék hiicrelerin
katkida bulundufunu 6ne siirmiistiir. Caligmalarinda antikanser bir ajan olan sisplatin
tarafindan indiiklenen renal hasar modelini kullanmmglardir. Erkek kemik iligi
kaynakli mezensimal kék hiicreler, sisplatin uygulanmis ve ciddi tiibiiler hasar
gelismis disi farelere enjekte edilmistir. Alic1 farelerin bébreklerinde Y kromozomu
tagiyan tiibiiler epitel hiicrelerin gdsterilmesiyle, mezensimal k&k hiicrelerin hasarh
bobrege engrafte oldugu ve tiibiiler epitel hiicrelerine diferansiye oldugu tespit
edilmistir. Mezensimal kok hiicre uygulanan farelerin renal fonksiyonunun sadece
salin uygulanan kontrol grubuna gore daha hizhh diizeldigi g6riilmiistiir.

Hematopoetik kok hiicrelerin renal hasara karsi aym koruyucu etkiyi gdsterip
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gostermediBini degerlendirmek igin erkek fareden elde edilen piirifiye edilmis
hematopoetik kok hiicreler sisplatin uygulanmus disi farelerin bir grubuna enjekte
edilmig. Alic: farelerin renal fonksiyonlarinda anlamli diizelme gézlenmemis ve bu
farelerin bobrekleri incelendiginde ciddi derecede hasarlanmus tiibiillerde az sayida Y
kromozomu igeren tiibiiler epitel hiicreleri gériilmiistiir. Bu sonuglar, mezensimal
kok hiicrelerin renotropik 6zellige sahip olduunu ve insanlarda akut bébrek
yetmezliginin tedavisinde kullanilabilecegini diistindiirmektedir (50).

Kronik renal transplant rejeksiyonunun temel &zelligi olan doku
remodelinginde rol oynayan mezensimal hiicrelerin orjinini arastiran bir calismada,
kadin dondrlerden allograft almis 6 arkek hasta, erkek donérlerden allograft almis 4
erkek  hasta  incelenmistir. ~ Mezensimal  hiicreleri  tammlamak  icin
immiinohistokimyasal inceleme, Y kromozomu tagiyan hiicreleri belirlemek icin in
situ hibridizasyon metodlart uygulanmistir. Kadin donérlerden greft almis olan 6
erkek hastadan elde edilen renal biyopsi materyallerinin incelenmesi sonucu;
neointimadaki mezengimal hiicrelerin ortalama %34+16’simin, adventisyadaki
mezengimal hiicrelerin ortalama %38=+12sinin, intertisyumdaki bu tip hiicrelerin
%30=7"sinin Y kromozomu igerdigi gosterilmis ve bu hiicrelerin alici kaynakh
olduguna karar verilmistir. Erkek donérlerden allograft almis olan kadin hastalarin
renal biyopsi dmekleri incelendiginde; neointimadaki mezensimal hiicrelerin %24
+15’inin, adventisyadaki mezengimal hiicrelerin  %33+9’nun, intertisyumdaki
mezengimal hiicrelerin ise %23+8’nin Y kromozomu igerdigi tespit edilmistir. Bu
hiicreler don6r kaynakli mezengimal hiicreler olarak kabul edilmistir. Bu ¢alisma,
kronik rejeksiyon gelismis olan renal allograftlarmm neointima, adventisya ve
tiibiilointertisyal kompartmanlarint alicr kaynakli mezensimal hiicrelerin infiltre
ettigini gostermistir (51).

Imasawa ve arkadaslari, letal olarak irradiate edilen C57B/6] farelere,
hiicrelerinde yesil florsan proteini (green fluorescent protein:GFP) geni tasiyan
transgenik farelerden elde ettigi GFP-pozitif kemik iligi hiicrelerini transplante
etmistir. Alict farelerin  bobreklerini inceleyen aragtirmacilar, glomerullerde,
periglomeriiler alanda ve intertisyumda GFP-pozitif hiicreler bulmuslardir. Bu GFP-
pozitif hiicrelerin, makrofaj veya lenfosit spesifik markerlar eksprese etmedigi, ancak

desmin eksprese ettii, anjiotensin II'ye yamt olarak kontrakte olduklari tespit
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edilmigtir. Caligmanin sonucu, kemik iligi hiicrelerinin glomeruler hiicrelerin
dongiisiine katkida bulunabildigini dilgiindiirmektedir (52).

Benzer sonuglar, {to ve arkadaglarmin ¢alismasi ile de elde edilmistir. Bu
¢alismada, GFP geni tastyan transgenik ratlardan elde edilen GFP-pozitif kemik ilig1
kaynakli hiicreler, letal olarak irradiate edilmis olan normal ratlara (GFP geni
tagimayan) transplante edilmis. Kemik iligi transplantasyonu yapilmis olan ratlarin
bébrekleri incelendiginde renal intertisyumda ok sayida GFP-pozitif hiicrelerin var
oldugu gozlenmistir. Bu GFP-pozitif hiicrelerin, 18kosit ve makrofaj markerlar:
cksprese etmeyip, bir mezensimal hiicre marker1 olan vimentin eksprese ettikleri
tespit edilmistir. Intertisyumun aksine, az sayida GFP-pozitif hiicrenin glomerullerde
lokalize oldugu da gézlenmistir. Kemik iligi kaynaklh hiicrelerin glomeruler
remodelinge katkida bulunup bulunmadigini aragtirmak amact ile, kemik iligi
transplantasyonu uygulanmis olan ratlarda anti-Thyl antikor aracili glomerulonefrit
(Thyl nefriti) gelistirilmistir. Thyl nefritinde mezensiolizis ve bunu takiben
glomeruler hiicre sayisinda artis meydana gelmektedir. Meydana gelen glomeruler
remodeling orijinal yapiyr 8 hafta icinde restore etmektedir. Thyl nefritinin
indiiksiyonundan 7 hafta sonra, glomerullerdeki GFP-pozitif hiicrelerin sayisinda
dramatik bir artig gozlenmistir. Bu hiicrelerin yarisinm bir makrofaj markeri olan
CD45 ve EDI eksprese ettigi, dolayisiyla glomerulleri infiltre eden kemik iligi
kaynakli makrofajlar olduklari diistiniilmiistiir. Thyl nefritinin indiiksiyonundan 8
hafta sonra intraglomeruler GFP-pozitif hiicrelerin sayisi, hala yiiksek olmaya devam
ederken, bu hiicrelerin %70’nin CD45(-) ve hemen hemen hepsinin ED1(-) oldugu
tespit edilmistir. Intraglomeruler GFP-pozitif hiicrelerin biiyiik kismimin, bir rat
mezengimal hiicre markert olan Thyl antijeni eksprese ettigi goriilmistiir. Bu
sonuglar, kemik iliginin glomeruler rejenerasyon olayr boyunca, mezengimal hiicreler
igin bir rezervuar gorevi gordiigiini diigtindirmiistir. Bu ¢alismada GFP-pozitif
kemik iligi kaynakl intertisyel ve mezengimal hiicreler tanimlanmistir ancak GFP-
pozitif endotel ve epitel hiicreleri saptanmamugtir. Buradan yola gikarak, kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerin terminal fenotipinin, in vivo mikrogevre tarafindan regiile
edildigi distintilmiistiir (53).

Cornacchia ve arkadaglar, diffiiz glomeroloskleroz ve glomeruler hipertrofiye

sahip ROP(Os/+) farelerin mezensial hiicrelerinin (glomeruliin vaskiiler diiz kas
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hiicreleri) sklerozan bir fenotip gosterdiklerini bulmustur. Aragtirmacilar, sayet
sklerozis fenotipi mezensial hiicre progenitorleri ile tagimyorsa ve mezensial hiicre
progenitorleri de kemik iliginden kaynaklamyorsa, glomerulosklerozlu bir
hayvandan normal aliciya kemik iligi transplantasyonu yapildig1 takdirde alicimn
bébreklerinde glomeruloskleroz gelisecegini 6ne siirmiislerdir. Os/+ farelerden
normal glomerullere sahip ROP(+/+) farelere kemik iligi transplantasyonu
yapilmastir. Takipte alicilarin glomerullerinde  ekstraseliiler matrikste artis ve
hipertrofi  gelistigi goézlenmigtir,. Bu sonuclar, glomeruler mezengial hiicre
progenitorlerinin kemik iliginden kaynaklandigim diisiindtirmektedir (54).

Yakin  zamana kadar transplante orgamn  endotel hiicrelerinin,
transplantasyondan sonra da donér orjinli olmaya devam ettigine inanmlmaktaydi.
Lagaaij ve arkadaslar1 yaptiklari ¢aligmada 12 renal transplant vakasindan alinan
biyopsi Omeklerini inceleyerek, alici orjinli endotel hiicrelerinin varligini
arastirmigtir. Calismada MHC class-I antijenleri ve ABO kan grubu antijenlerini
belirlemek igin immiinohistokimyasal inceleme, X ve Y kromozomlar icin in situ
hibridizasyon yéntemleri kullanilmistir. Calismanin sonucunda, renal allografttaki
kan damarlanm doseyen endotel hiicrelerinin  bir kismummn, alicnm MHC
antijenlerini eksprese ettikleri gosterilmistir. Bu gozlem, ABO kan grubu antijenleri
i¢in immiinohistokimya ve X-Y kromozomlan igin in situ hibridizasyon yéntemlerini
kullanarak da dogrulanmistir. Alic1 kaynakli endotel hiicreleri, esas olarak rejeksiyon
(6zellikle vaskiiler rejeksiyon) gelismis olan hastalarm greftlerinde gosterilmistir,
Rejeksiyon gelismemis olan hastalarin greftlerinde alict kaynakli endotel hiicreleri az
oranda bulunmustur. Bu sonuglar, vaskiiler rejeksiyon ile hasarlanmis olan endotelin,
alict kaynakli endotel hiicreleri tarafindan onarildigint diisiindiirmektedir (55).

Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin, boébregin  epitel, mezensimal ve
glomeruler hiicrelerinin turnoverna ve onanmina katkida bulunabildigini gésteren
bu c¢alismalar, gelecekte kok  hiicrelerin  renal hastaliklarm  tedavisinde

kullamlabilecegini digtindiirmektedir (45).
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HASTALAR VE YONTEM

Calismaya, 1990-2004 yillar1 arasinda bobrek transplantasyonu yapilnus,
izlemleri sirasinda greft fonksiyonlarinda bozulma (kan iire azotu ve kreatinin
diizeylerinde yiikselme) saptanmasi nedeni ile greft bébrek biyopsisi uygulanmis
olan ve biyopsi preparatlarina ulagilabilen onbir hastaya ait biyopsi materyali ve bir
hastaya ait greft nefrektomi materyali dahil edildi. Ayrica, ¢alisma grubuna dahil
edilen hastalardan birine ait greft nefrektomi materyali de incelemeye alind.

Erkek donérlerden transplantasyon yapilmis olan iki erkek hastadan elde edilen
bébrek biyopsi ornekleri ¢alismanin pozitif kontrol grubunu, kadin donérlerden
transplantasyon yapilmis olan iki kadmn hastadan elde edilen biyopsi ¢mekleri de
¢alismanin negatif kontrol grubunu olusturdu. Kadin dondrden bsbrek almis olan
erkek hastalardan (yedi hasta) ve erkek dondrden bébrek almis olan kadin hastadan

(bir hasta) elde edilen bébrek biyopsisi émekleri ¢alisma grubunu olusturdu.

Tablo 1: Calismaya alinan hastalarin renal biyopsi sonuglart ve dondr

ozellikleri (PK; pozitif kontrol, NK; negatif kontrol, N; nefrektomi)

Hasta | Yas Patoloji (Df]:gf‘f,};:m)
1 24 | Akut rejeksiyon (PK) Erkek/Erkek

2 25 |Minimal glomeruler mezensial genisleme (PK) Erkel/Erkek

3 37 | Kronik rejeksiyon-akut pyelonefrit bulgular: (NK) | Kadin/Kadin

4 21 | Akut tiibiiler nekroz (NK) Kadin/Kadin

5 16 | Belirgin siklosporin toksisitesi Kadin/Erkek

6 22 | Kronik rejeksiyon ve takrolimus toksisitesi Kadm/Erkek

¥ 31 | Akut tiibiiler nekroz Kadin/Erkek

s | 17 [folcomarl domenloalons Towumls [
9 (N) 25 | Kronik rejeksiyon Kadin/Erkek
10 32 | Kronik rejeksiyon ve belirgin siklosporin etkisi Kadm/Erkek
11 26 | Kronik rejeksiyon ve kronik siklosporin etkisi Kadin/Erkek
IT(N)| 28 |Kronik rejeksiyon ve iskemik hasar Kadin/Erkek
12 38 | Akut rejeksiyon Kadin/Erkek
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Histopatolojik Inceleme

Caligma ve kontrol grubunu olusturan tiim olgulara ait igne biyopsilerinin
parafin bloklarindan pol-Lysin kapli lamlara 4 pm kalinhginda kesitler alindi
Eksplant yapilan iki olguya ait operasyon materyalinin parafin bloklarindan ise
kiigiik ve yeterli doku elde edilmesi amaciyla ‘doku array’ yontemiyle yeni bloklar
hazirlanarak benzer sekilde kesitler alind.

Tiim olgulardan hazirlanan kesitlere rutin deparafinizasyon isleminden sonra

kokteyl XY prob kullanilarak kromojenik in situ hibridizasyon yéntemi uygulanda.

Kromojenik in situ hibridizasyon yéntemi (CISH)
Deparafinizasyon: Bobrek biyopsilerine ait parafin kesitler 37 C*de bir gece
bekletildi ve 60 C*de 2 saat inkiibe edildi. Kesitler, iic ayr1 %100 ksilen iceren
kaplarda 10’ar dakika bekletildi daha sonra %100, %85, %75 etanollerden her
birinde 5’er dakika bekletilerek hidrate edildi ve distile suya alindu.
CISH enzimatik ‘pretreatment’ islemi: Kesitler distile suda 5 dakika yikandiktan
sonra 25 dakika 0.2 M HCl'de bekletildi. 2 X SSC/%0.05 Tween 20 yikama
sollisyonunda ytkandiktan sonra 80 C°’de 2 X SSC (salin sodyum sitrat) i¢inde 25
dakika tutuldu. Ardindan, kesitler tizerine iginde 0.05 mg/ml Proteinaz K bulunduran
TEN solusyonu damlatildi ve 37C*de 12 dakika bekletildi. %4 formaldehid bulunan
PBS soliisyonuna alinip 10 dakika tutuldu. %70 formamid soliisyonunda 74 C°’de 5
dakika bekletilerek denatiire edildi. Kesitler %70, %85, %100 etanollerde 2’ser
dakika bekletilerek dehidrate edildi.
CISH hibridizasyon islemi: Kesitler oda sicakliginda kuruduktan sonra iizerlerine
kokteyl XY probu (Zymed Laboratuari, SP.T-Light probe cocktail) eklendi. 90 C*de
10 dakika tutularak DNA denatiirasyonu saglandi, ardindan 42 C°’de gece boyu
inkiibe edildi.

Preparatlar, 42 C”de 2 X SSC’de 20 dakika bekletildi. Ardindan %50
formamid i¢inde 10 dakika yikandi. 42 C*’de 2 X SSC’de 5 dakika yikandi.
CISH ‘detection’ islemi: Preparatlar metanol i¢inde % 3 lilk H202’de 10 dakika
tutuldu. PBS i¢inde 6 dakika yikandi. Oda sicakhiginda preparatlar iizerine reaktan A
(CAS-Block), 2-3 damla damlatildi ve 10 dakika tutuldu. Reaktan B (AP-anti-DIG)

ve C (HRP-Streptavidin)’den birer damla preaparatlarin tizerine damlatildi ve 30
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dakika bekletildi. Daha sonra PBS/Tween 20°de yikandi. Ardmdan preparatlar
lizerine substrat-chromogen soliisyonu (DAB) eklendi ve 30 dakika bekletildi.
Musluk suyu ile yikanan preparatlar iizerine Fast Red eklendi ve 35 dakika bekletildi.
Preparatlar yaklasik 8 saniye hematoksilende tutuldu ve ardindan Reaktan F

(Clearmount) eklenerek 60 C° etiivde 1.5-2 saat tutuldu.

Mikroskobik Degerlendirme:

Preparatlar 151k mikroskobu ile X100’likk biiyiitmede incelenmeye basland.
Hiicre nucleuslarmda bulunan Y kromozomu DAB boyasim tutarak kahverengi (ve
daha biiytik) goriiliirken, X kromozomu Fast Red boyasi ile kirmizi ( ve daha kiigiik)
olarak izlend1. Renal hiicreler, 151tk mikroskobu ile rahat¢a degerlendirilebildi (tiibiil
epiteli, endotel hiicreleri, mesensimal hiicreler, inflamatuar hiicreler gibi). Béylece
donér kaynakli greft bobreklerde alici kaynakl renal hiicrelerin olup olmadig
degerlendirilmeye baslandi. Her preparatta 100 tiibiil epitel hiicresi, 100

tiibiilointertisyel mezensim hiicresi ve 100 endotel hiicresi sayildi.
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BULGULAR

Erkek donérlerden transplantasyon yapilmis ve izlemleri sirasinda greft
fonksiyonlarinda bozulma saptanmasi nedeni ile greft bobrek biyopsisi yapilmis olan
iki erkek hasta galismanin pozitif kontrol grubunu olusturdu. Bu hastalardan elde
edilen biyopsi 6rneklerinin histopatolojik degerlendirmeleri akut rejeksiyon (hasta 1)
ve minimal glomeruler mezensial genisleme (hasta 2) ile uyumlu bulunmustu. Renal
biyopsi omeklerine CISH protokoliinin uygulanmasinm  ardindan  yapilan
incelemede tlibiil epitel hiicreleri, mezengimal hiicreler, endotel hiicrelerini iceren
renal hiicrelerin ve infiltratif lenfositer seri hiicrelerinin XY kromozom yapisina
sahip olduklar1 gozlendi. Ancak, hiicrelerin bir kisminda (%1-2) sadece X
kromozomunun gériilmesi, bir kisminda ise (%1-5) her iki kromozoma ait dotlarn da
gorlilememesi, parafin bloklardan doku kesitleri hazirlamirken 4 pmlik ince kesitler
alinmast sirasinda hiicre nucleuslarinin bazi béliimlerinin kaybedilmesine bagland.

Kadm donérlerden transplantasyon yapilmis olan kadin hastalardan elde edilen
renal biyopsi drneklerinin histopatolojik incelemesi kronik rejeksiyon (hasta 3) ve
akut tiibiiler nekroz (hasta 4) ile uyumlu bulunmustu. CISH protokoliiniin
uygulanmasim takiben yapilan incelemede renal hiicrelerin higbirinde Y kromozomu
goriilmedi. Tiibiiler epitel, mezensimal, endoteliyal hiicrelerde ve infiltratif lenfositer
seri hiicrelerinde XX kromozom yapisi izlendi. Benzer sekilde hiicrelerin bir
kisminda (%1-2) sadece X kromozom sinyali izlenirken, bir kisminda (%1-2) ise

kromozoma ait dot izlenmedi.

Calisma grubunu olusturan hastalar

Kadin dondrden transplantasyon yapilmis, transplantasyondan 8 ay sonra greft
fonksiyonlarinda bozulma saptanmas: nedeni ile greft bébrek biyopsisi uygulanmis
olan erkek hastaya (hasta 5) ait biyopsi émeginin histopatolojik degerlendirilmesi
sonucu siklosporin toksitesi ile uyumlu bulundu. Biyopsi kesitleri CISH protokolii
uygulandiktan sonra yeniden degerlendirildi. Tiibiil epitel hiicrelerinin %60’ mm XX
kromozom yapisinda oldugu gézlenirken, hiicrelerin %5’'inde X kromozomuna ait
tek dot izlendi. Tiibiil hiicrelerinin %28’inde ise kromozom yapisi gézlenemedi. Bu

durum yukarida belirtildigi gibi parsiyel émekleme nedeni ile hiicre nucleusunun bir



28

kisminin  kaybedilmesine baglandi. Tiibiil epitel hiicrelerinin %8’inin ise XY
kromozom yapisinda (alict kaynakli) oldugu tespit edildi. Aym kesit {izerinde
tiiblilointertisyel kompartmandaki mezengimal hiicrelerin degerlendirilmesi sonucu
ise, bu hiicrelerin - %75 nin XX kromozom yapisinda oldugu (donér kaynakl), %4
kadarinda kromozoma ait dot gézlenmedigi, %21 nin ise XY kromozom yapisina
sahip oldugu (alici kaynakli) gézlendi. Endotel hiicrelerinin degerlendirilmesi
sonucu, bu hiicrelerin %86’s1 XX kromozomu yapisinda (dondr kaynakli) oldugu
halde, endotel hiicrelerinin %6 kadarmm XY kromozomu yapisinda (alici kaynakl)
oldugu goriildii. Inceleme srasinda dokuda anlamli bir iltihabi hiicre infiltrasyonu
goriilmedi. Ancak izlenen az sayida lenfositer seri hiicrelerinin alici kaynakli oldugu
(XY kromozomu yapisinda) gézlendi.

Kadin donérden transplantasyon yapilmis, transplantasyondan 7 yil sonra
yapilan greft bébrek biyopsisi sonucu siddetli kronik rejeksiyon (Banff grade Illa) ve
kronik tacrolimus toksisitesi olarak bulunmus olan erkek hastadan (Hasta 6) elde
edilen biyopsi omegi CISH ydntemi uygulanarak incelendi. Histopatolojik
degerlendirmede belirgin tiibiiler atrofi gézlendi. Tiibiil epitel hiicrelerinin %90 XX
kromozom yapisinda (donér kaynakli) oldugu, bu hiicrelerin %4’niin ise XY
kromozom yapisinda (aheci kaynakll) oldugu izlendi. Intertisyumda belirgin bag
dokusu gelisimi mevcuttu. Mezengimal hiicrelerin %48’i XX kromozomuna ait
dotlara sahipken. %6’smn sadece X kromozomuna ait dot icerdigi gézlendi.
Mezensimal hiicrelerin %46°s1 ise XY kromozom yapisinda (alict kaynakli) idi.
Endotel hiicrelermn degerlendirilmesi sonucu, hiicrelerin %3 niin XY kromozomlar
icerdigi goriildii. Bu hastada da saptanmus bir akut rejeksiyon bulunmamakta idi.

Kadin dondrden transplantasyon yapilmis, transplantasyondan 1 ay sonra
yapilan greft bobrek biyopsisi sonucu akut tiibiiler nekroz ile uyumlu bulunmus olan
erkek hastaya (Hasta 7) ait biyopsi o6rnegi c¢alismaya dahil edildi. Biyopsi
materyalinin histopatolojik incelemesi sirasinda &zellikle proksimal tiibiiliisii
etkileyen nekrotik sahalar ve belirgin epitelyal hiperplazi gOsteren rejeneratif
tibiillisler gozlendi. Biyopsi 6megi CISH yontemi ile incelenmeye baslandi. Tiibiil
epitel hiicrelerinin %80°1 XX kromozom yapisinda (donér kaynakli) iken, hiicrelerin
%371l XY kromozomomu yapisinda (alict kaynakli) idi. Tiibiiler hiicrelerin %6 kadar

sadece X kromozomu icermekteydi. %11’inde ise her iki dot da izlenemedi.



Tubiilointertisyel alanm histopatolojik degerlendirilmesi sonucu, cok az kollajenize
saha dikkati gekti. Bu alanin CISH yontemi ile deZerlendirilmesi ile, mezensimal
hiicrelerin %90’nmn XX kromozom yapisinda (dondr kaynakl) oldugu goriildii. Bu
hiicrelerin %35’kadarnda sadece X kromozomuna ait dot izlendi. Mezensimal
hiicrelerin %5’inin ise XY kromozomu yapisinda (alict kaynakli) oldugu gozlends.
Endotel hiicrelerinin %1°i XY kromozomu icermekteydi. Intertisyumda izlenen gok
az sayidaki iltihabi hiicreler XY kromozom yapisindaydi.

Erkek dondrden transplantasyon yapilmus, transplantasyondan 4 yil sonra greft
fonksiyonlarinda bozulma nedeni ile greft bébrek biyopsisi uygulanmis olan kadin
hastaya (Hasta 8) ait biyopsi 6regi incelenmeye alindi. Biyopsi 6rneginin
histopatolojik degerlendirilmesi sonucu niiks fokal segmental glomeruloskleroz ve
siddetli akut rejeksiyon (Banff ITa) ile uyumlu bulundu. Biyopsi émeginin CISH
yontemi 1ile degerlendirilmesi sonucu, tiibiil epitel hiicrelerinin %95’ inin XY
kromozom yapisinda oldugu (dondr kaynaklr), %2’sinin ise XX kromozom yapisinda
oldugu (alict kaynakl) goriildii. Tiibiilointertisyel mesafedeki mezensimal hiicrelerin
ise %30’unun XX kromozom yapisinda (alici kaynakli), %70™nin ise XY kromozom
vapisinda (dondr kaynakli) oldugu gozlendi. Tiibiilointertisyel bolgede gdzlenen
lenfoid hiicre infiltratlart ise alic1 kaynakli (XX kromozom yapisinda) idi. Endotel
hiicrelerin degerlendirilmesi sonucu %1’nin XX kromozomu igerdigi gériildii. Akut
rejeksiyon nedeni ile OKT3 tedavisi uygulanan hastanin tedavi sonrasi kreatinin
diizeyi 1.7°e kadar geriledi (akut rejeksiyon Sncesi bazal kreatinin diizeyi 1.2mg/dl).
Bu hastanin da éncesine ait akut rejeksiyonu bulunmamakta idi.

Kadin donérden transplantasyon yapilmis ve transplantasyondan 1 yil sonra
greft fonksiyonlarmda hizli bozulma ile renal replasman tedavisine dénmiis olan
erkek hastaya ait greft nefrektomi (Hasta 9) materyalinin histopatolojik
degerlendirilmesi sonucu kronik rejeksiyon (Banff grade II) ile uyumlu bulundu.
Kesitin CISH yo6ntemi ile degerlendirilmesi sonucunda tiibiil epitel hiicrelerinin
%75’nin XX kromozom yapisinda (dondér kaynakli), %14’niin ise XY kromozom
vapisinda (alict kaynakli) oldugu gorildii. Hiicrelerin %10’ nunda sadece X
kromozomuna ait dot izlendi. Degerlendirme sirasinda belirgin tiibiilitis g6zlendi.
Infiliratif lenfositer seri hiicreleri XY kromozom yapisinda idi. Tiibiilointertisyel

kompartmandaki mezensimal hiicrelerin sadece %24’{i XX kromozom yapis1 (donér
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kaynakli) gOstermekte iken, %75’nin XY kromozom yapisinda (alict kaynaklr)
oldugu gdriildii. Intertisyumda goriilen lenfositer seri hiicreleri alici kaynakli (XY
kromozomlu) hiicrelerdi. Endotel hiicrelerinin degerlendirilmesi ile hiicrelerin
%8&nin XY kromozomu tagidigi (alici kaynakli) gozlendi. Endotel hiicrelerinin
%86’s1 XX kromozomu yapisindaydi. Hiicrelerin %1’inde sadece X kromozomuna
ait dot izlendi.

Kadimn donérden transplantasyon yapilmis, transplantasyondan 3 yil sonra greft
fonksiyonlarinda bozulma nedeni ile greft bobrek biyopsisi yapilmis olan erkek
hastaya (Hasta 10) ait biyopsi 6rnegi calismaya alindi. Histopatolojik degerlendirme
sonucu kronik rejeksiyon (Banff grade Ila) ve belirgin kronik siklosporin etkisi tespit
edildi. CISH protokoliiniin uygulanmasindan sonra yapilan degerlendirmede, tiibiil
epitel hiicrelerinin %84’ XX kromozomu (donér kaynakh) tasimakta iken,
hiicrelerin %11°1 XY kromozomu (alic1 kaynakli) yapisindaydi. Tiibiil hiicrelerinin
%]1’inde sadece X kromozomuna ait dot gériildii. Tiibtilointertisyel kompartmandaki
mezensimal hiicrelerin % 57’sinin XX kromozomu yapisinda (dondr kaynakli),
%36’smin ise XY kromozomu yapisinda (alic kaynakli) oldugu izlendi. Mezensimal
hiicrelerin %6’sinda sadece X kromozomuna ait dot goriildii. Endotel hiicrelerinin
%51 XY kromozomu yapisinda (alict kaynakli) idi. Hastada onceki dénemde
saptanmig akut rejeksiyon bulunmamakta idi.

Kadm donérden transplantasyon yapilmis, transplantasyondan 7 yil sonra greft
fonksiyonlarinda bozulma nedeni ile greft bobrek biyopsisi yapilmis olan erkek
hastaya (Hasta 11) ait biyopsi 6megi degerlendirildi. Histopatolojik inceleme sonucu
kronik rejeksiyon (Banff grade II) ve kronik siklosporin etkisi ile uyumlu bulundu.
CISH protokolii uygulandiktan sonra yapilan degerlendirme sonucunda; tiibiil epitel
hiicrelerinin %70’t XX kromozom yapisinda (dondér kaynakli) iken, %9'u XY
kromozom yapisindayd: (alict kaynakli). Hiicrelerin %12’sinde sadece X
kromozomuna ait dot gériildi. Tiibiiler hiicrelerin %9’unda kromozomlara ait dotlar
goriilmedi. Tiibiilointertisyel mezensimal hiicrelerin %95’ XX kromozom yapisinda
(dondr kaynakli) izlenirken, %5°i XY kromozom yapisinda (alict kaynakli) idi.
Intertisyumda izlenen infiltratif lenfositer seri hiicreleri alict kaynakliydi (XY
kromozom yapisinda). Endotel hiicrelerinin %144 XY kromozomu yapisindaydi.

Damar liimeni ig¢inde g6zlenen hematopoetik hiicreler alict kaynakhiydi (XY
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kromozomlu). Hasta biyopsi sonrasinda ciddi greft disfonksiyonu nedeniyle kronik
hemodiyaliz programina alindu.

Aym hastanin greft biyopsisinden 2 yil sonra (transplantasyondan 9 yil sonra)
yapilan greft nefrekfomi materyali de incelemeye dahil edildi. Histopatolojik
degerlendirme sonucu kronik rejeksiyon ve infarkt ile karakterli, iskemik hasar
gosteren bobrek dokusu ile uyumluydu. CISH protokolii uygulandiktan sonra yapilan
degerlendirme sonucu; tiibiil epitel hiicrelerinin %10’y XX kromozom yapisinda
(dondr kaynakl) oldugu halde %76’sinin XY kromozom yapisinda (alici kaynakli)
oldugu gozlendi. Tiibill epitel hiicrelerinin %7’ sinde sadece X kromozomuna ait dot
izlendi. Tiibiilointertisyel mezensim hiicrelerinin sadece %14°i XX kromozom
yapisinda (dondr kaynakll) iken, %83’t XY kromozom yapisinda oldugu tespit
edildi. Mezensimal hiicrelerin %2’sinde sadece X kromozomuna ait dot goriildi.
Endotel hiicrelerinin %42’si XX kromozom yapisinda, %3531 ise XY kromozom
yapisindaydi. Endotel hiicrelerinin %35 inde her iki kromozoma ait dot da gériilmedi.
Intertisyumda  goriilen infiltratif lenfoplazmositer hiicrelerin XY kromozom
yapisinda oldugu gozlendi.

Kadin donérden transplantasyon yapilmis, transplantasyondan 1 yil sonra greft
fonksiyonunda bozulma nedeni ile greft bébrek biyopsisi uygulanmis olan erkek
hastaya (Hasta 12) ait biyopsi 6rnegi degerlendirildi. Histopatolojik olarak bulgular
akut rejeksiyon ile uyumluydu. CISH yéntemi uygulandiktan sonra biyopsi 6megi
degerlendirildi. Tiibiil epitel hiicrelerinin biiyiik kismunin XX kromozom yapisinda
oldugu gozlendi. XY kromozomu tagiyan tiibtil epitel hiicresi goriilmedi. Ancak
tiibtilleri infiltre eden lenfositer seri hiicreleri XY kromozom yapisindaydi.
Mezensimal ve endotel hiicrelerinin XX veya sadece X kromozomuna ait dotlar
tasidigl goriildii. XY kromozomlu (alici kaynakll) mezensimal hiicre veya endotel
hiicresi izlenmedi. Bu vakada izlenen farkli sonug, doku kesitinin ¢ok kiigiik
olmasina ve buna bagll olarak yeterince tiibiil epitel, mezensimal ve endotelial

hiicrenin degerlendirilememesine baglandi.
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Sekil 1 , Sekil 2

Sekil 1: Erkek dondrden transplantasyon yapilmis erkek hastaya ait biyopsi
srnegi (pozitif kontrol). Tibiil epitel hiicrelerin ve mezensimal hiicrelerin XY
kromozom yapisinda oldugu goriilmektedir.

Sekil 2: Aym hastaya ait biyopsi drneginde mezengimal ve tiibiiler hiicrelerin

XY kromozom yapisinda oldugu goriilmektedir.

Sekil 3 Sekil 4

Sekil 3 : Kadin dontrden transplantasyon yapilmis kadm hastaya ait biyopsi

rnegi (hasta 4). Tiibiil epitel hiicreleri ve mezensimal hiicrelerin XX kromozom

yapisinda oldugu goériilmektedir.
Sekil 4 : Aym hastaya ait biyopsi srneginde tiibiiler ve mezensimal hiicreler

XX kromozom yapisinda goriilmektedir.
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Sekil 5 Sekil 6

Sekil 5 : Kadin dondrden transplantasyon yapilms olan erkek hastanin (Hasta
11 N) nefrektomi materyalinde XY kromozom yapisinda tiibiil epitel hiicreleri ve
mezensimal hiicreler goriiliimektedir.

Sekil 6 : Aym hastaya ait biyopsi émeginde alici kaynakh XY kromozomlu

endotel hiicreleri ve mezensimal hiicreleri gorilmektedir.

Sekil 7 Sekil 8

Sekil 7 : Kadin dondrden transplantasyon yapilmig erkek hastanin (hasta 11 N)
greft bobrek incelemesinde Y kromozomu igeren tibiiler epitel hiicreleri

goriilmektedir.
Sekil 8: Aym hastann biyopsi Ormeginde inflamatuar hiicre infiltratlart

goriilmektedir. Bu hiicreler XY kromozomu i¢ermektedir.
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Sekil 9

Sekil 9 : Kadin dondrden transplantasyon yapilmis erkek hastaya (hasta 5) ait
biyopsi 6rneginde XX krozomlu (donér kaynakl) tiibiil epitel hiicrelerinin yaninda
XY kromozomlu (alic: kaynakli) tiibiil epitel hiicreleri gdriilmektedir.

Sekil 10: Aym hastanin biyopsi 6rneginde glomerulde bulunan mezengimal

hiicrelerin XY kromozom yapisinda oldugu goriillmektedir.




36

TARTISMA

Kemik 1ligi kaynakli koék hiicrelerin farkli hiicre nesillerine diferansiye
olabildiginin gosterilmesinin ardindan, hasarlt doku ve organlann onarmminda rol
oynayan olaylar ve onarimdan sorumlu olan hiicrelerin kaynagi yeniden incelenmeye
baglanmastir.

Calismamizda, kadin dondrlerden transplantasyon yapilmis ve cesitli nedenlerle
greft hasar1 gelismis erkek hastalardan elde edilen b&brek biyopsi érneklerinde Y
kromozomu, erkek dondrden transplantasyon yapilmis kadin hastadan elde edilen
bébrek biyopsi érneginde XX kromozomu igeren renal tiibliler, mezensimal ve
endotelial hiicrelerin varligi, alici kaynakli hiicrelerin renal hasarnn tamirinde rol
oynadigini diistindiirmektedir.

Calismamizda kullandigimiz CISH yontemi, inceledigimiz doku kesitindeki
tiim hiicrelerin kromozomal yapisint degerlendirmeye izin verdigi gibi, 151k
mikroskobu ile inceleme yapabilme imkani da saglamistir. Extrarenal hiicrelerin
renal hiicrelere diferansiye olup olmadigini arastirmak amaci ile bu yontem ilk kez
bizim calismamizda kullanilmustir. Bu sayede, farkli greft hasari modellerinde
tiibiiler, mezensimal ve endotelial hiicrelerin kaynag arastinlabilmistir. Bu y&éntem,
15tk mikroskobisi ile histopatolojik degerlendirme imkam saglamasi, hiicreleri
tamimlanmast i¢in immiinhistokimyasal degerlendirme gereksinimini ortadan
kaldirmasi, aym kesitte bulunan tiim hiicrelerin kromozom yapisint degerlendirme
imkani saglamasi nedeni ile daha 6nce literatiirdeki benzer ¢alismalarda kullanilan
flor6san in situ hibridizasyon yéntemine (FISH) gére daha {istiin géziikmektedir.

Kadin dondrlerden transplantasyon yapilnug ve akut tiibiiler nekroz gelismis iki
erkek hastamin biyopsi orneklerini inceleyen Rosenberg ve arkadaglari, tiibiillerin
%]1’inde Y kromozomu tasiyan epitel hiicreleri oldugunu gdstermistir. Ancak kadm
dondrden boébrek almus, greft fonksiyonlarinda bozulma nedeni ile yapilan renal
biyopsi sonucu siklosporin toksisitesi ve kronik rejeksiyon saptanmis olan 1ki erkek
hastanin bébrek biyopsilerinde Y kromozomu tasiyan alicit kaynakli tiibil epitel
hiicresi gdzlememiglerdir (46). Poulsom ve arkadaslari ise, benzer sekilde kadin
dondrlerden transplantasyon yapilmig, ancak cesiti nedenlere bagh greft

fonksiyonlart bozulmus olan hastalardan elde ettigi biyopsi 6meklerinde, renal
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tiibiiler epitel hiicrelerinin %2.4-6.8 oraninda alici kaynakli oldugunu gostermistir.
Bu calismanin farelerle yapilan kolunda ise, erkek fareden kemik iligi
transplantasyonu yapilan disi farelerin bébreklerinde belirgin bir hasar olmadig
halde tiibiiler epitel hiicrelerin % 7.9’nun Y kromozomu tasidig1 tespit edilmistir. Bu
bulgudan yola ¢ikarak kemik iligi kaynakl: hiicrelerin b&bregin sadece hasarlandig
durumlarda degil, normal hiicre dongiisiinde de rol aldig: diistiniilmiistiir (47). Bu
calismalarda esas olarak alict kaynakli tiibiil epitel hiicrelerinin varlif1 arastirtlmis,
alict kaynakli mezensimal, glomeruler, endotelial hiicrelerin olup olmadig:
degerlendirilmemistir. Iki calisma arasinda alict kaynakli hiicrelerin b&bregin normal
hiicre dongiisiine katilip katilmadigi konusunda g6riis ayrilig1 vardir. Calismamizin
sonug¢lant Poulsom ve arkadaglarimn bulgularini dogrulamaktadir. Kadin donérden
transplantasyon yapilmug ve cesitli nedenlerle greft hasari gelismis olan erkek
hastalar ve erkek dondrden transplantasyon yapilmis ve greft hasari gelismis olan
kadin hastadan elde edilen biyopsi &rneklerinde degisen oranlarda alici kaynakl
tiibiil epitel hiicresi tespit edilmigstir. Rosenberg ve arkadaslarinm g¢alismasmdan
farkli olarak ise siklosporin toksisitesi veya kronik rejeksiyonu olan hastalarda da
(Hasta 12 hari¢) alict kaynakli tiibiil hiicreleri izlenmistir. Ek olarak ciddi renal
hasarin olmadig1 durumlarda bile alici kaynakli tiibiil epitel hiicreleri, mezensimal
hiicreler ve endotelial hiicrelerin var oldugu goézlenmistir. Greft fonksiyonlarnnda
bozulma nedeni ile transplantasyondan 8 ay (Hasta 5) ve 1 ay (Hasta 7) sonra yapilan
biyopsi Grneklerinin histopatolojik incelemesi sonucu siklosporin toksisitesi ve hafif
akut tiibiiler nekroz ile uyumlu bulunan hastalara ait biyopsi 6rneklerinin CISH
yontemi ile incelenmesi sonucu; sirasiyla tiibiil epitel hiicrelerinin %3-8’nin,
intertisyumdaki mezengimal hiicrelerin %5-21’nin, endotel hiicrelerinin %1-6’s1mn
alici kaynakl oldugu saptanmustir. Bu gozlem, alie1 kaynakh hiicrelerin renal
dokunun normal hiicresel dongiisiine katkida bulunabilecegi ihtimalini ortaya
koymaktadir. Benzer olarak Mengel ve arkadaslari yaptiklari calismada protokol
biyopsi uygulamalarindan elde ettikleri renal dokuda tiibliler epitel hiicrelerinin
transplant sonrast 8. giinde chimerism olusturabildiklerini gdstermislerdir (56).
Ancak ¢alismalarinda renal fonksiyon ve chimeric yap1 arasimnda net bir korelasyon
ortaya koyamamuislardir. Bu bulgu alici kaynakli hiicrelerin posttransplant erken

dénemden baslayarak degisik derecelerde allogreft icinde hiicresel déngliye
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katildifini g6stermektedir. Bu dongiiye katilimin nedeni ve klinik énemi ise halen
net olarak bilinmemektedir.

Son yillarda solit organ nakli sonrasinda alict kaynakli hiicre varliginm ortaya
konmasi ile bir bagka tartigma ortaya ¢ikmaktadir. Bu da alicinin erkek ve donériin
kadm oldugu durumda saptanan Y kromozom’lu hiicrelerin gercekten alic1 kaynakli
mi yoksa donére ait 6nceki dogum (erkek ¢ocuk) veya abortuslar (erkek fetus)
nedeni ile ortaya ¢ikan chimerism sonucu mu oldugudur. Yapilan galigmalarda erkek
¢ocuk ve erkek fetus abortus sonucunda da kadinda chimeric yapi olabilecesi
belirtilmektedir (57). Calismamizda kadin dondrden transplantasyon yapilmug iki
kadin hastaya (Hasta 3 ve 4) ait bébrek biyopsi 6rneklerini inceledik. Her iki donér
de transplant 6ncesinde erkek gocuga sahipti ve bir transplant alicis: (Hasta 3) ek
olarak transplant oncesinde erkek cocuk sahibiydi. Her iki olguda da yapilan
incelemede CISH yontemi ile Y kromozomu bébrek dokusunda gosterilemedi.
Dolayist ile renal dokuda chimeric yap1 olusumu ile daha dnceki (erkek) dogumlarm
iliskisi saptanmadi.

Kadin donérlerden transplantasyon yapilmus, kronik rejeksiyon gelismis erkek
hastalarin  bébrek biyopsilerini inceleyen Grimm ve arkadaslari, neointima,
adventisya ve intertisyumda Y kromozomu tasiyan alici kaynakli mezensimal
hiicrelerin  varligim gostermistir. Bu ¢alismada neointimada %3416, adventisyada
%38+12, intertisyumda %30+7 oraminda alici kaynakli hiicre oldupu gosterilmistir
(51). Calismamizda cinsiyet uygunsuz transplantasyon yapilmis, izlemleri sirasinda
kronik rejeksiyon gelismis olan 3 hastaya ait bobrek biyopsi 6megi ve 1 hastaya ait
greft nefrektomi materyali degerlendirilmistir. Ek olarak biyopsi materyali incelenen
bu hastalardan birine ait olan greft nefrektomi materyali de incelemeye dahil
edilmistir, Tiibiilointertisyel kompartmandaki mezengimal hiicreler
degerlendirildiginde bu hiicrelerin &nemli bir kismimin alict kaynakli oldugu
gortilmustir. Kronik rejeksiyonlu iki hastaya (Hasta 6 ve 10) ait bébrek biyopsi
drneginde sirasiyla %46 ve %36 oraninda alict kaynakli mezengimal hiicre varlig
saptanmigtir, Bu sonuglar Grimm ve arkadaglarimin ¢alismasimin bulgulari ile uyumlu
bulunmusgtur. Bununla beraber, transplantasyondan 7 yil sonra yapilan greft bobrek
biyopsisi sonucu kronik rejeksiyon ile uyumlu bulunmus olan hastamin (Hasta 11)

tiibiilointertisyel kompartmandaki mezengimal hiicrelerinin %5 nin alic1 kaynakli
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(XY vyapisinda) oldugu goriilmiis ancak ayni hastaya biyopsiden 2 yil sonra yapilan
greft nefrektomi materyalinin degerlendirilmesi sonucu mezensimal hiicrelerin
%83 niin alic1 kaynakli oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde cinsiyet uygunsuz
transplantasyon yapilmis ve transplantasyondan 1 yil sonra greft fonksiyonlar
bozulmus olan hastaya (Hasta 9) ait greft nefrektomi materyalinin degerlendirilmesi
sonucunda ise mezengimal hiicrelerin %75’nin alict kaynakli (XY kromozom
yapisinda) oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, kronik rejeksiyonun seyri sirasmda alici
kaynakli mezengimal hiicrelerin zamanla donér kaynakli olanlarm yerini aldigim
diistindiirmektedir. Calismamizda, kronik rejeksiyonu olmayan hastalardan elde
edilen biyopsi o6rneklerinde de degisen oranlarda alici kaynakli mezensimal
hiicrelerin varlifi gdsterilmistir. Cinsiyet uygunsuz transplantasyon yapilmis ve greft
bébrek biyopsisi ‘belirgin siklosporin etkisi® ile uyumlu bulunmus olan hastanmn
(Hasta 5) tiibiilointertisyel mezengimal hiicrelerinin %21’inin alic1 kaynakli oldugu
gbzlendigi gibi, intertisyumda belirgin fibrozis izlenen bagka bir hasta (Hasta 8)'nin
mezensimal hiicrelerinin %30’ nun alici kaynakli olduBu tespit edilmistir. Kronik
ciddi intertisyum hasarimin olmadig1 akut tiibiiler nekrozlu bir hastada (Hasta 7) ise
%5 oraninda alict kaynakli mezensimal hiicreler izlenmistir. Bu bulgu extrarenal
hiicrelerin b&bregin mezensimal hiicre déngiisine de katkida bulunabildigini
digtindiirmektedir.

Yakin zamana kadar transplante edilen orgamin endotel hiicrelerinin
transplantasyondan sonra donér kaynakli olmaya devam ettifine inanilmaktayken,
Lagaaj ve arkadaslarinin galigmasi ile bu goriis degismistir. On iki renal transplant
hastasindan elde edilen biyopsi émeklerinin incelendigi bu ¢alisma ile allogreftlerde
alic1 kaynakl endotel hiicrelerinin varligi gosterilmistir. Bu hiicreler esas olarak
vaskiiler rejeksiyonu olan hastalarda saptanmistir. Aragtirmacilar, vaskiiler
rejeksiyon ile hasarlanan endotel hiicrelerinin, alici kaynakli endotel hiicreleri
tarafindan onarildifim &ne siirmiistiir (55). Calismamizda gesitli greft hasari
modellerinde alici kaynakli endotel hiicrelerinin varhig gosterilmistir. Siklosporin
toksisitesi ile uyumlu bulgular gésteren greft biyopsisinde %6, akut tiibiiler nekroz
izlenen biyopsi érneginde %1, fokal segmental glomeruloskleroz ve akut rejeksiyon

tespit edilen biyopsi ornefinde ise %1 oraninda alici kaynakh endotel hiicresi
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goriilmiistiir. Kronik rejeksiyon izlenen greft biyopsi ve nefrektomi Smeklerinde ise
%5-53 oraninda alic1 kaynakli endotel hiicresi izlenmistir.

Babrekte goriilen alic1 kaynakli hiicrelerin kaynaginin, kemik iligi kaynakli kok
hiicreler olabilecegi goriisii son yillarda yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir.
Kemik iligimin tahrip edilmesini takiben k&k hiicre kaybinin, renal iskemi sonrasi kan
lire azotu diizeylerinde daha fazla artiga yol actigi, kék hiicre infiizyonu ile ise bu
etkinin azaldiginin gozlenmesi bu goriisii  desteklemektedir. Hiicrelerinde P
galaktosidaz sunan erkek Rosa 26 farelerinden elde edilen hematopoetik kok
hiicreler, irradiate edilmis ve ardindan béobrekte iskemi-reperfiizyon hasarn
olusturulmus olan disi, transgenik olmayan farelere transplante edilmis ve bir siire
sonra alicinin bébrek tiibiillerinde B galaktosidaz sunan ve Y kromozomu tagiyan
epitel hiicreleri saptanmustir (48). Benzer bir calismada, gecici renal iskeminin
yetigkin fare kemik iliginden Lin (-) Sca 1 (+) hiicrelerin dolasima gegip, renal
tiibiiliin hasarl bélgelerine gb¢ etmesine yol agtifi gosterilmistir (49). Remuzzi ve
arkadaslan ise sisplatin tarafindan indiiklenen akut tiibiiler nekrozun iyilesmesinin,
mezensimal kok hiicre inflizyonu ile hizlandigini, ancak hematopoetik kok hiicre
inflizyonu ile benzer bir etki elde edilemedigini 6ne stirmiislerdir (50). Calismalardan
elde edilen sonuclar, boébrek hasarimin onarimina katkida bulunan  extrarenal
hiicrelerin kemik ili8i kaynakli kék hiicreler oldugunu desteklemektedir.

Kemik 1iligi kaynakli hiicrelerin glomeruler hiicrelere diferansiye olup
olamadigim arastimak amact ile hiicrelerinde GFP (yesil florGsan protein) geni
tagiyan transgenik farelerden, transgenik olmayan farelere kemik iligi
transplantasyonu yapilmigs ve alici farelerin bébreklerinde GFP-pozitif, desmin
sunan, anjiotensin II'ye yamt olarak kasilan hiicreler gézlenmistir (51,52). Sonuglar,
kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin glomeruler hiicre dongiisine de katkida
bulundugunu diistindiirmektedir. Kemik iligi veya b&brek transplantasyonunu
takiben gozlemlenen bu bulgularin nativ bébrekler igin de gegerli oldugu kabul
edilmektedir.

Sonug olarak renal allogreft ile alici arasinda muhtemel kék hiicre aracilikli bir
dinamik etkilesim bulunmakta ve her ne kadar allogreft hasar-alici kaynakli hiicre
iligkisinde bir paralellik dikkati ¢ekse de bazi ciddi hasar tasimayan allogreft bébrek

dokusunda degisik kompartmanlarda alic1 kaynakli hiicre varhigi da saptanmaktadir.
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Bu durum normal fonksiyonel renal allogreftin hiicresel déngiisiine alici kok
hiicrelerin katkida bulundugunu géstermektedir. Ancak halen normal fonksiyonel
grefte bu katkiim zaman icerisindeki boyutu ve bunun olumlu ve kritik bir katki olup
olmadigini saptamak i¢in daha ¢ok ¢alismalara ihtiyag vardir. Hasarlanma sonrasinda
ortaya ¢ikan katk ise doku biitiinliigii ve fonksiyonel integrasyonun kaybi sonrasinda
hiicresel bazda yapilan katkimin ¢ok da anlamli olamayabilecegini géstermektedir,
Gelecekte, otolog kemik iligi kaynakli kok hiicreler, nativ bébrek hastaliklarinin
tedavisinde uygulanabilecek ve bobrek transplantasyonu tedavisine alternatif
olusturabilecek gibi goriinmesine ragmen bu konu halen {izerinde yogun olarak

calismalar gerektirmektedir.



42

OZET

Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin farkli hiicre nesillerine diferansiye
olabilme 6zelliginin kesfedilmesinin ardindan, hasarli doku ve organlarin onariminda
rol oynayan olaylar ve onarimdan sorumlu olan hiicrelerin kaynag:i yeniden
incelenmeye baslanmugtir. Kemik iligi kaynakli kék hiicrelerin, kronik renal
transplant rejeksiyonunda bébregin mezensimal hiicrelerine, akut tiibiiler nekrozu
takiben tiibiiler hiicre rejenerasyonuna, deneysel glomeruler hastalik modelinde
glomeruler hiicre remodelingine katkida bulunabildigi gosterilmistir. Bu calismanin
amaci, akut rejeksiyon, akut ftiibiiler nekroz, kronik rejeksiyon ve kalsindrin
toksisitesi gibi allogreft fonksiyonlarinda bozulmaya yol agan gesitli durumlarda
renal allogreftin vaskiiler, intertisyel ve mezensial kompartmanlarinda alic: kaynakli
hiicrelerin varligini arastirmaktir.

(Calismaya 1990-2004 yillar1 arasinda bébrek transplantasyonu yapilmig oniki
hasta dahil edildi. Cinsiyet uygunsuz transplantasyon yapilmis ve allogreft biyopsisi
veya allogreft nefrektomisi uygulanmig olan sekiz hasta, erkek dondrlerden
transplantasyon yapilmig iki erkek hasta (pozitif kontrol) ve kadin donérlerden
transplantasyon yapilmais iki kadm hasta (negatif kontrol) degerlendirildi.

Greft bobreklerde alici kaynakh tiibiiler, mezensimal ve endotelial hiicrelerin
varligini  arasturmak amaciyla renal biyopsi oOmekleri kromojenik in situ
hibridizasyon yontemi (CISH) ile incelendi. Calisma grubunu olusturan hastalarin
histopatolojik degerlendirilmeleri sonucu; iki hastada akut rejeksiyon, dort hastada
kronik rejeksiyon (bu hastalardan biri takrolimus toksisitesine, ikisi siklosporin
toksisitesine de sahipti), bir hastada akut tiibiiler nekroz ve bir hastada siklosporin
toksisitesi tespit edildi.

Kadin donérlerden transplantasyon yapilmis erkek hastalardan ve erkek
dondrden transplantasyon yapilmis kadin hastadan elde edilen bobrek biyopsisi
omeklerinde degisen oranlarda alici kaynakh tiibiiler (%2-76), mezensimal (%5-83)
ve endotelial hiicreler (%1-53) bulundu.

Ciddi veya hafif derecede hasarlanmis greft bébreklerde alici kaynakli renal
hiicrelerin varh@ extrarenal (muhtemelen kemik 1ligi kaynakli) hiicrelerin bébregin

onarimina katkida bulundugunu ve aym zamanda allogreftte belirgin bir hasar
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olmaksizin normal hiicre dongiisiine de katkida bulundugunu gosterir. Bu bulgular,
gelecekte kok hiicrelerin renal hastaliklarin tedavisinde bir role sahip olabilecegini
diglindiirmektedir, ancak altta yatan mekanizmalart anlayabilmek igin ilave
calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: bobrek, kok hiicre, mezensimal hiicreler, transplantasyon,

tubuler hiicreler
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SUMMARY

After discovering the characteristics of bone marrow stem cells that they can
differentiate to various cell lineages, the events which play role in repair of damaged
tissues and organs and the source of the cells which are responsible of repairing them
were re-examined. It was reported that bone marrow stem cells may contribute to
renal mesenchymal cells in chronic transplant rejection, acute tubular necrosis
followed by tubular cell regeneration, glomerular cell remodelling in experimental
glomerular illness model. The purpose of this study was to search whether the
presence of recipient originated cells in renal allograft tissue of vascular, interstitial
and mesangial compartments in several types of allograft dysfunction such as acute
rejection, acute tubular necrosis, chronic rejection and calcineurin toxicity.

A total of twelve patients, who had transplantation between 1990-2004, were
enrolled to the study. Eight patients with sex mismatched transplantation and having
allograft biopsy or allograft nephrectomy, two male patients who received
transplantation from male donors (positive control), and two female patients who
received transplantation from female donors (negative control) were evaluated.
Among them, there were seven male patients who received transplantation from
female donors and one female patient who received transplantation from male donor.

The renal biopsy samples were examined with chromogenic in situ
hybridization (CISH) method to search if any of the tubular, mesenchymal, and
endothelial cells in greft kidneys were derived from the recipient. In sex mismatched
study patients, two acute rejection, four chronic rejection (one also had tacrolimus
toxicity and two other also had cylosporin toxicity), one acute tubular necrosis and
one cyclosporin toxicity.

We found various percentage of tubular (2-76%), mesenchymal (5-83%) and
endothelial cells (1-53%) with recipient-derived in renal biopsy samples obtained
from male patients who received transplantation from female donors and from
female patient who received transplantaion from male donor.

The existence of recipient-derived renal cells in severe damaged and slightly
damaged greft kidneys show that extrarenal (probably bone marrow-derived) cells

contribute to repair of kidney and also they may get involved to normal functional
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allograft tissue structure without contributing the repair process. These findings give
an idea that in the future, stem cell may have a contibuting role in kidney diseases,
however, further studies are needed to clarify these mechanisms.

Key words: kidney, stem cell, mesenchymal cells, transplantation, tubular cell.
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