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OZET

Sefa Burak Cam, Allojenik Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlarmin U¢ Boyutlu
Mikroakiskan Proksimal Tiibiil Platformundaki Iskemik Akut Bébrek
Hasarinda Terapétik Etkilerinin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2022. Yiksek
kroniklesme riski ve mortaliteli iskemik akut bobrek hasarinda (ABH) hicresel
tedavilerin klinige aktarilabilmesi i¢in gergcek zamanli kisisellestirilmis modeller
gerekmektedir. Insan kemik iligi mezenkimal kok hiicre (Ki-MKH) eksozomlarmin
hipoksik proksimal tubil epiteli (PTE) hasarindaki terapotik etkinligi U¢ boyutlu
(3B) dinamik mikroakiskan platformunda ortaya konabilir. Akut hipoksik
mikroakiskan diizenegindeki insan PTE hiicrelerinde, ZO-1 ve asetillenmis a-ttbilin
immdunreaktivitesi, dekstran gegirgenligi, proliferasyon hizi, BNIP3, HO-1, HIF1a,
GLUTL1 ve GLUT2 gen ifadesi olgiilmiis; proliferatif tedavi penceresi belirlenen
insan KI-MKH eksozomlarinin ED50’de hipoksik hasardaki etkinligi 3B
mikroakigkan platformuna uygulanarak degerlendirilmistir. Mikroakiskan yongasi
akut hipoksiye bagli PTE hasar1 igin optimize edilmis; karakterize allojenik Ki-MKH
eksozomlarinin ger¢cek zamanl tedavi penceresi 172.582 pg/ml ve 0-26 saat olarak
belirlenmis; eksozomlar ED50’de mikroakiskan yongasinda 24. saatte akut hipokside
bozulan bariyer biitiinliiglini diizeltmis, ZO-1 isaretlenmesini arttirmis, PTE
hlcrelerini ¢ogaltmig, BNIP3 ifadesini azaltmis; HO-1, HIFla, GLUT1 ve GLUT2
ifadelerini artirmistir. Tez kapsaminda optimize edilen hipoksik 3B mikroakigkan
PTE platformunda allojenik Ki-MKH eksozomlarinin tedavi penceresindeki etkinligi
yap1 ve islev agisindan ortaya konmustur. Yeni ex vivo sistem, nefroloji kliniginde

uygulanacak kisisellestirilmis teragnostik adaylar1 dogruladigi igin 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Iskemik ABH, Proksimal Tiibiil, Eksozom, Mikroakiskan,

Mezenkimal Kok Hcre

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi, Kapsamh Arastirma Projesi (TSA-2020-18383)



ABSTRACT

Cam SB, The Assessment Of The Therapeutic Effects of Allogeneic Human
Mesenchymal Stem Cell Exosomes on Ischemic Acute Kidney Injury Model
Constituting Three Dimensional Microfluidic Proximal Tubule-On-A-Chip
Platform, Hacettepe University Faculty of Medicine Department of Histology
and Embryology Residency Thesis, Ankara, 2022. Ischemic acute kidney injury
(AKI) with high chronicity risk and mortality requires real-time personalized models
to transfer cellular therapies to the clinic. The therapeutic efficacy of human bone
marrow mesenchymal stem cell (BM-MSC) exosomes in hypoxic proximal tubule
epithelium (PTE) injury can be demonstrated in a three-dimensional (3D) dynamic
microfluidic platform. ZO-1 and acetylated a-tubulin immunoreactivity, dextran
permeability, cell proliferation rate, BNIP3, HO-1, HIF1a, GLUT1 and GLUT2 gene
expressions were evaluated in human PTE cells in acute hypoxic microfluidic setup;
The efficacy of human BM-MSC exosomes, whose proliferative treatment window
was determined, in hypoxic damage at ED50 was evaluated by applying them on the
optimized 3D microfluidic platform. Microfluidic chip setup was optimized for acute
hypoxia-induced PTE injury. The real-time treatment window of characterized
allogeneic BM-MSC exosomes was determined as 172.582 pg/ml and 0-26 hours;
exosomes at ED50 alleviated the acute hypoxic PTE injury by correcting the barrier
integrity, increasing ZO-1 immunolabeling, increasing PTE cell numbers, decreasing
BNIP3 expression; increasing HO-1, HIFla, GLUT1 and GLUT2 expressions at 24
hours in the microfluidic chip. In the hypoxic 3D microfluidic PTE platform
optimized within the scope of the thesis, the efficacy of allogeneic BM-MSC
exosomes in the treatment window was demonstrated in terms of structure and
function. The new ex vivo system is important as it validates personalized therapeutic

candidates to be applied in the nephrology clinic.

Key words: Ischemic AKI, Proximal Tubule, Exosome, Microfluidic,

Mesenchymal Stem Cells
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1. GIRIS

Iskemiye bagli akut bobrek hasari (ABH), bobregin kan akisiin ve oksijen
sunumunun azalmasi sonucu nefron mikrogevresinde hipoksi kosullart olusmasi ile
ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur (1). Hipoksi kosullar1 altinda nefronda olusan
yapisal ve islevsel hasar, klinikte glomeriiler filtrasyon hizi ve idrar olusumunda
azalma ile izlenir (2). Yiiksek morbidite ve mortalite oranlari ile izlenen ABH,
dunyada yilda ortalama 13,3 milyon vaka ve 1,7 milyon 6liimiin yani1 sira kronik
bobrek hastaligi (KBH) i¢in de yiiksek risk tagimaktadir (3). Akut hipoksiye bagh
proksimal tiibiil epiteli (PTE) hasari; iskemiye bagli ABH’da PTE’nin S3 kisminin
diisiik glikoliz kapasitesi nedeniyle (4) ortaya ¢ikan ve lokal enflamasyon,
oksidan/antioksidan madde dengesinde bozulma, hiicre 6lumiu gibi etkileri ile
bobregin salgilama, emilim, geri alim iglevlerini bozarak KBH gelisimi veya oliim ile
sonuglanabilen bir hasar mekanizmasidir (5). Akut hipoksiye bagli PTE hasarinin
mekanizma ve terapdtik yaklasimlar agisindan degerlendirilmesinde kullanilan in
vitro iki boyutlu (2B) konvansiyonel hiicre kiiltiirleri uygun maliyetli ve calisilmasi
kolay olsa da (6) ultrafiltrat akisi, damarlanma, ekstraselliiler matriks gibi parankimal
ve stromal unsurlarin yoklugu (7, 8) baslica kisitlamalardir. Cerrahi iskemi
prosediirleri ile olusturulan in vivo duzenekler ise bobrek fonksiyonlarini
degerlendirebilen, mikrogevrenin parankimal ve stromal elementlerini igeren
modeller (6, 9, 10) olmasina ragmen; etik kaygilarin (11) yani sira hiicre ve doku
diizeyinde tiirler arasi farkliliklar nedeniyle kimyasal ve hiicre temelli tedavilerin
farmakokinetik ve farmakodinamik profillerini degerlendirmede yetersiz kalmaktadir
(12-14). Hiicre temelli tedavi adaylarin klinik kullanimi 6ncesinde standardizasyon,
kisisellestirilmis etkinlik ve giivenlik degerlendirmesi i¢in yeni preklinik modeller

gereklidir (15, 16).

Uc boyutlu (3B) mikroakiskan PTE yongalar, fizyolojik kosullarda tiibiil
epiteli hiicresi polaritesini, tiibiil liimeninde akisi, tiibiilden geri emilimi, tiibiil
liimenine salgilamay1 ve hatta tiibiile destek saglayacak damarlanmay1 saglayabilen
ve patolojik kosullarda bu parametrelerin degerlendirilebildigi standardize edilmis
dinamik mikro ortamlar sunan platformlardir (17-21). Prototip asamasinda olan

polidimetilsiloksan (PDMS) temelli mikroakiskan yongalarinda tekli veya c¢oklu
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nefrotoksik ilaca bagli ABH modelinde hiicre proliferasyonu, apoptoz, hem
oksijenaz-1 (HO-1) gibi biyobelirtegler, alblimin geri alimi, alkalen fosfataz
aktivitesi ve epitelde glukoz tasmimi arastirilmistir (22-24). Ilaca baghh ABH
modelinde PDMS temelli sistemlerde ayrica proliferasyon hizi, hiicre olimii,
albiimin geri emilimi ve glikoz tasinimi degerlendirilmistir (25). Bu prototipler, her
yonga i¢in pompalar ve harici borular gerektirmesi nedeniyle PTE’nin
degerlendirilmesinde tekrarlanabilirlik ve rutin kullanim kolayligi agisindan
standardizasyona ihtiya¢ duymaktadir. Son yillarda; yapay bir membran i¢ermeyen,
yergekimi temelli akim prensibine sahip pompasiz standardize dinamik mikroakiskan
platformlarinda, ilaca bagli ABH modellerinde 3B PTE yapis1 (26-28), hiicre
polaritesi (26-28), proliferasyon hiz1 (26, 28-31) ve epitel gegirgenligi (26, 30, 31)
degerlendirilmistir. Bu mikrofizyolojik sistemler, iskemik ABH’da akut hipoksiye
bagli PTE hasarinin in vitro kosullarda modellenmesi ve hiicresel terapdtiklerin

gercek zamanli degerlendirilmesinde kullanilabilir (19, 32).

Mezenkimal kok hucreler (MKH) (33, 34) ve MKH eksozomlar: (10, 35),
ABH i¢in gii¢lii terapotik adaylardir ancak bunlarin klinikteki giivenilirlik (36, 37) ve
etkinlikleri (38, 39) halen tartismalidir. Literatiirde allojenik MKH temelli
terapotikler ile post-operatif veya ilaca bagli ABH'm1 tedavi etmeyi hedefleyen
tamamlanmis ve devam eden toplam 8 faz I ve II diizeyinde klinik c¢alisma
bulunmakta olup (40), bunlardan bir tanesine ait veriler yaymlamistir (41). Allojenik
ve zenojenik MKH eksozomlarmin iskemiye bagli ABH’da in vivo diizeneklerde
bobrege yonlenme gosterdigi (42, 43), parankimal hiicre o6lumini azalttig: (9, 44,
45), serum kreatinin (9, 42, 44) ve kan dre nitrojen (9, 44) duzeylerini normale
yaklagtirdigi; in vitro modellerde ise PTE’nde proliferasyon hizini artirdigr (42),
hicre 6lumund (42, 44, 46) ve hasar biyobelirteglerini azalttigi (47) gosterilmistir.
Potansiyel hiicresel tedavi adayr olarak MKH eksozomlarina ait bazi olumlu
ciktilarin klinige aktarimimin gecikmesinde; yapilan caligmalarda eksozomlarin
giivenli doz araligr (10-1000 pg/ml) (9, 47, 48) ve zaman penceresinde (0-48 saat)
(49, 50) izlenebilen farkliliklar ve uygulanan heterojen eksozom popiilasyonlarinin
(30-200 nm) (36, 39) etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Allojenik ya da otojenik

MKH eksozomlarinin, giivenli, efektif ve hedefli tedavi iiriinleri olarak klinige
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aktarilmadan once ger¢cek zamanli kisisellestirilmis etki degerlendirilmelerinin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (51).

Bu calismada; akut hipoksiye bagli PTE hasarmnin 3B dinamik pompasiz
mikroakigkan yonga platformunda insan PTE hiicreleri ile modellenebilecegi;
allojenik kemik iligi kokenli MKH (Ki-MKH) eksozomlarinin glvenli tedavi
penceresi belirlenerek akut hipoksiye bagli PTE hasarindaki terapétik etkilerinin ex

vivo kosullarda degerlendirilebilecegi varsayilmistir (Sekil 1.1).

iskemik Akut Bobrek Hasan " Mezenkimal Kok Hiicre
‘] [’ Eksozomlan

- o i
| \

insan PTE e 4
Hicresi < .=
Insan KI-MKH
TE Yapisi l
e b e
In vitro 2B In vivo Ex Vivo 3B Etkili doz?
Hiicre Polaritesi {-)  Turler Arasi Farkliliklar PTE Yapisi ve Yar amir?

Mikrogevre (-) Etik Kayagilar islevi?

Sekil 1.1. Calismanin varsayimini ifade eden sema. (Biorender uygulamasi

kullanilarak ¢izilmistir.)

Calismanin amaci; 3B dinamik pompasiz mikroakiskan yonga platformunda
olusturulacak akut hipoksiye bagli PTE hasart modelinin yapisal ve islevsel diizeyde
2B statik akut hipoksi modeli ile paralel sekilde normoksi kosullariyla
karsilagtirilarak degerlendirilmesi, izole ve karakterize edilecek insan MKH
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eksozomlarinin giivenli doz aralifinin ve tedavi penceresinin gergek zamanli olarak
saptanmasi, €x Vivo kosullarda allojenik Ki-MKH eksozomlarinin optimize edilen 3B
dinamik mikroakiskan platformunda akut hipoksiye bagli PTE hasar1 diizeneginde

yapisal ve islevsel diizeyde etkilerinin degerlendirilmesidir.
Calismanin hedefleri;

1. Insan PTE hiicreleri ile 3B dinamik mikroakiskan yonga platformu ve 2B
statik konvansiyonel hiicre kultiriinde akut hipoksiye bagli PTE hasari
modeli olusturulmasi

2. Olusturulacak 3B dinamik ve 2B statik diizeneklerde akut hipoksiye bagli
PTE hasar1 modellerinin epitel bariyerinin gecirgenligi, ZO-1 ve asetilenmis
a-tiiblilin - imminreaktivitesi ile yapisal, proliferasyon hizi ve hasar
biyobelirteglerinin mesajc1 riboniikleik asit (mRNA) diizeyleri ile islevsel
diizeyde degerlendirilmesi

3. Insan KI-MKH eksozomlarinin ardistk ultrasantrifiij + filtrasyon ile
izolasyonu; transmisyon elektron mikroskobu (TEM), akim sitometrisi
(ASM) ve bikinkoninik asit (BCA) protein tahlili ile karakterizasyonu; gergek
zamanli empedans tabanli hiicre proliferasyon analizi (RTCA) ile giivenli doz
aralig1 ve tedavi penceresinin tespiti

4. Allojenik KI-MKH eksozomlarmimn 3B dinamik mikroakiskan platformunda
akut hipoksiye bagli PTE hasar1 diizeneginde epitel bariyerinin gegirgenligi,
zonula okludens-1 (ZO-1) ve asetilenmis o-tubilin immdinreaktivitesi ile
yapisal; proliferasyon hizi ve hasar biyobelirteglerinin mesajci riboniikleik

asit (mRNA) diizeyleri ile islevsel diizeyde etkilerinin degerlendirilmesi

Bu hedeflere ulasmak icin gere¢ ve yontem boliimiinde ifade edilen is paketleri

diizenlenmistir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Akut Bobrek Hasar1 (ABH)

Akut bobrek hasari, farkli etiyolojik nedenlerle olusan ani islev kaybi, buna
bagl olarak atiklarin uzaklastirilamamasi, hiicre i¢i ve dis1 s1vi hacmi ve elektrolit

igeriginin bozulmasi ile tanimlanan bir hastaliktir (3). Diinyada yilda ortalama 13,3
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milyon ABH vakasi izlenmekte, 1,7 milyon hasta 6lmektedir; yasayan hastalar ise
kronik bobrek hastaligi icin yiiksek risk tasimaktadir (3). Yiksek morbidite ve
mortaliteye sahip olmasi nedeniyle 6nemli bir halk sagligi sorunu olan ABH, %85
oraninda diisiik veya orta gelirli iilkelerde goriilmektedir (52). Diinya Saglik
Orgiitii’niin acikladig1 ve Birlesmis Milletler’in benimsedigi siirdiiriilebilir gelisim
hedefleri raporunda belirtilen 17 gelisim hedefinin tamaminin alt basliklari; ABH nin

onlenmesi, tanisi ve tedavisi konusundaki gelisim hedeflerini igermektedir (53).

Akut bobrek hasari prerenal, renal ve postrenal nedenlerle ortaya c¢ikabilir
(Sekil 2.1.1). Prerenal ve renal nedenler olgularin %70ini olusturmaktadir (54).
Prerenal ve renal nedenli olgularin patogenezinde rol oynayan iskemiye bagli ABH,
oncelikli olarak glikoliz kapasitesi diisiik olan PTE’nin S3 kismina hasar verir (55).
Akut hipoksiye bagli PTE hasarinin erken donemde ortaya konmasi bdbrek
fonksiyonlarmin geriye dondiiriilebilmesi ve kroniklesmenin Onlenebilmesi igin

O6nem arz etmektedir (56, 57).

Akut bobrek hasarinda mitokondriyon homeostazisi (58) ve mitofaji
dizeyindeki (59-61) degisiklikler, Hem Oksijenaz 1 (HO-1) ve BNIP3 gibi
biyobelirteclerin hem mRNA hem protein diizeyinde akut ddnemde artis1 ile
izlenmektedir. Erken donemde HO-1 ve BNIP3 diizeylerindeki artig, hipoksi ile
HIF1a geninin ifadelenmesinin artis1 sonucu ortaya ¢ikar (58, 62, 63). Ayrica PTE
hiicrelerinin enerji ihtiyacindaki artisa karsin doku diizeyinde O» sunumundaki
azalma, hiicre metabolizmasinin anaerobik glikoliz yoniine kaymasina neden
olmaktadir (4). Bu nedenle PTE hiicrelerinde hiicre zarinda bulunan glikoz tasiyici
GLUTI1 ve GLUT2 proteinlerinin diizeyleri akut hipoksiye bagli hasarda mRNA ve
protein diizeyinde degiserek hasarin metabolizmaya etkilerini gostermektedir (64,
65). Bu biyobelirteglerin hastaligin akut doneminde degerlendirilmesi, hasarin hiicre

metabolizmasina etkilerinin saptanmasinda 6nem arz etmektedir.
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Sekil 2.1.1. Akut bobrek hasarinin etyolojisi ve etyolojide iskemiye bagli ABH nin

rolinli gosteren sema. (BioRender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.)

Hipoksiye bagli ABH'nin erken donemini hedef alan tedavi adaylarinin, klinik 6ncesi
etkinlik ve giivenilirlik ¢aligmalarinin tamamlanmasinin morbidite ve mortaliteyi
azaltabilecegi disiiniilmektedir (3, 56). Giincel olarak bu ¢aligmalar in vitro

konvansiyonel hiicre kiltiri ve in vivo hayvan modelleri ile gergeklestirilmektedir
(2).

2.2. Akut Hipoksiye Bagh Proksimal Tudbdl Epiteli (PTE) Hasar1 Deney
Duzenekleri

Son yillarda, hipoksiye bagli ABH'y1 hedef alan tedavilerin degerlendirilmesinde in
vitro ve in vivo kosullarda ¢ok sayida deneysel model kullanilmistir (2).
Calismalarda in vitro kosullarda nefronun izole kisimlarinda ortaya ¢ikan patolojik
degisiklikler ve tedavilerin bu degisikliklere etkisi (46, 66), in vivo diizeneklerde ise
bobrek fonksiyonlarmin patolojik degisimi ve tedavilerin etkisi (46, 67)
degerlendirilmistir. Hipoksiye bagli ABH'nin hiicre diizeyindeki etkileri 2B
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konvansiyonel in vitro hiicre kiiltiirii modellerinde 37°C’de %1 O2 ve %5 CO: iceren
inkiibatorlerde veya diger kapali ortamlarda degisken siirelerde (1-48 saat)
modellenmistir (2). In vitro kosullarda uygulanmis 2B statik hipoksiye bagli PTE
hasar1 modelleri siklikla gaz konsantrasyonlar1 degistirilebilen inkiibatorler icerisinde
(68, 69), hipoksik ortamda kosullandirilmis besiyeri kullanilarak (70) veya hipoksik
kamara / fanus duzenekleri (71) ile uygulanmaktadir. Bu mekanik diizeneklerin
yanisira kobalt klorit (72), sodyum silfit (72) veya H2O> (73) gibi hiicresel diuzeyde
hipoksi benzeri etki yaratabilen kimyasallar da kullanilabilmektedir. Bu secenekler
arasinda giivenilir ve kontrol edilebilir olmas1 nedeniyle en sik tercih edileni gaz
konsantrasyonu degistirilebilen inkiibatorlerdir (2). In vivo hayvan modellerinde,
siklikla fare (35, 67) ve siganlarda (66, 74); 30 (42, 75), 45 (66, 74), 60 (35, 76)
dakikalar arasinda degisen siirelerde cerrahi iskemi prosediirleri uygulanmaktadir.
Sinirlt  ¢aligmalarda ise hayvanlarin kafeslerine gaz diizenleyici baglantis
Olusturulmasi yoluyla hipoksi olusturulduktan sonra sakrifiye edilen hayvanlarda
dokuda yapisal degerlendirme yapilmistir (47, 77). In vitro konvansiyonel yontemler
ve in vivo hayvan modelleri disinda son yillarda diger ABH etyolojilerinin
modellenmesinde kullanilan organ yongasi, bdbrek organoidi gibi 3B sistemlerin
hipoksiye bagli ABH'nin modellenmesinde kullanilabilecegi diigiiniilmektedir (2,
11).

2.3. Mezenkimal Kok Huicreler (MKH) ve MKH Eksozomlari

2.3.1. Mezenkimal Kok Hucreler
Insan mezenkimal kok hiicreleri (MKH'ler), kemik iligi ve yag dokusu dahil olmak
tizere ¢esitli dokulardan izole edilebilen, kendini yenileme ve ¢ogalma potansiyeli
olan multipotent hucrelerin  Ozelliklerine sahip htcrelerdir (78). Bagisiklik
aktivitesini dizenlemeleri, konak¢1 hiicrelerin bllyime ve farklilasma potansiyelini
artirmalari, bdylece hasarli dokularin iyilesmesini destekleyen bir¢ok sitokin ve
blylme faktorl salgilayabilmeleri, renal kan akimimi diizenleyebilmeleri, endotel
hiicre sagkaliminda ve immiinolojik tepkilerde kritik roller oynamalar1 nedeniyle
potansiyel anjiyojenik, proliferatif ve imminmodulator 6zelliklere sahip MKH'ler,
vucutta farkli bolgelerde hicre, doku veya organ dizeyindeki cesitli patolojik

durumlarin tedavisi i¢in umut verici bir tedavi aracidir (39). Giincel ¢aligmalarda,
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MKH'lerin uygulandiklar1 mikrogevrede salgiladiklar1 faktorler ile komsu hucreleri
apoptoza kars1 korudugu ve hiicre proliferasyonunu indiikledigi gosterilmistir (79).
Baz1 galismalarda, MKH'lerin in vivo kosullarda epitel benzeri hiicrelere farklilastig
ve tedavi edici etkisinin bu yolla olabilecegi de gosterilmistir (80). Tum bu
Ozelliklere ek olarak, MKH'lerin bir baska 06zelligi de mikrogevrede bagisiklik
yanitin1 diizenlemeleridir. Hucrelerin imminmodulatér mekanizmasi tam olarak agik
olmamakla birlikte, hicreler arasi etkilesimlerin ve/veya ¢Ozunlr immunsupresif
faktorlerin  salgilanmas1  ile olabilecegi  disiiniilmektedir (81). MKH'ler
antienflamatuvar, proliferatif, antiapoptotik, damarlanmay1 destekleyici ve
immunomodiilator etkileri nedeniyle ABH tedavisi i¢in gii¢li bir adaydir. Ancak tum
bu olumlu yonlerinin yaninda; allojenik ve ksenojenik tedaviler igin
immiinstipresyon gerekliligi, multipotens nedenli tiimdr olusumu riski ve damar ici

uygulamada tromboz riski MKH’larin klinik kullanimini kisitlamaktadir (39).

2.3.2. MKH Eksozomlar:
Eksozomlar; bilinen tiim hiicreler tarafindan ortama salinan, boyutlar1 30 ile 100 nm
arasinda degisen nanovezikiillerdir (82). Herhangi bir hiicre; hiicresel atiklarin
uzaklastirilmasi, hiicrelerarasi iletisim veya doku onarimi (hasar cevabi) olmak {izere
ti¢ farkli amag i¢in eksozom salimi yapabilir (83). Bu salim sonucu ortaya ¢ikan
eksozomlar otokrin, parakrin veya endokrin etkili olabilir. Olusumlari; taginim icin
gereken endozomal diizenleme kompleksi (ESCRT) bagimli ve seramid bagiml iki
yolak ile gerceklesmektedir. ESCRT bagimli yolak iizerinde ubikitin ile isaretlenmis
kargo, ESCRT-0 tarafindan tanmip sirayla ESCRT-1, ESCRT-Il ve ESCRT-III’e
aktarilarak membran invajinasyonu ile endozom igerisine alinir ve endozom
icerisinde vezkil haline gelir (84). Seramid bagimli yolakta ise endozom
membraninda bulunan sfingomyelinin nétral sfingomyelinaz enzimi ile seramide
donlismesi sonucu invajinasyon ile kargo endozom igerisine almir ve endozom
icerisinde vezikdl haline gelir (84). Her iki yolagmn sonucunda endozom,
multivezikiiler cisime doniisiir. Multivezikiiler cisim ya lizozom ile birlesir ve igerigi
parcalanip sitoplazmaya salinir, ya da hiicre zan ile kaynasir ve eksozomlar hicre
disina salinmis olur (84). Eksozomlar salginlandiklari hiicre tipine ve mikrogevreye
bagl olarak farkli nitelikte ve nicelikte protein, niikleik asit ve enzimleri kargo

olarak tasir (85). Ayrica ylizeylerinde tetraspanin ailesi (CD9, CD63, CD81),
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multivezikiler cisim biyogenez proteinleri (Alix, TSG101, Klatrin), lipid raft
bilesenleri ve hucrelere 0zel reseptorler bulundururlar (86). Bu yilzey
belirteclerinden tertraspaninler ve multivezikiler cisim biyogenez proteinleri
eksozom belirteci olarak kullanilabilmektedir (86). MKH eksozomlari, MKH ile
karsilastirildiginda daha diisiik immiinojenisite ve daha yiksek guvenlik profili gibi
avantajlart ile cesitli terapotik uygulamalarda hedef hiicrelere islevsel protein,

nlkleik asit ve enzimleri ileterek etki gostermektedir (87).

2.3.3. MKH Eksozomlarimin Iskemiye Bagh ABH’daki Terapotik
Rolu

MKH eksozomlarinin iskemiye bagli ABH’daki terap6tik etkileri in vitro ve in vivo
kosullarda birgok c¢alismada gosterilmistir. Bu ¢alismalarda allojenik ve zenojenik
MKH eksozomlarinin iskemiye bagli ABH’da in vivo diizeneklerde bdbrege
yonlenme gosterdigi (42, 43), parankimal hiicre 6limiinii azalttig1 (9, 44, 45), serum
kreatinin (9, 42, 44) ve kan (re nitrojen (9, 44) diizeylerini normale yaklastirdigs; in
vitro modellerde ise PTE’nde proliferasyon hizini artirdigi (42), hicre 6lumanu (42,
44, 46) ve hasar biyobelirteglerini azalttigi (47) gosterilmistir. Tim bu olumlu
ciktilarin klinige aktarimimin gecikmesinde; yapilan calismalarda eksozomlarin
giivenli doz araligr (10-1000 pg/ml) (9, 47, 48) ve zaman penceresinde (0-48 saat)
(49, 50) izlenebilen farkliliklar ve uygulanan heterojen eksozom popiilasyonlarinin

(30-200 nm) (36, 39) etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

2.4. Mikroakiskan Bobrek Yongasi Teknolojisi

Nefroloji alaninda organ yongasi teknolojisi ile olusturulan mikroakiskan
sistemlerde bdbrek epitel hucrelerinin mikrokanallarda kdltiire edilmesi sonucu
bobrek fonksiyonlart in vitro kosullarda birebir modellenebilmektedir (18, 88, 89).
Son yillarda mikroakiskan platformlar sayesinde proksimal tiibiilde diabetes mellitus
(90), interstisyel fibrozis (91), nefrolithiazis (92) gibi hastaliklar modellenebilmistir.
Diger yandan pek cok ilagc ve gevresel etkene ait nefrotoksisite bu platformlarda
olduk¢a duyarli olarak izlenebilmektedir (24, 26, 27, 88, 93, 94). Proksimal tubdli
modelleyen mikroakiskan sistemler deney tasarimina gore iki veya ii¢ mikrokanal
iceren, bu kanallarda sivi akiginin pompali veya pompasiz sekilde saglanabildigi,

biyouyumlu ve yiiksek gaz gecirgenligine sahip seffaf polimer yapili malzemeden
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tiretilen platformlardir (18, 88, 89). Bu sistemlerde tiibiiler mikroyapi, epitel
hiicrelerinin farklanmasi, peritiibiller damarlanma ve proksimal tiibiil epitelinin
islevleri iki boyutlu kiltiir sistemlerine gore daha basarili olarak taklit
edilebilmektedir (18, 90, 92). Ancak varolan sistemler, yonga basina diisen maliyet
ve isglicli, malzeme optimizasyonunda yasanan sorunlar nedeniyle yaygin kullanim
acisindan  smurliliklar  tagimaktadir  (18). Son yillarda Hollanda’da Leiden
Universitesi’nde gelistirilen ve nefrotoksisite ¢alismalarinda kullanilmaya baslanan
ticari bir membransiz mikroakiskan yonga platformu (OrganoPlate) adi gegen
siirhiliklara yeni ¢ozlim Onerileri getirmistir (26, 94, 95). Bu platform tek plak
tizerinde ¢ok sayida yonga sistemi olusturarak isgiicii ve maliyeti azaltmayi, ¢oklu
analiz sistemleri ile uyumlu bir platform saglamayr basarmistir (26, 93). Bu
sistemlerde; hiicre-ekstraselliiler matriks iligskisine sahip proksimal tiibiil modeli
basarili bir sekilde olusturulmus, nefrotoksisite modelleri basariyla uygulanmistir

(93, 94, 96).

Sonug olarak ¢alismanin gerekgesi iskemik ABH’da MKH eksozomlarinin
tedavi penceresinin gercek zamanli olarak belirlenmesi ve iskemik ABH tedavisinde
kullanilabilecek ilag adaylarmin giivenle degerlendirilebilmesi icin gercekci 3B
mikrogevre kosullarin1 saglayan deney diizeneklerinin gelistirilmesine ihtiyag

bulunmasidir.

Calismanin amaci in vitro ve ex vivo kosullarda; 3B dinamik mikroakigkan
insan PTE yongasinda olusturulacak hipoksiye bagli akut hasar diizeneginin yapisal
ve islevsel diizeyde 2B statik hasar diizenegi ile paralel sekilde normoksi kosullariyla
karsilastirilarak degerlendirilmesi, izole ve karakterize edilecek insan KI-MKH
eksozomlarinin giivenli doz araliginin ve tedavi penceresinin ger¢ek zamanl olarak
saptanmasi, allojenik KI-MKH eksozomlarimin optimize edilen 3B dinamik
mikroakigkan platformunda hipoksiye bagli akut PTE hasar1 modelinde yapisal ve

islevsel diizeyde etkilerinin degerlendirilmesidir.

3. GEREC ve YONTEM
3.1. Calisma Tasarimm
Olusturulan hipotezi dogrulamak tizere in vitro ve ex vivo kosullarda; prospektif,

randomize, kontrol grubu igeren gézlemsel bir calisma planlanmis ve yiirtitiilmiistiir.
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Calisma bir dizi hiicre kiiltiirii, goriintiileme, yapisal ve islevsel degerlendirme is

paketlerinden olusmaktadir. Calismanin tamami Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Calismaya ait is akis1 Sekil 3.1.1°de sematize edilmistir.
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Sekil 3.1.1. Calismaya ait is akis1 semasi. (BioRender uygulamasi kullanilarak

cizilmistir.)

Calismanin bagimsiz degiskenleri kullanilan kiiltiir diizenekleri (2B statik /
3B dinamik) ve uygulanan mudahale (normoksi / hipoksi / hipoksi+¢ozicl /
hipoksit+eksozom) olup, bagimli degiskenler ise hiicre proliferasyonu sayisal
sonuglari, bariyer biitiinliik degerlendirmesi ile elde edilen gecirgenlik indeksleri,
immiin isaretleme sonrasinda elde edilen mikrograflardan hesaplanan diizeltilmis
toplam floresan yogunlugu (DTFY) sayisal sonuglart ve qRT-PCT ile elde edilen
rolatif gen ifadelenme sonuclaridir. Ayrica eksozomlarin karakterizasyonu
asamasinda dozlar bagimsiz degisken, normalize edilmis hiicre indeksleri ise bagimli
degisken olarak  degerlendirilmistir.  Degiskenlerin  hipotez ~ kapsaminda
degerlendirilmesi amaciyla tasarlanan caligma gruplar1 sirastyla 2B Normoksi, 2B
Hipoksi, 3B Normoksi, 3B Hipoksi, 3B Hipoksi-Cozucl ve 3B-Hipoksi-Eksozom
olmak tizere ¢aligma gruplart olusturulmustur. Calismanin 6rneklem biiyiikliigii; %95
gl ve %5 tip-1 hata ile istatistiksel farkin anlamli olarak gdsterilebilmesi i¢in her is
paketi igin 2 tekrarl olarak olusturulmustur (Tablo 3.1.1). Glg analizi ve 6rneklem

biiyiikliigii hesaplamalart Gpower v3.1 yazilimi ile gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1.1. Calisma igin her is paketine ait hesaplanmis 6rneklem biiytikliigii.

Yontem Is Paketi Numaras1 | Orneklem Biiyiikliigii

331 n=28

3.3.2 n=36

3.3.3 n=56

3.34 n=12 (Ornekler tcerli olarak havuzlanmustir.)
3.4.3 n=6

344 n=32
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345 n=2

3.4.6 n=22 (Normoksi), n=32 (Hipoksi)

351 n=6

3.5.2 n=10

3.5.3 n=12

354 n=6 (Ornekler tgerli olarak havuzlanmistr.)

3.2. Ug Boyutlu (3B) Dinamik ve iki Boyutlu (2B) Statik PTE Hiicre Kiltiri
Sistemlerinin Tasarim, Optimizasyonu ve Akut Hipoksi Modelleri

Olusturulmasi

3.2.1. PTE Hiicrelerinin Eldesi ve Cogaltilmasi

Calismada insan kokenli oliimsiizlestirilmis ticari HK-2 PTE hiicre hatti
(CRL-2190, ATCC-LGC, ABD), mikroakigkan PTE yongalari ile gergeklestirilen
kisisellestirilmis yaklasimlarda 6ncelikli olarak tercih edildigi i¢in kullanilmistir
(97). Hucreler dreticinin talimatlar1 dogrultusunda Keratinocyte-SFM (17005042,
Thermo Fisher Scientific, ABD) besiyeri ile 6nce 25 cm?’lik (70025, SPL, Giiney
Kore), ardindan 75 cm?lik (70075, SPL, Giiney Kore) hiicre kiiltiir flasklarinda
konvansiyonel kiiltiir ortaminda 37°C sicaklik ve %5 CO: konsantrasyonunda
nemlendirilmis inkiibatérde (EC 160, Niive, Tiirkiye) kiiltiire edilmistir. Hiicreler
mikoplazma kontaminasyonu ac¢isindan PCR yontemiyle denetlenmistir (Sekil
3.3.1.1 B). Hiicreler bu kosullarda 10. pasaja kadar kiiltiire edilmistir (Sekil 3.3.1.1
C, D). Ileri is paketleri igin yeterli sayida hiicre, iireticinin nerdigi kosullarda %7,5
Dimetil Sulfoksit (20385.01, Serva, Almanya) iceren besiyeri ile dondurma
konteyneri (CLS432000-1EA, Corning, ABD) yardimiyla dondurularak -80°C
dondurucuda (DF 290, Nuve, Turkiye) ve -196°C siv1 azot tankinda depolanmustir.
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Sekil 3.3.1.1. PTE hucrelerinin mikoplazma PCR jel elektroforezi gorintusu.
Mikoplazma kontaminasyonu agisindan PCR c¢alismasi sonucunda elde edilen jel
elektroforezi goérintisinde HK-2 hiicrelerinde negatif kontrol ile uyumlu tek bant

gOriinlimil izlenmistir.

3.22. PTE Hiicrelerinin Isik ve Elektron Mikroskopunda

Goruntilenmesi
PTE hiicreleri, her pasajda morfolojik 6zellikleri agisindan faz kontrast mikroskobu
altinda degerlendirilmistir (Sekil 3.2.2.1 A-B). Hucrelerin ultrastriktirel
degerlendirilmesi TEM ile gergeklestirilmistir (98) (Sekil 3.2.2.1 C-D). Kisaca;
flasklarda kulture edilen hiicreler, flask icerisindeki besiyeri aspire edilip fiksasyonu
saglamak icin %2,5 gluteraldehit eklenerek oda sicakliginda 30 dk boyunca inkiibe
edilmistir. Ardindan hiicre kaziyici ile hiicrelerin tutunduklar1 ylizeyden ayrilmasi
saglanip santrifiij tiipline alindiktan sonra fosfat tamponu ile 3 kez Ser dakikalik
yikamalarla fiksatif uzaklastirilmistir. Yikamalar arasinda 1200 RPM’de 5 dakikalik
santrifiijlerle hiicreler pellet haline getirilmistir. Yikamalar sonrasinda osmiyum
tetroksit ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda ikincil fiksasyon gerceklestirilmis.
Inkiibasyon siiresinin ardindan fosfat tamponu ile 3 kez Ser dakikalik yikamalar ile
fiksatif uzaklastirilmistir. Son yikamanin ardindan pellet haline getirilen hicreler
agar igerisine gomiilmiis ve katilasan agar 1 mm®1liik parcalar haline getirilmistir.
Kiigiiltiilen 6rnekler artan konsantrasyonda etanol serisi yardimiyla dehidrate edilip
propilen oksitten gegirildikten sonra epoksi regineye alistirilip plastik bloklar

olusturacak sekilde 60 °C’de 48 saat polimerize olmasi i¢in birakilmistir. Polimerize
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olan bloklardan once izlem amagli 1um kalinliginda yari-ince kesitler alinip Metilen
mavisi boyamasi ile incelenmistir. Hedef alanlar segildikten sonra 50-70 nm
kalinhiginda alinip bakir gridlere yerlestirilen ince kesitler uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyanmis, dijital kamera atagmanli (Gatan, ABD) transmisyon elektron
mikroskobu (JEM-1400 TEM, JEOL, Fransa) ile goriintilenmistir. Elde edilen
gorunttlerde hucreler ultrastriiktiirel diizeyde incelendiginde; 6kromatik nukleuslu,
graniilli endoplazma retikulumu ve mitokondriyonlardan zengin sitoplazmali
proksimal tiibiil epitel hiicreleri siki baglanti birimleri ile birbirine bagli olarak
izlenmistir (Sekil 3.2.2.1 C-D).

e SORA

Sekil 3.2.2.1. HK-2 PTE hiicre hattina ait 151k ve transmisyon elektron mikrograflar.
(A) 1. ve (B) 10. pasajdaki htcreler kiiltiir kabinin tabanina tutunmus ve karakteristik
kaldirim tas1 goriiniimiinde izlenmektedir. (C, D) Okromatik niikleuslu (N) granalli
endoplazma retikulumu (GER) ve mitokondriyonlardan (M) zengin sitoplazmali PTE
hiicreleri (D)’de siki baglant1 birimleri (ok) ile birbirine baglanmistir. (A, B) x100,
(C) x15.000, (D) x30.000. (C, D) uranil asetat, kursun sitrat.
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3.23. 3B Dinamik ve 2B Statik PTE Hucre Kualtiru
Duzeneklerinin Optimizasyonu
Konvansiyonel 2B PTE hiicre Kkiiltiiri diizenegini olusturmak ic¢in 96
kuyucuklu diiz tabanl hiicre kiiltiirii plaklar1 (92096, TPP, Isvigre) kullanilmistir (29)
(Sekil 3.2.3.1 A). Dondurulup saklanan PTE hicreleri, 37 °C su banyosunda
¢oziilmiis, 75 cm?lik hiicre kiiltiir flasklarinda konvansiyonel kiiltiir ortaminda
cogaltilmig, %80 yogunluga ulastiklar1 gozlendikten sonra %0,25 Tripsin-%0.02
EDTA soluisyonu (01-867-1B, Biological Industries, Israil) ile kaldirilip hiicre sayimi
yapildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarinmn her kuyucuguna 1.5x10*
hiicre olacak sekilde 100ul besiyeri ile aktarilmistir. Ardindan 48 saatte bir besiyeri
degisimi ve mikroskopik degerlendirme ile hiicreler izlenmistir.
3B dinamik mikroakiskan hiicre kiiltiiri modeli i¢in kompartmaninda 2
mikrokanala sahip mikroakigkan yongasi igeren, kanallarin birlesim bolgesinde
kompartmanlar1 membransiz olarak birbirinden ayr1 tutan faz ayrimi bulunan,
platform basina 96 yonga i¢eren mikroakiskan kiiltiir plagi (9605-400-B, Mimetas,
Hollanda) ve mikroakiskan yongalarinda yergekimi temelli akim saglayan aralikli
salinim cihazi (OrganoFlow L, Mimetas, Hollanda) kullanilmistir (26) (Sekil 3.2.3.1
B-F). Her mikroakiskan yongasiin jel mikrokanalina 2 pl ekstraselliiler matriks
(356277, Corning, ABD) eklenip 37°C sicaklik ve %5 CO2 kosullarinda
nemlendirilmis inkiibatérde 30 dakika siireyle polimerlesmesi saglanmistir.
Dondurulup saklanan PTE hiicreleri 37 °C su banyosunda ¢dziilmiis, 75 cm?’lik
hiicre kiltir flasklarinda konvansiyonel kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmis, %80
yogunluga ulastiklar1 gozlendikten sonra %0,25 Tripsin-%0.02 EDTA solisyonu
(01-867-1B, Biological Industries, Israil) ile kaldirilip hiicre sayimi yapildiktan sonra
her mikroakiskan yonganin akis mikrokanalina 1.5x10% hiicre iceren 2 pl besiyeri
eklenmistir. Hiicrelerin ekstraselliller matriks {izerine yerlesmesini saglamak icin
plak, plak standi1 yardimiyla akis mikrokanallar1 yukarida kalacak sekilde zemine 75°
ac1 ile inkiibator icerisinde konumlandirilip 4 saat siireyle inkiibe edilmistir (Sekil
3.23.1 E). 4 saatlik inkiibasyonun ardindan plak aralikli salinim cihazina
yerlestirilmis ve fizyolojik kosullarda 2 dyne/cm? makaslama kuvveti olusturacak

sekilde (=7°) - (+7°) a¢1 ve 8 dk aralikli salinim olacak sekilde calistirilarak
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mikrokanallarda akim saglanmistir (Sekil 3.2.3.1 F). Ardindan 48 saatte bir besiyeri
degisimi ve mikroskopik degerlendirme ile hiicreler § giin siireyle izlenmistir.

Her iki grup inverte faz kontrast mikroskobu (DMI 6000, Leica, Almanya
veya [X73, Olympus, Japonya) ile degerlendirilmis ve kamera atagsmani (DFC 7000

T, Leica, Almanya) ile yiiksek ¢oziiniirliiklii mikrograflar elde edilmistir.

A
C D
Ekstraselliler Matriks
Mhookene Ekstraselldler Matriks Akis
Mikrokanal Mikrokanali
Faz Ayrimi Z
Akis Mikrokanal L Y. ;
Y Faz Aynmi

Sekil 3.2.3.1. Hiicre kultirt diizeneklerinin makroskopik ve sematik goriiniimleri.
(A) 2B statik ve (B) 3B dinamik sistemlerin makroskopik gérinumd; 3B dinamik

mikroakigkan platformunun sematik ¢izimleri (C, D), inkiibator igerisinde plak standi
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(E) ve aralikli salinim cihazi (F) {izerinde goriiniimii verilmistir. (A, C, D) Biorender

uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.

3.24. 3B Dinamik ve 2B Statik PTE Hucre Kultiri

Duzeneklerinde Akut Hipoksi Modelinin Optimizasyonu

2B statik hiicre kiiltlirii modeli ve aralikli salinim cihazi ile akim saglanan 3B
dinamik mikroakigskan platformu inverte mikroskop altinda gozlenip 2B statik
modelde %80 hiicre yogunlugu gozlendiginde, 3B dinamik platformda ise hiicrelerin
akis mikrokanalinin tamamini kapladigi gozlendiginde modellerin stabilize
olduklarina karar verilmis ve deneyler baglatilmistir.

Hipoksi kosullar1 ¢ok gazli inkiibatorde (MCO-170M, Panasonic, Japonya)
N2 gaz1 yardimiyla inkiibator ici Oz diizeyi %1 seviyesine disiiriilerek %5 CO2
konsantrasyonu esliginde gergeklestirilmistir (68, 69). Normoksi kosullar1 ise
inklbator icerisinde %17 Oz ve %5 CO; konsantrasyonu olarak tespit edilmistir. 48
saatlik hipoksi kosullart siiresince inkiibatoriin zirkonyum sensoriiniin 6 dakikalik
araliklarla kaydettigi Oz ve CO2 degerleri takip edilmis, inkiibator kapaginin agilmasi
disinda O2 diizeyinde herhangi bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 3.2.4.1).
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Sekil 3.2.4.1. Akut hipoksi kosullarinda O2 konsantrasyonunun zamana bagh
degisimi grafigi. O konsantrasyonunun 48 saat siireyle %1 seviyesinde kaldigi,
izlenen kisa siireli piklerin inkiibator kapaginin acildigi saniyelere denk geldigi

gorulmektedir.

3.3. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasarmin 3B Dinamik ve 2B Statik

Diizeneklerde Yapisal ve Islevsel Olarak Degerlendirilmesi

3.3.1. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasarimin Epitel Bariyerinin

Biitiinliigiine Etkisinin Degerlendirilmesi

3B mikroakiskan platformunda PTE’nin sizdirmaz bariyer biitlinliigiiniin
normoksi ve hipoksi kosullarinda karsilastirmali olarak degerlendirilmesi icin
mikrokanal liimeninde dolasan besiyerine floresan izotiyosiyanat (FITC) veya
tetrametilrodamin izotiyosiyanat (TRITC) ile isaretli 20 veya 155 kilodalton (kDa)
agirhginda dekstran molekiilleri (FD20S ve TI1287, Sigma Aldrich, ABD)
kullanilmigtir (26). Secilen 20 ve 155 kDa dekstran, sirayla glomeriiler filtrasyon
bariyerinden fizyolojik ve patolojik kosullarda gegen molekiilleri modellemektedir
(99). Calismanin 0., 24. ve 48. saatlerinde normoksi ve hipoksi kosullarindaki
mikroakigskan platformlara ait akis kanallarindaki besiyeri, 0,5 mg/ml
konsantrasyonda igaretli dekstran molekiilii igeren besiyeri ile degistirildikten sonra
10 dakika sureyle her 2 dakikada bir inverte floresan mikroskop (1X73, Olympus,
Japonya) altinda uygun dalga boylarinda (Eksitasyon/emisyon; FITC, 495/517 nm;
TRITC, 550/573 nm) gériintiilenmistir.

Isaretli molekiillerin ekstraselliiler matriks mikrokanalina sizma miktari, elde
edilen mikrograflarda ImageJ gorunti analiz yazilimi yardimiyla her iki kanaldaki
floresan intensitesi sayisal olarak belirlenmesi ile analiz edilerek daha Onceki
calismalarda kullanilmis olan (26) ve asagida verilen gegirgenlik endeksi formiilii

yardimiyla her 6rnek i¢in bir gegirgenlik endeksi hesaplanmuistir.

Papp (cm/s) = (ACreceiver X Vreceiver) / (At X Aparrier X Cdonor)

Formulde; Papp cm/s cinsinden gegirgenlik indeksini, ACreceiver Mikrokanallar

arasindaki normalize edilmis intensite farkini, Vreceiver ekstraselliler matriks
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mikrokanalinin hacmini, At gegen zamani, Aparrier mikrokanallarin temas ettigi

yiizeyin alanini, Cgonor dekstran konsantrasyonunu ifade etmektedir.

3.3.2. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasarimin Yapisal Etkilerinin

ZO-1 ve Asetillenmis a-tiibiilin immiin Isaretlemesi ile Degerlendirilmesi

Epitel hucrelerinin  polaritesi, sitoplazmadaki  mikrotubullere  6zgu
asetillenmis a-tiibiilin ve lateral siki baglanti birimlerinin biitiinliigii, sik1 baglantilara
0zgi ZO-1 direkt immiin isaretleme teknigiyle degerlendirilmistir (27). Bunun igin
Alexa Fluor 594 floroforu ile konjuge fare anti- insan ZO-1 antikoru (339194,
Invitrogen, Thermo Fisher, ABD), FITC floroforu ile konjuge fare anti-insan
asetillenmis a-tlbllin antikoru (sc-23950, SantaCruz Biotechnology, ABD) ve 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) ¢ekirdek boyasi (D9542, Sigma-Aldrich, Almanya)
kullanilmistir. ZO-1 ve asetillenmis a-tlibiilin antikorlarinin minimum etkili ¢alisma
konsantrasyonu ve inkiibasyon siresinin optimizasyonu amaciyla 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plaklarina her kuyucuga 1.5x10* hiicre olacak sekilde ekilmis olan ve
normoksi kosullarinda inkiibe edilen HK-2 hiicreleri farkli diliisyonlarda (1/50,
1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/4000) konjuge antikorlar ile inkiibe edilmistir.
Optimum kosullar oda sicakliginda ZO-1 igin 1/1000, asetillenmis a-ttbilin igin
1/200 konsantrasyonda 1 saat inkiibasyon ile saglanmistir.

Tiim 6rnekler, besiyeri ¢ekilip hiicreler 2 kez Hank’1n dengeli tuz soliisyonu
(HBSS) tamponu ile yikanip her kuyuya 50 pl HBSS igerisinde %3,7
paraformaldehit eklenerek oda sicakliginda 10 dakika siireyle tespit edilmistir.
Ardindan PBS igerisinde %0,3 Triton X-100 ile membran gecirgenligi saglanip PBS
icerinde %2 BSA, %0,2 Triton X-100 ile bloklama islemi yapilmistir. Hicreler
bloklama soliisyonu ¢ekilip iki kez HBSS tamponu ile yikandiktan sonra HBSS
icerisine konjuge primer antikorlar ile 1 saat siireyle oda sicakliginda karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodunun sonunda tekrar yikama islemi
uygulanan kuyulara 100 ng/ml DAPI eklenerek 5 dk siireyle oda sicakliginda
karanlik ortamda inkiibe edilerek ¢ekirdek boyamasi gergeklestirilmistir. Ardindan
tekrar HBSS ile yikama gerceklestirilip son olarak her kuyuya 50 ul HBSS eklenerek
gorintiilemeye hazir hale getirilmistir. iImmiin isaretleme yapilan hiicreler inverte

floresan mikroskop altinda goriintiillenmis ve elde edilen mikrograflarda Imagel
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goriintii analiz yazilimi ile intensite, alan ve arkaplan dl¢iimleri yapilip alana diisen
hiicreler sayildiktan sonra literatiirde belirtilen formiil yardimiyla her 6rnek igin

DTFY hesaplanmustir (100).

DTFY = [Entegre Yogunluk — (Alan x Ortalama Arka Plan Yogunlugu)] / Alandaki

Toplam Hiicre Sayisi

3.3.3. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasarimin Epitel Hiicrelerinin

Proliferasyon Hizina Etkisinin Degerlendirilmesi

Hipoksiye bagli hasarin PTE hiicre canliligl iizerine etkisi, 0.,24., 48.
saatlerde deney ve kontrol gruplarinda WST-1 teknigi ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Bu teknik, canli hiicrelerde mitokondriyon kokenli dehidrogenaz
enziminin test sollsyonunda bulunan tetrazolyum tuzu WST-1’i (11644807001,
Roche, Isvigre) formazana cevirmesi ve formazan miktarmin kolorimetrik olarak
saptanmast prensibi ile c¢alismaktadir. BolUnen hicreler metabolik olarak
boliinmeyenlere gore daha aktif olduklar: igin WST-1 testi hiicre proliferasyonunun
degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir (101).

Degerlendirme i¢in 2B ve 3B dizeneklerde hipoksi veya normoksi
kosullarinda 0, 24 veya 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda besiyerine %210 test
soliisyonu eklenerek 37°C’de inkiibatorde 2 saat silireyle inkiibe edilmistir. Ardindan
orneklerdeki besiyeri bos 96 kuyucuklu plaklara alinip kolorimetrik mikroplak
okuyucusunda (Versamax, Molecular Devices, ABD) 440nm dalga boyunda
absorbans Ol¢limii yapilmis ve elde edilen sonuglar gruplar arasinda karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

3.3.4. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasarinda Glikoz Tasiyicilarinin
ve Hasar Biyobelirteclerinin mRNA Diizeyinde Degerlendirilmesi
Hipoksiye bagli PTE hasarinda glikoz tastyicilarinin ve hasar belirteclerinin

mRNA diizeyinde belirlenmesi icin normoksi veya hipoksi kosullarinda inkiibe
edilen hucrelerden RNA elde edilmis qRT-PCR yontemiyle mRNA duzeyleri
degerlendirilmistir (102). Calismanin 0., 24. ve 48. saatlerinde RNA izolasyon kiti ile
(EZ-RNA Total RNA izolasyon Kiti, 20-400-100, Biological Industries, Israil) RNA
elde edilmis; B Aktin (ACTB, PPH00073G, Qiagen, Almanya), HO-1 (HMOX1,
PPHO0161F, Qiagen, Almanya), BNIP3 (BNIP3, PPH00301C, Qiagen, Almanya),
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HIF1A (PPH01361B, Qiagen, Almanya), GLUT1 (SLC2A1, PPH02043C, Qiagen,
Almanya) ve GLUT2 (SLC2A2, PPH13360F, Qiagen, Almanya) genlerine ait
primerler ile ¢cDNA miktarlar1 kantitatif olarak degerlendirilmistir. B Aktin gen
ifadesi gardiyan gen olarak segilmis, diger genlerin ifadesi gardiyan gene ve bazal

ifadeye (0. Saat) gore kat degisimi olarak belirtilmistir.

3.4. Insan Ki-MKH’lerinden Eksozom Izolasyonu, Karakterizasyonu ve

Proliferatif Potansiyelinin Degerlendirilmesi

3.4.1. Insan Ki-MKH’lerinin Eldesi ve Cogaltilmasi

Insan Ki-MKH hiicre hatt1 ticari olarak elde edilmistir (PCS-500-012, ATCC,
ABD). Soguk zincir kosullarinda temin edilen hiicreler %10 fetal bovine serum
(FBS) ve %1 pen-strep iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri
icerisinde once 25 cm?’lik (70025, SPL, Giiney Kore), ardindan 75 cm?’lik (70075,
SPL, Giiney Kore) hiicre kiiltiirti flasklarinda konvansiyonel kiiltlir ortaminda 37°C
sicaklik ve %5 CO2 konsantrasyonunda nemlendirilmis inkiibatorde (EC 160, Nuve,
Tirkiye) kiiltiire edilmistir. Hiicreler iireticinin multipotent 6zelliklerin korundugunu
taahhiit ettigi aralikta yer alan 4. pasaja kadar kiiltiire edilmistir (103). Hucreler
mikoplazma kontaminasyonu acisindan PCR yoOntemiyle denetlenmistir (Sekil
3.4.1.1 A). Tum is paketlerinde 4. pasajdaki hiicreler kullanilmistir (Sekil 3.4.1.1 B).
Ileri is paketleri igin yeterli sayida hiicre, iireticinin énerdigi kosullarda %10 Dimetil
Sulfoksit (20385.01, Serva, Almanya) ve %40 FBS iceren besiyeri ile dondurma
konteyneri (CLS432000-1EA, Corning, ABD) yardimiyla dondurularak -80°C
dondurucuda (DF 290, Nuve, Turkiye) ve -196°C sivi azot tankinda depolanmuistir.
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Sekil 3.4.1.1. insan Ki-MKH’lerine ait jel elektroforezi ve faz kontrast mikrografi.

(A) 4. pasajdaki hiicreler mikoplazma icin negatiftir. (B) Igsi sekilli sitoplazmik
uzantili hiicreler (<) kiiltiir kabina tutunmustur. (B) Orijinal biytitme x100.

3.4.2. insan Ki-MKH’lerinden Eksozom Izolasyonu

Kiiltire edilen insan KI-MKH’ler T75 flasklarda %70 yogunluga
ulastiklarinda fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanip ve 48 saat siireyle eksozomsuz
FBS (%10) eklenmis besiyeri iceriside %5 CO2 ve 37°C'de inkiibe edilmistir. 48 saat
sonunda toplanan besiyeri sirasiyla 1500xg'de 10 dakika, 10000xg'de 10 dakika ve
30000xg'de 30 dakika santrifiij edilmistir. Bu santrifiij asamalar1 ile sirayla
besiyerindeki hiicreler, hiicre artiklar1 ve mikrovezikiiller uzaklastirilmistir. Elde
edilen silipernatan, 2 kez 90 dakika siireyle 100000xg hizda ultrasantrifiij islemine
tabi tutularak eksozom pelleti elde edilmistir. Elde edilen pellet 100 pul PBS i¢inde
¢oziilmiis ve -80°C'de saklanmugtir (15).

3.4.3. insan Ki-MKH Eksozomlarimn Protein Konsantrasyonu

Agisindan Karakterizasyonu
KI-MKH eksozomlarmin protein konsantrasyonunun tayini i¢in Bikinkoninik asit
(BCA) yontemi (#23225, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile kolorimetrik 6lguim
yapilmistir (104). Degerlendirmede egri ¢izimi igin protein standardi olarak bovine
serum albumin (BSA) drnekleri kullanilmistir. Ureticinin talimatlaria uygun sekilde

eksozom Ornekleri 30 dk siireyle calisma soliisyonu ile inkiibe edilip 10 dakikalik
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soguma periyodunun ardindan 562 nm dalgaboyunda kolorimetrik plak okuyucu
(VersaMax, Molecular Devices, ABD) ile oOl¢iimler yapilmistir. Elde edilen
Olctimlerde arkaplan dilizeltmesi uygulandiktan sonra O&rneklerdeki protein
konstantrasyonlarmin tayini i¢in standartlarin 6l¢iim sonuglari ile “protein
konsantrasyonu x absorbans” egrisi ¢izilip bu egriden elde edilen formiil ile

orneklerin protein konsantrasyonu mg/ml cinsinden hesaplanmaistir.

344. Insan KI-MKH Eksozomlarmm  Ultrastriiktiirel
Karakterizasyonu
Eksozomlarin sekil ve boyutlar1 pozitif ve negatif boyama yontemleriyle
transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) degerlendirilmistir (105). Kisaca,
eksozom igeren soliisyon 200 mesh formvar/karbon kapli nikel gridler (EMS, ABD)
tizerine damlacik seklinde birakilip yercekimi ile grid zeminine ¢okelmesi i¢in oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan gridler sirayla %1 fosfotungstik asit ve %2
uranil asetat ile boyanmistir. Her basamak Oncesinde ve sonrasinda {iger kez distile
su ile yikama yapilmistir. Gridler oda sicakliginda havada kurutulduktan sonra dijital
kamera (Gatan, ABD) atagmanli TEM (JEM 1400, JEOL, Japonya) altinda giic
analizinde hedeflenen drneklem biiyiikliigiine ulasmak {izere iki tekrarl olarak Ki-
MKH eksozomlarmin kisa ve uzun caplari Olgiilerek Kkarsilagtirmali olarak

degerlendirilmistir.

34.5. Insan KIi-MKH Eksozomlarmmin Yiizey Belirtecleri
Agisindan Karakterizasyonu

Eksozomlar, tanimsal ylizey belirtecleri olan tetraspanin protein ailesinden CD63 ve
CD81 kullanilarak akim sitometrisi ile karakterize edilmistir (106). Kisaca,
eksozomlar CD63 primer antikoru ile kaplanmis boncuklar (ab 239686, abcam,
Ingiltere) ile 1:2 oraninda karistirilarak oda sicakliginda bir gece inkiibe edilmistir.
Ardindan ornekler PBS igerisinde %5’°lik BSA ile 4 saat oda sicakliginda inkiibe
edilip 1:50 diliisyonda fikoeritrin (PE) ile konjuge edilmis CD81 primer antikoru
(130-118-481, Miltenyi Biotec, ABD) ile isaretlenmistir. Yikama basamaklarindan
sonra Ornekler akim sitometrisi cihazinda (Novocyte 2000, Agilent, ABD) en az
2000 okuma boncuk popiilasyonu belirlendikten sonra izotip kontrol 6rnegi (PE

IgG1, 3240907, ABD) ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
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3.4.6. Insan KI-MKH Eksozomlarinin Ger¢ek Zamanh Tedavi
Penceresinin Belirlenmesi
Eksozomlarin normal ve diisiik oksijen konsantrasyonlarinda akut etkili doz
ve zaman penceresinin belirlenmesi ic¢in kiltiire insan PTE hcrelerine (HK-2, CRL-
2190, ATCC-LGC, ABD) logaritmik hesaplama saglayacak bigimde literatlirde
uygulanan en genis doz (49, 50) ve zaman araligini (36, 39) esas alarak allojenik Ki-
MKH eksozomlar1 uygulanmis ve gercek zamanli empedans temelli hiicre
proliferasyonu hesaplanmistir. Empedans degisimleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin
tabaninda bulunan altin elektrotlar ile Olgiilerek hiicre indeksi birimi {izerinden
kaydedilmistir (107). Eksozomlarin zaman araliginin tespiti i¢in PTE hiicreleri, 1.5 x
10* hiicre/kuyu yogunlukta 96 kuyucuklu E-plaklar iizerine ekilmis ve RTCA SP
(Xcelligence, Agilent, ABD) cihazina yerlestirilip 37°C sicaklik ve %5 CO:2
konsantrasyonunda nemlendirilmis inkiibatérde (EC 160, Niive, Tiirkiye) kiiltiire
edilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmasi RTCA yazilimi ile hiicre indeksi cinsinden sayisal
olarak takip edilip bu parametre tiim gruplar i¢in “1” degerine ulastiginda hiicrelere
besiyeri icerisinde 5 x 101, 5 x 10°% 5 x 10 ve 5 x 10 pg/ml dozlarda Ki-MKH
eksozomlar1 veya sadece besiyeri verilmistir. Eksozom uygulamasimin ardindan
deney 48 saat siireyle devam ettirilmistir. Normoksi kosullarinda gergeklestirilen bu
deneyde tedavi penceresinin sonlanimi, “%350 etkin doz (ED50) x zaman” grafiginde

EDS50 degerinin ani artig gosterdigi nokta olarak belirlenmistir.

Guvenli doz araliginin tespiti icin ikinci bir deney diizeneginde ayni
yogunlukta ekilen PTE hiicrelerinin hiicre indeksi tiim gruplar i¢in “1” degerine
ulastiginda hipoksi uygulamas1 baslatilmig, 48 saatlik hipoksi periyodu sonrasinda
besiyeri icerisinde sirayla 5 x 107, 5 x 10°, 5 x 10! ve 5 x 102 pg/ml dozlarda Ki-
MKH eksozomlart hiicrelere verilmistir. Eksozom uygulamasinin ardindan normalize
hiicre indeksleri 48 saat siireyle takip edilmistir. Normoksi diizeneginde tespit edilen
tedavi penceresinin sonlanma noktas:t i¢in ED50 degeri hesaplanmis, ileri is

paketlerinde eksozomlar hesaplanan dozda kullanilmigtir.



39

3.5. Allojenik Ki-MKH Eksozomlarmin Akut Hipoksiye Bagh Yapisal ve
Islevsel PTE Hasarina Etkisinin 3B Dinamik Mikroakiskan Platformunda

Degerlendirilmesi

3.51. Allojenik KI-MKH Eksozomlarimin Mikroakiskan
Platformunda Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasar1 Modelinde Epitel

Gecirgenligi Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

Mikroakiskan yonga sisteminde hipoksi kosullarindaki érneklerde Ki-MKH
eksozomlarinin epitel gegirgenligi tizerindeki etkisi eksozom uygulamasindan 24 saat
sonra 3.3.1 numarali kisimda tanimlandig1 gibi FITC isaretli 20 kDa veya TRITC
isaretli 155 kDa dekstran molekiilleri ile degerlendirilip gegirgenlik endeksi formiilii
yardimiyla her 6rnek i¢in bir gecirgenlik endeksi hesaplanmistir. Coziicli ve eksozom

uygulamalar1 sonucunda elde edilen veriler karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

3.52. insan KI-MKH  Eksozomlarmmm  Mikroakiskan
Platformunda Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasar1 Modelinde Yapisal
Etkilerinin Immiinfloresan Isaretleme ile Mikroskobik Olarak

Degerlendirilmesi

Ki-MKH eksozomlarinin yapisal etkilerinin degerlendirilmesi i¢in 3.3.2
numarali kisimda belirtildigi gibi Alexa Fluor 594 ile konjuge ZO-1 antikoru, FITC
ile konjuge asetillenmis o-tiibiilin antikoru ve DAPI ¢ekirdek boyasi ile immiin
isaretleme yapilmis, hiicreler konfokal mikroskop altinda goriintiilenmis ve elde
edilen mikrograflarda ImageJ goriintii analiz yazilimu ile intensite, alan ve arkaplan
Olctimleri yapilip alana diisen hiicreler sayildiktan sonra literatiirde belirtilen formdil

yardimiyla her 6rnek icin DTFY hesaplanmustir.

3.5.3. Insan Ki-MKH  Eksozomlarinin Mikroakiskan
Platformunda Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasar1i Modelinde

Proliferasyon Hiz1 Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

3B dinamik mikroakiskan platformunda hipoksiye bagl akut PTE hasarinda

Ki-MKH eksozomlarmin hiicre canlilif1 {izerine etkisi, uygulamadan 24 saat sonra
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3.3.3 numarali kisimda tanimlandig1 gibi ¢6ziicii ile karsilastirilarak WST-1 teknigi

ile degerlendirilmistir.

354. 1insan KI-MKH  Eksozomlarmm  Mikroakiskan
Platformunda Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasar1 Modelinde Hasar
Biyobelirtecleri A¢isindan Gen ifadesi Diizeyinde Degerlendirilmesi
Hipoksiye bagli PTE hasarinda Ki-MKH eksozomlarmin glikoz tastyicilari ve

hasar belirteclerinin mRNA duzeylerine etkisinin gosterilmesi icin, 3.3.4 numarali
kisimda belirtildigi gibi hipoksi kosullarinda inkiibe edilen hiicrelerden RNA elde
edilmis ve qRT-PCR yontemiyle f Aktin, HO-1, BNIP3, HIFla, GLUT1 ve GLUT2

genlerinin mMRNA diizeyleri kantitatif olarak degerlendirilmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Tim is paketlerinden bagimli ve bagimsiz degiskenlerden elde edilen verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildikten sonra
parametrik veriler igin t testi ve tek yonlii ¢oklu degisken analizi, parametrik
olmayan veriler i¢in Mann Whitney U testi ve Kruskall Wallis testi kullanilarak veri
analizleri gerceklestirilmistir. Is paketlerinin degerlendirilmesinde kullanilan testler
Tablo 3.6.1°de belirtilmistir. Bagimli ve bagimsiz degiskenlere ait tanimlayici
istatistiksel veriler parametrik ya da parametrik olmayan dagilimlara gore ortanca,
minimum, maksimum ya da ortalama degerleri = SD olarak grafiklere dokiilmiistiir.
Tim degerlendirmelerde %95°1ik giiven araliginda calisilmis ve analizler icin IBM

SPSS Statistics 23.0, grafikler i¢cin GraphPad Prism 8 yazilimlar1 kullanilmustir.

Tablo 3.6.1. Is paketlerinin ciktilarinin dagilimi ve kullanilan istatistiksel analiz

yontemleri listelenmistir.

Yontem s | Verilerin

Paketi Dagilim Verilerin Istatistiksel Analizi

Numarasi

3.3.1 Parametrik Tek yonli c¢oklu degisken analizi + Tukey
testi

3.3.2 Parametrik /| Tek yonlii ¢oklu degisken analizi + Tukey
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Parametrik Degil | testi, Mann Whitney U testi, Bagimsiz t testi
3.3.3 Parametrik Tek yonli coklu degisken analizi + Sidak testi
3.3.4 Parametrik Degil | AACt yontemiyle goreceli gen ifadesi
hesaplanmasi
343 Parametrik Bagimsiz t testi
34.4 Parametrik Bagimli t testi
345 Parametrik Bagimsiz t testi
3.4.6 Parametrik Tek yonli ¢oklu degisken analizi + Tukey
Parametrik Degil | testi, Kruskall-Wallis testi + Dunn testi
35.1 Parametrik Bagimsiz t testi
3.5.2 Parametrik Bagimsiz t testi
3.5.3 Parametrik Bagimsiz t testi
3.54 Parametrik Degil | AACt yontemiyle goreceli gen ifadesi

hesaplanmasi
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4. BULGULAR
4.1. insan PTE Hiicreleri ile 2B Statik ve 3B Dinamik Kiiltiir Diizeneklerinin

Olusturulmasi

Insan PTE hiicrelerinin 2B statik kiiltiir ortaminda kiiltiir kabinin yiizeyine
tutunduklar1 ve hiicre ekimi sonrasi 8. giinde %80 yogunluk oranina ulastiklari,
karakteristik kaldirnm tas1 gOriiniimii aldiklar1 ve birbirlerine tutunduklar

gozlemlenmistir (Sekil 4.1.1.).

Sekil 4.1.1. insan PTE hiicrelerinin 2B statik kiiltiir diizeneginde faz kontrast
mikrograflari. Hicreler ekim sonrasi 2. (A), 4. (B), 6. (C), 8. (D) glnlerde

degerlendirildiginde 8. giinde karakteristik kaldirim tas1 goriinlimiine ulastiklarina

dikkat ediniz. x100.

3B mikroakiskan platformu hiicre ekilmeden once diizgiin kenarli kanallar ve

faz ayrimi yapisiyla izlenmistir (Sekil 4.1.2. A). PTE hiicreleri platforma ekildiginde,
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zemine 75° ac1 ile 4 saatlik statik kosullarda inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
hedeflendigi gibi ekstraselliiler matriks yiizeyine ¢oktiigli gozlenmistir (Sekil 4.1.2.
B). Akis saglanarak plagin dinamik kosullara alinmasmin ardindan 8. giinde
hiicrelerin akis mikrokanalinin tamamini kapladigir gézlemlenmistir (Sekil 4.1.2. C-
D). Mikrokanalin faz ayrimi ile komsu olan sinir bolgesinin, kanalin kalanina gore
hiicre sayis1 agisindan daha yogun izlenmesi ve faz kontrast mikroskobunda farkli
odak seviyelerinde birden fazla hiicre poptlasyonunun gézlenmesi, 3 boyutlu tibal

yapisinin basariyla olugturuldugunu gostermistir (Sekil 4.1.2. D).

A = B
1
5 ‘ -
2 |

T -‘1.&’&’(-":}@(

S

Sekil 4.1.2. Insan PTE hiicrelerinin 3B dinamik mikroakiskan platformunda faz

kontrast mikrograflart. 3D mikroakiskan platformunun bos mikrografindan (A) akis
mikrokanali (a), ekstraselliller matriks mikrokanali (e) ve faz ayrimi (f)
izlenmektedir. Hiicre ekimi ve 75° aciyla 4 saatlik statik inkiibasyonu takiben
hiicreler faz ayrimi seviyesinde ¢okmiistiir (B). Kilturun 4. (C) ve 8. (D) gunlerinde
hiicrelerin akis kanalinin ylizeylerine tutundugu, kanal kenarlarinda daha ¢ok hiicre

bulundugu izlenmistir. x100.
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4.2. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasarimin 2B Statik ve 3B Dinamik Hiicre
Kultiir(i Diizeneklerinde Yapisal ve Islevsel Olarak Degerlendirilmesi
4.2.1. Hipoksiye Bagh Akut PTE Hasar1 Epitel Gegirgenligini

Artirmistir.

Hipoksiye baglh akut PTE hasarinin, 24. saatte 20 kDa ve 155 kDa dekstrana
kars1 PTE gecirgenligini normoksi kosullarina goére sirasiyla 6 ve 4 kat artirdigi
gosterilmistir (sirasiyla p<0,0001 ve p<0,0001; Sekil 4.2.1.1.). 20 kDa dekstrana
karsi PTE gecirgenligi artisi, 48. saatte normoksi kosullarina gore 2 kat yiiksek
olarak devam etmistir (p=0.0006, Sekil 4.2.1.1.). 155 kDa dekstrana karsi PTE
gecirgenligi, 48. saatte normoksi kosullar ile benzer indeksi gostermistir (p>0.05,

Sekil 4.2.1.1.).



45

Hipoksi

Normoksi

20 kDa Dekstran

IEES V¢

IEES ‘8%

155 kDa Dekstran

IEES P2

leeg gy

155 kDa
Dekstran

20 kDa
Dekstran

% sl |,
me . o0 v
ES .
c 8
Z L O&
e O J
t_ 9:%
o%4 do
|«
J I, o bl ¥
e %
0*0
g g ®© g2 o o

+0L X (s/wd) 1syapu) yjuebides

Zaman (Saat)



46

Sekil 4.2.1.1. Akut hipoksiye bagli PTE hasarinda epitel gecirgenliginin
degerlendirmesine ait floresan mikrograflar (A-H) ve sagilim grafigi (I). Normal
oksijen konsantrasyonunda (sol kolon) yesil ile isaretli 20 kDa FITC-dekstran ve
kirmiz: ile isaretli 155 kDa TRITC-dekstran molekullerinin ekstraselliler matriks
kanalina (list) gegmedigi, akut hipoksi kosullarinda (sag kolon) ise 24. Saatte her iki
molekiil agirliginda gegisin arttig1, 48. Saatte 155 kDa dekstran i¢in gegcisin azaldigi
gbzlemlenmistir. Epitelin 20 kDa ve 155 kDa dekstran molekiiliine kars1 hesaplanan

gecirgenlik indeksi degerleri sagilim grafigi (I) olarak verilmistir. X100, (*) p<0.05.

4.2.2. Akut Hipoksiye Bagh PTE Hasar1 Mikroakiskan
Platformunda ZO-1 ve Asetillenmis a-tiibiilin Isaretlenmesini
Azaltmistir

Normal oksijen konsantrasyonunda 3B dinamik ve 2B statik dizeneklerdeki PTE
hiicreleri aralarindaki siki baglantilara 0zgu ZO-1 ile yaygin olarak isaretlenmistir.
Z0-1 ile isaretli, bariyer biitiinliiglinii koruyan hiicreler devamli retikiiler patern
gostermistir (Sekil 4.2.2.1. ve Sekil 4.2.2.2.). Hipoksi uygulamasi1 sonras1 ZO-1
isaretli hiicrelerin diffiiz retikiiler paterni bozulmus, hiicrelerde bunun yerine
graniiler bir isaretlenme izlenmis, bu gorlinlim bariyer biitlinliigiiniin bozuldugu
yoniinde  degerlendirilmistir  (Sekil 4.2.2.1. ve Sekil 4.2.2.2.). ZO-1
immiinreaktivitesi gosteren PTE hiicrelerinin DTFY degerleri, 3B mikroakiskan
platformunda 0 ve 24. saatte normoksi ve hipoksi kosullarinda benzer diizeyde
izlenmistir (Sekil 4.2.2.3.). 3B mikroakigkan platformunda 48. saatte hipoksiye bagli
olarak PTE hucrelerinin ZO-1 DTFY’si normal oksijen kosullarma gore anlamli
olarak azalmistir (p=0.0131, Sekil 4.2.2.3.). 2B statik dlizenekte 0, 24. ve 48.
saatlerde normoksi ve hipoksi kosullarinda PTE hiicrelerinde ZO-1 DTFY ’si
degismemistir (Sirayla p>0.05, p>0.05 ve p>0.05, Sekil 4.2.2.3.). 2B statik ve 3B
dinamik duzeneklerde PTE hicrelerindeki ZO-1 DTFY’si normal oksijen
konsantrasyonunda 0 ile 48. saatler arasinda anlamli degisiklik gostermemistir (Sekil
4.2.2.3.). Diger yandan hipoksi kosullarinda 3B dinamik platformda PTE’deki ZO-1
DTFY’si 24. Saatten itibaren 48. Saate kadar diismiis ancak bu diisiis istatistiksel
anlamliliga ulasmamistir (Sekil 4.2.2.3.).
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Normal ve diisiik oksijen konsantrasyonunda olusturulan 3B dinamik ve 2B statik
dizeneklerde, PTE hucreleri sitoplazmadaki mikrotiibiillere 6zgii asetillenmis -
tibdlin ile ZO-1’e gore smirlt olarak isaretlenmistir (Sekil 4.2.2.1. ve Sekil 4.2.2.2.).
Diger yandan, normal oksijen konsantrasyonunda 3B dinamik mikroakiskan
platformunda sitoplazmik asetillenmis o-tiibiilin isaretlenmesi diger gruplara,
ozellikle 2B statik diizenege gore daha belirgin olarak izlenmistir (Sekil 4.2.2.1. ve
Sekil 4.2.2.2.). Normoksi kosullarinda 3B dinamik diizenckte PTE hiicrelerinin
asetillenmis a-tiibiilin DTFY’si, 0, 24 ve 48. saatlerde 2B statik diizenege gore
yiiksek olarak izlenmistir (p=0,0003, Sekil 4.2.2.3.). 3B dinamik diizenege hipoksi
uygulandiktan sonra asetillenmis o-tiibiilin i¢in PTE DTFY degerleri 24. ve 48.
Saatlerde 0. saate gore anlamli olarak azalmistir (sirastyla p=0.003 ve p=0.0023,
Sekil 4.2.2.3.). 2B statik diizenekte hipoksi uygulamasi asetillenmis a-ttbulin igin
PTE DTFY degerlerini 0, 24. ve 48. saatlerde degistirmemektedir (Sekil 4.2.2.3.).
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Normoksi Hipoksi

0. saat

24, saat

48. saat

Sekil 4.2.2.1. 3B dinamik mikroakigkan platformunda akut hipoksiye baglhh PTE

hasarinda ZO-1 ve asetillenmis o-tiibiilin immiin isaretlemesine ait floresan
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mikrograflar. Normal oksijen konsantrasyonunda (A, C, E) hucrelerin kanal
zeminine tutundugu ve 48 saat boyunca ZO-1 ve asetillenmis o-tibulin
isaretlenmesinin devam ettigi izlenmistir. Akut hipoksi kosullarinda (B, D, F) ise 24.
Saatte her iki protein i¢in de isarctlenme diizeyleri azalmis, 48. Saatte cok az
miktarda isaretlenme ve hiicre ¢ekirdegi sayisinda azalma gozlemlenmistir.

Gortintiiler konfokal mikroskopta elde edilmistir. x400.
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Normoksi Hipoksi

0. saat

24. saat

48. saat

Sekil 4.2.2.2. 2B statik diizenekte akut hipoksiye bagli PTE hasarinda kirmizi ile
izlenen ZO-1 ve yesil ile izlenen asetillenmis o-tiiblilin immiin isaretlemesine ait
floresan mikrograflar. Normal oksijen konsantrasyonunda (A, C ,E) hicrelerin kanal
zeminine tutundugu ve 48 saat boyunca ZO-1 ve asetillenmis o-tibulin
isaretlenmesinin devam ettigi izlenmistir. Akut hipoksi kosullarinda (B, D, F) ise 24.
Saatte her iki protein i¢in de isaretlenme diizeyleri azalmis, 48. Saatte cok az
miktarda isaretlenme ve hiicre ¢ekirdegi sayisinda azalma gdzlemlenmistir.

Goruntler floresan mikroskopta elde edilmistir. x400.



o1

A 2B 3B
300004
Normoksi
1 © Hipoksi
200004 *
> - —
[T P
= ]
(@) p - " e
T ] e
O - ‘ ‘
N - ‘ M %
100001 f;’, -
] =
] T st
: e
0 ] L) L) L)

1 L) T

0 24 48 0 24 48
Zaman (Saat)

B 2B 3B
8000
* Normoksi
© Hipoksi
t *
5 60004
£
5 >
L
E
& 40004
o
£ e
=
2
T 2000+
<C
oo °
5 L & PO
o L} PL P ] T |
0 24 48 0 24 48

Zaman (Saat)

Sekil 4.2.2.3. 2B statik ve 3B dinamik diizeneklerde akut hipoksiye bagli PTE

hasarinda ZO-1 (A) ve asetillenmis a-tlbllin (B) immiin isaretlemesine ait DTFY
sacilim grafikleri. (*) p<0.05.
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4.2.3. Akut Hipoksiye Bagh PTE Hasar1 Epitel Hucrelerinin
Proliferasyon Hizim1 Azaltmistir
Akut hipoksi, 3B dinamik ve 2B statik hlcre kultlrt dizeneklerinin her
ikisinde de 24. ve 48. saatlerde PTE hiicrelerinin proliferasyon hizin1 normal oksijen
kosullarina gére anlamhi olarak diisiirmiistiir (3B diizenek i¢in sirastyla p=0.0069 ve
p=0.0001; 2B diizenek i¢in sirasiyla p=0.0167 ve p=0.0003, Sekil 4.2.3.1.). Devam
eden akut hipoksi 3B dinamik ve 2B statik diizeneklerdeki hiicre proliferasyon hizini,
48. Saatte, 24. Saate gore anlamli olarak azaltmistir (Sirasiyla p=0.0258 ve
p=0.0001, Sekil 4.2.3.1.). Normal oksijen konsantrasyonlarinda inkiibe edilen 3B
dinamik ve 2B statik duizeneklerdeki PTE hucreleri 24 ve 48. Saatlerde benzer

proliferasyon hizlar1 géstermistir.
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Sekil 4.2.3.1. 2B statik ve 3B dinamik diizeneklerde akut hipoksiye bagli PTE

hasarinda hiicre proliferasyon hizin1 gosteren sagilim grafigi. (*) p<0.05.
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4.2.4. Akut Hipoksiye Bagh PTE Hasarn Glikoz Tasiyicilarin ve
Hasar Biyobelirteclerinin Gen Ifadelerini Degistirmistir

Akut hipoksi, 3B dinamik ve 2B statik dizeneklerde 24. saatte PTE hiicrelerindeki
hem oksijenaz-1 (HO-1) ifadelenmesini normal oksijen konsantrasyonuna gore
sirasiyla 2.91 ve 4.67 kat artirmustir (Sekil 4.2.4.1.). Akut hipoksi, 3B dinamik ve 2B
statik duzeneklerde 24. saatte PTE htcrelerindeki BNIP3 ifadelenmesini normal
oksijen konsantrasyonuna gore sirasiyla 1.19 ve 3.08 kat artirmistir (Sekil 4.2.4.1.).
PTE hiicrelerindeki HIF1a ifadelenmesi akut hipoksiye bagli olarak hem 3B dinamik
hem de 2B statik diizeneklerde 24. saatte normoksi ile karsilastirildiginda sirasiyla
0.8 kat ve 0.79 kat azalmistir (Sekil 4.2.4.1.). Akut hipoksi, PTE hiicrelerinde 24.
saatte GLUT1 ifadelenmesini 3B dinamik diizenekte normal oksijen kosullarina gore
0.07 kat azaltmis, 2B diizenckte 4.98 kat artrmistir (Sekil 4.2.4.1). PTE
hiicrelerindeki GLUT?2 ifadelenmesi akut hipoksiye bagli olarak 3B dinamik ve 2B
statik diizeneklerde normoksi ile karsilastirildiginda 24. saatte sirayla 0.15 ve 0.49
kat azalmistir (Sekil 4.2.4.1.).
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Sekil 4.2.4.1. 2B statik ve 3B dinamik diizeneklerde akut hipoksiye bagli PTE
hasarinda hiicrelerde GLUTI1, GLUT2, BNIP3, HO-1 ve HIFla genlerinin
ifadelenmesini gosteren bar grafigi. ilgili genlerin ifadelenme diizeyleri B aktin
genine gore kat degisimi olarak verilmistir. Deney her grupta n=3 0&rnek

havuzlanarak tek tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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4.3. Insan KI-MKH Eksozomlarimn Karakterizasyonu ve Akut Hipoksi
Kosullarindaki insan PTE Hiicrelerinde Proliferatif Etkisinin Degerlendirilmesi
4.3.1. Ki-MKH Eksozomlar1 Homojen Protein Konsantrasyonu

Saglamistir
Insan KI-MKH eksozomlarmin protein konsantrasyonlar1 tiim deney diizeneklerinde
birbiriyle benzer, homojen Ol¢limler vermistir. Eksozomlarinin ortalama protein

konsantrasyonu 3552 + 499,1 ug/ml olarak saptanmistir (Sekil 4.3.1.1).
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Sekil 4.3.1.1. KI-MKH eksozomlarin BCA ile homojen protein konsantrasyonlarini

gosteren sacilim grafigi.

4.3.2. Ki-MKH Eksozomlan Ultrastriiktiirel Olarak Karakterize

Edilmistir
Insan KI-MKH eksozomlar1 transmisyon elektron mikroskobunda kiigiik
blyutmelerde ¢ogunlukla kiimelenmis, biiyiik biiyiitmelerde tek tek dagilmis ve
yapisal bitiinliigii korunmus kiire bi¢cimli nanovezikiiller olarak izlenmistir (Sekil
4.3.2.1). Vezikiiller negatif ve pozitif boyayr almalarma gore fosfotungustik asitle
elektron az yogun ya da uranil asetat ile elektron yogun olarak secilmistir. Tiim
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deney setlerinden izole edilen ornekler kantitatif olarak degerlendirildiginde vezikiil
caplarinin 33.55 — 67.33 nm araliginda homojen bir dagilim gosterdigi saptanmuistir.
Ultrastriiktiirel kisa ve uzun ¢ap dlgtimleri karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark
olmadig1 (p>0.05) izlenmistir. Bu durum eksozomlarin karakteristik kiiresel yapisini

desteklemistir. Eksozomlar ultrastriiktiirel karakerizasyon sonrasi 4.4 numarali is

paketlerinde giivenle kullanilmistir.
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Sekil 4.3.2.1. Ki-MKH eksozomlarmna ait transmisyon elektron mikrograflar1 (A,
inset) ve boyut Olcumleri (B, C). Eksozomlar ultrastriktirel olarak kiguk
blyitmelerde (A) kiimelenmis, biiylik biiylitmelerde (inset) tek basina elektrondens
vezikiller seklinde izlenmektedir. Benzer kisa ve uzun ¢ap 6l¢iimleri (B) veren Ki-
MKH eksozomlari 33.55 — 67.33 nm araliginda izlenmistir (C). (A) x150.000, (inset)
x250.000. Uranil asetat, fosfotungustik asit.

4.3.3. KI-MKH Eksozomlar1 Karakteristik CD63 ve CD81 Yiizey
Belirteclerini Bulundurmaktadir

Tiim deney setlerinden elde edilen insan Ki-MKH eksozomlarinin CD63 ile

yakalandiktan sonra CD81 yiizey belirtecini izotip kontrole gore 2.63 kat daha fazla

ifade ettigi, eksozomlarin %80,41’inin CD81 ile isaretlendigi akim sitometrisi

yontemiyle gosterilmistir (Sekil 4.3.3.1.). Yiizey belirtecleri acisindan karakerize

edilen eksozomlar sonraki is paketlerinde giivenle kullanilmustir.
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Sekil 4.3.3.1. KI-MKH eksozomlarina ait akim sitometrisi ile CD81 yiizey belirteci
karakterizasyonu grafikleri. (A) CD63 konjuge boncukla yakalandiktan sonra CDS81
ile isaretli eksozomlara ait temsili isaretlenme orami egrisi. PE-H, Fikoeritrin-
yukseklik. (B) CD81’e ait izotip kontrol ile karsilastirmali ortalama floresans

yogunlugu (OFY) gosterilmistir. (*) p<0.05
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4.3.4. Allojenik KI-MKH Eksozomlarmin Insan PTE
Hiicrelerindeki Tedavi Penceresi Belirlenmistir

Allojenik Ki-MKH eksozomlari; normal oksijen konsantrasyonlarinda 5 x 10* ve 5 x
102 pg/ml dozlarda PTE hiicrelerinin proliferasyon hizini 12. saatten 48. saate kadar
kontrole gore artirmistir (12. saat i¢cin p=0.0003 ve p<0.0001, 24. saat i¢in p<0.0001
ve p<0.0001, 36. saat i¢cin p=0.021 ve p=0.0132, 48. saat i¢in p=0.0028 ve p=0.0002;
Sekil 4.3.4.1.). Eksozomlar 5 x 10! ve 5 x 102 pg/ml dozunda uygulandiginda 12, 24
.36 ve 48. saatlerde birbiriyle benzer etki gosterdi. Eksozomlar 5 x 10" ve 5 x 10°
pg/ml dozlarda uygulandiginda 12, 24, 36 ve 48. saatlerde kontrole gore PTE
hiicrelerinin proliferasyonunu artirmamustir (Sekil 4.3.4.1.). Allojenik Ki-MKH
eksozomlarinin; normal oksijen konsantrasyonlarinda PTE hcreleri UGzerindeki
proliferatif ED50’si 26. saatte 7.0409 pg/ml olarak 6lgiilmiistiir (R? = 0.99926, Sekil
4.3.4.1). “ED50 x Zaman” grafiginde ED50’nin belirgin bi¢imde yiikselmeye
basladigr deneyin 26. saati, vezikiillerin proliferatif etkisini kaybetmeye basladigi
nokta olarak gorulmektedir (Sekil 4.3.4.1.).
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Sekil 4.3.4.1. Allojenik KI-MKH eksozomlarinin normal oksijen konsantrasyonunda

PTE hcreleri Uzerindeki proliferatif tedavi penceresinin belirlenmesine ait grafikler.
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(A) On bes dakika araliklarla 6lgiilen hiicre indeksleri ile olusturulmus proliferasyon
grafiginde KI-MKH eksozomlarinin normal oksijen kosullarinda 5 x 10! ve 5 x 102
ng/ml dozlarinda PTE hiicrelerini daha yiiksek hiicre indeksi degerlerine ulastirdigi
izlenmistir. (B) Eksozomlar bu dozlarda PTE hiicrelerinin proliferasyon hizini 12,
24, 36 ve 48. saatlerde kontrole gore anlamli bigimde artirmistir. (C) “ED50 x
Zaman” grafiginde ED50’nin belirgin bigimde yiikselmeye basladigi deneyin 26.
Saati (1), vezikiillerin proliferatif etkisini kaybetmeye basladigi nokta olarak
belirlenmistir. (D) Eksozomlarin normal oksijen kosullarinda 26. saatte proliferatif
ED50 degeri akut hipoksi kosullarinda 7.0409 pg/ml olarak olglilmiistir. (B)
grafiginde a, kontrole gore anlamli; b, 5 x 10 pug/ml doza gére anlamls; ¢, 5 x 10°
ng/ml doza gore anlamly; d, 5 x 10 pg/ml doza gore anlamls; e, 5 x 102 pg/ml doza

gore anlamli.

Allojenik Ki-MKH eksozomlari; hipoksi kosullarinda 5 x 10' ve 5 x 102 pg/ml
dozlarda PTE hiicrelerinin proliferasyon hizin1 12, 24, 36 ve 48. saatlerde kontrole
gore anlamli bigimde artirmistir (12. saat i¢in p<0.0001 ve p=0.0215; 24. saat i¢in
p=0.01 ve p<0,0001; 36 saat icin p<0,0001 ve p<0,0001; 48 saat icin p<0,0001 ve
p<0,0001; Sekil 4.3.4.2. B). 5 x 10? pg/ml dozunda uygulanan eksozomlarin PTE
hiicrelerindeki proliferatif etkisi 12, 24, 36 ve 48. saatlerde 5 x 10* pg/ml dozuna
gore daha yiiksek olarak saptanmistir (12. Saat i¢in p=0.003, 24. Saat i¢in p<0.0001,
36. Saat icin p<0.0001, 48. Saat icin p<0.0001; Sekil 4.3.4.2. B). Eksozomlar 5 x 10
! ve 5 x 10° pg/ml dozlarda uygulandiginda 12, 24, 36 ve 48. saatlerde kontrole gore
PTE hiicrelerinin proliferasyon hizin1 degistirmemistir (Sekil 4.3.4.2.). Eksozomlarin
normal oksijen kosullarinda tespit edilen tedavi penceresinin sonlandigi 26. saatte
proliferatif ED50 degeri akut hipoksi kosullarinda 172.582 pg/ml olarak dl¢tilmiistiir
(R? = 0.99999, Sekil 4.3.4.2. C). Bdylece allojenik KI-MKH eksozomlarinin insan
PTE hiicrelerindeki tedavi penceresi belirlenerek 3B dinamik mikroakiskan

platformundaki is paketlerinde uygulanmustir.
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Sekil 4.3.4.2. Allojenik Ki-MKH eksozomlarmin akut hipoksiye bagli PTE hasarinda
hlcreler Uzerindeki proliferatif tedavi penceresinin belirlenmesine ait grafikler. (A)
On bes dakika araliklarla 6lgiilen hiicre indeksleri ile olusturulmus proliferasyon
grafiginde KI-MKH eksozomlarmin akut hipokside 5 x 10! ve 5 x 10? pg/ml
dozlarinda PTE hiicrelerini daha yiiksek hiicre indeksi degerlerine ulastirdigi
izlenmistir. (B) Eksozomlar bu dozlarda PTE hiicrelerinin proliferasyon hizini 12,
24, 36 ve 48. saatlerde kontrole gore anlamli bigimde artirmistir. (C) Eksozomlarin
normal oksijen kosullarinda 26. saatte proliferatif ED50 degeri akut hipoksi
kosullarinda 172.582 pg/ml olarak Ol¢iilmiistiir. (B) grafiginde a, kontrole gore
anlamli; b, 5 x 107 pg/ml doza gore anlamls; ¢, 5 x 10° pg/ml doza gére anlamli; d, 5

x 10! pg/ml doza gore anlamli; e, 5 X 10% pg/ml doza gore anlamli.

4.4. Allojenik Ki-MKH Eksozomlar1 3B Mikroakiskan Platformunda Akut
Hipoksiye Bagh PTE Hasariin Yapisal ve Islevsel Diizeyde Etkileri

4.4.1. Allojenik Ki-MKH Eksozomlar1 Akut Hipoksiye Bagh PTE

Hasar1 Modelinde Epitel Bariyer Biitiinligiinii Saglamistir
Allojenik Ki-MKH eksozomlarinin ED50’de uygulanmasinin, akut hipoksiye bagl
PTE hasar1 modelinde 24. saatte artan epitel gecirgenligini ¢6ziicii grubu ile
karsilastirildiginda 20 kDa dekstrana karsi 20 kat (p=0.0004, Sekil 4.4.1.1.), 155 kDa
dekstrana kars1 45 kat (p<0.0001, Sekil 4.4.1.1.) azalttigi, bdylece bariyer

biitiinliiglinii korudugu gosterilmistir.
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Sekil 4.4.1.1. Akut hipoksiye bagli PTE hasarinda allojenik KI-MKH eksozomlarmin
epitel gegirgenligine etkisinin degerlendirmesine ait floresan mikrograflar (A-D) ve
sacilhim grafigi (E). Yesil renkte izlenen FITC isaretli 20 kDa dekstran ve kirmizi
renkte izlenen TRITC isaretli 155 kDa dekstran molekiillerinin ¢oziicii
uygulandiginda (A, C) ekstraselliiler matriks kanalma (iist) gegtigine, Ki-MKH
eksozomlar1 uygulandiginda (B, D) ise minimal gegis izlendigine dikkat ediniz.
Epitelin 20 kDa ve 155 kDa dekstran molekiiliine karst hesaplanan gegirgenlik
indeksi degerleri sagilim grafigi (E) olarak verilmistir. (Orijinal blyutme x100). (*)
p<0.05.
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4.4.2. Allojenik Ki-MKH Eksozomlar1 Akut Hipoksiye Bagh PTE
Hasar1 Modelinde ZO-1 immiin Isaretlenmesini Artirmis, Asetillenmis -
Tiibiilin’i Degistirmemistir
Akut hipoksiye bagli olarak 3B mikroakiskan platformundaki PTE hicreleri
arasindaki lateral yiizey baglantilarinin hasar1 nedeniyle bu bolgelerde graniiler ZO-1
goriintiisiiniin, allojenik KI-MKH eksozomu uygulamasi ile kismen devamlilik
kazandi@1 izlenmistir (Sekil 4.4.2.1. A). Allojenik Ki-MKH eksozomu tedavisi, PTE
hiicrelerinde akut hipoksi hasari sonrasinda 24. saatte ZO-1 DTFY’sini ¢oziicii
grubuna gore anlamli diizeyde artirmustir (p=0.0121, Sekil 4.4.2.1. A-B). Akut
hipoksik hasar olusturulan 3B mikroakigkan platformundaki insan PTE hiicreleri
allojenik KI-MKH eksozomu tedavisi sonras1 asetillenmis o-tiibiilin isaretlenmesini
benzer bigimde siirdiirmiistiir (Sekil 4.4.2.1.) DTFY’sinde gruplar arasinda anlaml
fark izlenmemistir (Sekil 4.4.2.1. A-B).
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Sekil 4.4.2.1. Allojenik KI-MKH eksozomlarmin 3B dinamik mikroakiskan

platformunda akut hipoksiye bagli PTE hasarinda ZO-1 ve asetillenmis a-tlbulin

immiin isaretlemesine etkisini gosteren floresan mikrograflar (A, B) ve sacilim

grafigi (C). KI-MKH eksozomlar1 akut hipoksiye bagli PTE hasarinda 24. saatte ZO-

1 imminreaktivitesini ¢oziiciiye gore arttrmistir. (B) de kirmizi renkte ZO-1

isaretlenmesinin kismi devamlilik kazandigma dikkat ediniz. Goruntiler konfokal

mikroskopta elde edilmistir (Orijinal buyiitme x400) (*) p<0.05.
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4.4.3. Allojenik Ki-MKH Eksozomlar1 Akut Hipoksiye Bagh PTE

Hasar1 Modelinde Epitel Hiicrelerinin Proliferasyon Hizim1 Artirmistir
Allojenik Ki-MKH eksozomlarinin ED50’de uygulanmasi, hipoksiye bagli hasar
modelinde ¢o6ziicii grubu ile karsilastirildiginda PTE hiicrelerinin proliferasyon hizini

24. saatte anlamli olarak artirmistir (p<0.0001, Sekil 4.4.3.1.).
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Sekil 4.4.3.1. 3B dinamik mikroakiskan platformunda allojenik KIi-MKH
eksozomlar1 akut hipokside PTE hicre proliferasyonunu 24. saatte artirdigini

gosteren sagilim grafigi. (*) p<0.05.
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4.4.4. Allojenik Ki-MKH Eksozomlar1 Akut Hipoksiye Bagh PTE
Hasar1 Modelinde GLUT1, GLUT2, HO-1 ve HIFla Gen ifadelerini
Artirmis; BNIP3’ii Azaltmistir
Allojenik KiI-MKH eksozomlar1 akut hipokside tedavi dozunda uygulandiginda,
GLUT1, GLUT2, HO-1 ve HIFla genlerinin ifadelenme diizeylerini ¢6ziicii grubu
ile karsilastirildiginda sirasiyla 14.64, 2.95, 1.43 ve 1.12 kat artirmig, BNIP3 geninin
ifadelenmesini ise 0.62 kat azaltmistir (Sekil 4.4.4.1.).
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Sekil 4.4.4.1. Allojenik KI-MKH eksozomlarinin 3B dinamik mikroakiskan
platformunda akut hipoksiye bagli PTE hasarinda hucrelerdeki GLUT1, GLUT?2,
BNIP3, HO-1 ve HIFla genlerinin ifadelenmesine etkilerini gosteren bar grafigi.

Deney her grupta n=3 6rnek havuzlanarak tek tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

5. TARTISMA

Bu tez calismas1 kapsaminda; insan bobrek PTE hicreleri ile olusturulan 3B
dinamik pompasiz mikroakiskan yongasi platformunda akut hipoksi modeli
olusturularak basariyla optimize edilmis; ultrasantrifiij ile izole edilen, homojen

boyut, protein miktar1 ve CD63, CD81 yiizey belirteclerinin varligi agisindan
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Karakterize edilmis KI-MKH eksozomlarinin ger¢ek zamanli tedavi penceresi
172.582 pg/ml ve 0-26 saat olarak belirlenmis; allojenik KI-MKH’lerin ED50’de
uygulanmasi 3B dinamik pompasiz mikroakiskan yonga platformundaki akut hipoksi
modelinde bobrek PTE ZO-1 immiinreaktivitesini artirarak bariyer biitiinligiini
saglamig, hicreleri sayica ¢ogaltmis, BNIP3 diizeyini azaltip GLUT1 ve 2
diizeylerini artirmis, bdylece allojenik KI-MKH eksozomlarmin  Klinikte
kisisellestirilmis hiicresel tedavi adayr olarak kullanimi oncesinde etki penceresi
gercek zamanli olarak ortaya koyulmustur. Bodylece iskemik ABH igin klinik
kullanimda allojenik ya da otojenik huicresel terapdtik aday olarak molekdler yap1 ve
isleve olumlu etki profili dogrulanmistir. Asagidaki bolimde; ¢alismanin ¢iktilart
kapsaminda her arastirma sorusuna verilen yanit alt basliklar halinde sirastyla
tartisilacaktir. Son boliimde ¢alismanin sinirlamalart verilerek yaygin etkisi ortaya

koyulacaktir.

U¢ boyutlu dinamik pompasiz mikroakiskan yonga platformunda, normal
oksijen konstantrasyonunda 8. glnden itibaren insan PTE hucrelerinin
sizdirmaz bir epitel bariyeri olusturdugu gosterilmistir. idrardan elde edilen
primer (28) ve ticari RPTEC(26) insan bobrek PTE hiicrelerinde doz ve zaman
bagimli akut nefrotoksisitesinin arastirildiZi ABH modellerinde aym1 3B
mikroakigkan platformunda, 7 ila 10. giin arasinda sizdirmaz epitel tabakasinin
olusturuldugu bildirilmistir (26, 28). Calismamizda 8. giinde basariyla olusturulan
sizdirmaz PTE bariyeri, dnceki ¢alismalarda ilaca baglh nefrotoksisite modellerinde
ilag¢  uygulanmayan kontrol gruplart ile karsilastirildiginda mikroakigkan
platformunun zaman bagimli standart caligma performansini dogrulamaktadir. Bu tez
caligmasinda 8. giinde sizdirmaz epitel bariyerinin olusturulmas: ile fizyolojik
kosullarin saglanmasi, 3B mikroakiskan platformunun 48 saat siireyle %1 Oz, %5
CO2 ve %94 N2 kosullarinda inkiibe edilmesi yoluyla akut hipoksiye bagli PTE

hasar1 givenle olusturulmustur.

Akut hipoksinin insan bobrek PTE hiicrelerine yapi diizeyinde etkileri
degerlendirildig¢inde; 3B dinamik pompasiz mikroakiskan platformunda 24 ve
48. saatlerde epitel bariyerini bozdugu; 3B dinamik ve 2B statik diizeneklerde
48. saatte ZO-1, 24 ve 48. saatlerde asetilenmis a-tubulin immuanreaktivitesini



70

azalttig1 gosterilmistir. Akut hipoksi, epitel bariyerinin gecirgenligini 3B dinamik
pompasiz mikroakiskan platformunda normoksiye gore 24. saatte 20 kDa ve 155 kDa
dekstrana kars1 sirasiyla 6 ve 4 kat, 48. saatte 20 kDa dekstrana kars1 2 kat artirmistir.
Bariyer biitiinliigiiniin degerlendirilmesi i¢in kullanilan 20 kDa molekiil agirligindaki
dekstran, vicutta fizyolojik kosullarda glomeriiler filtrasyon bariyerinden (GFB)
gecen kucik molekdller igin isleyen segici bariyere karsilik gelmektedir (99).
Uygulanan 155 kDa molekiil agirhigindaki dekstran ise ABH gibi patolojik
kosullarda GFB'den sizan biiyiik molekiilleri temsil etmektedir (99). ilaca bagh
ABH’n1 benzer 3B mikroakiskan sistemlerde arastiran ¢alismalarda uygulanan farkl
nefrotoksik ajanlarin doz ve zaman bagimli olarak epitel bariyerinin biitiinliigiine
verdigi hasar 20 ve 155 kDa dekstran molekiillerinin gegisi lizerinden hesaplanmistir
(26, 30, 108, 109). Daha o6nce 3B dinamik pompasiz mikroakiskan platformunda
iskemik ABH modeli olusturulmadigindan PTE gecirgenligi GFB agisindan 3B
yapisal olarak degerlendirilmemistir. Bu tez calismasinda 3B dinamik pompasiz
mikroakiskan platformunda akut hipoksiye bagli PTE hasarinda 24 ve 48 saatlerde
bariyer biitlinliigiiniin kayb1 kiigiik ve biiyiik molekiiller i¢in ayr1 ayri, zaman bagimh
gecirgenlik indeksi ile ilk kez hesaplanmigtir. Bariyer biitiinligiine ait bu kantitatif
ciktilar 3B dinamik pompasiz mikroakigkan platformunda iskemik ABH’y1

modelleyecek ileri teragnostik ¢caligmalara standart olusturacagi i¢in 6nemlidir.

Akut hipoksi, 3B dinamik mikroakigkan platformunda insan PTE hcrelerinin
arasindaki lateral sik1 baglant1 birimlerinin ana bileseni olan (110) ZO-1 proteininin
immunreaktivitesini 48. saatte normal oksijen konsantrasyonlarina gore azaltmustir.
Ayrica epitel hucrelerinde saglikli kosullarda izlenen diffliz retikller ZO-1
isaretlenme paterni, akut hipoksi ile devamliligini yitirmistir. Bu granuler gorunim
PTE hiicreleri arasindaki siki baglanti birimlerinin 3B devamliliginin bozulmasi
lehine degerlendirilmistir. Diger yandan akut hipokside 2B statik hiicre kulttr
dizenegindeki ZO-1 immiin isaretlenmesindeki benzer graniiler paterne ragmen
isaretlenme yogunlugu (DTFY) degismemistir. Siki baglanti birimlerinin ana bileseni
olarak (110) ZO-1’in 3B dinamik kiiltiir diizenegindeki isaretlenme kaybi, epitel
kutuplulugunun kaybi, lateral baglantilarin gevsemesine karsilik gelmektedir. Bu
bulgu 48. Saatte 20 ve 155 kDa agirligindaki dekstran molekiillerinin gecisine ait
bozulma ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. Kiiglik ve biiyiik dekstran



71

molekdllerine bagh gecis indeksi 24. saatten itibaren artmakta, epiteldeki ZO-1
iligkili siki1 baglantilarin kaybi 48. Saatten itibaren hipoksiye bagli hasara eslik
etmektedir. Konvansiyonel 2B statik PTE hiicre kiiltiirii diizeneginde 24. ve 48.
saatlerde hipoksiye bagli graniiler ZO-1 immiin isaretlemesine ait veriler 3B
mikroakigkan platformundakiler ile paraleldir. Diger yandan bu grupta tek diizlemde
statik kosullardaki kiiltlir diizeneginin hiicre kutuplulugunu korumadaki sinirlilig
nedeniyle ZO-1 immiin isaretlenme yogunlugundaki (DTFY) degisiklikler
izlenmemistir. Bu bulgu 3B mikroakiskan platformunun iskemik ABH’nin ex vivo
kosullarda fizyolojik ortama wuygun olarak modellenmesindeki etkinligini
desteklemistir. Daha 6nce viicut disinda tasarlanmis sepsis (111) ve ilaca (31) bagh
ABH modellerinde insan kokenli farkli PTE hulcre hatlarinda ZO-1 immin
isaretleme  yogunlugu (zerinden epiteldeki siki  baglantilarin  biitiinligii
degerlendirilmistir. In vitro kosullarda sepsise bagli ABH’ nin incelendigi ¢alismada
(111) renal karsinom hastalarindan manyetik hiicre ayristirma yontemiyle elde edilen
konvansiyonel 2B statik insan bobrek tbulu epiteli hiicre kiltlrt dizeneginde sepsis
tanili hasta plazmasi ile olusturulan sepsis kosullarinin ZO-1 imminreaktivitesini
saglikli plazma uygulanan gruba gore %350 oraninda azaltti§i saptanmigtir.
Calismamizda 2B statik HK-2 hiicre kiiltiirii diizenegi akut hipoksiye bagli hasari
Z0O-1 immiin isaretlenmesinin granuler paterni ile gosterilmis olmakla beraber
isaretlenme yogunlugundaki kayb1 tespit edememistir. Iskemik ABH’ya bagl akut
hasar; yaygin metabolik, enflamatuvar yikim ile giden sepsise bagli ABH ile
karsilagtirildiginda daha hafif bir profil sergiledigi i¢in (112) konvansiyonel tek kath
statik hiicre kiiltiirleri molekiiler olarak hasar1 saptamada yetersiz kalabilmektedir.
Nitekim, bu gerekceyle tasarlanarak optimize edilen 3B dinamik mikroakiskan
platformunda akut hipoksiye bagli olarak lateral baglanti birimleri bozulan PTE
hicrelerinin ZO-1 ile graniiler paternine eslik eden DTFY disiisii hassasiyetle
saptanmistir. Cok sayida ilaca bagli ABH’ nin karsilastirmali olarak degerlendirildigi
3 kanalli 3B dinamik mikroakiskan platformunda (31) insan RPTEC hiicre hattinda
nefrotoksik ajanlarin doz ve zaman bagimli olarak ZO-1 DTFY’sini %20-90
oraninda azalttigi saptanmistir. Akut hipoksinin iki kanalli 3B dinamik mikroakiskan
platformunda incelendigi ¢alismamizda insan HK-2 hiicrelerindeki ZO-1

DTFY ’sinin 48. saatte %50 oraninda kaybinin saptanmasi, her iki ¢aligmada ortak
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olarak kullanilan 3B dinamik mikroakiskan platformunun PTE hiicrelerinin lateral

sik1 baglant1 birimlerini degerlendirmedeki etkinligini ortaya koymaktadir.

Bu tez calismasinda 3B dinamik mikroakigkan platformu, normal oksijen
konsantrasyonunda asetillenmis a-tibulin DTFY’sini 48 saat sureyle 2B statik
diizenege gOre anlamli olarak yiiksek tutmustur. Asetillenmis o-tubulin
immiinreaktivite yogunlugu O ila 48. saatte 2B statik diizenekte degisiklik
gostermeden diisiik diizeyde devam etmistir. Bu bulgu, 3B mikroakiskan
platformunun sagladigi fizyolojik makaslama kuvvetinin PTE hicre iskeletini
koruyarak hiicre polaritesini 48 saat siireyle siirdiirdiigiinii gostermistir. Akisin
saglanmadig1 PTE hiicrelerinin tek kathi diizenekte besiyeri ile desteklendigi statik
ortam, polarite kaybin1 onleyemedigi igin kiltirin ilk saatinden itibaren optimal
asetillenmis o-tlibiilin isaretlenmesini saglamamaktadir. Akut hipoksi, 3B dinamik
mikroakigkan platformunda insan PTE hicrelerinin asetillenmis a-tibilin DTFY ’sini
24 ve 48 saatte 0. saate gore sirasiyla %80 ve %70 oraninda azaltmistir. Buna karsin,
2B statik kiiltiir diizeneginde olasilikla hiicre polaritesi korunamadigindan, akut
hipoksi kosullarinda PTE hiicrelerinin asetillenmis o-tibilin immdanreaktivite
yogunlugu 0 ila 48. Saatler arasindan normoksi kosullari ile benzer sekilde hep diisiik
seyretmis ve degisim gostermemistir. Keele ve ark. (113) insan RPTEC hcrelerinde
asetillenmis o-tiibiilin isaretlemesinin 150 RPM hizinda ¢alisan calkalayici ile
makaslama kuvveti saglanan 2B dinamik ortamda 48. saatte statik kosullara gore
arttigin1 ve %1 oksijen konsantrasyonu ile olusturulan akut hipoksiye bagli olarak
azaldigin1 kalitatif olarak imminfloresan mikrograflarda gostermistir. Calismamizda
7 dakikada bir 8° acili intermittan akis saglayan 3B dinamik mikroakiskan
platformunun insan PTE hucrelerinin asetillenmis a-tlibllin floresan yogunlugunu
normal oksijen konsantrasyonunda kantitatif olarak 48 saat sireyle 2B statik
diizenege gore yuksek duzeyde surdirmesi diger ¢alismanin bulgular ile uyumlu
olup Keele ve ark.nin 2B dinamik diizenekte sagladigi akis kosullarin1 fizyolojiye
uygun 3B ortamda standardize ederek hticre polaritesini koruyucu etkisini kantitatif
olarak ortaya koymustur. Onceki ¢alisma ile benzer olarak %1 O konsantrasyonu ile
olusturdugumuz akut hipoksi modeli, 3B dinamik mikroakiskan platformunda 2B
dinamik diizenege benzer sekilde 48. saatte asetillenmis o-tibulin immunfloresan

isaretlenmesini normoksi kosullarina gére azaltmistir. Bizim asetillenmis o-tubulin
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verilerimiz kantitatif farklara dayanmakta olup, diger ¢alismaya ek olarak 24. ve 48.
saat sonuclarmi igermektedir. Bu ciktilar tez kapsaminda akut renal hipoksi igin
optimize edilen 3B dinamik mikroakiskan platformunun standardizasyon

asamalarindan PTE polaritesi ile ilgili kosulun saglanabildigini ortaya koymustur.

Akut hipoksinin insan bobrek PTE hucrelerinin islevine etkileri
degerlendirildiginde; 3B dinamik ve 2B statik diizeneklerde 24. ve 48. saatlerde
proliferasyonu azalttigi, HO-1 ve BNIP3 diizeylerini artirdigi, HIF1a ve GLUT2
diizeylerini azalttigi, GLUT1 diizeyini degistirdigi gosterilmistir. Akut hipoksi,
PTE hiicre sayilarin1 3B mikroakigskan platformunda 24. saatte %49 ve 48. saatte
%78, 2B statik diizenekte 24. saatte %40 ve 48. saatte %97 oraninda azaltmistir. Her
iki kiltlir diizeneginde 0. saatten 48. saate dogru hiicre sayilar1 benzer bi¢cimde
zaman bagimli olarak anlamli diislis gostermistir. Bu bulgular %1°lik akut hipoksi
modelinin 48. saatlik siireyle islerligini dogrulamistir. Konvansiyonel 2B statik
kosullarda insan PTE hiicre sayilarinin hipoksiye bagli olarak zaman igerisinde 3B
dinamik kosullarin saglandigi mikroakiskan platformdakine gore daha keskin
diistisler gosterdigi izlenmistir. Ticari insan (114), ticari fare (59, 115-117) ve primer
fare(118) PTE hicreleri 2B statik diizeneklerde kultire edildiklerinde %1 O
konsrantrasyonu ile olusturulan akut hipoksinin hiicre sayilarin1 24. saatte %30-95
(114-116, 118) ve 48. saatte %65-99 (117, 118) araliginda azalttig1 bildirilmistir. Adi
gecen c¢alismalardaki hipoksi protokoliiniin benzer bigimde tetrazolyum tuzlar1 aracili
WST-1 teknigi ile degerlendirildigi calismamizda insan HK-2 hiicre hatt1 ile elde
edilen 24 ve 48. saat proliferasyon verileri yukaridaki araliga denk gelmektedir. Yani
verilerimiz  bilinen bilgileri dogrular niteliktedir. Ilaca bagli ABH’nin
degerlendirildigi 3 kanalli 3B dinamik mikroakiskan platformlarinda (26, 29-31)
insan PTE hicrelerinde benzer sekilde 48. saatte %10-99 araliginda proliferasyon
diisiis oranlar1 bildirilmistir. Bu c¢alismalarda kullanilan 3 kanalli 3B dinamik
pompasiz mikrokakigkan platformu, tez kapsamindaki platform ile benzerdir. Bu tez
caligmasinda %1 oksijen temelli akut hipoksi modeli ilk kez 3B dinamik pompasiz
mikrokakiskan platformuna uygulanmis ve PTE hiicrelerinin proliferasyon hizinin
normoksi kosullar1 ile karsilastirmali olarak degerlendirilmesi saglanmistir. Elde

edilen sonuclar, uygulanan hipoksi modelinin platformda basariyla igledigi ve 48.



74

saate kadar hiicre proliferasyon hizlarinin normal kosullardakine gore anlamli olarak

diistiiglinii ilk kez ortaya koymustur.

Akut hipoksi, PTE hiicresi hasarina 6zgii BNIP3 ve HO-1 genlerinin ifadelemesini
3B dinamik mikroakiskan platformunda normal oksijen konsantrasyonuna gore 24.
saatte sirasiyla 1.19 kat ve 2.91 kat, 2B statik diizenekte sirastyla 3.08 kat ve 4.66 kat
artirmistir. Ayn1 zamanda mitofaji belirteci (59-61) olan BNIP3 ve mitokondriyal
homeostaziyi dizenleyen (58) HO-1, akut hipoksiye bagli PTE hasarini gosteren
temel biyobelirtecler olarak bildirilmektedir. Akut anoksinin in vitro kosullarda 2B
statik diizenekte sican primer PTE hicrelerinde BNIP3 gen ifadesini 6. saatte 5 kat
ve 24 saatte 2.5 kat artirdigi (59), 60 dakikalik cerrahi iskemi ile olusturulan akut
hipoksinin ise fare bobreginde 48. Saatte BNIP3 ifadesini 4 kat ve bununla korele
sekilde PTE hasar1 histolojik skorunu normale gore 3 kat artirdigi gosterilmistir
(119). Bu tez calismasinda %1°’lik O2 konsantrasyonunda 2B statik diizenekte kdiltire
edilen insan HK-2 PTE hucreleri 24. Saatte onceki in vitro ¢alismadaki anoksik
kosullarla benzer BNIP3 gen ifadesi artis1 gostermistir. Calismamizda 3B dinamik
mikroakigkan platformunda uygulanan akut hipoksi BNIP3 gen ifadesini 24. saatte
2B duzenektekinin yaris1 seviyesinde yiikseltmistir. Calismamizda elde edilen BNIP3
gen ifade artis miktar1 Ishihara ve ark.’nin in vivo kosullarda akut iskemi reperfiizyon
sonrasi 48. saatte fare bobreginde saptadiklar artisa gore diisiiktiir. Yukaridaki deney
diizenekleri, hipoksi protokolii ve zaman noktalarinin tez ¢alismasinda test edilen 3B
dinamik mikroakiskan platformundakine gore farkliliklar gostermesi saglikli bir
kargilastirma yapilmasini  zorlastirmaktadir. Otuz dakikalik cerrahi iskemi
uygulamasi, fare bobreginde HO-1 geninin ifadelenmesini 4. saatte 8.3 kat ve 18.
saatte 5.7 kat artirmis, bu artisin sirasiyla plazma kreatinin diizeylerinde 1.73 kat ve
1.8 kat artis ile korele oldugu gosterilmistir (120). Tez kapsaminda akut hipoksiye
bagli PTE hasarinda 24. saatte 3B dinamik ve 2B statik diizeneklerde HO-1 geninin
kat artis oran1 kosullar birbirinden farkli da olsa cerrahi iskemi ¢alismasi ile uyumlu
olup in vivo modelde renal HO-1 gen ifadesinin plazma kreatinin seviyesi ile
korelasyonu, akut hipoksik hasar biyobelirteci olarak 3B dinamik mikroakigskan

platformunda degerlendirilmesinin gegerliligini desteklemektedir.
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Calismamiz kapsaminda insan PTE hicrelerindeki HIFla ifadelenmesi akut
hipoksiye bagli olarak hem 3B dinamik hem de 2B statik diizeneklerde 24. saatte
normoksi ile karsilastirildiginda sirasiyla 0.8 kat ve 0.79 kat azalmistir. In vitro ve in
vivo kosullarda olusturulan renal akut hipoksi modellerinde HIF1la ifadelenmesinin
ABH’nin ilk 24 saatinde hizla yiikselip tekrar diistiigii izlenmistir (62, 63). Hipoksi
doneminde bobrek parankimi ve stromasinda erken déonem HIFla ifadelenmesinin
sonucu olarak HO-1 ve BNIP3 (retimi artmakta, BNIP3 mitofajide rol oynamakta
(59-61), HO-1 ise mitokondriyal homeostaziyi diizenlemektedir (58). Onceki
calismalarda HO-1 ve BNIP3 artisinin negatif geribildirimi ile HIFlo ifadesinin
azalmasi (58), calismamizda akut hipoksi gruplarindaki disiisii agiklayabilir. Diger
yandan, c¢aligilan deney diizenegi sadece PTE hiicrelerini kapsadigindan, hipokside
bobrek parankimindeki HIF1a sentez artigini bu hiicreler saglayamiyor olabilir. Tez
kapsaminda yalniz PTE hiicreleri ile ilgili veriler elde edilmis olup, bu veriler bébrek

parankimini temsil etmek icin yetersiz olarak degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda olusturulan akut hipoksi modeli, PTE hiicrelerinde 24. saatte
GLUT1 geninin ifadelenmesini 3B dinamik diizenekte normal oksijen kosullarina
gore 0.07 kat azaltmig, 2B diizenckte 4.98 kat artirmistir. PTE hiicrelerindeki
GLUT2 geninin ifadelenmesi ise akut hipoksiye bagli olarak 3B dinamik ve 2B
statik diizeneklerde normoksi ile karsilastirildiginda 24. saatte sirayla 0.15 ve 0.49
kat azalmigtir. Bobrek proksimal tiibiillerinde glikoz tasmmmasindan sorumlu
molekiiller olarak tanimlanan GLUTI1 ve GLUT?2, fizyolojik kosullarda proksimal
tiibiiliin sirayla S3 ve S1 kisimlarinda yerlesen tasiyici proteinlerdir (64). GLUT1
apikal yuzden hcre igerisine glikoz taginimini saglarken, GLUT2 bazolateral yiizde
hiicre digina glikoz tagimaktadir (65). Akut hipoksi kosullarinda PTE hiicrelerinin
artmis glikoz ihtiyacina bagli uyarildigi daha 6nce gosterilen anaerobik glikoliz (4),
calismamizda GLUT2 gen ifadesini kontrole gore azalmasinin nedeni olarak
degerlendirilebilir. Diger yandan glikozu PTE hiicresinin i¢ine tagimaktan sorumlu
GLUT! ifadesinin 3B ve 2B diizeneklerde akut hipoksi ile zit yonde degisiklik
gostermesi GLUT? ile ilgili ifade degisimlerini destekler nitelikte degildir. Deney
sayisinin azligl ve olasi teknik eksiklikler bu duruma neden olmus olabileceginden is

paketinin daha biiylik 6rneklemle tekrar edilmesi uygun olacaktir. Sonu¢ olarak
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yiilksek maliyetleri nedeniyle sinirli mikroakiskan yongasi sayisi tez ¢aligmasi
kapsamindaki PCR deney sayilarini kisitladigindan bu is paketi bir 6n biyobelirteg
caligmas1 olarak gerceklestirilmis olup ¢iktilarin gecerlilik ve giivenilirligi sinirh
olarak degerlendirilmistir. Ancak ©on c¢alisma niteliginde de olsa BNIP3, HO-1,
HIF1la, GLUT1 ve GLUT2 biyobelirteclerinin akut hipoksi modelinde 3B dinamik
mikroakiskan platformunda insan PTE hiicrelerindeki gen ifadelenme dlzeylerindeki
kantitatif degisimlerin beraberce ilk kez bu c¢alismayla ortaya koyulmasi alandaki

ileri ¢calismalar i¢in 6nemli bir zemin olusturmustur.

Insan Ki-MKH eksozomlar1 ardisik ultrasantrifiij ve filtrasyon yontemiyle izole
edilmis; homojen boyut, protein miktar1 ve CD63, CD81 yiizey belirteclerinin
varhg1 acisindan basariyla karakterize edilmistir. Izole edilen Ki-MKH
eksozomlari; ultrastriktirel seviyede 33.55-67.33 nm boyut araliginda tipik ¢ift
zarla cevrili, homojen kuresel vezikiller olarak goriintilenmis, BCA ile
3694+439.2 pg/ml protein konsantrasyonuna ulasildig gosterilmistir. Iskemik
ABH’da farkli kaynaklarda elde edilmis allojenik ya da otojenik MKH eksozomu
tedavilerini kapsayan calismalarda (42, 45, 46, 66, 67, 77) izole edilen eksozomlarin
boyutlar1 20-150 nm araliginda raporlanmistir. Eksozom boyutlarina ait araligin
genis ve c¢alismalar arasinda heterojen olmasi, izolasyon igin uygulanan ardisik
ultrasantrifuj + filtrasyon (42, 45, 66), tek basina ardisik ultrasantrifiij (46, 67) ve
yogunluk gradyanli ultrasantrifiij (77) protokollerine bagli olarak degerlendirilebilir.
Ardigik ultrasantrifiij, 0,22 pm’lik por ¢apinda filtrasyon ve ¢oklu yikama adimlar
iceren izolasyon protokolimiz hicre artiklar1 ve diger ekstraselluler vezikil
cesitlerinden kaginmay1 amaclayarak tasarlandigindan, saf ve homojen bir eksozom
popiilasyonu ile sonuglanmistir. Nitekim, tez kapsaminda elde edilen Ki-MKH
eksozomlar1 spesifik yiizey belirteci olan CD63 (121) ile konjuge boncuklar ile
yakalandiktan sonra spesifik CD81 (121) ile izotip kontroliine gore 2.63 kat daha
yiksek OFY’de isaretlenme gdstermistir. insan epidural yag dokusu (122), gobek
kordonu (123), amniyon sivisi (106) ve kemik iligi (106) kokenli MKH
eksozomlarinda akim sitometrisi (106, 122, 123) ve western blot teknikleri (9, 66,
124, 125) ile CDB81 isaretlenmesi %63-98.4 araliginda  bildirilmistir. CD81

OFY’sine ait verilerimiz ile istatistiksel hesaplama yapilmamis olmasina ragmen
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isaretli eksozom yiizdelerimiz (Sekil 4.3.3.1.) dnceki verilerle uyum gostermektedir.
Sonug¢ olarak ¢alismamiz kapsaminda elde edilen insan Ki-MKH eksozomlart;
gincel c¢alismalarda benimsenen ti¢lii karakterizasyon stratejisi (126) dogrultusunda
morfoloji, protein konsantrasyonu ve vyiizey belirtecleri agisindan basariyla
karakterize edilmistir. Boylece insan KI-MKH eksozomlar1 allojenik potansiyel

hiicresel terapotik olarak iskemik ABH protokoliinde gilivenle uygulanabilmistir.

Ki-MKH eksozomlarinin proliferatif potens analizi, akut hipoksiye bagh PTE
hasarinda tedavinin 26 saat siireyle ED50’si 172.582 pg/ml olarak saptanmistir.
Mezenkimal kok hiicre kokenli eksozomlarin doz bagimli etki potansiyeli ile ilgili
caligmalar literatiirde olduga sinirhidir. Bu ¢aligmalarda insan kemik iligi (81, 127) ve
gbbek kordonu (81) MKH kokenli eksozomlarin in vitro kosullarda T lenfosit
popiilasyonlarinin  farklilagsmasindaki etkilerinin degerlendirilmesi icin
immiinmodiilatdr potens analizleri tanimlanmis olsa da proliferatif etki icin bobrek
hasarini kapsayan herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Iskemik ABH’nin in vivo
modellerinde farkli kaynaklardan elde edilen MKH eksozomlarinin allojenik ve
otojenik uygulamalar1 doz ve zaman agisindan oldukc¢a heterojen protokolleri
kapsamakta olup c¢alismalarin hicbirinde gercek zamanli tedavi penceresi
hesaplanmamustir (128). In vitro kosullarda 2B statik diizeneklerde olusturulmus akut
hipoksi modellerinde PTE hiicrelerinde allojenik ve otojenik MKH eksozomlarinin
degisen dozlarda uygulamalarinin proliferatif etkileri degerlendirilmis olmakla
birlikte (67, 75, 77, 124, 129, 130) tedavi penceresi i¢in ger¢cek zamanli potens
analizi yapilmamistir. Bu c¢alismalar 3B dinamik mikroakiskan platformunda
eksozomlarin akut hipoksiyi diizeltici etkisinin degerlendirildigi kisimda ayrintili
olarak tartisilacaktir. Literatlirde in vitro ve in vivo kosullarda iskemik ABH tedavisi
icin MKH eksozom uygulamasini i¢eren ¢alismalar incelendginde 10-1000 pg/ml'lik
ve 0-48 saatlik genis doz (9, 47, 48) ve zaman araliklar1 (49, 50) bildirildigi
gorulmektedir. Bu noktadan hareketle ¢alismamizda allojenik Ki-MKH eksozomlari
48 saat stireyle olduk¢a genis bir logaritmik doz araliginda insan PTE hiicrelerine
hem normoksi hem de akut hipoksi kosullarinda uygulandiktan sonra gercek zamanlh
ve impedans temelli proliferatif etki pencereleri hesaplanmistir. Buna gore ilk kez
insan Ki-MKH eksozomlarinin akut hipokside PTE hiicrelerindeki tedavi penceresi
172.582 pg/ml ve 0-26 saat olarak belirlemistir. Eksozomlar i¢in saptanan ED50
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degeri, onceki caligmalardaki genis doz araligmin igerisinde yer almakla birlikte,
olduk¢a dar bir doz ve zaman penceresini isaret etmistir. Caligmamiz kapsaminda
allojenik Ki-MKH eksozomlarinin tedavi penceresinin yani sira hiicresel terapotik
aday1 olarak bu vezikullerin yar1 dmurleri ger¢ek zamanl olarak belirlenmis; boylece
eksojen isaretleme (131), haberci proteinler (132) ve biyoliminesans yontemlerini
(133) geride birakabilecek yeni bir analiz stratejisi sunulmustur. Tanimladigimiz
proliferatif potens analizi, eksozomlarin giivenli ve standardize klinik kullanimi

oncesinde kisisellestirilmis kritik bir degerlendirme basamagi teskil edebilecektir.

Cahsmamizda allojenik Ki-MKH eksozomlari, 3B dinamik mikroakiskan
platformunda akut hipoksiye bagh PTE hasar1 modelinde uygulandiklarinda
epitel bariyerini ve hiicre polaritesini korumustur. Allojenik Ki-MKH
eksozomlarinin ED50°de uygulanmasi, akut hipoksiye bagli PTE hasart modelinde
epitel gecirgenligini 24. saatte ¢Ozucl grubuna gore 20 ve 155 kDa dekstrana kars1
sirastyla 20 ve 45 kat azaltmis ve bdylece bariyer biitiinliigiinii korumustur. insan Ki-
MKH eksozomlarmin PTE bariyerinin biitiinligii Uzerindeki etkileri daha 6nce

caligilmamistir.

Allojenik KI-MKH eksozomlari, insan PTE hiicrelerinde akut hipoksi hasarida 24.
saatte ZO-1 DTFY’sini ¢oziicii grubuna gore artirmis, asetillenmis o-tubilin
DTFY sini degistirmemistir. Pan ve ark. (134), fare KI-MKH eksozomlarmin fare
mikrovaskuler endotel hicrelerinde 6/24 saatlik hipoksi/reoksijenizasyon hasar
modelinde ZO-1 immiinreaktivitesini artirdigini gostermistir. Allojenik anne sutl
eksozomlar1 insan intestinal epitel hicrelerinde (135) lipopolisakkarit ile
indiikklenmis epitel hasar1 ve nekrotizan enterokolit modellerinde ZO-1 mRNA
diizeyi ve protein miktarim artirmistir.  Calismamizda allojenik  Ki-MKH
eksozomlarinin epitel bariyerinin biitiinliglinii saglayict ve lateral siki baglanti
birimlerinin bileseni olan ZO-1 isaretlenmesini artiric1 etkileri bagirsak epiteli ve
damar endotelinin ¢alisildigi onceki ¢alismalardaki (134, 135) epitel hasarini onarict
etkisi ile uyumludur. Calismamizda akut hipokside PTE bariyerinin gegirgenligini ilk
kez Kkantitatif olarak degerlendirilmistir. Tez kapsaminda allojenik Ki-MKH
eksozomlarinin ED50’de uygulanmasi, 3B dinamik mikroakigskan diizeneginde akut

hipoksinin 24. saattinde PTE hcrelerinin proliferasyon hizin1 kontrol grubuna gore 3
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kat artirmistir. Gergek zamanli olarak tedavi penceresi belirlendikten sonra
intermittan akis ve fizyolojik makaslama kuvvetleri ile epitel hiicre polaritesi ve
bariyer biitiinligiiniin korundugu ti¢ boyutlu mikroakiskan yonga platformunda
allojenik KI-MKH eksozomlarinin PTE hiicrelerindeki proliferatif etkisi ilk kez bu
calismada ortaya konmustur. Benzer mikroakiskan yonga platformlarinda daha 6nce
nefrotoksik ajanlarin insan PTE hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi ilaca bagli ABH
i¢in arastirilmistir (23, 29, 136, 137). Bu g¢alismalar platformun hipoksi diizeneginde
eksozomlar i¢in isleyebilecegi konusunda ¢alismamizin dayanak noktasin
olusturmus, orijinal bulgularimiz sistemin islerligini dogrulamistir. Calismamizda
akut hipoksi ile 3B mikroakiskan platformunda diizeyleri artan BNIP3, HO-1 ve
GLUTI, azalan HIFla ve GLUT2, allojenik KI-MKH eksozomlarinin ED50’de
uygulanmasi ile 24. saatte BNIP3 geninin ifadelenmesi 0.62 kat azalmis; HO-1,
HIFla, GLUT1 ve GLUT2 genlerinin ifadelenmesi sirasiyla 1.43, 1.12, 14.64 ve
2.95 kat artmistir. Onceki hedefler kapsaminda tartisildig1 gibi, yiiksek maliyetleri
nedeniyle sinirli sayida mikroakigkan yonga saglanabildiginden, tez c¢aligmasi
kapsamindaki PCR deney tekrarlar1 sinirhidir. Bu nedenle nefroloji kliniginde
eksozomlarin iyilestirici etkinligini degerledirmede olduk¢a 6nemli biyobelirtecleri
arastiran bu is paketi bir 6n ¢alisma olarak gerceklestirilmis olup ciktilarin gegerlilik
ve glivenilirligi sinirli olarak degerlendirilmistir. Ancak 6n calisma niteliginde de
olsa BNIP3, HO-1, HIFla, GLUT1 ve GLUT2 biyobelirteglerinin 3B dinamik
mikroakigkan platformunda akut hipoksiye bagli hiicresel hasari allojenik kok hiicre
eksozomlarinin iyilestirme etkinligini gen ifadelenme diizeylerindeki kantitatif
degisimlerle ilk kez bu g¢alismada belirlediginden translasyonel klinik arastirmalar

i¢in temel teskil etmektedir.

Yukarida ayrintili olarak tartisildig: tizere giris boliimiinde belirtilen tiim amacg ve
hedeflere ulagilmis olmasina ragmen bu tez ¢aligsmasi bazi sinirliliklar icermektedir.
Calismada allojenik Ki-MKH eksozomlarinin proliferatif potensi ve 3B dinamik
mikroakiskan platformunda akut hipoksiye bagli PTE hasarindaki etkileri ex vivo
kosullarda ortaya konmustur. Viicut disinda gercek zamanli ve fizyolojik
mikrocevreye uygun ortama uygun diizeneklerde uygulanmalarina ragmen tek hiicre
hatt1 ile ulasilan veriler in vivo kosullarda ¢oklu organ ve sistemlerdeki isleyise

birebir karsilik gelmeyebilir. Diger yandan insan kokenli hiicresel tedavilerin vicutta
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denenmesi etik kurallarla smirlanmis olup in vivo hayvan modelleri de bu tedavilerin
etkinligini belirlemede yetersiz kalabilmektedir (11, 17, 32). Calismada kullanilan
proliferatif potens analizi, terapétik ajanlarin ger¢cek zamanli tedavi penceresini
belirleyerek klinige aktarimini saglayan gecgerli bir platform olarak bildirilmektedir
(138, 139). Standardize MKH ve PTE hiicre hatlari insan kokenli olmalarina ragmen
hastanin yas, cinsiyet, genetik ve irki ile hastaligin bobregi etkileme derecesinden
kaynakli olarak iskemik ABH’y1 tiim hastalar i¢in modellemeyebilir. Buradan
hareketle saglikli bireyden allojenik ya da iskemik ABH hastalarindan otojenik
olarak elde edilecek insan MKH eksozomlarmin sinirh sayida goniilli iskemik ABH
hastasindan elde edilecek bobrek PTE hiicrelerinde 3B mikroakigkan yonga
platformunda hipoksik kosullar i¢cin denenmesi, kisisellestirilmis hedefli terapdtik
adaylar olarak nefroloji kliniklerine aktarilmalari ig¢in mutlaka gereklidir. Diger
yandan bu c¢alisma kapsaminda eksozomlara ek olarak hiicre temelli diger
kisisellestirilmis ila¢ adaylarmi test etmek tiizere optimize edilen mikroakiskan
platformu prototip olarak klinik aragtirmalara sunulmustur. Calismamizda allojenik
KI-MKH eksozomlarinin hasar belirtegleri ve glikoz tastyicilarinin gen ifadelerinin
degerlendirilmesinde  tekrar  sayillarinin  azhi§i  sonuglarin  giivenilirligini
etkileyebilecek bir kisitlilik teskil etmektedir. Yine de biyobelirteclerin 6n ¢alisma
niteligindeki gen ifadelenme diizeylerindeki degisiklikler 3B mikroakigkan
platformunda akut hipoksi modelinde ve eksozomlarin etkisi ile ilgili olarak ilk kez

ortaya koyuldugu i¢in literatiire katkida bulunacaktir.



81

SONUC ve ONERILER

Tez caligmasi kapsaminda 3B mikroakigkan platformunda olusturdugumuz akut
hipoksiye bagli PTE hasar1 modeli ve allojenik Ki-MKH eksozomlarinin tedavi
penceresini belirleyen yeni tamimlanmis proliferatif etki analizi; kisisellestirilmis
hicresel tedavilerde guvenlik, etkililik ve tekrarlanabilirlik odakli iki asamali bir

degerlendirme yaklagimi saglamaktadir (Sekil 5.1.).

iskemik Akut Bobrek Hasari ' Mezenkimal Kok Hiicre |
‘] f’ Eksozomlari
)O[ ) S — Insan PTE \ —p- ’
Hucresi
Insan KI-MKH

Ex Vivo 3B

Epitel Sizdirmazhg ¢ @
Hucre Polaritesi | o 8
Proliferasyon Hizi { 172.582 pg/mi

: 0-26 saat

Ex Vivo 3B Dﬁzenekte Ki-MKH Eksozomu Tedavisi

Epitel Sizdirmazligi T
3 S Hicre Polaritesi 1
Proliferasyon Hizi 1
%1 0;
L : 172582 pg/mi

Sekil 5.1. Tez calismasit kapsaminda sorulan arastirma sorularinin yanitlart ve

ulasilan sonuglar sematize edilmistir. (Biorender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.)

Bu yaklasimla allojenik KI-MKH eksozomlari, akut hipoksiye bagli PTE hasarinda
belirli doz ve zaman araliginda potansiyel bir hiicresel tedavi ajan1 olarak ortaya
koyulmustur. Tezin ¢iktilart ve saglikli veya hasta goniillllere ait materyaller ile
gerceklestirilecek ileri ¢alismalar, nefroloji kliniginde kullanim igin faz ¢aligmalarina

geciste tedavinin giivenligi ve etkililigi konusunda glivence saglayacaktir.
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