MCBU SBED
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU DERGISI

MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITY JOURNAL OF INSTITUTE OF HEALTH SCIENCE
ISSN: 2147-9607

ARASTIRMA MAKALESI
RESEARCH ARTICLE
CBU-SBED, 2021, 8(3): 524-533

Bobrek Hiicrelerinin Elde Edilmesinde U¢ Farkh Primer Kiiltiir
Yonteminin Karsilastirilmasi

Comparison of Three Different Primary Culture Methods for Obtaining
Kidney Cells

Melek Pehlivan®, H.Seda Vatansever?3, Burcu Cerci*, Damla Akogullari?, Yusuf Ozlem Ilbay®, ibrahim Pirim**

{zmir Katip Celebi Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Izmir, Tiirkiye.
2 Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji AD, Manisa, Tiirkiye.
% Yakin Dogu Universitesi, DESAM Arastirma Enstitiisii, Lefkosa, KKTC.
*Izmir Katip Celebi Universitesi, T1p Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji AD, Izmir, Tiirkiye.
5Saglik Bilimleri Universitesi, izmir Tepecik EAH, Uroloji Klinigi, izmir, Tiirkiye.

e-mail: pehlivanmlk@gmail.com, hsedavatansever@gmail.com, burcucerci35@gmail.com,
daakogullari@gmail.com, ozlemyusufilbey@hotmail.com, ibrahim.pirim@gmail.com
ORCID: 0000-0001-8755-4812
ORCID: 0000-0002-7415-9618
ORCID:0000-0002-7477-1073
ORCID:0000-0001-9778-8532
ORCID:0000-0002-1483-9160
ORCID:0000-0001-8485-3286

*Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Ibrahim Pirim
Gonderim Tarihi / Received: 02.03.2021
Kabul Tarihi / Accepted: 17.05.2021
DOI: 10.34087/cbusbed.886995
Oz
Giris ve Amac: Bobrek hiicrelerinin elde edilmesinde kullanilan primer kiiltiir yontemi, bobrek hastaliklarinin hiicre
diizeyinde degerlendirilmesi ve hiicre fonksiyonlarinin incelenmesi i¢in olanak saglamaktadir. Bu ¢alismanin amact
bobrek primer kiiltiirii i¢in kullanilabilecek ii¢ farkli izolasyon yonteminin hiicre sagkalimi ve protokol etkinligi
acisindan birbirleriyle karsilagtirilmasidir.
Gerec ve Yontemler: Nefrektomi ile ¢ikarilan bobrek dokusu steril sartlarda mekanik, tripsin ve kollajenaz yontemi
ile ayrimlanarak podosit vasati igerisinde kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen hiicrelerin podosin, vimentin, E-kaderin, TGF-
B1, CD133, ZO-1 ve Nefrin dagilimlarinin analizi immiinositokimyasal yontem ile yapildi.
Bulgular: Kollajenaz enzimatik yontemi sonrasinda hiicrelerin kiiltiiriin 7. giiniinden itibaren, mekanik yontemde ise
13. giinden itibaren epiteloid karakter aldiklar1 gézlenirken, tripsin enzimatik yonteminde 13. giinde kiiltiirde artan
fuziform yapidaki hiicreler gézlendi. Her ii¢ yontem ile bobrek dokusundan elde edilen podosit hiicrelerin
immunositokimyasal analizi sonrasinda, elde edilen hiicrelerde vimentin, E-kaderin, TGF-f1, CDI133, ZO-1
immunoreaktiviteleri farklilik gosterir iken, podosin ve nefrin immunoreaktivitelerinin kollajenaz enzimatik yontemi
ile elde edilen hiicrelerde kuvvetli oldugu saptandi.
Sonuc: Bu ¢alismada, farkli proteinlerin immunositokimyasal boyamalari ile kontrol edilen bébrek hiicreleri i¢in ti¢
farkli primer kiiltir teknikleri karsilastirildiginda, kollajenaz ile muamele edilen bobrek dokusundan daha yiiksek
verimle hiicre saflagtirilabildigi gézlendi. Podosit hiicrelerinin kiiltiire edilmesinde hiicre sagkalim verimi ve protokol
etkinligi acisindan kollajenaz yonteminin en uygun yontem oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Bobrek primer kiiltiirii, Kollajenaz, Mekanik, Tripsin.
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Abstract

Objective: The primary culture method used to obtain kidney cells provides an opportunity for evaluating kidney
diseases at the cellular level and examining cell functions. The aim of this study is to compare three different isolation
methods that can be used for kidney primary culture in terms of cell survival and protocol effectiveness.

Materials and Methods: Renal tissue removed by nephrectomy was separated by mechanical, trypsin and collagenase
method in sterile conditions and cultured in podocyte medium. The distribution of podosin, vimentin, E-cadherin,
TGF-B1, CD133, ZO-1 and Nephrin analysis of the cultured cells was done by immunocytochemical method.
Results: It was observed that after the collagenase enzymatic method, the cells acquired epithelioid character from
the 7th day of the culture and after the mechanical method from the 13th day of culture. In the trypsin enzymatic
method, the cells with increased fusiform structure were observed in the culture on the 13th day. After the
immunocytochemical analysis of podocyte cells obtained from kidney tissue with all three methods, it was detected
that the immunoreactivities of vimentin, E-cadherin, TGF-B1, CD133, ZO-1 differ in the cells obtained. In addition,
podosin and nephrine had strong immunoreactivities in cells obtained by collagenase enzymatic method.
Conclusion: In this study, it was observed that when three different primary culture techniques were compared for
kidney cells controlled by immunocytochemical staining of different proteins, cells could be purified with higher
yields from collagenase treated kidney tissue. Collagenase method was shown to be the most suitable method in terms

of cell survival and protocol efficiency in culturing podocyte cells.

Keywords: Collagenase, Kidney primary culture, Mechanics, Trypsin.

1. Giris

Akut bobrek hasari, son donem bdbrek hastaligina
dogrudan sebep olabilmekte, kronik bobrek hasarinin
gelisme riskini de arttirmaktadir. Her yil diinyada 2
milyon kisi akut bobrek hasarinin neden oldugu
hastaliklardan oOtlirii hayatin1  kaybetmektedir [1].
Bunun yam sira kronik bdbrek hastaliklart ve son
donem bdbrek yetmezligi olan hastalarin ¢ogu igin
diyaliz gereklidir ve en kesin tedavi yontemi organ
naklidir [2].

Insan bobrek hiicrelerinin kiiltiire edilmesi, bdébrek
hastaliklar1 ve bobrek hiicre fonksiyonlarindaki
biyokimyasal ve patolojik degisimlerin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok Onemlidir [3]. Bobrekler
karin duvarinda bulunurlar. Her bir bobrek, yaklasik
1 milyon nefrondan meydana gelmektedir. Nefronlar
temel olarak filtrasyonun gergeklestigi renal koriipkiil
ve tiibiil kismindan olugmaktadir. Renal korpiiskiilleri
olusturan kapiller kivrim glomerulus bowman
kapsiiliiniin igine yerlesmis durumdadir.
Glomerulustaki kan, bowman kapsiilinden gelen
stviyla bir filtrasyon bariyeri sayesinde ayrilir. Bu
filtrasyon bariyeri tek hiicreli kapiller endoteli,
hiicresiz, protein iceren bazal lamina ve Bowman
kapsiilinde uzanan tek sirali epitel hiicrelerden
olugur. Bowman kapsiiliindeki epitel hiicreler
podositler olarak isimlendirilirler. Kapiller, endotel
ve podosit hiicrelerine ek olarak glomerular kapilleri
saran ve mezangiyal hiicre adi verilen diiz kas
hiicreleri de bulunmaktadir [4].

Temelde bobrek hiicrelerini elde edebilmek igin li¢
farkli kiiltiir yontemi bulunmaktadir. ilki, b&brek
orjinli hayvan hiicre hatlarinin  kullanilmasina
dayanir. Calisilmasi kolay olsa da insan fizyolojisini
bire bir gdsteremeyecek olmasit c¢aligmalari
kisitlamaktadir.  Ikinci  yaklasim  diseksiyonla
hiicrelerin eldesidir. Primer kiiltiir ile elde edilen
hiicreler klonlanarak tek bir hiicre tipi elde edilir. Bu
yontemle, biyiitilen hiicre sayisinda kayiplar
yasanmaktadir. Uglincii  yontem ise, bdbrek
dokusunun ¢ikarilip parcalanmasina, serumsuz,

hormonal olarak tanimli ve kontrol altinda tutulan bir
kiiltiir ortaminda biiyiitiilmesine dayanir. Bu yontem
sayesinde istenilen hiicrelerin biiylimesi saglanirken,
diger hiicre gruplarmin gelismesi engellenebilir [5].
Hiicrelerin kiiltiirlenmesi igin, Oncelikle hiicrelerin
hiicre bazal membranindan veya hiicre matris
baglantilarindan ayrilmalari gerekmektedir.
Hiicrelerin  ayrilmasinda, enzimatik, kimyasal
sindirim yontemleri veya mekanik ayirma yontemleri
kullanilmaktadir [6].

Bu yontemlerin  kendi igerisinde avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Orn: Mekanik yontem,
ilk yikama asamalarinda kirmizi kan hiicrelerinin
ortamdan uzaklastirilmast igin iyi bir yontemdir
ancak her ne kadar doku kii¢iik parcalara boliinse de
tek hiicre siispansiyonu haline getirmek zordur.
Ayrica mekanik ydntem sonrasinda kiiltiire edilen
pargalardaki hiicre c¢esitliligi tek tip hiicre elde
edilmesinde  ekstra  ortamlar  gerektirebilir.
Kollajenazlar, kas hiicre dis1 matrisinin ana bileseni
olan kollajen i¢indeki peptit baglarini hedefler. Cesitli
kollajenaz alt tipleri mevcuttur ve bunlar kazeinaz,
klostripain veya tripsin gibi birka¢ proteolitik yan
aktivite icerebilirler. Tripsinizasyon ise kiiltiirde
hiicre ylizeyi antijenlerini, hiicre yiizeyi topografisini,
hiicre iskeleti bilesenlerini etkileyebilir bu da birincil
kiiltiirde, izolasyonda basarisizliga neden olabilir. Bu
ve benzeri etkiler, enzim partileri arasindaki litik
aktivitenin degiskenligi, dokularin farkli
kaynaklardan olmasi nedeniyle kollajenazlara ya da
diger enzimlere olan degisken duyarliliklari, her
izolasyon ¢aligmasinda farkli doku ornekleri i¢in
degismektedir; bu nedenle klinik kullanim igin
enzimatik izolasyon yonteminin dogrulanmasi zordur
[71.

Bu c¢alismada nefrektomi sonucunda ¢ikartilan
bobrek dokusunda mekanik ve enzimatik yontem ile
kiiltiir kurulmustur. Enzimatik yontem olarak tripsin
ve kollajenaz ile mekanik yontem olarak dokunun
bistiiri ile kiiciik pargalara ayrilmasi prosediirleri
kullanilmis, 3 farkli izolasyon yonteminin primer
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kiiltiir sonuglart karsilagtirtlmigtir.  Kiiltiire edilen
hiicrelerin karakterizasyonu immiinositokimya ile
gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Bobrek dokusu nefrektomi ile ¢ikarildiktan sonra
steril sartlar korunarak podosit kiiltiir vasati [%20
fotal sigir serumu (FBS-11B, Capricorn), %1 L-
glutamin  (GLN-B, Capricorn), %1 penisilin-
streptomisin (PS-B, Capricorn) igeren RPMI1640
(R8758; Sigma) igerisine alinarak 1 saat icerisinde
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji-Embriyoloji AD hiicre kiiltiir
laboratuvarina ulastirildi.

2.1 Mekanik yontem:

Kiiltiir vasat1 igerisinden steril kosullar korunarak
ornek, steril fosfat tampon soliisyonu (PBS, Merck)
iceren petri igerisine alindi. Bistliri yardimiyla
korteks ve medullast ayrildiktan sonra hiicre debrisi
ve kanin uzaklastirilmasi i¢in 2 defa 5’er dakika PBS
ile yikand1. Temizlenen doku pargalar1 podosit kiiltiir
vasati bulunan 6 gozli kiiltiir kabinin 3 gdziine
aktarildi ve %5 CO2 37°C’de inkiibasyona kaldirildi.
2.2 Tripsin Yontemi:

Dokunun korteks ve medullasi ayrildiktan sonra,
bistiiri yardimu ile kiigiik parcalara ayrilan 6rnekler,
icerisinde 5 ml tripsin-EDTA (SH30042.01,
HyClone) bulunan petrilere alindi ve 1 gece +4 °C’de
inkiibe edildi. Ertesi sabah soguk tripsin uzaklastirildi
ve dokularm iizerine 2 ml 37°C’ ye 1sitilmig tripsin-
EDTA eklendi. Tiim 6rnekler 30 dakika %5 CO;
37°C’de inkiibasyonun ardindan tripsin-EDTA
soliisyonu uzaklastirildi ve drnekler iizerine 5’er ml
podosit kiiltiir vasati ilave edilerek 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Yikama iglemi 2 kere tekrarlandiktan
sonra supernatant atildi ve hiicreler podosit kiiltiir
vasati bulunan 6 gozlii kiltiir kabinin 3 goziine
aktarildi ve %5 CO2 37°C’de inkiibasyona kaldirild1.
2.3 Kollajenaz Yontemi:

Bu yontem igin %0,075mg/ml olacak sekilde
kollajenaz Tip I (C0130, Sigma) podosit kiiltiir vasati
icerinde hazirlandi ve 0.22 um lik filtreden gegirildi.
Doku pargalarinin iizerine 15 ml olacak sekilde
eklendi ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Uzerine
yaklagik 1ml taze podosit kiiltiir vasati eklenerek
kollajenaz inaktive edildi ve 15 mI’lik tiipe alinan siv1
kistm 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Supernatant
atildi, 5 ml podosit kiiltiir vasati eklendi ve 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek yikama islemi
tamamlandi. Hiicreler podosit kiiltiir vasati1 bulunan
6 gozli kiiltiir kabmin 3 goziine aktarildi ve %5 CO;
37°C’de inkiibasyona kaldirildu.

2.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Her ii¢ yontem ile 6 gozlii kiiltiir kaplarinda kiiltiire
edilen Ornekler her 2 giinde bir kiiltiir vasatlar
degistirilerek %80 konfluent olduklarinda pasajlandi.
Bu amag i¢in tiim 6rneklerdeki kiiltiir vasatlari alind1
ve her bir gbzde 1’er ml olacak sekilde tripsin-EDTA
(SH30042.01, HyClone) ilavesi yapild1 ve hiicreler
%5 CO, 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Ardindan her
bir géze 1’er ml podosit kiiltiir vasati ilave edilerek
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hiicreler toplandi, 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek
hiicrelerin bir kism1 stoklama amaci igin 9 birim FBS
ile 1 birim Dimetil Siilfoksit (DMSO) (A3672,
AppliChem) kullanilarak hazirlanan dondurma vasati
icerisine alindi. Hiicreler es zamanl olarak sivi azot
tank1 ve -80°C’ de saklandi. Toplanan diger hiicreler
immunositokimya analizi i¢in 12 mm lik FBS ile
kaplanmis yuvarlak lamel igeren 24 gdzli kiiltiir
kaplarina her bir gézde 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilerek kiiltiir islemine devam edildi.

2.5 Immiinositokimyasal Boyama

Bobrek hiicreleri 24 gozli  kiltir  kaplarina
ekimlerinden %60-70 konfluent olduklar1 48. saatte
%4  paraformaldehit ~ (1.04004.0800, Merck,
Darmstadt, Germany) ile 30 dakika oda sicakliginda
fikse edildi. Hiicreler fosfat tamponunda (PBS,
PBS404.100, Bioshop, Ontario, Canada) 30 dakika
boyunca iki kez yikandiktan sonra hiicre
permeabilizasyonu i¢in +4°C’de 15 dakika %0,1
Triton X-100 (A4025, Biomatic) ile muamele edildi.
PBS ile 3 defa yikanan hiicreler endogen peroksidaz
aktivitesini  inhibe etmek i¢in %3  HO»
(1.08597.2500, MERCK) ile 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan 3 defa 5’er
dakika PBS ile yikandi. Tiim hiicreler sekonder kit
(AENO080, ScyTek) icinde kullanima hazir olarak
gelen bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi ve ardindan direkt g¢ekilerek primer
antikorlar; anti-vimentin (rabbit polyclonal, 10366-1-
AP, Proteintech, CHINA, dilution:1/50), anti-E-
kaderin (rabbit polyclonal, 20874-1-AP, Proteintech,
CHINA, dilution:1/50), anti-TGF-B1  (rabbit
polyclonal, LS-B655, LifeSpan Biosciences, WA,
USA, dilution:1/50), anti-CD133 (rabbit polyclonal,
STJ20168, St John's Laboratory Ltd, London, UK,
dilution:1/50), anti-ZO-1 (rabbit polyclonal, 61-7300,
ThermoFisher Scientific, MA, USA dilution:1/10),
anti-Nefrin ~ (mouse  monoclonal, 66970-1-Ig,
Proteintech, CHINA, dilution: 1/2000) ve anti-
NPHS2 (podosin, rabbit polyclonal, 20384-1-AP,
Proteintech, CHINA, dilution: 1/200) ilave edildi ve
4°C’de bir gece inkiibe edildi. PBS ile 3 defa 5’er
dakika yikanan hiicrelere sekonder kit iginde
kullanima hazir halde gelen biotinlenmis goat anti
rabbit/mouse 1gG ve peroksidaz ile konjuge
streptavidin ile 30’ar dakika inkiibe edildi. Tki
sekonder kit arasinda PBS ile yikama gergeklestirildi.
Immunositokimyasal reaksiyonun goriiniirliiliigiinii
saglamak icin hiicreler diaminobenzidin (DAB, TA-
125-HD, ThermoFisher Scientific) ile 5 dakika
boyand1 ve ardindan PBS ile 15 dakika yikama islemi
gerceklestirildi.  Artalan boyamasi icin hiicreler
Mayer’s hematoksilen (TA-125-MH, ThermoFisher
Scientific) ile 1 dakika boyand: ve distile su ile 30
dakika yikama isleminden sonra her bir gozde
bulunan yuvarlak lameller 20 pl kapatma soliisyonu
(K002, Diagnostic Biosystems) bulunan lamlar
iizerine alinarak 151tk mikroskobunda (Olympus
BX43, Tokyo, JAPAN) gozlendi. iki bagimsiz
aragtirmaci tarafindan fotograflari c¢ekilerek immiin



isaretleme yar1 kantitatif olarak boyanma yogunlugu
negative (-), hafif (+), orta (++) ve gii¢lii (+++) olarak
yorumlandi. Kontrol immunositokimyasal analiz igin
primer antikorlar basamagi yerine uygun IgG ilavesi
yapilarak tiim protokol basamagi aymi sekilde
uygulandi.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 Hiicre Kiiltiirii

Podosit hiicre eldesi amaci i¢in mekanik ve enzimatik
(kollajenaz  ve tripsin) yontem uygulamalar
sonrasinda kiiltiire edilen Ornekler incelendiginde,
mekanik yontem sonrasinda kiiltiiriin 7. giliniinde
hiicreler dokularin kenarlarinda goézlendi (Sekil 1a).
Kiiltiirtin 13. giiniinde doku pargalart steril pens ile
ortamdan alinarak kiiltire devam edildiginde
hiicrelerin epiteloid karakterde olduklari belirlendi
(Sekil 1b).

Sekil 2. Tripsin-EDTA enzimatik yontemi sonrasinda Podosit Hiicre kiiltiirii a: 7. Giin, b: 13. Giin. Olgek 100 um



Tripsin-EDTA  enzimatik yontemi  sonrasinda
kiiltiirin  tripsinden kaynakli kirli oldugu, fakat
kiiltire devam edildiginde kiltiir vasatinin
temizlendigi (Sekil 2), fusiform yapidaki hiicrelerin
kiiltiirtin 7. giiniinde az iken (Sekil 2a), kiiltiiriin 13.
giiniinde arttig1 gézlendi (Sekil 2b).

Kollajenaz enzimatik yontemi sonrasinda hiicrelerin
kiiltiriin 7. giiniinden itibaren epiteloid karakterde
olduklar1 (Sekil 3a), bu &zelliklerini kiiltiiriin 13.
giinlinde de devam ettirdikleri (Sekil 3b) gézlendi.

Sekil 3. Kollajenaz enzimatik yontemi sonrasinda Podosit Hiicre kiiltiirii a: 7. Giin, b: 13. Giin. Olgek 100 um

3.2 Immunositokimya Bulgular:
Her ii¢ yontem ile bobrek dokusundan elde edilen

podosit hiicrelerin  immunositokimyasal analizi
sonrasinda, mekanik yontem ile elde edilen
hiicrelerde  vimentin  immunoreaktivitesi  orta

siddette (++) ve yer yer giiclii (+++) iken (Sekil 4a),
E-kaderin immunoreaktivitesinin zayif (+) ama yer
yer orta siddette (++) oldugu gozlendi (Sekil 4b).
Ayni grup hiicrelerde TGF-B1 immunoreaktivitesi
zayif  siddette iken (Sekil 4c), CDI133
immunoreaktivitesi orta (++) ve yer yer giiglii (+++)
(Sekil 4d), ZO-1 immunoreaktivitesi orta siddette
(++) (Sekil 4e) pozitif idi. Kontrol immunoreaktivite
orneklerinde boyanma gozlenmedi (Sekil 4f).
Podosit hiicrelerin immunositokimyasal analizi
sonrasinda, tripsin-EDTA enzimatik ydnteminde
vimentin (Sekil 5a) ve CDI133 (Sekil 5d)
immunoreaktiviteleri orta siddette (++) iken, E-
kaderin (Sekil 5b), TGF-B1 (Sekil 5¢), ZO-1 (Sekil
S5e) ve kontrol (Sekil 5f) boyamalarinda
immunoreaktivite gozlenmedi. Podosit hiicrelerin
immunositokimyasal analizi sonrasinda, kollajenaz
ile enzimatik ydntem sonrasinda vimentin
immunoreaktivitesi orta siddette (++) ve yer yer
giclit  (+++) iken (Sekil 6A), E-kaderin
immunoreaktivitesinin de orta (++) ve yer yer gii¢lii
(+++) siddette oldugu gozlendi (Sekil 6B). TGF-B1
immunoreaktivitesi ise bu grup hiicrelerde yer yer
zayif siddette (+) 1idi (Sekil 6C). CD133
immunoreaktivitesi ise gii¢lii (+++) olarak saptanir
iken (Sekil 6D), ZO-1 (Sekil 6E) ve kontrol (Sekil
6F) boyamalarda immunoreaktivite gozlenmedi.
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Kiiltiire edilen  hiicrelerin  hiicresel  ve
immunositokimyasal boyanma ozelliklerine gore
kollajenaz enzimatik yontemi uygulanan hiicrelerde
daha iyi olmasi tizerine bu hiicrelerde yapilan
NPHS2 ve Nephrin  podosit belirteglerinin
immunositokimyasal analizi sonrasinda her iki
antikora ait boyamanin gii¢lii (+++) pozitif oldugu
ve kontrol immunositokimyasal boyamada da
boyanmanin olmadig1 gézlendi (Sekil 7).

Tartisma

Hiicre kiilttiri, hiicrelerin ¢ok sayida elde
edilebilmesine ~ ve  tekrarlayan  caligmalarin
yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Fizyolojik ve
toksikolojik c¢aligmalar i¢cin doku kesitleri, hiicre
hatlart ve primer kiiltiirler gibi birgok farkli
yontemle  bobrek  hiicreleri  incelenmektedir.
Bunlarin arasinda toksikoloji gibi bazi ¢aligma
alanlarinda hiicre hatlarinin  kullanilmast uygun
olmamaktadir. Immortalize ~ hiicre  hatlar1
pasajlamalar sonucunda farklilagabilmekte ve
orijinal karakteristikleri degisebilmektedir. Bu
sebeple deney sonuglari etkilenebilmektedir. Primer
hiicre kiiltiirleri ise fenotipik olarak orijinal dokunun
fenotipik ve fizyolojik &zelliklerini tasirlar. Bu
sebeple gen ¢aligmalari, ilag testleri ve biyobelirteg
gelistirilmesi i¢in primer kiiltiirler en uygun
modellerdir [8]. Farkli bobrek hiicrelerinin ideal
primer kiiltiirleri icin yapilan pek c¢ok calisma
bulunmaktadir [9,10].



Sekil 4. Mekanik yontem sonrasinda Podosit Hiicre kiiltiirii hiicrelerinde Vimentin (a), E-kaderin (b), TGF-B1 (c),
CD133 (d), ZO-1 (e) ve kontrol immunositokimya (f) boyamalari. Olgek 20 pm
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Sekil 5. Tripsin-EDTA enzimatik yontemi sonrasinda Podosit Hiicre kiiltiirii hiicrelerinde Vimentin (a), E-
kaderin (b), TGF-B1 (c), CD133 (d), ZO-1 (e) ve kontrol immunositokimya (f) boyamalar1. Olgek 20 um
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Sekil 6. Kollajenaz enzimatik yontemi sonrasinda Podosit Hiicre kiiltiirii hiicrelerinde Vimentin (a), E-kaderin
(b), TGF-B1 (c), CD133 (d), ZO-1 (e) ve kontrol immunositokimya (f) boyamalari. Olgek 20 um
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Sekil 7: Kollejenaz Enzimatik Yontemi Sonrasinda
Podosit Hiicre Kiiltiirii hiicrelerinde NPHS2 (a), Nefrin
(b) ve kontrol immunositokimya (c) boyamalar1. Olgek
20 um

Bu c¢alisgmada, nefrektomi islemi olan hastanin
bobreginin saglikli dokusundan alinan 6rnek ile, primer
hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan {i¢ farkli ydntem
karsilagtirilarak podosit hiicre eldesinde hangi yontemin
daha verimli olabilecegi incelendi. Primer kiiltiir
asamasinda en 6nemli faktor 6rnegin olabilecek en kisa
stire icerisinde kiiltiire almmmasidir [11]. Bu sebeple
nefrektomiden sonraki ilk 1 saat iginde bobrek dokusu
laboratuvarda kiiltiire edildi. Kiiltiir islemi sirasinda her

iic yontem ile de hiicrelerin elde edilebildigi gozlendi.
Mekanik ve kollajenaz enzimatik y6ntemi sonrasinda
epiteloid karakterde hiicrelerin elde edilmesi {izerine bu
iki yontemin, tripsin-EDTA enzimatik yontemine gore
podosit hiicre eldesinde daha uygun oldugu diisiiniildii.
Kollajenaz enzimatik ydontemi sonrasinda kiiltiiriin erken
donemlerinde elde edilen hiicre sayisinin mekanik
yontem ile elde edilen hiicrelere oranla daha fazla
olmasindan dolay1 primer kiiltiir asamasinda kollajenaz
enzimatik yonteminin daha uygun oldugu sonucuna
varild.

Bobrek  hiicrelerinin  immiinositokimyasal  analizi
sonrasinda oncelikli olarak hiicreler arasi baglanti
proteinlerinin ~ varhigmin  analizi  hedeflenmisti.
Glomerulus fonksiyonunun bozuklugu ve filtrasyon
kapasitesindeki azalis son donem bobrek hasarinin temel
sebebidir. Otoimmiin hastaliklar, bakteriyel endokardit,
HIV, diyabet, hipertansiyon gibi birgok hastalikta
glomerulus fonksiyon bozukluguna bagli bobrek hasari
goriilmektedir. Bobrekteki filtrasyon bariyeri, suda
¢ozlinebilir molekiillerin gegisine izin verirken biyiik
makromolekiillerin gegisine izin vermezler. Filtrasyon
bariyerinin bu se¢ici gegirgenligi P-kaderin, okludin, ZO-
1, nefrin, podosin ve CD2AP gibi hiicreler arasi baglanti
proteinleri ile diizenlenmektedir [12)]. Vimentin ara
filament proteinidir ve insanlarda normal mezenkimal
hiicrelerde ifade edilir [13]. Uzun yillardir yapilan
calismalarda vimentin ve kaderin ailesi iiyelerinden E-
kaderin normal ve kanserli renal hiicrelerin tanisinda
kullanilmistir [ 14]. TGF-B, ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir
ve biiyiime, farklilasma, apoptoz, yara onarimi gibi farkli
hiicresel siireclerde goérev almaktadir. Birgok bobrek
hiicresinde ekstraseliiler matriks proteinlerinin tiretimini
indiikledigi belirlenmistir. Ayrica renal inflamasyon ve
renal fibrozda da rol oynadig bilinmektedir [15]. CD133,
saglikli yetiskin insan bdbregindeki renal progenitor
hiicrelerde ifade edilen bir yiizey belirtecidir. Bu hiicreler
endotel veya epitel hiicrelere farklilasabilir, kendini
yenileyebilir. CD133+ olan hiicreler renal korteks,
intersitiyal bolge ve glomerulusta bulunabilir. Bu sebeple
CD133 belirteci normal bdbrek dokusundaki hiicrelerin
tanimlanmasi igin kullanilabilmektedir [16].
Calismamizda, immiinositokimyasal analiz sonrasinda
Z0O-1 immunoreaktivitesi mekanik yontem ile elde edilen
hiicrelerin her iki enzimatik yontem ile elde edilen
hiicrelere nazaran daha fazla olmasi, enzimatik yontem
sirasinda  siki baglanti  komplekslerin  yapisinda
bozulmaya neden olabilecegini diistindiirdii. Tripsin-
EDTA enzimatik yontemi sonrasinda sadece vimentin ve
CD133 immunoreaktiviteleri oldugu saptanmis ve bu iki
proteine ait immunoreaktivitelerinde diger yontemler ile
elde edilen hiicrelerden daha az olmasi tripsin-EDTA
enzimatik yonteminin podosit hiicre eldesinde uygun
olmayabilecegi  sonucuna  varilmistir.  Kollajenaz
enzimatik yontemi sonrasinda ZO-1 disinda diger tiim
proteinlere ait immunoreaktivitelerin mekanik yontem ile
elde edilen hiicrelerden daha fazla olmasi, bobrekten
primer kiiltiir sonrasinda hiicre elde edilmesinde en
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uygun yontemin kollajenaz enzimatik yontemi oldugu
sonucuna varilmistir. Valente ve ark. yaptiklar
calismada da kollajenaz sindiriminin epitelyal hiicreler
i¢in diger enzimlerle (tripsin olarak) sindirimden daha az
zararli oldugu, normal ve kanserli renal primer hiicre
kiiltiiriinde, daha yiiksek verim ve canliliga sahip hiicre
stispansiyonlart olusturdugunu belirtmistir [12]. Elde
edilen sonuclara gore, bobrek hiicrelerinin kiiltiire
edilebilmesi icin kollajenaz uygulanmasinin, tripsin ve
mekanik parcalamaya gore daha uygun bir yontem
oldugu belirlenirken, podosit hiicrelerinin varliginin
tespiti icin yapilan NPHS2 (podosin) ve nefrin
immunositokimya analizleri sonrasinda her iki belirtecin
de giiclii bir sekilde boyandig:1 ve kollajenaz enzimatik
yontemi  sonrasinda primer bdbrek  kiiltiirlinde
podositlerin elde edilebildigi sonucuna varildi. Yapilan
aragtirmalarda primer hayvan podosit kiiltiirlerinin
kullanimt ile insandaki normal bobrek fonksiyonu ve
glomerular hastaliklarla ilgili modeller
olusturulmaktadir. Fakat tiirler arasindaki farkliliklar
insan podositlerinin fonksiyonel, yapisal ve molekiiler
hasarinin belirlenmesinde kisitli kalmaktadir. Bu yiizden
insan kaynakli podositlerin g¢aligmalarda kullanilmasi
bobrek aragtirmalarinda ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde olduk¢a Onemlidir [12]. Ancak in
vivoda podositler tipik olarak ¢ogalmazlar. Proliferatif
olmayan terminal farklilagmis ve oldukga 6zellestirilmis
bir fenotipi ¢ogaltmak i¢in, 6zel hiicre kiiltiirii sartlar
gereklidir. Cok sayida podosit hiicresi lretmek igin,
hiicrelerin 6ncelikle biiylimeye izin veren kosullar altinda
biyiitiilmesi gerekmektedir [17].

5. Sonug

Primer hiicre Kkiiltlirleri, orijinal dokunun taklit
edilmesindeki en uygun yontemlerden biridir. Ozellikle
ticari hiicre hatlarmin pahali olmasi yan1 sira bobregin
fonksiyonel kisimlarindan elde edilen primer insan
hiicreleri kisiye 6zel deneysel calismalar ile pek c¢ok
toksikolojik veya genomik ¢alismada kullanilabilir. Bu
calismada, literatiirde bulunan farkli primer kiltiir
tekniklerinden {igliniin  karsilastirilmasi  sonrasinda
kollajenaz ile muamele edilen bobrek dokusundan daha
yiiksek verimle hiicre saflastirilabilecegi gozlendi.
Sonuglarimiz, farkli proteinlerin immunositokimyasal
dagilimlari incelenerek bobrek hiicrelerinin
tanimlanmasinda ve podosit hiicrelerinin  kiiltiire
edilmesinde protokol etkinligi ve hiicre sagkalim verimi
acisindan kollajenaz ydnteminin en uygun ydntem
oldugunu gostermektedir.
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