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OZET

DOKTORA TEZi

SILOSTAZOL’UN YUKSEK GLIKOZ SEVIYESINE MARUZ KALMIS GLOMERULLER
UZERINDEKI ETKILERININ ve OTOFAJININ BU SURECTEKI ROLUNUN EX-VIiVO
OLARAK INCELENMESI

Halil ibrahim SAYGI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

Histoloji ve Embriyoloji Programi
Damisman: Prof. Dr. Gozde ERKANLI SENTURK |

Yiiksek glikoz seviyesiyle seyreden diyabet, glomeriillerde hasar olusturarak 6nce Diyabetik Nefropati ve devaminda Kronik
Bobrek Yetmezligi gibi agir sonuglar verebilmektedir. Yiiksek glikozun glomeriillerde olusturdugu hasarlarin mekanizmasina
dair elde edilen veriler artmasina ragmen glomeriillerin bu hasarlardan nasil korunacagina dair bilgiler kisith kalmigtir.
Silastazolle indiikklenen glomeriiler endotel hiicrelerinin glomeriiliin korunmasindaki roliinii ve silastazoliin glomeriil
otofajisine etkisi i¢in incelemek gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda saglikli siganlardan glomeriiller izole edilmis ve ex-vivo
olarak kiiltiir ortaminda ¢alisilmistir. Glomeriil izolasyonunun ve kiiltiirleme islemlerinin basarili oldugu tespit edildikten sonra
glomertiller yiiksek glikoza maruz birakilarak diyabet modellemesi yapilmistir. EX-vivo kiiltiirlemeyle diyabet etkisi
olusturulan glomeriillerde mezengiyal alanda artis ve glomeriiler bazal membran kalinlasmasi gibi klasik diyabetik
glomertiilopati lezyonlar tespit edilmistir. Glikozla beraber silastazol uygulanan glomeriillerdeki (SG) bu bulgular daha hafif
seyretmistir. Glomertiller, podosit belirtegleri agisindan incelendiginde nefrin ekspresyonu ve podosit sayis1 bakimindan Glikoz
grubunda Kontrol grubuna gore azalma tespit edilmisken SG grubunda korunma goriilmiistiir. Klorokin uygulanan grupta
nefrin ve podosit sayisindaki korunma ortadan kalkmis olarak bulunmustur. Sinaptopodin ve CD31 isaretlemesiyle podosit ve
endotel hiicrelerinin etkilenmesi ayri ayri arastirildiginda endotel hiicrelerinin daha fazla hasar aldigi, silastazol verilen
gruplarda ise endotel hiicrelerinin kismen korundugu ve bu korunmaya sinaptopodin belirteciyle tespit edilen podosit
korunmasinin eslik ettigi goriilmiistiir. Nefrin ve CD31 ikili isaretlemesiyle glomeriiler filtrasyon bariyerinin (GFB) korunmasi
degerlendirildiginde Silastazol uygulanan glomeriillerde ikili korunmanin anlamli oranda daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Silastazoliin glomertiler endotel hiicrelerindeki ¢ogalmayi tetiklerken apoptozu baskiladigi goriilmiistiir. Otofaji agisindan
incelenen glomertillerde Silastazoliin glomeriiler hiicrelerdeki otofajiyi hizlandirdigi, apoptoz miktarini ise azalttigi
gosterilmistir. Bu ¢aligmayla silastazoliin endotelyal hiicreleri koruyarak podosit ve glomeriiler korunmasini artirdigini ve bu

korunmada otofajinin belirgin bir rol oynadigini géstermis olmaktayiz.

Haziran 2023 ,

103 sayfa.

Anahtar kelimeler: Glomeriil, Endotel, Podosit, Silastazol, Otofaji
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CILOSTAZOL ON GLOMERULI EXPOSED
TO HIGH GLUCOSE LEVELS AND THE ROLE OF AUTOPHAGY IN THIS OCCASION

Halil ibrahim SAYGI

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Histology and Embryology

Histology and Embryology Programme
Supervisor: Prof. Dr. Gozde ERKANLI SENTURK

Hyperglycemia caused by diabetes causes damage in glomeruli and can lead to diabetic nephropathy and chronic kidney failure
subsequently. Although the data about the mechanisms of glomerulopathy caused by hyperglycemia increases there is still no
remedy about how to protect glomeruli. This study is designed to investigate the role of glomerular endothelial cells activated
by cilostazol in glomerulus protection and the effects of cilostazol on the autophagy occurring in glomerulus. For this aim
glomeruli were isolated from healthy rats and studied in culture ex-vivo. After checking the success of glomerulus isolation,
diabetic nephropathy model was established by exposing isolated glomeruli to high glucose level. Classical diabetic
nephropathy lesions like mesangial matrix expansion and glomerular basement membrane thickening were detected in these
glomeruli which experience diabetes effect in ex-vivo culture. The diabetic nephropathy like lesions were alleviated in
glomeruli treated with cilostazol along with high glucose (SG group). When the glomeruli were examined in point of nephrin
expression and number of podocytes, in Glucose group a statistically significant decrease was spotted whereas they are
protected in SG group. The prevention disappeared in chlorogquine added group. The status of podocytes and endothelial cells
were examined by applying synaptopodin and CD31 labelling. This examination revealed that endothelial cell damage in
Glucose group was prevalent but in cilostazol added groups endothelial cells are better preserved which is accompanied by
synaptopodin protection in podocytes. Double immunofluorescence of nephrin and CD31 revealed that glomerular filtration
barrier structure was significantly well preserved in cilostazol groups. It also found that cilostazol upregulates proliferative
character in glomerular endothelial cells and suppresses apoptosis. Furthermore, glomeruli were inspected in terms of
autophagy and it is showed that cilostazol increases the autophagic flux in glomerular cells and suppresses apoptotic cell
number. As a result, our findings proved that cilostazol leads to whole glomerular protection by protecting endothelial cells

and autophagy has a significant role in this protection.
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1. GIRIS

Bobreklerin temel fonksiyonel birimi olan nefron, bobrek cisimeigi adi verilen ve filtrasyon
bolgelerini igeren yapiyla baslar. Bobrek cisimceigi igerisinde bulunan ve glomeriil ad1 verilen
kapiller agdan gecen kan, burada bulunan glomeriiler filtrasyon bariyeri (GFB) vasitasiyla
tubiiler sisteme aktarilan ultra-filtrati olusturur. Bu ultra-filtrat daha sonra tubiiler sistemde geri
emilime tabi tutularak gerekli metabolitlerin alinmasi sonrasi viicuttan uzaklastirilacak idrari
olusturur. Biitiin nefron yapist igerisinde en kritik noktay1 glomeriil ve iizerindeki podositlerden
olusan GFB teskil etmektedir [1]. Kronik bobrek hastaliginin (KBH) en yaygin sebepleri olan
diyabet ve yiiksek tansiyon GFB’yi bozarak bobrek hasaria neden olmaktadir [2]. Bu sebeple

glomertildeki hasar ve iyilesme mekanizmalarinin arastirilmasi son derece dnemlidir.

GFB’yi olusturan yapilar i¢ten disa dogru; kapillerleri olugturan endotel hiicreleri, glomertiiler
bazal membran (GBM) ve liriner saha tarafindaki podositlerdir. Bu bariyer, fizyolojik sartlarda
biiytikliik ve elektriksel yiike (sarja) bagli olarak yiiksek derecede segici gegirgenlik gésteren
bir yapidir [3]. Segiciligin i¢ten disa dogru azaldigi, tutulumun en fazla endotel hiicreleri
tarafindan gerceklestirildigi diistiniilmektedir [4]. GFB’yi olusturan yapilarda meydana gelen
bir hasar filtrasyon isleminin bozulmasina ve makromolekiillerin ultra-filtrata karismasina
neden olmaktadir [4]. Hasarin geri dondiriilememesi ve ilerlemesi durumunda filtrasyon
bariyerinden makromolekiil ge¢isi artmaktadir. Bu artmis miktardaki makromolekiillerin
tiiblillerden geri emilimi tubiiler hiicrelerde stres ve hasara sebep olmaktadir [5]. Tubiiler geri
emilimin bozulmasi veya yeterli gelmemesiyle birlikte idrarda albiimin ortaya ¢ikmaktadir.

Albliminiiri olarak isimlendirilen bu durum nefropati teshisinde 6nemli bir bulgudur.

Diyabetin en ciddi mikrovaskiiler komplikasyonlarindan birisi olan diyabetik nefropati (DN)
diyabetli hastalarin %30-40’1nda ortaya ¢ikmakta olup son asama bobrek hastaliginin en basta
gelen sebebidir [6]. Diyabetin bir sonucu olan yiiksek glikoz seviyesi (YGS) viicuttaki tiim
kapillerlerde oldugu gibi glomertiler kapillerlerde de hasara neden olmakta ve boylece glomertil
hasarini tetiklemektedir [7]. Glomeriilde ilk hasar goren hiicreler endotel hiicreleri olsa da
YGS’nin, glomeriiler hiicrelerin her birinde ayri ayri hasar olusturdugu bilinmektedir [8, 9].
Glomeriilopati olarak degerlendirilen bu glomeriiler hasarlar, bugiine kadar ¢okca ve ayrintili

bir sekilde ¢alisilmis ve glomeriil kaybina giden siiregte en 6nemli patolojik bulgu olarak



podosit kaybi tamimlanmistir [10]. Podositler glomeriillerin kaderinde belirleyici olarak
goriilseler de bu etkinin podositlerin yapisal ve fonksiyonel kisitliliklar1 (boliinebilme
yeteneginin olmamasi, son derece farklilagsmis hiicreler olmasi, mekanik strese kars1 dayaniksiz
konumda olmalari, vb.) sebebiyle neden olduklar1 ‘darbogaz etkisi’nden (bottleneck effect)
kaynaklandigi diistiniilmektedir [11]. Podositlerin kayb1 glomeriil igin geri doniilmez bir nokta
olusturmakta ve bu sebeple gec bir bulgu olarak karsimizda durmaktadir. Podosit kaybi
meydana gelmeden oOnce, glomeriilde olusan hasarlarin glomeril igerisinde, glomeriiler
hiicreler arasindaki etkilesimle (intraglomerular crosstalk) dengelenme ve diizeltilme siireci s6z
konusudur [12, 13]. Nitekim her yiiksek glikoz veya yiiksek tansiyona maruz kalan hastada
bobrek hasari olugsmamasi bunun en biiyiik kanitlarindan biridir. Bu glomeriil i¢i etkilesim ve
dengeleme siirecinin  arastirilmasi  glomeriilopatilerin  bobrek  kaybina varmadan
iyilestirilebilmesi i¢in son derece dnemlidir. Ayrica podositler her ne kadar boliinebilme ve
kendilerini yenileme imkanina sahip olmasalar da, baska hiicreler tarafindan yenilenebildikleri
gosterilmistir [14, 15]. Bu yenilenmeyi saglayan ve diizenleyen de yine glomeril igi
etkilesimlerdir. Bu bakimdan glomeriilopatileri, podosit kaybiyla baslayip bobrek kaybiyla
bitebilen siirece girmeden tedavi edebilmek i¢in glomeriiler hiicreler arasindaki etkilesimin

arastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Glomertil olusum stirecinin endotel hiicreleriyle podosite koken verecek hiicreler arasindaki
etkilesimle basliyor olmasi endotel podosit iligskisini son derece 6nemli kilmaktadir [16, 17].
Gelisim siirecinde podositleri olusturacak onciil hiicreler apikal kistmlarda epitel benzeri
baglantilar yapan hiicre kiimesi olarak ortaya ¢ikmaktadir [18]. Bu hiicreler VEGF-A yoluyla
anjiyoblastlar1 bu bolgeye ¢cekmekte ve buraya gé¢ eden anjiyoblastlar endotele farklilasarak
kapilerleri olusturmaktadir. Podosit onciilii olan hiicrelerin olgun podosite farklilagmasi (apikal
baglantilarin bazale dogru kayarak fonksiyonel filtrasyon yariklarini olusturmasiyla

goriilebilecegi lizere) endotel hiicrelerinin varliginda meydana gelmektedir [17].

Birgok hiicresel 6zellik bakimindan podositler noronlara, glomeriiler filtrasyon bariyeri de kan
beyin bariyerine benzerlik gostermektedir. Noronlar iizerinde yapilan ¢alismalar endotel
hiicreleriyle néronlar arasinda yiiksek diizeyde etkilesim ve yakin iligki oldugunu ortaya
koymustur [19-21]. Bu ¢alismalar noronlarin farklilasmasinda ve yerlesiminde vaskiiler
yapilarin rol oynadigini géstermistir. Ayrica endotel hiicrelerinin fizyolojik sartlarda kan-beyin

bariyeri i¢in kritik ve yonlendirici bir etkisi oldugu bilinmektedir [22, 23]. Noronlardan elde



edilen bu bulgular, endotel hiicrelerinin podositler ve glomeriiler filtrasyon bariyeri i¢in de son

derece 6nemli oldugunu gostermektedir.

Onceki calismalarimizda genislemis mezengiyal alan icerisinde yeni kapiller olusumunu
diistindiirtecek hiicre hareketliligi oldugu tespit edilmistir [24, 25]. Bu ¢alismalarda mevcut
kapillerlerden dallanma yoluyla glomeriil icerisinde yeni kapillerler olusturmaya dogru giden
endotel hiicrelerinin farkli evreleri ultrastriiktiirel olarak gosterilmistir. Biitin bu bulgular
glomeriil icerisinde endotel hiicre aktivitesinin yiiksek oldugunu ve endotel hiicrelerinin sade
bir bariyer elemani olmaktan ote, glomeriil yapisin1 doniistiiren bir etken oldugunu

distindiirmektedir.

Tiim bu bilgiler 1s181inda endotel podosit etkilesimini gosterebilecek bir arastirma yapilmasi
gerekliligiyle bu doktora tezi tasarlanmistir. Bu sebeple glomertillerin direkt etkilenebilmesi ve
gozlemlenebilmesi igin ex-vivo kiiltiir yontemi kullanilmistir. Saglikli sicanlardan alinan
bobrekler glomertil izolasyonuna tabi tutulmus ve izole edilen glomeriiller kiiltiir ortaminda
calisilmigtir. Yiiksek glikoza maruz birakilan glomeriiller endotel hiicrelerinin metabolik
aktivitesini artiracak silastazol ajaniyla muamele edilmis ve bu sayede glomeriil i¢erisindeki
endotel hiicrelerinin glomeriilde olusan hasar karsisinda gosterdikleri degisimler incelenmistir.
Bu hasar ve bu hasar karsisinda korunma siireclerinde otofaji yolagiin oynadigi roliin
gosterilebilmesi i¢in de klorokin etken maddesi kullanilarak otofajinin durdurulmasi islemi de

uygulanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Viicudu metabolik atiklardan arindirmak ve viicut homoestazini saglamak gorevlerini yiiriiten
bobrekler vertebranin iki yaninda retroperitoneal yerlesimli olarak bulunurlar. Distan ince bir
bag dokusu kilifi ile sarili olan bu organ histolojik olarak iki kisimda incelenir. Sagital olarak
ikiye ayrildiginda koyu kirmizi kahverengi olarak goriilen dis ince kisim korteks, agik renkte
goriilen igteki kisim ise medulla olarak adlandirilir. Bu histolojik ayrimi saglayan temel faktor,
bobregin  temel fonksiyonel birimi olan nefronun bobrek igindeki yerlesiminden
kaynaklanmaktadir. Korteks bolgesi, nefronun baslangi¢ kismi olan bobrek cisimciklerini ve
kivrintil tubiilleri igerirken, medulla bolgesi diiz tubiilleri ihtiva etmektedir. Nefron, filtrasyon
isleminin gergeklestigi yer olan bdbrek cisimcigi yapisindan ve devamindaki geri emilimi
saglayan tubiiler yapidan olugmaktadir. Bobrek cisimcigi kandan ultra filtrat olusumunu
sagladiktan sonra devamindaki tubiiler sistem viicut i¢in gerekli olan metabolitleri geri alarak

ultra filtrat1 idrara indirger ve viicuttan uzaklastirilmak {izere renal pelvise iletir.

Yetigkin bir insanin bir bobreginde ortalama 1 milyon bdbrek cisimcigi / glomeriil
bulunmaktadir [26]. Glomeriillerin biiytikliikleri korteks i¢inde bulunduklari bolgelere gore
degismektedir. Kortikal glomeriillerin ¢ap1 ortalama 150 um kadar olabilirken juxtamedullar
glomeriiller ortalama 250 pm ¢apa kadar ulasabilmektedir [27]. Siganlarda ise glomeriil sayisi
bobrek basina 30 bin olup ortalama biiyiikliikleri 120 um’dir [26].

2.1. Bobrek Cisimcigi Embriyolojisi

Bobrek cisimcigini de iceren nefron yapisi, kalict bobrek (metanefroz) olusumu esnasinda
dallanan iireterik ¢ikintinin uglarindaki mezenkimal hiicre yogunlagmasindan koken almaktadir
[28]. Ureterik ¢ikintinin etrafinda bir sapka gibi bulunan bu hiicre kitlesi nefrona ait yapilari
olusturmak iizere indiiklenir ve sirasiyla renal vezikiil, virgiil sekilli yap1 ve S sekilli yap1 olmak

tizere bir dizi morfolojik form alir (Sekil 2-1).
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Sekil 2-1: Nefronun ve glomeriiliin gelisim asamalar1 [17]. Dallanan iireterik ¢ikinti
etrafinda toplanan mezenkimal hiicre kitlesinin sirasiyla olusturdugu morfolojik formlar (iistte).
Virgiil sekilli yapinin distal ucunda olusan girinti bolgesinde gelisen glomertiil yapisi (alt solda).
Girintinin etrafindaki hiicreler paryetal epitel hiicre olarak belirlenirken girintiyi olusturan
hiicreler visseral epitel hiicre (podosit) olarak belirlenir (A). Bu girinti i¢ine gé¢ eden endotel
hiicre onciilleri ve mezengiyal hiicreler glomeriil yapisinin olusumuna katilir (B, C, D).
Nefronun gelisimi siiresince podositleri olusturacak hiicrelerin gecirdigi morfolojik degisimler
(alt sagda).

Normalde mezenkimal karakterde olan iireterik ¢ikinti etrafindaki bu hiicre topluluklari, ilk
olarak renal vezikiil olusumu esnasinda mezenkimal epitelyal donilisiim gegirerek nefronun
gelecekteki epitelyal formuna gecis yapar [17]. Renal vezikiiliin boliinmelerle genisleyip
uzamastyla birlikte virgiil sekilli yap1 olusur. Daha sonra virgiil sekilli yapinin en distal ucunda
olusan girintiyle birlikte S sekilli yap1 olusmus olur [29]. S sekilli yapinin proksimali nefronun
tiibiiler kismin1 olusturmak tiizere uzayip gelisirken distal ugta olusan girinti gelecekte

glomeriiliin olusacag1 bolge, bu girinti igerisindeki hiicreler de podosit 6nciilii hiicreler olarak



belirlenmis olur [17]. Podosit onciilii hiicrelerin farklilagsmis podosite dogru evrilmesi, bu
bolgedeki hiicrelerin  VEGF-A salinimi yoluyla bu bolgeye endotel hiicre Onciillerini
¢ekmesiyle baslamaktadir [30, 31]. Bu bolgeye gelerek endotel hiicreleri olusturmaya baslayan
endotel hiicre Onciilleri ayn1 zamanda PDGF-B salinimi vasitasiyla mezengiyal hiicreleri
glomeriil igerisine ¢eker [32]. Girintinin etrafinda kalan hiicreler yassi form alarak Bowman
kapsiiliiniin paryetal yapragini olustururken podositler, endotel hiicreleri ve mezengiyal

hiicreler glomeriilii olusturacak sekilde dzellesirler (Sekil 2-1).

Renal vezikiil ve virgiil sekilli yap1 asamalarinda epitelyal karakter tasiyan podositler, S sekilli
yap1 agamasinda endotel Onciilii hiicrelerin gelmesiyle birlikte bazi epitelyal 6zelliklerini
kaybederek ve daha mezenkimal bir forma gecerler [17]. Bu kismi epitelyal mezenkimal
dontiisiim siireci podositlerin gelismis morfolojilerini olusturmalari i¢in gereklidir. Bu siirecte
epitelyal hiicrelere ait tipik siki baglant1 elemanlar1 ortadan kalkarken slit diyafram yapisindaki
baglanti elemanlarinin ekspresyonu baslar [33]. Bu durum morfolojik olarak apikalde yer alan

baglant1 bolgelerinin bazale dogru yer degistirmesi olarak izlenir.

Endotel 6nciilii hiicrelerin glomeriil igerisine go¢ etmesi i¢in podosit dnciilii hiicreler tarafindan
salgilanan VEGF-A, fonksiyonel filtrasyon bariyeri olusumu i¢in gereklidir [34]. Endotel
hiicrelerinin go¢ etmesinde ortaya ¢ikan sorunlar filtrasyon bariyerinin olusumunu basarisiz
kilmaktadir. VEGF-A’nin yani sira yine podositlerden salgilanan Anjiyopoetin 1 faktori

kapillerlerin olusumunu ve stabilizasyonunu saglamaktadir [35, 36].

2.2. Bobrek Cisimcigi Histolojisi

Dolagimdaki kan, afferent arteriyoller vasitasiyla bobrek cisimcigine giris yapar. Bobrek
cisimcigi igindeki bir dizi kapiller halkadan gecen kan, efferent arteriyoller yoluyla bobrek
cisimciginden ayrilir. Bobrek cisimcigi igerisindeki bu kapiller yumak glomeriil olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2-2). Kapiller yumagin i¢ kismimi bir yastik seklinde mezengiyal
hiicreler ile mezengiyal matriks dosemekte ve kapillerlere yapisal destek olusturmaktadir.
Arteriyollerin girip ¢iktig1 kisim arteryal kutup olarak bilinirken, filtratin tiibiillere aktarildigi

tam kars1 tarafi liriner kutup olarak isimlendirilir.
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Sekil 2-2: Bobrek cisimcigi histolojisi [37].

Glomeriiliin etrafinda visseral ve paryetal olmak tizere iki yapraktan olusan Bowman kapsiilii
bulunur. Bu iki yaprak arasi iiriner bosluk olarak adlandirilir ve filtrasyon iglemi buraya dogru
gerceklesir. Bowman kapsiiliiniin visseral yapragi glomeriil iizerine sikica yerlesmis olarak
goriiliir ve podosit olarak bilinen 6zel morfolojiye sahip glomeriiler visseral epitel
hiicrelerinden olusur. Iki yapragin birbiriyle devamlilik gdsterdigi arteryal kutuptan itibaren tek
katli yassi tipte glomeriiler paryetal hiicreler baslar ve tiriner kutba kadar devam eder. Glomertil
ile glomeriil lizerine yerlesen Bowman kapsiiliiniin visseral yapragi arasinda, bu iki yapinin
hiicreleri tarafindan sentezlenen ve glomeriiler bazal membran (GBM) ad1 verilen bir membran
yapist bulunur. Bu membran arteryal kutupta paryetal hiicrelerin bazal membrani olarak

devamlilik gosterir.

Bobrek cisimcigi igerisindeki glomeriiler kapillerleri olusturan glomeriiler endotel hiicreleri,
Bowman kapsiiliiniin visseral yapragini olusturan podositler ve ikisi arasinda bulunan GBM’nin
bir araya gelmesiyle glomeriiler filtrasyon bariyeri adi verilen ve filtrasyon islemini

gerceklestiren yap1 olugmaktadir.



2.3. Glomeriiler Filtrasyon Bariyeri

2.3.1. Glomeriiler Endotel Hiicreleri

Filtrasyon bariyerindeki ilk set glomeriiler endotel hiicreleri tarafindan olusturulur. Glomeriiler
kapillerleri olusturan bu 6zel endotel hiicreleri, 60-80 nm transseliiler sitoplazmik agikliklar
iceren fenestrali tip endoteldir [38]. Diger delikli tip kapillerlere kiyasla, glomeriilde bulunan
endotel hiicrelerindeki agikliklar hem sayica daha fazla hem de ebat olarak daha biiyiiktiir.
Ayrica bu acikliklar diyafram adi verilen ve acgikligi 6rten bir yapi icermez. Toplam yiizey
alanimin %20’sini olusturan bu agikliklar filtrasyon isleminin hizli olmasini saglar [39]. Bu
ozellikleri sebebiyle ilk donem arastirmalarda endotel hiicrelerinin filtrasyon islemine katki
saglamadigi diisiiniilse de yapilan galigmalar aksini gostermistir [38]. Endotelin yiizeyi delikli
bolgelere uzanacak sekilde glikokaliks adi verilen negatif sarjli bir ortiiyle kaplidir. Endotel
hiicreleri tarafindan tiretilen bu ortii ¢alilik benzeri bir yap1 teskil eder (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: Glomeriiler filtrasyon bariyeri ve glomeriiler bazal membranin sematik (iistte)
ve elektron mikroskopik gosterimi (altta) [4].



Endotel ilizerindeki yiizey ortiisii temel olarak proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar gibi
glikozillenmis proteinlerden olusmaktadir [40]. Plazma proteinlerinin de bu yapiya adsorbe
olmastyla birlikte endotelyal yiizey tabakasi adi verilen ve 200 nm’den daha kalin olan bir
bariyer olusmus olur [41]. Béylece endotel hiicreleri tizerlerindeki tabaka sayesinde filtrasyon
stirecinin ilk siizme iglemini gergeklestirir. Bu yiizey tabakasinin ayn1 zamanda kapiller i¢indeki
duvar kesme (shear) gerilimini 6lgen bir sensor olarak islev yaptig1 ve endotel hiicrelerinde
gerekli sinyalizasyonu baslattigi gorilmistiir [42]. Endotel hiicreleri de bu gelen sinyaller
tizerinden glomertiler kapillerlerin kasilma durumunu diizenleyen ve diger glomertiler hiicreleri
uyaracak vazoaktif faktorleri salgilayan bir diizenleyici olarak islev yapmaktadir [43, 44]. Bu
vazoaktif faktorlerden en 6nemlisi olarak Endotelin-1 ve nitrik oksit (NO) goriilmektedir. Tiim
bu sebeplerle hem endotel hiicrelerinin hem de endotel hiicreleri {izerindeki tabakanin saglikl

olmast filtrasyon isleminin sorunsuz yiiriimesi i¢in elzemdir [45].

2.3.2. Glomeriiler Bazal Membran

Glomertiler filtrasyon bariyerinin ikinci elemant GBM’dir. Bu membran endotel ve podosit
hiicreleri tarafindan ortaklasa iiretilmekte olup toplamda 144 farkli protein igermektedir [46].
En ¢ok bulunan proteinler kollajen (tip I, 1V, VI ve XVIII1), laminin (a5, B2 ve y1), nidojen-1
ve heparan siilfat proteoglikanlaridir [47]. En temelde, sagladigi hiicre-matriks iliskisiyle GBM
podositleri ve endotel hiicrelerini bir arada tutmakta ve filtrasyon bariyerinin Stabil halde
kalmasini saglamaktadir [39]. Bununla birlikte GBM pasif bir destek elemani olmayip, fibroz
ve katmanli kafes yapisiyla olusan heterojen boyutlardaki agikliklar sayesinde filtrasyon
isleminde de rol almaktadir. Ayrica salgilanan faktorler ve pro-anjiyogenik ligandlar igin bir
havuz olusturarak podositler ve endotel hiicreleri arasindaki hiicreler arasi etkilesimi

saglamaktadir [48, 49].

2.3.3. Glomeriiler Visseral Epitel Hiicreleri / Podositler

Filtrasyon bariyerinin son ve en kritik eleman1 son derece farklilasmis olan ve boliinebilme
kapasitesi olmayan podositlerdir [50]. Gelismis ultrastriiktiirleri sayesinde GBM’yi {iriner
taraftan pedisel ad1 verilen ayakg¢ik uzantilariyla sararlar [51]. Pediseller integrin ve distroglikan
proteinleriyle GBM’ye tutunurlar [52]. Podositin bazal kompartman olarak bilinen bu kismi
GBM’yle iligkiyi siirdiiriir. Komsu podositlerin pediselleri birbirleriyle iliski kurarak slit
diyafram adi verilen 6zellesmis baglanti kompleksini olustururlar ve filtrasyon bu yariklardan
gerceklesir. Bu diyafram yapis1 nefrin, neph1/2, podosin ve FAT 1/2 gibi proteinlerden olusur
[53]. Slit diyafram yapis1t CD2AP ve ZO-1 gibi proteinler araciligiyla pediselin igerisinde
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sinaptopodin, alfa-aktinin 4 gibi 6zel proteinler i¢eren aktin iskelete baglidir [54]. Podosit aktin
iskeletinin statik bir yap1 olmadigi, slit diyaframdaki yiizey proteinlerinden alinan sinyallerin
bu baglanti proteinleri tarafindan sitoplazmik kisma aktarildig: ve pedisel yapisini diizenleyip

dontistirdigi disiiniilmektedir [55, 56].

2.4. Diyabetik Nefropati

Diyabetik hastalarin %20-40’1, gegmeyen albliminiiri ve diisen glomeriiler filtrasyon hiziyla
teshis edilebilen diyabetik nefropati (DN) hastaligina yakalanmaktadir [57]. Diyabetin bobrekte
olusturdugu hasarin odaginda glomeriiller bulunmaktadir. Yiiksek glikoz seviyesi filtrasyon
bariyerinin tiim bilesenlerinde ve glomeriil igindeki mezengiyal hiicrelerde belirli patolojilere
sebep olmaktadir (Sekil 2-4). Bu patolojilerden bazilart GBM kalinlasmasi, mezengiyal matriks
artisina ve mezengiyal hiicre ¢ogalmasina bagli olarak glomeriil hipertrofisi, endotel
hiicrelerinin ve fenestralarinin kaybi ile podosit hiicre hasaridir. Ayrica glomertiler kapillerlerin
genislemesi, arteriyel hyalinizasyon ve glomeriiloskleroz goriilmektedir. Bu degisiklikler
DN’nin erken belirtegleri olarak kullanilirken siire¢ igerisinde bu hastalarin bobrek
fonksiyonlarinda azalma meydana gelmektedir [58]. DN’nin ilerleyen asamalarinda birgok
glomeriil ¢ogunlukla daginik (diffuse) bazen de nodiiler olmak iizere glomeriiloskleroza

ugramaktadir.

Endotel Hilcresi Arteriyel Hyalinizasyon
Bazal Membran

Bazal Membran
Kalinlagsmasi

Pariyetal Hilcre

Mezangiyal Hiicre Mezangiyal Hilcre

Albiimin 0\ B . r Hipertrofisi &
i ¥

Kolajen Birikimi

Podosit Kaybu,
Hipertrofisi

Glomeriiler
Kapiller

Podosit Pedisellerinin
Cekilmesi

Podosit

Podosit Ayakeik
Uzanusi

A

Sklerotik Bolge

Tiibiiler Hiicre Tibiiler Hicre Atrofisi

Sekil 2-4: Diyabetik nefropatide meydana gelen patolojiler [59].
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Hem 151k mikroskobik diizeyde hem de ultrastriiktiirel diizeyde meydana gelen bu patolojilerin
temelinde glomeriil igerisindeki hiicrelerin hasar kaynagindan primer olarak etkilenmelerinin
yan1 sira birbirleri arasindaki molekiiler etkilesimin bozulmasi yatmaktadir. Oncelikle
glomeriiler hiicrelerde olusan primer hasarlar ele alinacak, akabinde ise temel hiicreler olan

podosit ve endotel arasindaki etkilesim agiklanacaktir.

2.4.1. Diyabetik Nefropatide Endotel Hiicre Hasar1

Diyabet hastaliginda, viicuttaki diger endotel hiicreleri gibi [60] glomeriil igerisindeki endotel
hiicreleri de yiiksek glikoz seviyesinden zarar goriir [61, 62]. Buna ragmen endotel hiicrelerinin
diyabet patolojisindeki yeri bugiine kadar ayrintili olarak ortaya konulmus ve anlagilmis
degildir. Eski calismalarda endotel hiicreleri hakkinda temel olarak diisiiniilen, gorevini yerine
getiremeyen ve ilk eleme islemini basaramayan endotel hiicrelerinin, hem podositlerde hem de
tubiiler hiicrelerde strese sebep oldugu ve boylece glomeriil patolojisini artirdigidir [63]. Yakin
zamanda yapilan ¢alismalar ise endotel hiicrelerindeki hasarin, glomeriil i¢i etkilesimi bozarak
glomeriil patolojisine sebep oldugu yaklasimini baz almistir [8]. Cok yakin zamanda diyabet
hastalarindan alinan 6rnekler {izerinde yapilmis tek hiicre RNA profili aragtirmasi ise endotel
hiicrelerinin diyabetik nefropati gelisiminde koordinatdr rolii oynuyor olabilecegine dair

deliller ortaya koymustur [64].

Yiiksek glikoz seviyesine maruz kalan endotel hiicreleri fenotipik bazi degisimler
sergilemektedir. Endotel hiicrelerinin birbirlerinden ayrismasi ve hiicre fenestralarinin
bozularak kaybolmasi bu degisimlerden bazilaridir [65]. Endotelin hasar gérmesiyle birlikte
endotel hiicrelerinin iizerindeki endotelyal yiizey tabakasi incelmekte ve filtrasyon igleminin
ilk andan itibaren bozulmasina sebep olmaktadir [66, 67]. Bu fenotipik degisimlerin altinda
endotel hiicrelerinin hiicre i¢i aktivitesinin bozulmasi yatmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimindeki artisin [68] ve eNOS un inaktiflesmesinin [69, 70] endotellerde fonksiyon
kaybina yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir. Boylece bu kapillerlerde tiretilen NO miktar1 azalmaktadir.
NO sadece endotel hiicreleri i¢in degil, glomeriiliin genel fonksiyonu i¢in de son derece 6nemli
bir faktordiir [71]. Mitokondriyal disfonksiyon gosteren bu endotel hiicreleri apoptozla
kaybedilmektedir.

Diyabet durumunda viicuttaki endotel hiicrelerinin anjiyogenez agisindan uyarildigi

bilinmektedir [72]. Glomeriiler endotel hiicrelerinin de anjiyogenik genler bakimimdan aktif
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oldugu tespit edilmistir [64]. Glomeriilde olusan hasarlar karsisinda endotel hiicreleri
anjiyogenez slirecini baglatmaktadir. Bu siire¢ endotel hiicrelerinin artan proliferasyon
gostermesi ve endotelyal-mezenkimal dontisiime (EMT) girmesiyle baslamaktadir [73]. EMT
stirecine giren endotel hiicrelerinde CD31 ve vaskiiler endotelyal kadherin miktarlarinda
azalma, o-SMA ve dezmin miktarlarinda ise artma goriilmektedir [65]. Hatali veya
tamamlanamayan anjiyogenez siireglerinin glomeriil igerisinde fibrotik alanlar olusturmasina

bagli olarak diabetik nefropatinin ilerlemesine neden oldugu diistiniilmektedir [64].

2.4.2. Diyabetik Nefropatide Glomeriiler Bazal Membran Degisiklikleri

Filtrasyon bariyerinde ikinci set olan GBM’nin 6nemini gosteren bir¢cok farkli dogumsal
anomali mevcuttur. Bu anomali incelemelerinde GBM’deki molekiiler eksikliklerin glomeriil
fonksiyonunda bozulmalara sebep oldugu gosterilmistir [74, 75]. Bununla birlikte diyabet gibi
glomeriilde hasar olusturan digsal etkenlerin de GBM’de bozulmalara sebebiyet verdigi
bilinmektedir. Diyabetik nefropatinin ilk ultrastriiktiirel bulgularindan birisi GBM
kalinlagmasidir [76]. GBM’deki bu kalinlasmanin sebebi ilk olarak GBM elemanlarinin
sentezlenme ve bozunuma ugruma hizindaki degisiklikler olarak varsayilmistir. Fakat yakin
zamandaki ¢alismalar bu kalinlagmanin glomeriilii yeniden diizenleyebilmek i¢in gegici bir
adaptasyon olabilecegi ihtimali tizerinde durmaktadir [77]. Kiiltiir ortaminda calisilan
podositlerin, yliksek glikoza maruz kaldiklar1 durumda tip IV kollajen sentezini artirarak

matriks destekleyici (promatrix) bir fenotip sergiledikleri gdzlemlenmistir [78, 79].

2.4.3. Diyabetik Nefropatide Podosit Davranisi

Glomeriildeki en zayif halka podositlerdir. Son derece gelismis bir morfolojiye sahip olan
podositler glomeriilde olusan stres karsisinda bu gelismis morfolojisini kaybetmeye baslar. Slit
diyafram baglantilarinin bazalden apikale dogru yer degistirmesi sonras1 pedisellerin geri
¢ekilmesi seklinde tabir edilen bir reaksiyon gosterirler [80]. Stres sebebinin devam etmesi
durumunda podositler bazal membrandan kopma veya apoptoza ugrama yoluyla
kaybedilmektedir [11]. Podosit kaybi, glomeriil kaybiyla baslayip nefronun tiimiiyle
fonksiyonunu kaybetmesine sebep olan siireci baslatabilmektedir [81]. Podositlerin gelismis
ultrastriiktiiriinii kaybetmesinde epitelyal mezenkimal dontsimiin (EMT) etkili oldugu
diistiniilmektedir [82]. Yiiksek glikoz seviyesinin podositlerdeki nefrin ve ZO-1 gibi slit
diyafram proteinlerinin ekspresyonunda azalmaya; dezmin, vimentin, Snail ve MMP9 gibi

mezenkimal hiicre belirteglerinde artmaya sebep oldugu bilinmektedir [82, 83].
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Diyabet podositler izerinde hem direkt hem de dolayli olarak hipertrofik bir etki gosterir [84,
85]. Bu durum, glomeriiler yumagin genislemesini dengeleyebilmek, kaybedilen podositlerin
ve geri ¢ekilen pedisellerin sebep oldugu ¢iplaklagsmis alanlar1 6rtebilmek i¢cin meydana geldigi
diistiniilmektedir. GBM iizerindeki ¢iplaklagsmis alanlar hem protein kacaklarina hem de

glomeriiloskleroza sebep olabilmektedir.

Glomeriilde olugan hasarin direkt podosit hasar1 sonucunu vermedigi, podositlerin streslere
kars1 denge saglayabilecek i¢ mekanizmalart bulundugu diistiniilmektedir [86]. Cogu hiicrede
oldugu gibi, podositlerde de, hasar ilk olarak otofajik reaksiyona sebep olmakta ve hiicre,
hasarlarin bertarafi yoluna gitmektedir [87, 88]. Diger hiicrelerden farkli olarak podositlerde
bazal otofajik aktivitenin yiiksek oldugu bilinmektedir [88, 89]. Yani diger hiicrelere kiyasla
podositler, islevselligini siirdiirebilmek i¢in otofaji yolagin1 her daim daha yiiksek seviyede
kullanmaktadir. Bu bazal otofajinin durdurulmasimmin podosit hasar ve kaybi1 yoluyla
proteiniiriye, ilerleyici glomeriiloskleroza ve bobrek yetmezligine sebep oldugu gosterilmistir
[90, 91]. Yiiksek glikoz seviyesinin (YGS) podositler tizerindeki etkisine dair ise geliskili
bulgular mevcuttur: bir ¢alismada YGS’nin podositlerde otofajiyi artirdigi ve hiicreleri
apoptozdan korudugu gosterilmigken [92] diger bir caligmada Y GS nin podositlerdeki otofajiyi
baskiladigr bulgulanmistir [93]. YGS durumunun glomeriiler hiicrelerdeki otofaji {izerine
etkilerinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte otofajinin hem podositler
hem de endotel hiicreleri i¢in dnemli oldugu kesindir ve bu alanda yeni ¢alismalara ihtiyac

duyulmaktadir.

2.4.5. Diyabetik Nefropatide Podosit - Endotel Etkilesimi

Glomeriil filtrasyon bariyerini olusturan podosit ve endotel hiicreleri ¢ok genis bir yelpazede
etkilesim igerisinde bulunur. Bu etkilesim faktorlerinin 6nde gelenlerinden dordii VEGF-A,
SDF-1, Anjiyopoetin 1 ve 2’dir [12, 13, 94]. Bu sinyal yolaklarindan VEGF yolag1 ¢okga
calisilmis bir yolak olup glomeriil fonksiyonu i¢in olmazsa olmazdir. Bir¢ok farkli izoformu
bulunmakla birlikte glomeriil i¢inde en etkin olanmmin VEGF-A oldugu bilinmektedir.
Podositlerden salinan VEGF-A’nin reseptorii olan VEGFR2 endotel hiicreleri tizerinde bulunur
ve uyarilmasi endotel hiicrelerinde korunma, ¢ogalma, farklilasma ve go¢ hareketine sebep olur
[95]. Gelisim asamasindan baslayarak omiir boyu saliniminin devam ettigi, salinimindaki
herhangi bir azalmanin endotel duvarindaki fenestra yapilarinin ortadan kalkmasina sebep

oldugu gosterilmistir [96]. Fakat bu verilerin aksine literatirde VEGF-A blokasyonunun
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albliminiiriyi azalttig1 bilgisi de mevcuttur [97, 98]. Biitiin bunlar glomeriilde kritik bir VEGF-

A dengesinin bulunmasi gerektigini gostermektedir.

SDF-1 kok hiicre yolaklariyla ilgili oldugu bilinen bir kemokin olup glomeriilde podositlerden
salgilanmaktadir. SDF-1"in reseptorii olan CXCR4 ise endotel hiicrelerinde ve paryetal epitel
hiicrelerinde eksprese olmaktadir [99, 100]. Glomeriiler kapillerlerin olusumunda endotel
hiicrelerini yonlendirdigi bilinmektedir [99]. Ayni1 zamanda paryetal epitel hiicrelerinin pasif
konumda tutulmasini sagladig1 diistiniilmektedir [101]. Son olarak Anjiyopoetin 1 (Angptl) ve
Anjiyopoetin 2 (Angpt2) ise biitiin viicutta oldugu gibi glomeriilde de kapillerlerin stabilitesi
icin antagonistik olarak c¢alisan iki faktordiir [8, 102]. Podositler tarafindan {iretilen bu
faktorlerin her ikisi de endotel iizerinde eksprese olan Tie2 reseptoriine baglanarak etki gosterir.
Angptl glomertiler kapillerlerin olgunlagsmasi ve stabilitesi yoniinde uyarim saglarken Angpt2
kapillerlerde destabilizasyona neden olmaktadir [103]. Ayni reseptor iizerinden etki
gostermeleri sebebiyle dokudaki Angptl/Angpt2 oranmi diyabetik nefropati gelisiminde 6nem
arz etmektedir [104].

2.5. Silostazol ve Etki Mekanizmalari

Antitrombotik ve vazodilator etkiye sahip onaylanmis ilaglardan biri olan Silostazol temel
olarak intermitan kladikasyon tedavisinde kullanilmaktadir [105, 106]. Silostazol’lin hiicre igi
sinyal molekiilii cAMP’yi hidrolize eden fosfodiesteraz III enzimini inhibe ettigi bilinmektedir
[107]. Boylece damar yapist ve plateletlerde cAMP artisina sebep olarak hem platelet
¢okelmesini engellemekte hem de periferik vazodilator etki gostermektedir (Sekil 2-5) [108].

Silastazol |
PDE 3 .
Vazodilatasyon
S'AMP S ' =Y
CAMP Platelet Inhibisyonu

"‘ CXCR4/SDF1ex 1‘ HGF "‘ p53/p21 l, SLX/E-Selectin
Endotel Onciil Endotel Diiz Kas Hiicre Lékosit Baglanma

Hiicre Aktivasyonu Cogalmasi Apoptozu inhibisyonu
Endotel Hasarlarinin Iyilesmesi Diiz Kas Anti inflamatuar

Yeniden Endotelizasyon Artisinin Durdurulmasi Etki

Sekil 2-5: Silastazol etki mekanizmasinin sematik gosterimi [109].
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Silastazoliin hiicre icinde cAMP’yi artirmasinin endotel hiicreleri {izerinde bir¢ok koruyucu ve
indiikleyici etkisinin oldugu gdsterilmistir. Endotel hiicrelerini serum kisithilig1 ve yiiksek
glikoz durumlarinda apoptoza ugramaktan korudugu tespit edilmistir [110, 111]. Silostazol’iin
artmis cCAMP miktariyla eNOS fosforilasyonunu artirarak nitrik oksit miktarinda artmaya sebep
oldugu ve endotel hiicrelerinin tiip olusturmasini destekledigi goriilmiistir [112]. Ayrica
silostazol’iin, iskemiye ugrayan kas hiicrelerinden salinan VEGF-A miktarini artirdigi
bilinmektedir [113].

2.6. Silostazol ve Diyabetik Nefropati

Silostazol intermitan kladikasyon tedavisinde kullanilmaya devam ederken birgok yeni ¢alisma,
Silostazol’iin diyabetik nefropati, diyabetik néropati ve inme gibi farkli hastaliklarda da etkili
olabilecegine dair bulgular elde etmistir [114-116]. intermitan kladikasyon ve serebral
enfarktiis (inme) gibi hastaliklardaki olumlu etkileri, silostazol’iin antitrombotik ve vazodilator
etkisine baglanirken diyabetik noropati ve diyabetik nefropati gibi hastaliklardaki etki
mekanizmasi heniiz yeterince agiklanabilmis degildir. Bu amagla yapilmis birkag caligma
Silostazol’tin glomertillerde TGF-B, NF-KB ve TNF-a gibi faktorleri azaltarak reaktif oksijen
tretimini baskiladig1 ve boylece glomertillerin yiiksek glikoz seviyesinin olumsuz etkilerinden
korundugunu ileri strmistir [114, 117-120]. Bu ¢alismalardan birinde de mezengiyal
hiicrelerle in vitro yapilan deneyler siloztazol’iin bu hiicrelerde anti-apoptotik etki gosterdigini
ortaya koymustur [117]. Fakat glomeriil gibi farkli hiicre tiplerinden olusan ve kompleks bir

etkilesime sahip yapi i¢in bu mekanizma incelemeleri eksik ve yetersiz kalmigtir.

Silostazol’in, hiicre kaderi i¢in kritik olan otofaji yolaklari {izerindeki etkileri ise son derece az
calisilmis bir konudur. Bugiine kadar yapilmis bu az sayidaki ¢alisma, silostazol’iin otofajiyi
indiikledigini gostermistir [121, 122]. Daha ¢ok noéronlarda yapilan bu incelemeler,
silostazol’iin  diyabetik noropatideki olumlu etkilerinin bir mekanizmas1 olarak
degerlendirilmektedir. Silostazol’iin glomertiiler hiicrelerdeki otofajiye etkileri ve diyabetik

nefropati lizerindeki olumlu etkilerinde otofajinin nasil bir rol oynadigi ise arastirilmamustir.
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3. YONTEM

Ex-vivo olarak tasarlanmis bu tez ¢aligmasinda bobreklerin elde edilmesi Bezmialem Vakif
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 24.08.2020 tarihli ve 2020/88 sayili
onayl ile yine ayn tniversitenin Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda 19.07.2022 tarihinde
gerceklestirildi. Alinan bébrekler Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali biinyesindeki Doku Kiiltiirii ve Histoloji
laboratuvarlarinda calisildi. Kiiltiir sonrast doku numuneleri iizerindeki incelemeler yine ayni

tiniversitenin Isik ve Elektron Mikroskopi Laboratuvarlari’nda gerceklestirildi.

3.1. Geregler
3.1.1. Alet ve Techizat
Giyotin
Hayvan Cerrahi Seti
Penset
Makas
50 ml’lik falkon
Steril Serolojik Pipet 10 ml (Jet Biofil: GSP-010-010)
Cam Petri
Bistiiri
Jilet
Enjektor (10 ml’lik)
Elekler (Sieves - Alfa Aesar AA399990N, AA399960N, AA399900N, AA399910N)
24 Kuyucuklu Doku Kiiltiir Tabag: (Biofil: TCP 011024)
Eppendorf Tiipleri
Mikropipet Seti (Eppendorf)

Mikropipet Uglari



17

Lam
Lamel

Bakir Grid (EMS, G100-Cu)

3.1.2. Kimyasal Malzemeler
Hanks’in Dengeli Tuz Cozeltisi (HBSS)

Sigir Serum Albiimin (BSA)

Dulbecco'nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu (DMEM/F12) (Thermo fisher:
11320074)

Fetal Sigir Serumu (FBS: Hyclone: HY30160.03)
Tris/EDTA Soliisyonu

Fosfatla Tamponlanmig Tuz Soliisyonu

Nefrin Antikoru (Abcam — ab216341)

WT1 Antikoru (Abcam — ab212951)

Synaptopodin Antikoru (Abcam —ab224491)

CD31 Antikoru (Novusbio — NB100-64796)

Ki67 Antikoru (Biorbyte — 0orb389335)

LC3-1 Antikoru (Biorbyte — orb33328)

Vimentin Antikoru (Abcam — ab92547)
Kesilmis-Kaspaz-3 Antikoru (St John’s Laboratory — STJ90005)
Gluteraldehit (Merck Millipore: 1.04239.0250)
Osmium Tetraoksit (Merck Millipore: 1.00983.2511)
Araldit Embedding Medium Kit

Etil Alkol %96 (Alkomed: CAS 64-17-5)

Propilen Oksit (Merck: 8.07027.1000)

Toluidin Mavisi (Merck: 7471451)

Uranil Asetat Dihidrat (Merck: 4087843)
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Kursun Sitrat (Sigma 15326-100G)

Sodyum Sitrat (Merc: 1.06448.1000)

Sitrik asit Monohidrat (Merc: 100244)
Hematoksilen (Invitrogen 00-8011)

Eozin (Merck: 1.15935)

Entellan (Merck 1.07961)

Lityum karbonat (Merck: 105671)

Toluen (Merck: 1.08323.2500)
Paraformaldehit (Merck: 1.04005.1000)
Triton X-100 (Fisher BioReagents BP151)
SDF-1 Elisa Kit (Elabscience E-EL-R2495)
VEGF-A Elisa Kit (Elabscience E-EL-R2603)
Angpt 1 Elisa Kit (Elabscience E-EL-M3014)

Angpt 2 Elisa Kit (Elabscience E-EL-M0098)

3.1.3. Cihazlar
Sterile Edilmis Sinif I Laminar Havalandirmali Kabin (Esco: Class 1)

Inkiibator (Thermo Scientific, Heracell 150i)
Santrifiij (Eppendorf: 5810 R)

Buzdolabi (Argelik)

Elektrikli Pipet Pompasi (Ratiolab: Accupetta)
Etiiv (Heraeus)

Mikrotom (Thermo Scientific Microm hm430)
Ultramikrotom (Leica, EM UC7)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Isik mikroskobu (Olympus BX61)

Kamera (Olympus DP72)
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Elektron Mikroskobu (Jeol Jem-1011)
Distile Su Cihazi (Sartorius Stedim Biotech: arium pro VF)

Mikroplate Okuyucu (Allsheng AMR-100 Microplate Reader AS-16050-00)

3.2. Nefrektomi

Ortalama 150 — 200 g agirligindaki 8 adet Sprague-Dawley cinsi sigan dekapitasyon yoluyla
sakrifiye edildi. Sirayla dekapite edilen siganlarmn batin bdlgeleri, tiiyleri i¢ organlara
bulasmayacak sekilde titizlikle ve hizlica agild. i¢ organlar kaldirilarak steril penset ve makas
yardimiyla once sag sonra sol bdbrek kesilerek cikarildi. Cikarilan bdbrekler buz iginde
sogutulmus, %1°lik (v/v) amfoterisin igeren HBSS ile dolu 50 mI’lik falkona alind1 ve yine buz

i¢cerisinde hizlica doku kiiltiirii laboratuvarina transfer edildi.

3.3. Glomeriil izolasyonu

Doku kiiltiirii laboratuvarina nakledilen bobrekler glomeriil izolasyonuna tabi tutuldu [123]. Bu
amagla sinif II steril laminar havalandirmali kabin igerisine yerlestirilen steril bir kabin igerisine
buz konuldu ve bobrekleri i¢eren falkon bu buza aktarildi. Buz {izerine yerlestirilen cam petri
kabina 6nce 5 ml HBSS konuldu ve bobrekler sirasiyla falkondan ¢ikarilarak kapsiillerden ve
bobrek lizerindeki yag dokusundan arindirildi. Daha sonra bobrekler bistiiri yardimiyla mid-
sagital bolgeden ikiye ayrildi. Yine bistiiri yardimiyla medulla bolgeleri uzaklastirilarak korteks
bolgeleri kalacak sekilde diseksiyon yapildi. Bu islem tiim bobreklere uygulandiktan sonra
korteks bolgesi bakimindan zengin doku birikimi yeni bir petri kabina aktarildi ve bu petri kab1
tizerinde tek tarafli jilet kullanilarak jelimsi kivama gelen kadar parcalandi. Pargcalanan bu doku
kitlesi spatula yardimiyla petri {izerinden alinarak %]1’lik BSA c¢ozeltisiyle 1slatilmis 180
um’lik elek tizerine konuldu (Sekil 3-1A). 10 ml’lik enjektoriin ters tarafindaki dokulu kisim
kullanilarak ve aralikli olarak HBSS yardimiyla yikanarak bu korteks kitlesi elekten gegirildi
(Sekil 3-1B). Elekten gegerek alttaki kapta toplanan sivi 20G igne ucu takilmis 10 ml’lik
enjektorlere gekilerek toplandi. Daha sonra bu enjektorlerdeki sivi, yine dnceden %1°1lik BSA
ile 1slatilmig 150 pl’lik elek iizerine birakildi ve siiziilmesi saglandi. Elekten gegen sivi
toplanarak 50 ml’lik bir falkona aktarildi (Sekil 3-1C). Daha sonra bu falkondaki sivi son
olarak, yine %]1°lik BSA ile 1slatilmis 75 pm’lik elek iizerine aktarildi ve sivinin siiziilmesi

saglandi. Bu asamada glomeriiller elek iizerinde toplanmis oldugu i¢in doku parcalarindan
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kurtulmak tizere elegin lizeri bol miktarda HBSS yardimiyla yikandi (Sekil 3-1D). Daha sonra
75 um’lik elek bir petri lizerinde ters ¢evrildi ve DMEM F12 + %10 FBS medyumu ile ters
taraftan yikanarak glomeriiller elekten toplandi (Sekil 3-1E). Petri igindeki sivi 50 ml’lik
falkona aktarilarak 1 dakika boyunca 185g ile santrifiij edildi (Sekil 3-1F). Siipernatant
atildiktan sonra taze HBSS ile ayn1 sartlar altinda yikama islemi yapildi. Yikamadan sonra
pellet 14 ml DMEM F12 + %10 FBS medyumu igerisinde dagitildi [124] ve bu karisimdan 20
ul lam tizerine alinarak glomertillerin ve tiibiillerin sayimi yapildi (Sekil 4-1). Toplam glomeriil
sayist ve glomeriil safligi tespit edildikten sonra her bir kuyucuga 500 pl olacak sekilde
glomeriiller 24 kuyucuklu plate’e dagitildi. Geriye kalan 2 ml i¢cindeki glomeriiller kiiltiirleme

yapilmadan direkt olarak 151k ve elektron takibine alinarak Kontrol grubu olusturuldu.

N
A

Sekil 3-1: Glomeriil izolasyonu asamalarindan goriintiiler. Korteks bolgeleri toplanan
bobrekler jilet yardimiyla jelimsi kivama getirilene kadar pargalanan doku kitlesinin elek
iizerine birakilmasi (A). Doku kitlesini elekten gegirmek tizere 10 ml’lik siringanin kullanilmasi
(B). Elek altinda toplanan sivinin falkonda toplanmasi (C). Eleklerden gegirilerek parcalanan
doku kitlesinin son elek {izerine birakilmasi ve HBSS yardimiyla yikanmasi (D). Elek tizerinde
toplanan glomeriillerin cam petriye aktarilmasi (E). Petri lizerinde toplanan glomeriillerin
toplanarak santrifiij edilmek iizere falkona aktarilmasi (F).
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3.4. Ex-Vivo Kiiltiirleme

Ex-Vivo kiiltiirleme igin her biri 3 6rnek icerecek sekilde 8 grup planlandi. Higbir etken
maddenin eklenmedigi grup Blank grubunu olustururken sadece silastazoliin eklendigi grup
Silastazol (S) grubunu olusturdu. Hasar olusturmak igin kullanilan glikoz ve klorokin etken
maddeleriyle sirasiyla Glikoz (G), Klorokin (K) ve Glikoz + Klorokin (GK) gruplar
olusturuldu. Silastazoliin eklendigi tedavi gruplar1 ise sirasiyla Silastazol + Glikoz (SG),
Silastazol + Klorokin (SK) ve Silastazol + Glikoz + Klorokin (SGK) gruplar1 oldu (Sekil 3-2).
Etken maddelerin gruplara gore eklenmesinden sonra plate hafifge calkalanarak etken
maddelerin medyum igerisinde tam olarak dagilmasi saglandi ve sonrasinda plate inkiibatore

alinarak 36 saat siireyle 37°C - %5 CO- sartlar1 altinda inkiibe edildi.

‘- - ;. ' * .
— 7 L o'
¢ 3 "t . . o
" < % .. | Nefrektomi lomeriil
— ©: & s Izolasyonu

( Ex-vivo Kiltiirleme
Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplari
Silastazol +
Glikoz + Silastazol +  Silastazol + Glikoz +
Silastazol Glikoz Klorokin Klorokin Glikoz Klorokin Klorokin
Kontrol Blank (S) (G) (K) (GK) (SG) (SK) (SGK)
Glikoz c o + + + +
(25 mM) o £
T o
. Q3
Silastazol g Q . n 5 +
(50 um) s
B ox
Klorokin 5 £
¥ A - - - -
(10 mM) + + + +

Sekil 3-2: Deney dizayni

3.5. Numunelerin Elde Edilmesi

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra plate inkiibatorden ¢ikarildi ve kuyucuklardaki sivilar ayri
ayr1 1.5 mI’lik eppendorf’larda toplandi. Toplanan glomeriiller 185g’de 1 dk santrifiij edilerek
pellet haline getirildi. Medyumdan olusan siipernatant ayri1 eppendorf tiiplere alinarak ELISA
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incelemesi i¢in -80°C’ye kaldirildi. Pellet PBS yardimiyla ¢ozdiiriilerek 151k ve elektron
mikroskopu takibi i¢in 2’ye ayrildi.

3.5.1. Isitk Mikroskopi Takibi

PBS iginde ¢6ziilmiis olarak bulunan glomeriiller santrifiij yardimiyla pellet haline getirildi ve
bu pelletin tizerine %4’liik paraformaldehit / PBS eklendi. 3 saatlik fiksasyon sonrasi fiksatif
uzaklastirildi ve PBS ile 30 dk’lik yikama yapildiktan sonra pellet 1s1k takibinde toplu halde
kalmasi i¢in agar / jelatin karisimi i¢cinde donduruldu. Bunun i¢in %2 agar / %2,5 jelatinden
olusan sividan pellet tlizerine 100 pl eklenerek glomeriillerin bu sivi igerisinde dagilmasi
saglandi. Bu siv1 +4°C’de kat1 hale getirildikten sonra alkol serisinden gegirme islemi yapildi.
Sirasiyla %70, %90, %96 ve %100 alkollerde bekletildikten sonra toliiene alindi. Bu asamadan

sonra parafine gdmme islemi yapilarak bloklar olusturuldu.

3.5.2. Geg¢irimli Elektron Mikroskopi Takibi

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in ayrilan glomeriiller PBS uzaklastirildiktan sonra fosfat
tamponla hazirlanmis %2,5’luk gluteraldehite alind1 ve 1 gece fikse edildi. Ardindan fosfat
tamponla yikanan glomertiller ikincil fiksasyon i¢in %1’lik ozmiyum tetraoksit soliisyonuyla
muamele edildi. Ozmiyum tetraoksitin uzaklastirilmasindan sonra fosfat tamponla yikama
yapild1 ve santrifiij yardimiyla olusturulan pellet, %2’lik agaroz ile karistirilarak donduruldu.
Olusturulan bu glomertil bloklar1 bisturi yardimiyla kiiciik parcalara ayrildi ve sirasiyla %30,
%50, %70, %80, %90, %96 ve ii¢ kere %100 alkolden gegirilerek propilen oksite alindi.
Ardindan 1:3 ve 1:1 olacak sekilde asamali olarak araldit propilen oksit karisimlarindan
gecirilerek 3:1 oranindaki araldit propilen oksit karigimina alindi. Glomeril bloklar1 bu
karisimda 1 gece bekletildikten sonra saf araldite alindi ve 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra 2
gece 60°C’de bekletilmek iizere saf araldit iceren kapsiillere gobmme iglemi yapilarak araldit

bloklar olusturuldu.

3.6. Histokimyasal incelemeler

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinhigindaki kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra
toliiene alinarak kesitlerin parafinden arindirilmasi yapildi. Sonrasinda kesitler sirastyla %100,
%96, %90 ve %70’lik alkollerden gecirilerek distile suya indirildi. Bu sekilde hazirlanan
kesitlere Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Periyodik Asit Schiff & Hematoksilen (PAS&H)
boyamalar1 yapildi. Elde edilen boyanmis kesitler Olympus BX61 mikroskop ile goriintiilendi
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ve Olympus DP72 kamerasiyla fotograflandi. Mezengiyal alan genislemesini kantitatif olarak
degerlendirmek i¢in her gruptan PAS&H boyamasina ait en az 10 fotograf Fiji uygulamasi
kullanilarak ¢alisildi [125]. Bunun i¢in fotograflara renk dekonviilasyonu yapildi ve buradan
elde edilen PAS (+) alanlarda esikleme uygulanarak PAS (+) alan hesaplandi. Daha sonra tiim
alan hesaplanip PAS (+) alanlar total alana boliinerek her glomeriile ait mezengiyal alan orani

hesaplandi ve gruplar arasi karsilastirildi.

3.7. Ultrastriiktiirel Incelemeler

Ultramikrotom yardimiyla araldit bloklardan 40 — 60 nm kalinliginda ince kesitler alinarak
bakir gridler lizerinde kurutuldu. Sirasiyla 45 dk uranil asetat ve 15 dk kursun sitrat damlalart
tizerinde bekletilerek kontrastlanan kesitler Jeol Jem-1011 model gegirimli elektron
mikroskobunda incelenerek degerlendirildi. Morfometrik analiz i¢in her gruptan 5 glomeriiliin
3 farkli periferik bolgesi Olympus Soft Imaging kamera sistemi ile fotograflandi. Fotograflar

tizerinden yapilan ol¢limler gruplar arasi karsilastirilarak degerlendirildi.

3.8. Immiinfloresan Boyamalar

Parafin bloklardan pozitif sarjli lam {izerine alinan 4 pm’lik kesitler gece boyunca 56°C’lik
etiivde bekletildi. Bu kesitler oncelikle 15 dk + 15 dk olacak sekilde toliiende bekletilerek
parafinden arindirild1 ve sirasiyla 5’er dk 100°, 100°, 96°, 70° 50° olacak sekilde inen alkol
serisinden gegirilerek distile suya indirildi. Antikor {reticisinin tavsiye ettigi tamponlar
kullanilarak mikrodalgada 10 kere 2 dk olacak sekilde 1sitilarak antijen geri kazanimi saglandi.
Lamlarin bu tampon igerisinde sogumasi beklendikten sonra kesitler 2 kere olmak tlizere TBS
ile yikandi. Pappen yardimiyla cevresi cizilen dokular iizerine %S5’lik BSA c¢ozeltisi
damlatilarak yapilan bloklama asamasindan sonra kesitlere primer antikorlar eklendi ve kesitler
gece boyu (16 saat) nemlendirme haznesi igerisine yerlestirilmis olarak +4°C’de bekletildi.
Antikorlar uzaklastirildiktan sonra kesitler 3 kere olacak sekilde TBS ile yikandi1 ve ardindan
1/500 diliisyona sahip goat anti-rabbit Alexa Fluor 568 ve goat anti-mouse FITC antikorlari
karanlik sartlar altinda uygulandi. Sekonder antikor ile 90 dk yapilan inkiibasyondan sonra
kesitler TBS ile 3 kere yikandi ve DAPI’li kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatildi
[126]. Immiinfloresan boyamalarda WT1 (1:500), Nefrin (1:500), Synaptopodin (1:500), CD31
(1:400), Ki67 (1:400), LC3-I (1:400), Vimentin (1:400) ve Kesilmis Kaspaz 3 (1:400) primer

antikorlar1 kullanilda.



24

Immiinfloresan boyama sonuclarinin kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in her gruptan en az
10 glomeriil secildi ve Fiji programinda ¢alisildi [125]. Nefrin, Sinaptopodin, CD31, LC3-1 ve
Vimentin boyamalarinda immiinfloresan pozitif alanlar esiklemeyle 6l¢iildii ve total alana
boliinerek oranlandi. WT1, Ki67 ve Kaspaz 3 boyamalarinda ise pozitif hiicrelerin sayimi

yapilarak gruplar arasi karsilastirma yapildi.

3.9. ELISA Olciimleri

Kiiltiire edilen glomeriillerin medyumlar1 toplandi ve ¢alisilana kadar -80°C’de saklandi. Bu
medyumlar igindeki VEGF-A, SDF-1, Angiopoietin-1 ve Angiopoietin-2 miktarlarinin 6l¢iimii
icin enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) yapildi. Olgiimler, kullanilan ticari kitlerin
onerdigi protokoller takip edilerek mikroplate okuyucu (Allsheng AMR-100 Microplate Reader
AS-16050-00) ile belirlendi.

3.10. istatiksel Analizler

Istatiksel analizler i¢in GraphPad istatistik programi kullanildi. Ortalama + standart hata
seklinde ifade edilen veriler normal dagilima uygunluk arz ettigi durumda (Shapiro Wilk
normalite testi) tek yoOnlii varyans analizi (Tek Yonli ANOVA) kullanilarak gruplarin
ortalamalarinin karsilastirilmas1 yapildi. Anlamli fark bulunmasi halinde gruplar arasi
degerlendirme igin post-hoc Tukey testi kullanildi. Normalligin olmadigi veriler iginse
parametrik olmayan Kruskal-Wallis testine bagvurularak gruplar arasi anlamlilik incelendi
[127].
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4. BULGULAR

4.1. Glomeriil izolasyonu

Glomeriil izolasyonu sonrast pellet halinde toplanan glomeriiller medyum icerisinde

dagitildiktan sonra karisimdan 20 pl alinarak lam iizerinde mikroskop yardimiyla incelendi

(Sekil 4-1).

Sekil 4-1: izole edilmis glomeriillerin faz kontrast mikroskobuyla gosterimi.

Yapilan sayimda 259 glomeriil ve 14 tiibiil yapis1 tespit edildi. Bu verilerle glomeriil saflik
orani, izole edilen toplam glomeriil sayisi, bobrek basina izole edilen glomeriil sayis1 ve
kuyucuk basina diisen glomeriil sayilar1 hesaplandi. Glomeriil izolasyonunda elde edilen
%095’lik saflik yeterli olarak degerlendirildi [123].

Glomertl Sayisi

Gl ul Saflik O = 8
omerul Saflik Orant = = bl Sayisl

259
Glomerul Saflik Orani 59 114 X 100 = %95
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izolen Edilen Toplam Glomeriil Sayisi

_ Numunedeki Glomeriil Sayis1

- — X Toplam Numune Hacmi
Incelenen Numune Hacmi

. 259
Izolen Edilen Toplam Glomeriil Sayis1 = >0 X 13000 = 168.350 glomertil

Izole Edilen Toplam Glomeriil Sayisi

Bobrek Basina Izole Edilen Glomertiil Sayis1 = Kullamlan Bobrek Say1st

168.350 glomertiil
= 10.522————

Bobrek Basina [zole Edilen Glomertil Sayis1 = - bobrek

Izole Edilen Toplam Glomeriil Sayisi

K k B Dii Gl ul S =
tyucuk basiid Diisen LLoment sayist Deney Kurulan Kuyucuk Sayisi

168,350 glomeril
— = 6475 —8—

Kuyucuk Basina Diisen Glomeriil Sayis1 = 26 kuyucuk

4.2. Histokimyasal Bulgular

4.2.1. Hematoksilen & Eozin Boyama Bulgulari

Elde edilen glomeriiller Hematoksilen & Eozin boyamasiyla dejenerasyonlar agisindan
incelenerek karsilastirildi (Sekil 4-2). Izolasyon sonrasi kiiltiire alinmadan direkt drneklenen
Kontrol grubu glomeriillerinin yap1 biitiinliigiini korudugu dolayisiyla izolasyonun basarili
oldugu goriildii. izolasyon sonras1 herhangi bir etken madde kullanilmadan kiiltiire edilen Blank
grubu glomeriillerinin de kiiltiirleme isleminden basarili olarak ¢iktig1 tespit edildi. Silastazol
grubundaki glomeriiller belirgin bir bozulma gostermedi. Glikoz ve Klorokin grubu
glomeriillerde lezyonlar olustugu, kapillerlerde kapanma ve dejenerasyon bulundugu goriildii.
Glikoz + Klorokin (GK) grubundaki glomeriillerde daha fazla lezyon tespit edildi. Silastazoliin
hasar olusturan etken maddelerle birlikte kullanildig: Silastazol + Glikoz (SG), Silastazol +
Klorokin (SK) ve Silastazol + Glikoz + Klorokin (SGK) gruplarindaki glomeriillerde lezyon
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bulgularinin  hafifledigi, kapillerlerin yapisinin daha acik oldugu ve glomeriillerin

biitiinliiklerini daha fazla korudugu tespit edildi.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplar
Kontrol G

20 ym

Sekil 4-2: Hematoksilen & Eozin boyamasi ile yapilan histomorfolojik degerlendirmeye
ait mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG:
Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40

biiyiitme.)
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4.2.2. Periyodik Asit Schiff & Hematoksilen Kombine Boyama Bulgulari

Glomeriiller iizerinde mezengiyal alan degerlendirmesi yapabilmek i¢in Periyodik Asit Schiff
& Hematoksilen kombine boyamasi gerceklestirildi (Sekil 4-3). Boyanan glomeriillerin
mezengiyal alan miktarlar1 bakimindan karsilastirilmasinda kontrol gruplari arasinda anlamli
bir farklilik bulunmazken diger GK hari¢ tiim gruplar Blank grubuna gore anlamli artis
gostermis olarak bulundu (Sekil 4-4). Mezengiyal alan genislemesinin en fazla Glikoz

grubunda oldugu, SG grubunda ise Glikoz grubuna gore anlamli bir azalma oldugu tespit edildi.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplari
Kontrol

SGK

Sekil 4-3: Periyodik Asit Schiff & Hematoksilen kombine boyamasi ile yapilan mezengiyal
alan degerlendirmesine ait mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK:
Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol +
Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-4: Glomeriiler mezengiyal alan oranlarimi gruplar arasi karsilastirmah olarak
gosteren grafik. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG:
Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; ns:
anlaml fark yok, *p<0,05.)

4.3. Glomeriiler Alan ve Glomeriiler Hiicre Miktar1 Degerlendirmesi

Glomertillerdeki alan ve hiicre miktar1 degisimini incelemek i¢in glomeriiler alan dl¢limii ve
glomeriiler hiicre sayimi yapildi. Glomeriiler alan Sl¢iimlerinde kontrol gruplari arasinda
anlaml farklilik bulunmazken hasar ve tedavi gruplarinin tlimiiniin kontrol gruplarina gére
anlamli oranda artig gosterdigi tespit edildi (Sekil 4-5A). Glomeriiler hiicre sayiminda Kontrol
ve Blank grubu arasinda anlamli fark bulunmadi. Silastazol grubunun ise Kontrol ve Blank
gruplarina gore anlamli olarak daha fazla hiicre icerdigi goriildii. Glikoz grubundaki hiicre
sayisinin Oonemli derecede azaldigi, SG grubunun ise Glikoz grubuna gére 6nemli oranda daha
fazla hiicre igerdigi tespit edildi. Klorokin, GK, SK ve SGK gruplarinin birbirlerine yakin
seviyelerde hiicre igerdigi goriildii (Sekil 4-5B).
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Kontrol Blank S G K SG GK SK SGK
Glomeriiler Alan  4645,4 + 4626,8 £ 4545,5 5109,5+ 5094,7 + 5107,3+ 5138,3+ 5133,5+ 5127,2 +
( pmz) 107,1 82,15 76,91 105,78 95,64 77,69 88,07 103,83 84,93
Glomeriiler
Hiicre 52+1,36 52,1+1,37 59+1,3 44,7+1,06 47,1+094 58,6+1,06 47,3+0,66 47,6+0,94 49,5+0,79

Sekil 4-5: Glomeriiler alan biiyiikliiklerini (A) ve glomeriiler hiicre sayilarini (B) gruplar
arasi karsilastirmali olarak gosteren grafikler. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK:
Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol +
Glikoz + Klorokin; ns: anlamli fark yok, *p<0,05, **p<0,005, ****p<0,0001.)

4.4. Ultrastriiktiirel Bulgular

Glomertiller ultrastriiktiirel olarak incelendiginde Kontrol, Blank ve Silastazol grubu
glomeriillerinin genel ultrastriiktiirel formunu korudugu goriildi. Glikoz, Klorokin ve GK
grubu glomeriillerde ise yaygin dejenerasyon, pedisel dokiilmesi, karyolitik podosit hiicreleri
ve genel ultrastriiktiirel fakirlesme oldugu tespit edildi (Sekil 4-6). SG grubunda ise bu
dejenerasyonlar daha az olarak izlendi. GK grubunda yaygin glomeriil dejenerasyonuyla
beraber kollobe olmus kapillerler ve glomertiiler bazal membrandan koparak ayrilmis pedisel
zincirleri goriildi (Sekil 4-7). Klorokin uygulanan gruplarda otofagozom varligi gosterildi ve
bu otofagazomlarin hasar gormiis mitokondrilerin yakininda oldugu goriildii (Sekil 4-8). En
fazla GK grubunda olmak iizere podositlerde ¢cok sayida, lizeri ribozomlarla kapli genislemis
vezikiiller bulundugu ve bu vezikiillerin hasar gérmiis mitokondrilere yakin komsulukta oldugu
tespit edildi (Sekil 4-9). Bu formdaki yapilarin mezengiyal hiicre ¢ekirdekleriyle iligkili olarak
da ortaya ¢iktig1 goriildi (Sekil 4-10).
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Sekil 4-6: Farkh gruplara ait glomeriillerin genel durumunu gosteren elektron
mikroskopik goriintiiler. (A: Kontrol, B: Blank, C: Silastazol, D: Glikoz, E: Glikoz +
Klorokin, F: Silastazol + Glikoz; siyah asteriks: karyolitik podosit, bar: 5 um.)
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Sekil 4-7: Kollobe olmus kapillerleri ve glomeriiler bazal membrandan koparak ayrilmis
pediselleri gosteren goriintiiler. (Glikoz + Klorokin grubu, bar: 2 um)

Sekil 4-8: Otofagozom yapilarim (beyaz ok) gosteren elektron mikroskopik goriintiiler.
(Glikoz + Klorokin grubu; A - B: Podosit, C - D: Mezengiyal hiicre; bar A, D: 1 um; B, C: 500
nm)
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Sekil 4-9: Podositlerde goriilen iizeri ribozomlarla cevrili genislemis vezikiilleri (siyah
asteriks) ve yakin komsulugundaki mitokondrileri (beyaz asteriks) gosteren elektron
mikroskopik goriintiiler. (Glikoz + Klorokin grubu; bar A, C, E: 1 um; B, F: 200 nm; D: 500
nm)
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Sekil 4-10: Mezengiyal hiicrelerde ¢ekirdek etrafinda izlenen iizeri ribozomlarla cevrili
genislemis vezikiiler yapi. (Glikoz + Klorokin grubu; bar A: 1 um; B: 200 nm)

Ultrastriiktiirel yap1 lizerinde morfometrik analiz yapmak i¢in glomeriiler bazal membran
(GBM) dlgtimleri alind1 (Sekil 4-12). Bu dlgiimler sonucu Kontrol, Blank, Silastazol, Klorokin
ve SK gruplar1 arasinda GBM kalinliklari bakimindan anlamli fark tespit edilmedi. Glikoz, GK
ve SGK grubundaki glomeriillere ait GBM kalinliklarmin ise Kontrol ve Blank grubuna ait
glomeriillere gore anlamli olarak daha fazla oldugu goriildi. SG grubundaki glomeriillerin
GBM kalinliginin, kontrol gruplarina gore daha fazla olmasina ragmen Glikoz grubuna gore

anlamli olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 4-11).

* %k %k

Sekil 4-11: GBM kalinliklarim1 gruplar arasi karsilastirmah olarak gosteren grafik. (ns:
anlamli fark yok, ***p<0,0005)
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Kontrol Gruplari Hasar Gruplal Tedavi Gruplari

Kbntrol

Sekil 4-12: Ultrastriiktiirel incelemeyle glomeriiler bazal membran iizerinden yapilan
morfometrik analize ait mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz
+ Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz +
Klorokin; bar: 1 um.)

4.5. Glomeriil Korunumunun Degerlendirilmesi: Nefrin/WT1

Tiim gruplara ait glomertiller, Nefrin/WT1 ikili immiinfloresan isaretlemesi yapilarak nefrin ve
podosit miktar1 bakimindan kantitatif olarak degerlendirildi (Sekil 4-13,Sekil 4-15, Sekil 4-16).
Kontrol grubundaki glomeriillerle karsilagtirilan Blank ve Silastazol grubu glomeriillerinin

nefrin ve podosit miktar1 bakimindan anlamli fark gostermedigi tespit edildi (Sekil 4-14).
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Bununla birlikte Blank ve Silastazol grubuna ait glomeriillerde podosit hiicre goévdesinde
toplanan nefrin ekspresyonu oldugu goriildii. Glikoz, Klorokin, GK, SK ve SGK gruplarinda
nefrin ve podosit miktarinin anlamli oranda azaldig: tespit edildi. SG grubundaki nefrin ve
podosit miktarlarinin ise kontrol gruplarina gére azalma gostermis olmakla birlikte hasar

gruplarina gore anlamli oranda daha fazla oldugu belirlendi.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplan Tedavi Gruplari
Kontrol ,

.~

Sekil 4-13: Glomeriillerin nefrin (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (beyaz ok: podosit hiicre
govdesindeki nefrin birikimleri; S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin,
SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin;
cekirdek isaretlemesi icin DAPI kullanilmistir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-14: Glomeriillerdeki nefrin pozitiflik oranlarmi (A) ve podosit sayillarim (B)
gruplar arasi1 karsilastirmah olarak gosteren grafikler. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; ns: anlamli fark yok, ***p<0,0005, ****p<0,0001.)

Nefrin DAPI Birlestirilmis

Blank Kontrol

Kontrol Gruplan

Silastazol

Sekil 4-15: Kontrol gruplarina ait glomeriillerin nefrin (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini ayr1 ayr1 gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz,
K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin,
SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)
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Nefrin DAPI Birlestirilmis

Hasar Gruplari
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Sekil 4-16: Hasar ve tedavi gruplarina ait glomeriillerin nefrin (kirmizi) ve WT1 (yesil)
ikili immiinfloresan isaretlemesini ayr1 ayri1 gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G:
Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)
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4.6. Endotel ve Podosit Hiicrelerinin Dagiliminin Degerlendirilmesi: Synpo/CD31

Glomeriil korunumu incelendikten sonra glomeriillerin igerisindeki endotel ve podosit
hiicrelerinin  dagilimin1  ve durumunu degerlendirmek i¢in sinaptopodin/CD31 ikili
immiinfloresan boyamasi yapildi (Sekil 4-17,Sekil 4-19, Sekil 4-20). Sinaptopodin’le yapilan
podosit gosteriminde kontrol gruplar1 arasinda anlamli farklilik bulunmazken Glikoz, Klorokin,
SK ve SGK gruplarinda sinaptopodin miktarinin énemli oranda azaldig1 gortldi (Sekil 4-18,
A). SG grubunda ise Glikoz grubuna gore anlamli oranda daha fazla sinaptopodin ekspresyonu

goriildii.

CD31 ekspresyon seviyeleri gruplar arasi karsilastirildiginda ise Blank grubunun Kontrol
grubuna gore daha az CD31 pozitifligi gosterdigi tespit edildi (Sekil 4-18, B). Silastazol
grubunda ise bu anlaml1 miktardaki azalma goriilmedi. Glikoz grubundaki CD31 pozitifliginin
yok denecek miktarlara geriledigi, SG grubunda ise Glikoz grubuna gore daha fazla oldugu
tespit edildi. SG grubuyla SGK grubu karsilastirildiginda Klorokin eklenmesinin

glomeriillerdeki CD31 ekspresyonunu azalttig1 goriildii.
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Kontrol Gruplan Hasar Gruplari Tedavi Gruplari

Sekil 4-17: Glomeriillerin sinaptopodin (kirmizi) ve CD31 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; cekirdek isaretlemesi icin DAPI kullanilmigtir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-18: Glomeriillerdeki sinaptopodin (A) ve CD31 (B) pozitiflik oranlarim gruplar
arasi karsilastirmahi olarak gosteren grafikler. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK:
Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol +
Glikoz + Klorokin; ns: anlamli fark yok, *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005.)

Nefrin DAPI CD31 Birlestirilmis

Sekil 4-19: Kontrol gruplarina ait glomeriillerin sinaptopodin (kirmizi) ve CD31 (yesil)
ikili immiinfloresan isaretlemesini ayr1 ayri1 gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G:
Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Kontrol

Kontrol Gruplari
Blank

Silastazol
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Nefrin DAPI CD31 Birlestirilmis

Sekil 4-20: Hasar ve tedavi gruplarina ait glomeriillerin sinaptopodin (kirmizi) ve CD31
(yesil) ikili immiinfloresan isaretlemesini ayr1 ayr1 gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Glikoz

Hasar Gruplari
Klorokin

GK

SG

Tedavi Gruplari
SK

SGK
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4.7. Fonksiyonel Birim Degerlendirmesi: Nefrin/CD31

Glomeriil tizerinde yapilan Nefrin/CD31 ikili immiinfloresan boyamasiyla podosit ve endotel
hiicrelerinin birlikte korundugu bélgelerin degerlendirmesi yapildi (Sekil 4-21, Sekil 4-23,
Sekil 4-24). Glomeriiler Filtrasyon Bariyerinin (GFB) karsilikli iki eleman1 olan podosit ve
endotel hiicreleri sirasiyla nefrin (kirmizi) ve CD31 (yesil) eksprese ettiginden dolay1 birlikte
korunma gdosteren GFB bdlgeleri bu immiinfloresan boyamada sar1 renkli olarak tespit edildi.
Kontrol, Blank ve Silastazol gruplarindaki glomeriillerin korunan GFB boélgeleri bakimindan
yakin seviyelerde oldugu goriildii (Sekil 4-22). Glikoz grubunda korunan GFB bélgeleri yok

denecek kadar azalirken SG grubunda anlamli oranda daha fazla bulundu.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplar

Kontrol, **

Sekil 4-21: Glomeriillerin nefrin (kirmizi) ve CD31 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; cekirdek isaretlemesi i¢in DAPI kullanilmistir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-22: Glomeriillerdeki nefrin/CD31 kolokalizasyon oranlar1 gruplar arasi
karsilastirmali olarak gosteren grafik. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz
+ Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz +
Klorokin; *p<0,05, **p<0,005.)

Nefrin DAPI CD31 Birlestirilmis

Kontrol

Kontrol Gruplari
Blank

Silastazol

Sekil 4-23: Kontrol grubuna ait glomeriillerin nefrin (kirmizi) ve CD31 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)
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Nefrin DAPI CD31 Birlestirilmis

Sekil 4-24: Hasar ve tedavi grubuna ait glomeriillerin nefrin (kirmizi) ve CD31 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Glikoz

Hasar Gruplan
Klorokin

O]
n

Tedavi Gruplari
SK

SGK




4.8. Glomeriillerin Proliferatif Hiicreler Acisindan Degerlendirilmesi: Ki67/CD31

Glomeriildeki mezengiyal hiicreler ve endotel hiicreleri gogalma gosterirken podosit hiicreleri
cogalma gostermez. Glomeriillere Ki67/CD31 immiinfloresan boyamasi yapilarak hem
glomeriil genelinde proliferatif karaktere sahip hiicre miktar1 tespit edildi hem de bolgesel
olarak CD31 ekspresyonuyla yakinlik gosteren proliferatif karakterdeki hiicrelerin tespiti
sagland1 (Sekil 4-25, Sekil 4-27, Sekil 4-28). Glomeriildeki Ki67 (+) hiicre sayisina
bakildiginda Blank ve Silastazol gruplarinda Kontrol grubuna gore daha fazla Ki67 (+) hiicre
bulundugu, Silastazol grubundaki fazlaligin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii (Sekil
4-26). Sadece glikoz uygulanan glomeriillerde bulunan Ki67 (+) hiicre sayisinda da anlamli

arti gortiliirken en fazla artis SG grubunda tespit edildi.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplan

Kontrol

Sekil 4-25: Glomeriillerin Ki67 (kirmizi) ve CD31 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; cekirdek isaretlemesi i¢in DAPI kullanilmistir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-26: Glomeriillerdeki Ki67 pozitif hiicre sayillarin1 gruplar aras1 karsilastirmalh
olarak gosteren grafik. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG:
Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; ns:
anlamli fark yok, ***p<0,0005.)

CD31

Blank Kontrol

Kontrol Gruplari

Silastazol

Sekil 4-27: Kontrol gruplarma ait glomeriillerin Ki67 (kirmizi) ve CD31 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)
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CD31 DAPI Ki67 Birlestirilmis

Sekil 4-28: Hasar ve tedavi gruplarma ait glomeriillerin Ki67 (kirmizi) ve CD31 (yesil)
ikili immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S:
Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK:
Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Glikoz

Hasar Gruplan
Klorokin

Tedavi Gruplari

X
O]
N
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4.9. Otofajik Yamit Degerlendirmesi: LC3-1/WT1

Glomertiler hiicrelerdeki otofajik yanitin gruplar arasinda kiyaslanmasi i¢in LC3-I/WT1 ikili
boyamasi yapilarak hem glomeriildeki genel otofajik yanitin seviyesi degerlendirilmis hem de
podosit hiicreleri ¢evresindeki LC3-I pozitifligi incelenerek podosit otofajisi arastirilmistir
(Sekil 4-29, Sekil 4-31, Sekil 4-32). Glomeriil genelindeki LC3-I miktarina bakildiginda
Kontrol ve Blank gruplar1 benzer seviyelerde goriilmiistiir (Sekil 4-30). Diger tiim gruplarda
Kontrol ve Blank grubuna gore azalma meydana gelmistir. Silastazol ve Glikoz gruplarindaki

azalma istatiksel olarak anlamli bulunurken en fazla azalma SG ve SGK gruplarinda olmustur.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplari

Sekil 4-29: Glomeriillerin LC3-1 (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; cekirdek isaretlemesi i¢in DAPI kullanilmistir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-30: Glomeriillerdeki LC3-1 pozitiflik oranlarim gruplar arasi karsilastirmal
gosteren grafik. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG:
Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; ns:
anlamli fark yok, *p<0,05, ***p<0,0005, ****p<0,0001.)

LC3-I DAPI WT1 Birlestirilmis

Sekil 4-31: Kontrol grubuna ait glomeriillerin LC3-1 (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Kontrol

Kontrol Gruplari
Blank

Silastazol
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LC3-l DAPI Birlestirilmis

Sekil 4-32: Hasar ve tedavi grubuna ait glomeriillerin LC3-1 (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Glikoz

Hasar Gruplari
Klorokin

GK

Tedavi Gruplari

X
O
»n
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4.10. Glomeriillerin Epitelyal Mezenkimal Doniisiim (EMT) Acisindan
Degerlendirilmesi: Vimentin/WT1

Glomeriiler hiicrelerdeki EMT’yi tespit i¢in yapilan Vimentin/WT1 boyamast yapildi (Sekil
4-33, Sekil 4-35, Sekil 4-36). Vimentin ekspresyonunun Kontrol hari¢ tiim gruplarda, Kontrol
grubuna gore anlamli artis gosterdigi gorildi (Sekil 4-34). Kontrol grubuna gore en fazla artis
goriilen grup ise Glikoz grubu oldu. Glikoz grubunun, Silastazol grubuna gore de daha fazla

vimentin pozitifligi i¢erdigi tespit edildi.

Kontrol Gruplari Hasar Gruplari Tedavi Gruplari

Kontyol

Sekil 4-33: Glomeriillerin vimentin (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; cekirdek isaretlemesi i¢in DAPI kullanilmistir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-34: Glomeriillerdeki vimentin pozitiflik oranlarim gruplar arasi karsilastirmah
olarak gosteren grafik. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG:
Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; *p<0,05,
***p<0,0005.)

Vimentin DAPI Birlestirilmis

Sekil 4-35: Kontrol grubuna ait glomeriillerin vimentin (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Kontrol

Kontrol Gruplari
Blank

Silastazol
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Vimentin DAPI Birlestirilmis

Sekil 4-36: Hasar ve tedavi grubuna ait glomeriillerin vimentin (kirmizi) ve WT1 (yesil)
ikili immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S:
Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK:
Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Glikoz

Hasar Gruplari
Klorokin

SG GK

Tedavi Gruplari

X
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4.11. Apoptotik Hasar Degerlendirmesi: Kaspaz-3/WT1

Apoptotik hasar belirteci olarak basvurulan kaspaz 3 / WT1 ikili isaretlemesinde en fazla kaspaz
3 pozitif hiicre hasar gruplarinda tespit edildi (Sekil 4-37, Sekil 4-39, Sekil 4-40). Kontrol
gruplari birbirlerine benzer seviyelerde iken Glikoz grubunun, kontrol gruplarina oranla anlamli
seviyede daha fazla apoptotik hiicre i¢erdigi goriildi (Sekil 4-38). Tedavi gruplarinda hasar
gruplarina kiyasla daha az apoptotik hiicre sayildi.

Kontrol Gruplan Hasar Gruplari Tedavi Gruplari

Sekil 4-37: Glomeriillerin kaspaz 3 (kirmizi) ve WT1 (yesil) ikili immiinfloresan
isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol, G: Glikoz, K:
Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK:
Silastazol + Glikoz + Klorokin; cekirdek isaretlemesi i¢in DAPI kullanilmistir, X40 biiyiitme.)
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Sekil 4-38: Glomeriillerdeki kaspaz 3 pozitif hiicre sayilarim1 gruplar arasi karsilastirmal
gosteren grafik. (S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG:
Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; ns:
anlaml fark yok, *p<0,05, **p<0,005.)

DAPI Kaspaz 3 Birlestirilmis

Sekil 4-39: Kontrol grubuna ait glomeriillerin kaspaz 3 (kirmizi1) ve WT1 (yesil) ikili
immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S: Silastazol,
G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK: Silastazol +
Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)

Kontrol

Kontrol Gruplari
Blank

Silastazol




Kaspaz 3 Birlestirilmis

Hasar Gruplari
Klorokin

Tedavi Gruplari

Sekil 4-40: Hasar ve tedavi grubuna ait glomeriillerin kaspaz 3 (kirmizi) ve WT1 (yesil)
ikili immiinfloresan isaretlemesini birlestirilmis olarak gosteren mikrograflar. (S:
Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK:
Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; X40 biiyiitme.)
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4.12. Hiicreler Arasi Etkilesim Faktorlerinin Degerlendirilmesi

Glomeriillerin i¢inde kiiltiire edildikleri medyumlar toplandiktan sonra dort etkilesim faktori
acisindan incelendi (Sekil 4-41). Podositlerden endotel hiicreleri i¢in salgilanan ve endotel
stabilizasyonu saglayan Anjiyopoetin-1 faktorii miktarinda Blank grubuna kiyasla diger tim
gruplarda azalma gorilldi (Sekil 4-41A). En fazla azalma Glikoz grubunda goriiliirken
Silastazol grubunda da anlamli miktarda azalma tespit edildi. Endotel hiicrelerindeki
destabilizasyonu artiran Anjiyopoetin-2 faktoriiniin Blank ve Silastazol gruplari arasinda
anlamli fark icermedigi, Glikoz grubunda ise dnemli oranda artma gosterdigi tespit edildi (Sekil
4-41B). Podositlerden salgilanan SDF-1 faktorii Blank grubuna kiyasla Silastazol grubunda
artma gosterirken bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4-41C). Silastazol ve
Glikoz gruplarinda benzer seviyelerde olan SDF-1 miktar1 SG grubunda ise Blank’e gore
Oonemli oranda artig gosterdi. Podositlerden endotel hiicreleri igin salgilanan VEGF-A faktorii
Silastazol ve Glikoz gruplarinda Blank grubuna gore anlamli miktarda artis gosterirken, SG
grubundaki artis daha fazla bulundu (Sekil 4-41D). Diger gruplarla Blank grubu arasinda

anlamli bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 4-41: Glomeriillerin kiiltiire edildigi medyumdaki Angptl (A), Angpt2 (B), SDF-1
(C) ve VEGF-A (D) miktarlarim gruplar arasi karsilastirmali olarak gosteren grafikler.
(S: Silastazol, G: Glikoz, K: Klorokin; GK: Glikoz + Klorokin, SG: Silastazol + Glikoz, SK:
Silastazol + Klorokin, SGK: Silastazol + Glikoz + Klorokin; ns: anlamlh fark yok, *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,0001.)
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5. TARTISMA

Diyabet, filtrasyon isleminin gergeklestigi yer olan glomeriillerde hasar olusturarak bobrek
kaybina sebep olabilmektedir [2, 57]. Diyabetin glomeriillerde sebep oldugu hasarlarin
mekanizmasi bugiine kadar yaygin bir sekilde calisilmis olmakla birlikte diyabetik
glomeriilopati siireci tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Son zamanlardaki c¢alismalar ise
glomeriilii koruyacak intrinsik mekanizmalarin tespitine ve glomeriiler hiicreler arasindaki
etkilesime odaklanmistir [12, 128]. Bugiine kadar en fazla dikkati ¢eken, glomeriiliin en hassas
elamani olan podosit hiicreleri iken son ¢alismalar glomeriiler hiicrelerin etkilesimler tizerinden
birlikte hareketine odaklanmaktadir. Yaptigimiz bu tez c¢alismasi endotel hiicrelerini
indiikledigi bilinen silastazol etken maddesinin glomertiller lizerindeki etkilerini aragtirmis;
korunma, yenilenme ve c¢ogalma yodniinde uyarilan endotel hiicrelerinin yiiksek glikoz
seviyesiyle hasara ugratilmis glomertiller ve 6zel olarak podositler tizerindeki koruyucu etkileri

incelenmistir.

Calismamiz glomeriillerin direkt etkilenebilmesi ve gozlemlenebilmesi igin ex-vivo olarak
tasarlanmistir. Bunun igin saglikli siganlarin  bdbreklerinden  glomeriil izolasyonu
gerceklestirilmis ve izole edilen glomeriillere yiiksek glikoz uygulanarak kiiltiir ortaminda
diyabetik nefropati (DN) modellemesi yapilmistir. Silastazolle tedavi gruplar1 olusturulurken
aynt zamanda otofajinin rollinii arastirabilmek i¢in otofaji inhibitorii olan klorokin etken

maddesi de kullanilmustir.

Glomertil aragtirmalarinda uzun zamandir kullanilmakta olan glomeriil izolasyonu yontemi,
cok sayidaki glomeriilii fizyolojik siirecleri ve patolojik durumlar agisindan es zamanl ve
direkt inceleyebilmek igin siklikla bagvurulan bir ydntemdir. ilk olarak 1954 yilinda yayimlanan
bir caligmada sigir bdbrek dokusunun farkli biiytliklikte agikliklara sahip eleklerden
gecirilmesiyle glomeriil dokusunun izole edildigi gosterilmistir [129]. O giinden bugiine
gelistirilen ve hassaslastirilan fiziksel kuvvetle elekten gecirme yonteminin yani sira manyetik
boncuk kullanimi gibi farkli yontemlerle de glomeriil izolasyonu yapildigi gosterilmistir [130].
Bununla birlikte klasik yontem sadeligi ve maddi olarak kiilfet getirmeyisi sebebiyle

kullanilmaya devam etmektedir [26]. Glomeriil izolasyonunda 6nem arz eden noktalar
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izolasyon siiresi ve izolasyon verimidir. Glomeriil izolasyonu sonrasi glomeriiler hiicrelerin
apoptoza ugramaya basladig1 gosterildiginden dolay1 izolasyon siiresinin kisa tutulmasi ve
uygun sartlarda kiiltiire edilmeleri biiyiik 6nem arz etmektedir [131]. Calismamizdaki izolasyon
siireci 1 saat kadar kisa siirede tamamlanmis ve izole edilen glomeriiller %10 FBS igeren
DMEM ile elekten toplanarak yine ayni medyum igerisinde kiiltiire edilmistir. Diger 6nemli
nokta olan izolasyon verimi, bobrek basina izole edilen glomeriil sayisinin yiliksek olmasi ve
izole edilen glomeriillerin tiibiil veya bag doku pargalarini olabildigince az igermesidir.
Sicanlardan yapilan glomeriil izolasyonlarinin glomeriil saflifi bugiine kadar yapilan
calismalarda %85 - %95 arasinda olmustur [26]. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz %95 saflik
izolasyonun basarisint gostermistir. Ayrica izolasyon yontemi olarak referans aldigimiz
caligmada elde edilebilen glomeriil miktar1 bobrek bagia 6000 - 10000 olarak belirtilmistir
[123]. Bizim gergeklestirdigimiz izolasyon ise bobrekteki tiim glomertiillerin {igte birini
kapsayacak sekilde bobrek basina yaklasik 10500 glomeriil sonucunu vermis ve son derece
basarili olmustur. Bu basari, izolasyon siirecinde glomeriil igeren sivilara temas eden tiim
aletlerin %1°lik BSA ile dnceden muamele edilmis olmasi ve tek seferde ¢ok sayida bobrek
calisilmis olmasi sayesinde yakalanmustir. Boylece izolasyon islemleri esnasinda glomertillerin
istenmeyen yapismalarla kaybedilmesi en asgari seviyeye indirilmistir. Ayrica Rush ve dig.
[123] tarafindan gergeklestirildigi gibi bizim ¢alismamizda da glomeriillerin ¢ogunlugu
kapstiliinden ayrilmig olarak elde edilmis bdylece glomeriillerin benzer sartlar altinda

kiiltiirlenmesi saglanmustir.

Yapilan Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamasiyla hem kiiltiirlenmeden direkt takip edilen
(Kontrol) hem de herhangi bir etken madde uygulanmadan kiiltiirlenen (Blank) glomeriiller
incelendiginde glomeriillerin gogunlugunun yapi biitiinliiglinii korudugu goriildi. Béylece hem
izolasyonun hem de kiiltiirleme isleminin bagarili oldugu teyit edildi. Deney gruplarina ait H&E
boyamalar1 incelendiginde genel olarak glomeriillerin formunu korudugu goriildii. Bununla
birlikte artan hasara bagl olarak GK ve SGK gruplar1 basta olmak {izere hasar ve tedavi
gruplarinda piknotik ve karyolitik ¢ekirdekler tespit edildi. En yogun hasar hem glikozun

olusturdugu stresin hem de otofaji inhibisyonun ¢ifte etkisi olarak GK grubunda izlendi.

Glomeriillerde DN’nin sebep oldugu bilinen bazi histopatolojik ve ultrastriiktiirel bulgular
tamimlanmistir. Mezengiyal alanda genisleme, mezengiyal matriks birikimi bu bulgulardan
birisidir [59, 76]. Ex-vivo kiiltiir ortaminda yaptigimiz diyabetik nefropati modellemesinden

elde edilen glomeriiller mezengiyal alan miktarini tayin i¢in yapilan Periyodik Asit Schiff
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Hematoksilen kombine boyamasi ile incelendiginde Kontrol, Blank ve Silastazol grubu
glomeriiller arasinda belirgin bir fark tespit edilmemisken en fazla mezengiyal alan artis1 Glikoz
ve SG grubunda tespit edilmistir. SG grubundaki mezengiyal alan artis1 Glikoz grubundaki
artistan daha az olmustur. Calismamizdaki bu sonug Silastazoliin mezengiyal hiicrelerde TGF-
B seviyesini diizenledigi bulgusunu desteklemistir [114]. GK hari¢ diger hasar ve deney
gruplarinda da anlamli miktarda mezengiyal alan artis1 varken GK grubunda belirgin artig
olmayisi, GK grubu glomeriillerde yiiksek hasar sebebiyle olusan dejenerasyonun boyutlarini

gostermistir.

Yiiksek glikoz seviyesinin glomeriiller tizerindeki etkilerinden birisi de glomeriil hipertrofisidir
[59]. Glomeriiler hipertrofiyi arastirmak i¢in glomeriillerin alan 6lgiimleri yapildiginda Kontrol,
Blank ve Silastazol gruplari benzer biiytikliik degerleri verirken hasar ve tedavi gruplarinin
tamami1 anlamli oranda biiylik bulunmustur. Glikozla muamele edilen gruplardaki alan artis
glikozun glomeriillerde sebep oldugu hipertrofiye isaret ederken klorokinin glomeriiler hiicreler
de olusturdugu stres sebebiyle glomeriiller kompakt yapisini koruyamayarak genislemeye
ugramistir. Glomeriiler alan artisiyla beraber, glomeriillerdeki toplam hiicre sayis1 da
incelenerek glomeriiler hiicre miktarinin glomeriiler genislemeye etkisi degerlendirildi.
Silastazoliin endotelyal hiicreler iizerinde proliferatif etkisi oldugu bilinmektedir [109]. Ayrica
silastazoliin mezengiyal hiicreler iizerinde anti-apoptotik etki gosterdigi kaydedilmistir [117].
Yapilan gruplar aras1 karsilastirmada Kontrol ve Blank grubu arasinda bir fark goriilmedi.
Silastazol grubunda daha fazla hiicre tespit edilmesi silastazoliin glomertiler hiicreler tizerindeki
koruyucu ve proliferatif etkisini ortaya koymaktadir. Glikoz grubunda ise hiicre miktarinda
azalma tespit edildi. Glikozun mezengiyal hiicrelerde ¢ogalmaya sebep oldugu bilinmektedir
[132]. Bu ¢ogalma durumuna ragmen Glikoz grubunda hiicre sayisinda artis degil de azalma
oldugu goriildi. Bu durum hem endotelyal hiicrelerin fazla miktarda kaybedilmis olmasini hem
de podosit kaybin1 gostermektedir. SG grubunda ise silastazoliin endotel koruyucu ve
indiikleyici etkisiyle beraber hem Glikoz grubuna gore hem de Blank gruba gore anlamli oranda
daha fazla hiicre bulundugu goriildii. Klorokin, SK, GK ve SGK gruplarinin ise Kontrol ve
Blank gruplarina benzer seviyede hiicre igerdigi tespit edildi. S ve SK gruplarmin arasinda
belirgin fark olusu otofajik akist durdurulmus endotelyal hiicrelerde proliferasyonun

engellendigini gostermektedir.

Diyabetik glomeriilopatilerde podositler basta olmak {izere tiim glomeriiler hiicreler nekroz,

apoptoz veya otofaji iligkili programli hiicre 6liimiine ugrayabilmektedir [133]. Literatiirdeki
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calismalarin ¢ogunlugu podosit tiikenmesine sebep olan podosit apoptozuna odaklanmaktadir
[128, 134]. Bununla birlikte apoptoz, dzellikle diyabetik nefropatide olmak iizere glomeriiler
endotel hiicreleri i¢in de 6nemli bir ugraktir [135, 136]. Bu diyabetik bulgularin yani sira izole
edilen glomeriillerde apoptoz baslangict meydana geldigi bilindiginden [131] ex-vivo olarak
kiiltiirledigimiz glomeriillerde hiicre 6liimiine giden hiicrelerin varligini tespit i¢in Kaspaz 3 /
WTT1 ikili isaretlemesi yaptik. Kontrol, Blank ve Silastazol gruplarinda apoptoz indiiklenmis
¢ok az hiicre bulunurken bu hiicrelerin Glikoz, Klorokin ve GK gruplarinda anlamli olarak daha
fazla oldugu goriildii. Silastazol verilen tedavi gruplarinda ise apoptotik hiicrelerin azaldigi
tespit edildi. SG grubundaki azalma silastazoliin yiiksek glikoz seviyesinden kaynaklanan
apoptozu engelledigini gosterirken anlamli olmamakla birlikte SK grubundaki azalma da
otofajik siirecin bozulmasindan kaynaklanan apoptoza karsi silastazoliin koruyucu etkileri
oldugunu gostermistir. Silastazolle yapilan bir ¢aligma silastazoliin alkol kaynakli hepatosit
apoptozunu engelledigini gosterirken baska bir ¢aligma silastazoliin hepatoselliiler karsinomda
apoptozu indiikledigi yoniinde bulgular paylasmistir [137, 138]. Biz ise bu g¢alismamizda

silastazoliin glomeriiler hiicreleri apoptozdan korudugu tespit ettik.

Endotel hiicreleri fizyolojik sartlar altinda tamamen epitel karakterde iken podositler hem epitel
hem de mezenkimal 6zellik tasimaktadir [139]. Bu sebeple hem podositlerde hem de tamamen
mezenkimal karakter tasiyan mezengiyal hiicrelerde mezenkimal bir belirteg olan vimentin
ekspresyonu goriiliir [140]. Glomeriillerde hasar olugsmasi durumunda podositler ve endotel
hiicreleri epitel 6zelliklerinde azalma mezenkimal 6zelliklerinde artma sergilerler [139, 141,
142]. Vimentin / WT1 ikili isaretlemesi degerlendirildiginde Blank grubundaki pozitifligin
Kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu goriilmistir. Bu durum kiiltiire edilen
glomeriillerdeki hiicrelerin kiiltiir ortaminda epitelyal oOzelliklerinde azalma mezenkimal
ozelliklerinde artma yasadigmi gostermektedir. Istatiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
Silastazol grubundaki vimentin pozitifliginin Blank grubundan az olmasi silastazoliin endotel
hiicrelerini epitel karakterde korumaya yardimei oldugunu diisiindiirmektedir. Yine benzer
sekilde glikoz grubunda belirgin sekilde artan vimentin ekspresyonu, SG grubunda daha az
bulunmustur. Klorokin uygulanan gruplarda Blank gruba gore herhangi anlamli bir degisim

goriilmemistir.

Diyabetik glomeriilopatilerde ultrastriiktiirel hasarlar oldugu bilinmektedir. Glomeriiler bazal
membran kalinlagsmasi, podosit hipertrofisi ve pedisel geri ¢ekilmesi bunlarin 6nde gelenleridir

[77, 86]. Elektron mikroskopik incelemelerde Kontrol, Blank ve Silastazol grubuna ait
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glomeriillerde ultrastriiktiirel yapinin genel olarak korundugu goriildi. Gruplar arasi
ultrastriiktiirel morfometrik degerlendirme olarak GBM kalinliklar1 6lgiildi. Glikoz igeren
gruplarda beklendigi tizere GBM’de kalinlasma tespit edildi. Glikoz grubunda ortalama 235 nm
olarak olgiilen GBM kalinliginin, in vivo diyabet modelindeki GBM kalinlasmayla (250 nm)
kiyaslandiginda daha az oldugu goriildi [127]. Silastazol ve klorokin igeren gruplarin kontrol
gruplarina yakin GBM kalinlig1 gostermesi bu etken maddelerin glomeriil izerindeki etkilerinin
ilk etapta GBM’yi etkilemedigini ortaya koymaktadir. SG grubundaki glomeriillerin GBM
kalinliklarinin Glikoz grubundaki kadar artmis olmamasi silastazoliin GBM iizerinde stabilize

edici bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Diyabetik nefropatinin ultrastriiktiirel bulgularindan birisi de podosit pedisellerindeki geri
¢ekilme olarak tanimlanan ve genislemis pediseller olarak izlenen durumdur [85]. Gruplar bu
bulgular agisindan arasgtirildiginda kontrol gruplarinda pedisellerin gelismis yapisinin ve
GBM’yle baglantisinin korundugu goriiliirken glikoza maruz birakilarak diyabet modellemesi
yapilan ve klorokin uygulamasiyla hasar géren gruplarin tiimiinde genislemis pediseller yerine
GBM’yle baglantis1 kopmus ve degisik oranlarda dejenerasyon gosteren pediseller oldugu
tespit edildi. Bu galisma, kiiltiir ortaminda hasar géren podositlerin pedisel geri ¢ekilmesi yerine
GBM’den kopmaya ugradigin1 gostermis oldu. Hasar gruplar1 ve tedavi gruplar birbiriyle

kiyaslandiginda bu dejenerasyonlarin tedavi gruplarinda daha az oldugu izlendi.

Podositlerde yapilan otofagozom incelemelerinde ¢ift membranli ve lameller yap1 gosteren
klasik tipte otofajik vezikiillerin varligi daha onceki galigmalarda gosterilmistir [88, 93].
Bununla birlikte Sato ve dig. [143] tarafindan bobrek biyopsileri tizerinde yapilan otofaji
arastirmasinda podositlerde 2 tip otofaji gergeklestigi, klasik ¢ift membranli otofajik
vakuollerin yani sira yogunlagsmis ribozomlarin bulundugu membranlar ile de otofaji
gerceklestigi o6ne stiriilmiistiir. Calismamizda klorokin uygulanan gruplarda otofagozom varligi
arastirildiginda klasik tipteki ¢ift membranli otofagozom yapilarla birlikte iizeri ribozomla kapl
genislemis vezikiiler yapilar de tespit edildi. Bu vezikiillerin hasar gormiis mitokondrilerle

yakin bulundugu goriildii.

Nefrin slit diyafram proteinlerinin en onde gelenidir ve hasar durumlarinda glomeriildeki
miktarmin azaldigr bilinmektedir [86, 144]. Stres altina giren glomeriillerde slit diyaframdan
hiicre i¢ine aliman ve hiicre gévdesinde biriken nefrin, podosit hiicrelerinin iyilesmesi i¢in

gereklidir [145]. WTI ile tespit edilen podosit hiicreleri ise glomeriil hasarinin en kritik
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noktasidir [146, 147]. Diyabetik nefropatide meydana gelen podosit kaybi kronik bdbrek
yetmezliginin temel nedenidir [82]. Yiiksek glikoz seviyesi gibi otofaji inhibisyonun da podosit
kaybina sebep oldugu bilinmektedir [10, 85]. Glomeriilin podosit kaybina ugramamasi
glomertil korunumu i¢in son derece dnemlidir. Silastazoliin glomeriil {izerinde koruyucu etkileri
bu parametreler agisindan Nefrin ve WT1 ikili isaretlemesiyle arastirilmistir. Kontrol ve Blank
grubuna ait glomeriiller karsilastirildiginda podosit ve nefrin miktari bakimindan anlaml fark
tespit edilmemistir. Bu sonug¢ ex-vivo kiiltiir siirecinin basarili oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte Blank grubunda nefrin ekspresyonunun podosit hiicre goévdelerinde
yogunlastig1 goriilmiistiir. Bu durum kiiltlir ortamina giren glomeriillerin yasadig1 stresi ortaya
koymustur. Silastazol grubunda da podosit ¢evresinde nefrin birikimi olmakla birlikte nefrin
ekspresyonunun Blank gruba gore daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Boylece silastazoliin
nefrinin stabil ekspresyonunda etkili oldugu gosterilmistir. Glikoz ve Klorokin uygulanan tiim
gruplarda ise nefrin miktar1 6nemli oranda diisiis gostermistir. Benzer sekilde bu hasar
gruplarinda podosit sayisi belirgin oranda azalmistir. En fazla podosit kaybi, hasarin en fazla
izlendigi GK grubunda olmustur. GK grubundaki bu durum hem yiiksek glikoz seviyesinin hem
de otofaji baskilanmasinin bir sonucudur. Glikoz grubuyla kiyaslandiginda SG grubunda hem
nefrin kaybinin hem de podosit kaybinin daha az oldugu goériilmiistiir. Bu durum silastazoliin
glikoz uygulamasiyla beraber podositlerde olusan stresin etkilerini hafiflettigini glomeriil
Ozelinde ispat etmistir. Nefrin ekspresyonu agisindan Blank grubu ile K Grubu, S grubu ile SK
grubu ve SG grubu ile SGK grubu karsilagtirildiginda klorokinle otofaji durduruldugunda
nefrindeki korunmanin belirgin oranda azaldigi goriilmistiir. Calismamizin bu bulgusu otofaji
ile nefrinin yakin iligkisini morfolojik olarak goéstermesi bakimindan onemlidir. Nefrinin
podosit icerisinde devir daim ettigi bilinmektedir [148]. Spitz ve dig. [149] tarafindan 2022
yilinda yapilan bir caligmada ise meyve sineklerinin podosit benzeri nefrosit hiicrelerinde nefrin
karsilig1 olan sns proteininin slit diyaframdaki yogunlugunu otofajik aktivitenin diizenledigi
gosterilmistir. Bununla birlikte fazlaca dejenerasyon gosteren GK grubu hari¢ bakildiginda
hasar ve tedavi gruplar1 arasinda podosit miktar1 agisindan belirgin bir fark izlenmemis olmasi
silastazoliin koruyucu etkilerinin bir biitiin olarak hiicre korunumuna etki etmedigini

gostermistir.

Podosit hiicre govdesinde eksprese olan sinaptopodin nefrine gore daha stabil bir podosit
belirtecidir [50]. Nefrin ekspresyonu podosit hasarinin ilk anlarindan itibaren kaybedilirken

sinaptopodin ekspresyonu podositin kaybedilme anina kadar korunmaktadir [52]. Buna karsin
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endotel hiicre belirteci olan CD31’in ilk hasar anindan itibaren kayba ugradig1 bilinmektedir
[150]. Glomeriillerdeki podosit ve endotel hiicrelerinin dagilimini degerlendirmek i¢in yapilan
Sinaptopodin/CD31 ikili boyamasi, kiiltiir ortamina alinan glomeriillerin sinaptopodin miktar1
bakimindan korunurken CD31 pozitifligi agisindan zayiflamistir. Bu durum izolasyon sonrasi
kiiltiir ortamina alinan glomertillerde ilk olarak endotel hiicrelerinin dejenerasyona ugradigini
gostermistir. Calismamizin 6nemli bir bulgusu olarak Silastazol grubunda CD31 pozitifliginin
Kontrol grubuna yakin olmasi silastazolin bu dejenerasyonu engelledigini ve endotel
hiicrelerini kiiltiir ortaminda korudugunu gostermistir. CD31 pozitifligi Glikoz grubu basta
olmak iizere hasar gruplarinda yiliksek oranda azalmis olarak bulunmustur. SG grubunda
anlamli miktarda CD31 korunumu olurken SGK grubuna gelindiginde bu korunumun ortadan
kalkmasi silastazoliin glomeriiler endotel hiicrelerini korumasinda otofajinin etkin oldugunu

ortaya koymustur.

Glomeriilin ve glomeriiler hiicrelerin biitiinliiklerini korumasindan daha 6nemli olan
glomeriiler filtrasyon bariyerinin (GFB) fonksiyonelligini devam ettirmesidir [67]. Slit
diyafram proteini olan nefrin ve CD31 bu bariyerin iki 6nemli elemanidir [39]. Filtrasyon
biriminin fonksiyonel olma durumu Nefrin — CD31 ikili isaretlemesiyle kontrol edilmektedir.
Ex-vivo olarak kiltiirledigimiz glomeriiller nefrin CD31 kolokalizasyonu agisindan
incelendiginde Blank grubunun Kontrol grubuna gore daha az nefrin CD31 kolokalizasyonu
icerdigi goriildi. Blank olarak kiiltiire edilen glomeriillerde CD31 ekspresyonunun azaldigi
gosterilmisti. Boylece nefrin CD31 kolokalizasyonundaki bu azalmanin CD31 pozitifligindeki
azalmayla paralellik gosterdigini, CD31 pozitif alanlardaki azalmanin nefrin CD31
birlikteligini bozdugunu gosterdik. Fakat kiiltiire edilen glomeriillere Silastazol verildigi
durumda nefrin CD31 kolokalizasyonu Kontrol grubuna yakin degerlerde bulundu. Buradan
hareketle endotel hiicrelerinin korundugu bélgelerde podosit slit diyaframlarmin da
korundugunu ve boylece GFB fonksiyonel kaldigin1 géstermis olduk. Hasar olusturulan tiim
gruplarda ise azalan nefrin ve CD31 ekspresyonuna paralel olarak kolokalizasyon bulgularinin
da azaldigin1 tespit ettik. Fakat glikoz grubunda yok denilecek seviyelere inen kolokalizasyon,
SG grubunda Kontrol seviyesine yaklagmis olarak bulundu. Bu bulgular silastazol yardimiyla
korunan endotelyal bolgeler ile nefrin pozitif bolgelerin GFB’yi koruyacak sekilde daha fazla
ortistiiginii gosterdi. Endotelyal hiicrelerden salgilanan faktorlerin ve eksozomlarin podosit
protein ekspresyonlarini etkiledigi bilinmektedir [151, 152]. Bizim g¢alismamiz bu verileri

morfolojik olarak gostermis olmasi bakimindan son derece 6nemlidir.
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Fizyolojik sartlarda glomeriillerde proliferatif hiicreye rastlanmamakta ve hatta glomeriillerdeki
proliferasyon bulgular1 da patolojik olarak degerlendirilmektedir [153, 154]. Fakat diyabetik
nefropatiden paryetal epitel hiicrelerin ve mezengiyal hiicrelerin ¢ogalma yoniinde uyarildigi
bilinmektedir [155]. Mezengiyal hiicrelerin ¢ogalmasi sikga rastlanan bir durumken endotel
hiicrelerinin de ¢ogaldig1 ve anjiyogenez baslattigi goriilmistiir [64, 72, 156]. Silastazoliin
endotel hiicrelerini indiikleyerek yeni endotel ve kapiller tiip olusumunu destekledigi
bilinmektedir [157]. Bu sebeple silastazol kullanarak olusturdugumuz deney gruplarindaki
glomeriilleri ¢ogalma belirteci yoniinden inceledik. Bunun i¢in Ki67/CD31 ikili isaretlemesi
yaparak hem glomeriillerdeki genel proliferatif karakter artisin1 hem de endotel hiicrelerinde
Ki67 pozitifligi durumunu degerlendirdik. Kontrol grubu dahil tim gruplarda Ki67 (+)
hiicrelere rastlandi. Boylece bu ¢alismamiz izolasyon siirecinin glomeriillerde olusturdugu
stresin bir sonucu olarak izole edilen glomeriillerde proliferatif karakterde hiicrelerin
bulunabilecegini gostermis oldu. Blank grubunda ve Silastazol grubunda Ki67 (+) hiicre
sayisinda goriilen artiglar kiiltiir ortamima glomeriillerin uyum saglamasi olarak
degerlendirilirken Silastazol grubunda belirgin artis olmasi silastazoliin glomeriiler endotel
hiicreleri tizerindeki proliferatif etkisini gosterdi. Glikoz grubunda da Ki67 pozitif hiicre miktari
artmigken en fazla artig silastazol ve glikozun beraber verildigi SG grubunda meydana geldi.
Klorokin uygulanan gruplarda proliferatif karakter daha az olarak seyredildi. Glikoz
grubundaki proliferatif hiicreler ¢ogunlukla mezengiyal alan bdlgesinde tespit edilirken
silastazol verilen gruplarda kapiller alanlara yakin bolgelerde pozitiflik tespit edildi.
Silastazoliin bu etkisi daha once farkli dokularda gosterilmis olsa da glomertilde ilk defa bizim
bu ¢aligmamizla ortaya konmus oldu. Bu bulguyla birlikte ayrica SG grubunda endotel ve
podosit korunumunun daha fazla olmasi sebebiyle silastazoliin endotel hiicrelere olan bu

etkisinin glomertiilii diyabetin getirdigi hasarlardan korudugunu diisiinmekteyiz.

Tiim hiicre tipleri i¢in dnemli bir siire¢ olan otofaji glomeriil 6zelinde bugiine kadar cogunlukla
podositlerde arastirilmistir. Podositlerin bazal otofajik seviyesinin yiiksek olusu otofajiyi
glomeriil hayatiyeti i¢in 6nemli kilmaktadir [89]. Otofajinin 6zellikle diyabet siirecinde olmak
tizere endotel hiicreleri i¢in de fevkalade onemli oldugu gosterilmistir [158-160]. Otofaji
aktivasyonunda rol alan Atg5’in podositlere spesifik susturulmasi podositopati, artan proteiniiri
ve glomeriiloskleroza sebep olurken ayni sekilde endotel hiicrelerinde susturulmasi da kapiller
yogunlugunda azalmaya ve hizlanmig DN siirecine sebep olmustur [92]. Bu bakimdan

glomeriiler endotel hiicrelerinde yapilacak otofaji arastirmalari biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Calismamizda bu alana katki saglamak iizere glomeriildeki otofajik yanmit durumunu
degerlendirdik. Bunun i¢in yaptigimiz LC3-I/WTI1 ikili isaretlemesinde otofajik akisin
hizlandig1 gruplar LC3-I pozitifligindeki azalmayla ortaya ¢ikmis olmaktadir [161, 162].
Otofajik akisin durduruldugu durumlarda hiicre i¢indeki LC3-l, LC3-II’ye cevrilerek
otofagozomlar olusturulabilirken otofagozomlar sindirilmedigi i¢in LC3-II’'nin LC3-I’e geri
cevrilmesi miimkiin olmamaktadir [163, 164]. Klorokin etken maddesinin otofagazomlarin
otolizozomlara ge¢isini durdurarak otofajik dongliyli kestigi bilinmektedir [165]. Bu durumda
Klorokin verilen gruplarda goriilen azalmis LC3-I pozitifligi otofajik akisin kesildigini teyit

etmis olmaktadir.

Calismamizda en fazla LC3-1 pozitifligi Kontrol grubunda tespit edilirken Blank ve Silastazol
gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla azalmasi bu gruplarda otofajik siirecin hizlandigini
gostermistir. Bu durum izolasyon sonrasi glomeriillerin yeni girdikleri kiiltiir ortamina
verdikleri yanit olarak ortaya ¢ikmistir. Silastazol ve Glikoz gruplarinda Blank grubuna gore
anlamli derecede daha az LC3-I pozitifligi goriilmesi silastazol ve glikozun otofajik aktiviteyi
artirdigini gostermistir. Glikozun glomertiler hiicrelerde otofajiyi artirdig1 yoniindeki bulgular
[91, 93] ex-vivo Kkiiltiir ortaminda gosteren bu g¢alismamiz ayn1 zamanda silastazoliin
glomertiler hiicrelerde otofajiyi artirdigimi da ortaya koymustur. Otofajik akisin en fazla
cogaldig1 grup SG grubu olmustur. Glikoz grubundaki otofaji artis1 glomeriil korunmasini
saglayamazken Silastazolle desteklenen glomeriillerde endotel hiicreleri ve podositler a¢isindan

korunma oldugu bulunmustur.

Glomeriiler hiicrelerde meydana gelen hiicresel ve morfolojik degisikliklerin temelinde
hiicrelerin birbirleriyle etkilesimi bulunmaktadir. Bu faktorlerden kapiller stabilitesini ve
degisimini diizenleyen Anjiyopoetin 1 (Angptl) ve Anjiyopoetin 2 (Angpt2) faktorlerinin
podositlerden salgilandig1 ve kritik bir dengeyle glomeriiler kapillerleri etkiledigi bilinmektedir
[35]. Angptl hem gelisim hem de hasar durumlarinda kapiller ag i¢in 6nemliyken [166] onun
antagonisti olan Angpt2’nin hem DN’de fazla eksprese oldugu hem de podositlerdeki fazla
ekspresyonunun glomeriillerde mikrovaskiiler lezyonlara sebep oldugu gosterilmistir [167,
168]. Bu iki etkilesim faktoriinden Angptl fazla miktarda, Angpt2 az miktarda oldugunda
kapiller stabilitesi saglanirken Angpt1’in azalmas1 Angpt2’nin artmas1 endotel disfonksiyonuna
ve kapiller dengesizligine neden olmaktadir [169]. Bu iki faktoriin glomeriillerin iginde kiiltiire
edildigi medyumda miktarlar1 arastirildiginda Glikoz grubunda Kontrol grubuna kiyasla

Angptl’de belirgin azalma Angpt2’de belirgin artma goriilmesi kapillerlerin stabilitesinde
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azalma oldugunu gostermektedir. Silastazol verildigi durumda ise bu faktoérlerden Angptl
anlamli olarak azalirken Angpt2’de anlamli degisiklik olmamasi silastazoliin tek basina kapiller
dengesizligine neden olmadigini gostermistir. SG grubunda Glikoz grubuna goére Angptl
miktar1 belirgin farklilik géstermezken Angpt2 miktar1 belirgin olarak azalmistir. Bu sonug tek
basina silastazoliin endotel disfonksiyonuna sebep olan Angpt2 faktdriinde azalma sagladigini
ortaya koymustur. Klorokin etken maddesi ise gruplar arasinda anlamli bir degisiklige yol
acmamistir. VEGF-A faktorii ise yine podositler tarafindan salgilanmaktadir ve glomeriillerde
endotel morfolojisini ve fonksiyonunu korudugu bilinmektedir [96]. Silastazoliin VEGF-A
tizerindeki etkisi daha once bir periferik iskemi modelinde ve endotel hiicre kiiltiiriinde
calisilmis ve silastazoliin VEGF-A’y1 artirdigi gosterilmistir [113, 157]. Fakat sigan bobregi
tizerinde yapilan bir bagka ¢alisma bu bulgularla ¢elisecek sekilde silastazoliin renal kortekste
VEGF-A miktarini azalttigini 6ne siirmiistiir [119]. Bizim bu ¢aligmamizda ise silastazol hem
tek basina verildiginde hem de glikozla beraber verildiginde glomeriillerde VEGF-A miktarini
artirmistir. Glomeriil icin 6nemli bir diger faktor yine podositler tarafindan salgilanan SDF-
1’dir. Podositlerden salgilanan bu faktoriin podosit Onciillerinin aktifligini baskiladigi ve
glomeriiler kapillerlerin diizenlenmesinde rol oynadigi disiiniilmektedir [170, 171].
Podositlerde hasar meydana geldigi durumda bu faktoriin seviyesinde diisme gerceklesmekte
ve paryetal hiicreler cogalma ve farklilagma yoniinde uyarilmaktadir. Kapsiilden ayrilmis olarak
kiiltire ettigimiz glomeriillerden salgilanan SDF-1 seviyelerine bakildiginda Glikoz grubu
Blank gruba gore anlamli olarak artmamisken SG grubunda anlamli artig olmustur. Bu sonuca
gore silastazol glomeriiler hasar durumunda kapiller yapiy1 etkileyecek ve yeniden
diizenleyecek SDF-1 faktoriiniin podositlerden gergeklesen salinimini uyarmistir. Tim
anjiyogenik faktorler ile ilgili bulgularimiz degerlendirildiginde, kapiller stabilitesi glikoz

grubunda azalmigken silastazol uygulanan gruplarda kismen korunmus olarak bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen bu tez calismasi, yiiksek glikoza maruz kalan glomeriillerde olusan hasar
bulgularinin endotel hiicrelerini indiikleyen silastazol etken maddesiyle hafifletilebildigini
gostermistir. Silastazol uygulamasi mezengiyal matriks artisi, glomeriiler bazal membran
kalinlasmas1 ve podosit kayb1 bulgularini diyabetik nefropatinin ex-vivo olarak modellendigi
glomeriillerde azaltmistir. Glomeriil genelinde epitelyal mezenkimal doniistim belirteci olan
vimentin bulgusu yine silastazol yardimiyla hafiflemis olarak bulunmustur. Endotel hiicrelerini
yenileyici ve koruyucu etkisi oldugu bilinen silastazol ajan1 glomeriillerdeki mevcut kapillerleri
CD31 belirteciyle tespit edildigi sekliyle korurken ayni zamanda nefrin ve sinaptopodin
isaretlemesiyle gosterildigi haliyle podositlerin de korunmasini saglamistir. Boylece daha fazla
glomeriiler filtrasyon birimi morfolojik olarak bozulmaktan korunmustur. Bu korunmada
otofajinin 6nemli bir katkis1 oldugu goriilmiis ve glomeriilde daha az sayida apoptotik hiicre
izlendigi tespit edilmistir. Ayrica glomertil igerisindeki bu korunmada etkilesim faktorlerinden
VEGF-A, SDF-1, Anjiyopoetin 1 ve 2 faktorlerinin etkin olabilecegini gostermistir. Glomeriiler
endotel hiicrelerinin glomeriil korunmasindaki bu etkinligi anjiyogenez yolaklar1 ayrmntili
incelenerek daha net olarak ortaya konulabilecektir. Ayrica bu stirecteki otofaji etkinligini daha
acik sekilde gosterebilmek i¢in otofaji yolaginin daha fazla parametreyle incelenmesi faydali
olacaktir. Glomeriillerin daha uzun stireyle ve aktif dolagimla kiiltiirlenebilecegi segenekler bu
konuda daha belirgin sonuglar ortaya koyabilmek imkanina sahiptir. Yine endotel hiicrelerinin
podositlerin podosit projenitorlerince yenilenmesi siirecinde nasil bir rol oynadigini aragtirmak

diyabetik nefropati basta olmak iizere tiim glomeriilopatiler i¢in faydali sonuglar verecektir.
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