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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

PANKREATİK β-HÜCRE FARKLILAŞMASINDA BAZI HİSTON 

DEASETİLAZLARIN ROLÜ 

Ediz ÇOŞKUN  

 

İstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr.  Selda GEZGİNCİ-OKTAYOĞLU 

Pankreatik gelişim sırasında, transkripsiyon faktörleri ekzokrin ve endokrin 

farklılaşmada önemli rol oynarlar. Transkripsiyon faktörlerinin, görevlerini yerine 

getirebilmeleri genin yapısal durumuna bağlıdır. Epigenetik düzenlenmeyi ortaya 

çıkaran önemli enzim gruplarından bir tanesi olan Histon deasetilaz (HDAC)’lar 

pankreas gelişimi sırasında süregelen hücre farklılaşmasında çok önemli roller 

üstlenirler. Valproik Asit (VPA), sınıf I HDAC engelleyicisi olarak bilinen küçük 

molekül yapısında kimyasal bir bileşiktir. Bu çalışmada, pankreatik adacık kaynaklı 

mezenkimal kök hücre (PA-MKH)’lere 20 gün boyunca VPA ve/veya glukoz 

uygulanarak pankreatik β-hücre farklılaşması ve ilişkili moleküler mekanizmanın 

araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında literatürde ilk kez PAK-MKH’lerde 

sınıf I HDAC’ların pluripotensi faktörleri üzerine olan etkileri araştırılmıştır. Bu 

faktörler kök hücre karakterlerinin korunması ve fonksiyonlarının devamlılığının 

sağlanmasında temel rol üstlenen Oct ¾, c-Myc ve Nanog’tur. Ayrıca, HDAC’lar, 

pluripontensi faktörleri, erken pankreatik gelişim, kompenzasyon ve β-hücre fonksiyonu 

ile ilgili olmak üzere dört gruptan seçilen toplam 39 adet mikroRNA (miRNA)’nın gen 

ekspresyon düzeylerindeki değişimler araştırılmıştır. HDAC inhibitörlerinin PA-MKH 

üzerine etkilerinin daha önce araştırılmamış olması çalışmamızın özgünlüğünü açıkça 

ortaya koymaktadır.  

Bu çalışma kapsamında PAK-MKH’lere, glukoz ve/veya VPA uygulanarak bu 

hücrelerin β-hücrelerine farklılaşma oranı insülin üreten hücrelerin flow sitometrik 

yöntemle ve ELISA yöntemiyle insülin sekresyonun ölçülmesiyle belirlendi. Ayrıca 

Pdx-1, Pax4, Nkx6.1, Neurogenin-3, ins2 ve Glut-2’nin gen ekspresyonu seviyelerinin 

gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile ölçülmesi ile β-hücre 

farklılaşması bulguları desteklendi. Pluripotent karakter ile ilgili değişiklikleri 

inceleyebilmek için, Oct3/4, c-Myc ve Nanog transkripsiyon faktörlerinin 

seviyelerindeki değişimler western emdirimi yöntemi ile belirlendi. Pankreatik β-hücre 

farklılaşmasında önemli olduğunu düşünülen sınıf I HDAC’lardan HDAC1 ve 

asetilenmiş H3 ve H4 ile metillenmiş H3 seviyelerindeki değişiklikler de western 

emdirimi yöntemiyle ölçüldü. β-hücre farklılaşmasında etkili olabileceğini
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düşündüğümüz aynı zamanda epigenetik süreçte önemli rol alan bazı miRNA’ların gen 

ekspresyon seviyelerindeki değişimler qRT-PCR yöntemi ile belirlendi.  

Sonuç olarak, bu çalışma, PAK-MKH’lerin β-hücrelerine farklılaşmasını kontrol eden 

epigenetik mekanizmanın aydınlatılmasına önemli katkılar sağlamıştır. Sınıf I 

HDAC’lar ile miR-18a, miR-19b, miR-30d, miR-124, miR-146a, miR-184, miR-335, 

miR-433-5p ve miR-503’ün bu farklılaşmanın gerçekleşebilmesinde rol aldığı tespit 

edilmiştir. Dolayısıyla, çalışmamız β-hücre farklılaşması sürecinin kontrolü açısından, 

yeni bir bakış açısı oluşturarak, hem süreci anlama hem de özellikle T2D’nin hücresel 

tedavisi için kullanılabilecek yeni moleküllerin keşfine zemin hazırlayabilecek 

niteliktedir. 

 

Haziran 2016, 120 sayfa. 

Anahtar kelimeler: β-hücre farklılaşması, glukoz, histon deasetilaz, kompenzasyon, 

mikroRNA, pankreatik adacık kaynaklı mezenkimal kök hücre, pluripotensi, tip 2 

diyabet, valproik asit.  
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Transcription factors play a crucial role in differentiation to endocrine and exocrine 

parts of pancreas during pancreatic development. Performing the functions of 

transcription factors is dependent on structural condition of the gene. Histone 

deacetylases (HDACs) are one of important enzyme group revealing epigenetic 

regulation, play important roles in cell differentiaton during pancreas development. 

Valproic acid (VPA), is known as a small chemical compound and class I HDACs 

inhibitor. In this study, it was aimed to investigate the pancreatic β-cell differentiaton 

and relevant molecular mechanism by administering VPA and/or glucose to pancreatic-

islet derived mesenchymal stem cells (PID-MSCs) for 20 days. Within the context of 

our study, the effects of class I HDACs on pluripotency factors in PID-MSCs are 

investigated for the first time in literature. These factors are Oct ¾, c-Myc and Nanog 

that play a fundamental role in maintaining stem cell character and providing their 

functional continuity.  Besides, totaly 39 miRNA selected from four groups related to 

HDACs, pluripotency factors, early pancreatic development-compensation stage and β-

cell function, are investigated in terms of changing in the level of gene expression. The 

effect of HDAC inhibitors on PID-MSCs did not study before, so it clearly reveals the 

originality of our work.                      
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Within the context of this study, the differentiation of PID-MSCs to β-cells by 

administration of glucose and/or VPA to these cells, insulin-producing cells are 

determined by flow cytometric analysis and insulin secretion levels are measured by 

ELISA method. Moreover, the findings of differentiaton to β-cell are supported by 

measuring the gene expression levels of Pdx-1, Pax4, Nkx6.1, Neurogenin-3, ins1/2 and 

Glut2 by using real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR).  For examining the 

changes related to pluripotent character, the changes in the levels of Oct3/4, c-Myc, and 

Nanog transcription factors are determined by western blotting. Class I HDACs are 

considered important for pancreatic β-cell diffentiation. Also, the changes in the levels 

of HDAC1 and acetylated H3/H4 and methylated H3 are determined by western 

blotting. Some miRNAs that we think as important in β-cell differentiation and at the 

same time in epigenetic stage are determined by qRT-PCR. 

Consequently, this study made a significant contribution for illuminating the epigenetic 

mechanism that controls the differentiation of PID-MSCs to β-cells. It was determined 

that Class I HDACs with miR-18a, miR-19b, mir-30d, miR-124, miR-146a, miR-184, 

miR-335, miR-433-5p and miR-503 take place in this differentiaton process. Therefore, 

our investigation laid the groundwork to understand the process and discover new 

molecules could be used for cellular treatment of T2D by creating a new approach in 

terms of controlling of β-cell differentiation process.  

 

June 2016, 120 pages 

Keywords:β-cell differentiation, glucose, histone deacetylase, compensation, 

microRNA, pancreatic islet derived mesenchymal stem cell, pluripotency, type 2 

diabetes,valproic acid.
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1. GİRİŞ 

Diyabet hastalığının küresel artışı pankreatik β-hücre sayısının artırılması veya 

rejeneratif biyoloji gibi yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesini zorunlu kılmaktadır. 

Her iki tip diyabet için uygulanmakta olan terapiler arasında yer alan ekzojen insülin 

veya hipoglisemik ajan uygulamaları tedavi edici olmadığından ve diyabet ile ilişkili 

ikincil komplikasyonların gelişmesini engellemede yetersiz kaldığından son yıllarda 

araştırmalar hücresel tedavi üzerinde yoğunlaşmaktadır. Hücresel tedavi için öne 

sürülen uygulama, kadavraların pankreaslarından elde edilen β-hücre sayısının çok az 

olması ve transplantasyon sonrası immünreaksiyonların gelişmesi sebebiyle 

kısıtlanmaktadır. Son yıllarda çalışmalar, hastanın kendisinden izole edilen mezenkimal 

kök hücre (MKH)’lerin β-hücrelerine farklılaştırılarak hastaya tekrar transplantasyonu 

üzerine odaklanmıştır. Hücre transplantasyonuna alternatif bir yaklaşım olarak hastanın 

pankreasında bulunan endojen β-hücre kütlesinin büyüme faktörü uygulamalarıyla 

artırılması düşünülebilir. Her iki yaklaşımın uygulanabilmesi için de pankreatik β-hücre 

kütlesini düzenleyen mekanizmanın aydınlatılması gerekmektedir. Tip 2 diyabetin 

başlangıcı olarak bilinen kompenzasyon aşamasında hiperglisemi ile paralel olarak 

pankreatik adacıklardaki β-hücrelerinin kütlesinin de arttığı bilinmektedir. Halen yeni 

oluşan β-hücrelerinin kaynağı ve dolayısıyla oluşum mekanizmaları tam olarak 

aydınlatılamamıştır.  

Son birkaç on yıl içinde, dünya çapında metabolik hastalıkların oranında ciddi bir artış 

gözlemlenmiştir. Hareketsiz bir yaşam ve sağlıksız beslenme alışkanlıkları özellikle 

obezite ve Tip 2 diyabet (T2D)’in yüksek oranda görülmesine neden olmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO)’nün verilerine göre 2008 yılında, dünya çapında 1.4 milyar aşırı 

kilolu yetişkin bulunmakta ve bunların 500 milyon kadarının ise obez bireyler olduğu 

bilinmektedir.  Bu durum, obezite ile ilişkili metabolik hastalıkları doğru tanımlamanın 

T2D’den korunabilmek için ne kadar önemli olduğunu göstermektedir. Obezite ve 

T2D’nin ortaya çıkmasında temel rol oynayan pankreas hücrelerinin oluşum süreci, bu 
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süreçte rol alan sinyal yolakları ve epigenetik faktörlerin iyi tanımlanması bu tip 

hastalıkların erken tanısı ve tedavisi için temel oluşturacaktır.  

Pankreas ekzokrin ve endokrin kısımlardan oluşan karma bir organdır. Ekzokrin kısım 

sindirim enzimlerini salgılarken, Langerhans adacıkları olarak bilinen endokrin kısım 

değişik hormonlar salgılar. Her bir adacık, çok sayıda özelleşmiş endokrin hücreden 

oluşur ve bu hücreler salgıladıkları kendilerine özel hormonlar nedeniyle birbirlerinden 

ayrılırlar (Bonner-Weir ve diğ., 1982). İnsülin salgılayan β-hücresi, glukagon salgılayan 

α-hücresi, somatostatin salgılayan δ-hücresi ve pankreatik polipeptid salgılayan PP 

hücreleri adacığı meydana getiren dört ana tip özelleşmiş hücre çeşididir.  

Pankreasın gelişim süreci oldukça karmaşıktır. Embriyo gelişimi sırasında, bağırsaktan 

kökenlenen öncül hücreler hiyerarşik bir düzen içinde özelleşmiş pankreatik hücrelere 

farklılaşarak pankreatik oluşumu doğumdan önce tamamlar. Kemirgenlerde, β-hücre 

oluşumu yenidoğanlarda da devam eder fakat anne bakımı ortadan kalktıktan kısa süre 

sonra durur (Paris ve diğ., 2004; Deltour ve diğ., 1991). Herhangi bir çevresel stres veya 

herhangi bir uyaran, embriyonik ve yenidoğan pankreas hücre gelişimlerini etkileyerek, 

özellikle endokrin kısım ve β-hücre fonksiyonunu değiştirerek, büyüyen bireylerin 

yaşamın ilerleyen safhalarında ciddi sıkıntılara yol açar (McMillen ve diğ., 2005). 

Epigenetik, DNA dizisindeki değişikliklerden kaynaklanmayan, ama aynı zamanda 

kalıtımsal olan, gen ifadesi değişikliklerini inceleyen bilim dalıdır. Bu değişiklikler 

hücreyi ya da organizmayı doğrudan etkilemektedir. Epigenetik en temel seviyede 

kromatin düzenlenmesini ve bu kromatin düzenlenmesine neden olan histonlar, 

transkripsiyon faktörleri, histon asetilazlar (HAT), histon deasetilazlar (HDAC), histon 

metiltransferazlar (HMT) ve mikroRNA’lar (miRNA) gibi birçok molekülün hücresel 

süreçlerin düzenlenmesindeki rolünü araştırmaktadır.  

Kök hücre karakterlerinin korunmasında da epigenetik düzenlenmenin önemli olduğu 

bilinmektedir. Yamanaka ve arkadaşlarının olgunlaşmış somatik bir hücreyi embriyonik 

kök hücre benzeri hücrelere dönüştürürken kullandıkları bazı transkripsiyon faktörleri 

ile epigenetik süreci değiştirerek bu yeniden programlanmayı başarabilmeleri dikkat 

çekicidir (Takahashi ve diğ., 2008). Bu transkripsiyon faktörleri Oct4, Sox2, c-Myc ve 
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Klf4’tür. Daha sonra bazı araştırmacılar daha farklı transkripsiyon faktörleri karışımları 

deneyerek yine somatik bir hücreyi kök hücre durumuna çevirmeyi başardılar. Oluşan 

bu kök hücreler, pluripotent yani çoğu hücreye farklılaşabilme gücünü içinde barındıran 

hücrelerdi. 

Pluripotent kök hücreden özelleşmiş bir hücreye geçiş aşamasında da epigenetik sürecin 

temeli olan bazı genlerin açılması bazı genlerin ise kapanması olayı yatar. Sonuçta tüm 

hücrelerimizde kendine özgü küçük farkılıklar haricinde aynı genetik bilgi 

bulunmaktadır. Fakat vücudumuzda yüzlerce hücre çeşidi bulunmaktadır. Bu genlerin 

anlatımı veya sessizleştirilmesi işinin büyük bir kısmını, histonlar ve onlarla etkileşimde 

olan HAT, HMT ve HDAC’lar gerçekleştirirler.  

Pankreatik β-hücre oluşumu sırasında, Pdx-1, Neurogenin3, Nkx6.1, MafA ve NeuroD1 

gibi transkripsiyon faktörlerinin ilgili gen bölgelerine bağlanıp hücre kaderini belirlediği 

bilinmektedir. Bu bağlanmanın gerçekleşebilmesi için H3K27me3’ün ortamda 

olmaması gerekir. Çünkü lizin27’den metilenmiş Histon H3, bu genlerin kapanmasına 

yol açmaktadır (Schaffer ve diğ, 2010; Schaffer ve diğ., 2013). HDAC’lar da HMT’lere 

benzer bir iş görürler. Asetillenmiş olan histonun asetil kısmını kaldırarak, o histonu 

metillenebilme olasılığını arttırırlar. Örneğin, Pdx1 transkripsiyonu histon 

deasetilasyonu sayesinde azalır. HDAC1 histon asetilasyonunu engeller ve H3K9’un 

metillenmesine neden olur (H3K9me2). Pdx1’in baskılanmasına yol açar. Bu durum 

VPA, TSA, Sodyum Bütirat gibi histon deasetilaz inhibitörleriyle (HDACi), β-hücre 

farklılaşmasının sağlanabileceğini göstermektedir (Park ve diğ., 2008). Fakat her zaman 

H3-lizin metillenmeleri transkripsiyonel baskılanmaya sebep olmaz. Örneğin, 

fonksiyonel β-hücrelerinde H3K4me2 bulunmaktadır (Deering ve diğ., 2009). 

Hiperglisemi veya endoplazmik retikulum stresi gibi durumlarda, insülin promotöründe 

bulunan H3K4me2 kaybına, bu da azalan β-hücre salgılama fonksiyonuna neden 

olmaktadır (Evans-Moline ve diğ., 2009). Sonuç olarak histon asetillenmesinde veya 

metillenmesinde hangi histonun ve bu histonun hangi lizininin asetillendiği veya 

metillendiği çok önemlidir. 
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Epigenetik sürecin diğer önemli elemanlarından birisi de miRNA’lardır. Endokrin hücre 

olgunlaşmasında miRNA’ların ekspresyon seviyeleri ve etkileşimleri çok önemlidir. 

Örneğin, miRNA olgunlaşmasının önemli bir elemanı olan Dicer kaybı, endokrin 

hücrelerin kaybına ve aynı şekilde bu endokrin hücrelerin farklılaştığı Ngn3
+ 

hücre 

kaybına da neden olur (Kanji ve diğ., 2013). Doğal olarak, Dicer, asinar kısım 

farklılaşması için de hayati öneme sahiptir (Prevot ve diğ., 2013). Örneğin, miR-7 özel 

olarak, Ngn3
+ 

hücrelerde ve olgun fonksiyonel β hücrelerinde üretilen miRNA’dır 

(Kredo-Russo ve diğ., 2012). MiR-375’in zebra balıklarında pankreatik gelişim sürecine 

katıldığını ve çok önemli olduğu gösterilmiştir (Kloosterman ve diğ., 2007). Aynı 

şekilde kanda dolaşan miR-375’i T2D belirteci olarak gösteren çalışmalar da mevcuttur 

(Erener ve diğ., 2013).  

Sonuç olarak pankreatik β-hücre farklılaşması tek bir yönden bakılamayacak kadar 

karmaşık bir süreçtir. Bu sürecin anlaşılması obezitenin  ve bununla ilişkili olarak 

kanser ve T2D hastalıklarının moleküler mekanizmasının daha iyi anlaşılmasını 

sağlayacaktır. 

Çalışmamızın amaçları ve çıktıları şöyle sıralanabilir: 

 Amaçlar 

 Pankreatik Adacık Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücreler (PAK-MKH)’e, bir 

HDACi olan Valproik Asit (VPA) uygulanması sonucu bu hücrelerin β-

hücrelerine farklılaşması ile ilgili süreçleri incelemek. 

 VPA uygulanması sonucunda PAK-MKH’lerin pluripotent karakterinde 

meydana gelen değişiklikleri incelemek. 

 Bu süreçlerde etkili olan bazı histonların asetilenmiş ve metilenmiş formlarını ve 

asetillenme ilişki olarak bazı HDAC’ların seviyesindeki değişiklikleri 

belirlemek. 

 Epigenetik düzenlenme pluripontensi faktörleri, erken pankreatik gelişim, 

kompenzasyon ve β-hücre fonksiyonu ile ilgili olmak üzere dört gruptan seçilen 

miRNA’ların gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerini araştırmak. 
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.Çıktılar: 

Pankreatik β-hücre farklılaşması epigenetik düzenlenmenin önemli rol oynadığı oldukça 

karmaşık bir süreçtir. Günümüzde artan obezite ve diyabet oranları düşünüldüğünde, bu 

karmaşıklığı çözmeye katkıda bulunmak bilim ve insanlık adına büyük yarar 

sağlayacaktır. Bu çalışmada, uygulanan VPA ile, PAK-MKH’lerden β-hücre oluşumu 

süresinde, pluripotensi faktörleri, HDAC’lar, Histonlar modifikasyonları ve ilişkili 

miRNA’ların gen ekspresyon seviyelerindeki değişiklikler araştırılacaktır. Bu 

çalışmanın sonuçları, T2D geişiminin ilk ve en uzun aşaması olarak bilinrn 

kompenzasyon evresinin çok daha iyi anlaşılmasına olanak sağlayarak, bu hastalığın 

erken tanısı ve tedavisi için hedef moleküllerin keşfine ve yeni ilaçların geliştirilmesine 

de yardımcı olacaktır. 

Diğer taraftan, uzun süre VPA kullanımının küçük yaştaki epilepsi hastalarında insülin 

direnci ve T2D gelişimine neden olduğu bilinmektedir. VPA ile uyarılan 

kompenzasyonun bu mekanizmada yer alan miRNA’lar gibi anahtar moleküllerin 

hedeflenmesi yoluyla baskılanarak bu ilacın önemli bir yan etkisi olan T2D gelişiminin 

engellenmesi mümkün olabilir. Ayrıca, özellikle VPA+glukozun literatürde ilk defa 

çalışmamızda tespit edilen doz ve sürelerde MKH’lere uygulanması ile erişkin β-

hücreleri elde edilip diyabetik bireylere transplante edilerek bu hastalığın hücresel 

tedavisinde kullanılabilir. Bu noktada, çalışmamızda yeni bir β-hücre farklılaştırma 

protokolü önerilmiştir. Bu çalışmadan elde edilen tüm bulgular literatürde ilk kez 

tarafımızca yapılan deneylerin sonucu olması bakımından, çalışmamız oldukça özgün 

ve yaygın etkisi yüksek bir araştırma niteliğindedir. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. EPİGENETİK  

Epigenetik, etimolojik olarak üzerinde, ötesinde anlamına gelen “epi” ve yaratılış, 

oluşum anlamına gelen “genesis” kelimelerinin birleşiminden oluşmuştur. Epigenetik 

çeşitliliğin oluşmasını sağlayan ana faktör olarak karşımıza çıkmaktadır. Örnek verecek 

olursak, pankreatik β hücresi ile deri hücresi neredeyse aynı genetik yapıya sahiplerdir. 

Aynı genetik yapıya sahip olmalarına rağmen,  birinin β hücresi, diğerinin ise deri 

hücresi olmasını sağlayan temel mekanizmalardan birisi epigenetiktir. Moleküler açıdan 

epigenetik tanımlanmak istendiğinde, transkripsiyon süreci iyi bir örnek olacaktır. 

En temel tanımıyla transkripsiyon, bir DNA kalıbından mesajcı RNA (mRNA) üretim 

sürecidir. Bu süreç, birçok transkripsiyon faktörü aracılığıyla yürütülür. Kromatinin en 

temel alt birimi olan nukleozom, H3/H4 tetrameri ve H2A/H2B dimerleri olan histonlar 

üzerinde 146 baz çifti içeren DNA’nın sarılmasıyla oluşan yapıdır (Ito ve diğ., 2000 ). 

Histonlar, diğer proteinlerden farklı olarak, translasyon sürecinden sonra asetilasyon, 

metilasyon, ubikitinasyon gibi bir takım moleküler süreçlerden geçerek aldığı sinyaller 

doğrultusunda aktivitesini gösteren proteinlerdir (Min-Hao Ku ve diğ., 1998). Özellikle, 

histonların asetillenmesi ve metillenmesi, nükleozomal yapıyı değiştirerek 

transkripsiyonel sürece en başında etki eder ve bu süreç epigenetik değişiklikler olarak 

isimlendirilir (Carey N, 2011). Transkripsiyon sürecinde en büyük engellerden biri, 

DNA bölgesine erişimi kısıtlayan bir nükleozomal bariyerin bulunmasıdır (Tsuklyama 

ve diğ., 1997; Grunstein ve diğ., 1997). Bu yüzden, DNA’nın histonlar üzerinde sıkıca 

paketlendiği yapıda oluşabilecek gevşeme veya daha fazla sıkılaşma gibi değişiklikler 

transkripsiyonu doğrudan etkilemektedir. 

Nükleozomun ana elemanları olan histon proteinlerinin N-terminal ucundan lizin 

aminoasitinin metillenmesi ya da asetillenmesi sonucunda DNA yapısı sıkılaşır ya da 

gevşer. Genel olarak hem histon proteinlerinin hem de özellikle DNA’daki CpG 

adacıklarının metillenmesi, trankripsiyonu baskılayıcı niteliktedir (Cedar ve diğ., 2009) 
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ve bu süreç, histon metiltransferazlar (HMT) aracılığıyla yürütülür (Rice ve diğ., 2003). 

Aksine, histon proteinlerinin asetillenmesi, sıkıca paketlenmiş olan DNA kalıbını 

gevşeterek, transkripsiyonel sürecin başlamasına olanak tanır. Bu süreç, histon asetil 

transferaz (HAT)’lar ya da histonların üzerindeki asetillenmeyi kaldıran, histon 

deasetiltransferaz (HDAC)’ların engellenmesi ile yönetilir. Yani kısaca özetlenecek olur 

ise, genellikle, histon proteinlerinin metilasyonu o genin anlatım kaybına, asetilasyonu 

ise o genin anlatımının başlamasına neden olur (Şekil 2.1:). 

 

Şekil 2.1: HAT, HMT ve HDAC’ın kromatin yapısı üzerine etkileri  özetlenmiştir 
(https://www.wikiwand.com’dan alınmıştır). 

 

 

HAT’lar ve HDAC’lar birçok dokuda sırasıyla gevşek ya da sıkı kromatin yapılarının 

oluşmasına sebep olarak hücre proliferasyonu ve/veya farklılaşmasını düzenler. 

HDAC’lar, dizi benzerliği ve kofaktör benzerliğine göre 3 gruba ayrılır. Sınıf I  

HDAC’lar: HDAC 1,2,3,8; Sınıf II HDAC’lar: HDAC 4,5,6,7,9,10; ve Sınıf III 

HDAC’lar: Sirtuinler’den oluşur. Sınıf I HDAC’lar nukleusta iş görürken, Sınıf II  

HDAC’lar hem sitoplazmada hem de nukleusta iş görür. Sınıf II HDAC’lar daha kısıtlı 

hücre tipinde (kalp, beyin ve iskelet kası) eksprese edilir ve özgün transkripsiyon 

faktörleriyle bağlantı kurabilen N-terminal uzantıya sahiptir, dolayısıyla genom ile 

hücre dışı çevre arasında bağlantı kuran birçok sinyal iletim yolağında iş görür (Martin 

ve diğ., 2007).  

https://www.wikiwand.com'dan/
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Küçük moleküllü HDAC inhibitörleri kromatin etkileri ve hücre hattı özgünlüğü 

arasındaki bağlantıların çalışılmasında temel araçlardır. HDAC’ların farmakolojik 

inhibisyonu kromatinin yeniden modellenmesinin sistematik analizinin yapılmasına ve 

deneysel manipulasyonuna imkan sağlar (Marks ve diğ., 2004). HDAC inhibitörlerinin 

etkileri seçicidir (Mariadason ve diğ., 2000) ve bu sebeple sıklıkla HDAC’ları özgün 

olarak inhibe etmek için kullanılırlar (Marks ve diğ 2004; Xu ve diğ., 2007). Kanser, 

diyabet ve kalp hastalıkları gibi yaygın hastalıklar ile ilgili çalışmalarda, HDAC 

inhibitörleri (HDACi) sıklıkla kullanılmaktadır. Bunlar arasında en çok kullanılanlar; 

Valproik asit (VPA) ile MS275 (tercihen Sınıf I HDAC’ları inhibe ederler, Hu ve diğ., 

2003) ve Trichostatin A (TSA) ile Sodyum Butirat (NaB) (Sınıf I ve II HDAC’ları 

inhibe ederler (Yoshida ve diğ., 1990; Davie, 2003). HDAC inhibitörleri HDAC’ların 

incebağırsak (Tou ve diğ., 2004), oligodendrosit (Shen ve diğ., 2005), nöron (Hsieh ve 

diğ., 2004), adiposit (Yoo ve diğ., 2006), osteoblast (Lee ve diğ., 2006) ve T-hücreleri 

(Tao ve diğ., 2007)’nin farklılaşma programlarının gösterilmesi amacıyla başarıyla 

kullanılmıştır ve bir kanser ilacı olarak da klinik çalışmaları sürmektedir (Minucci., 

2006). (Şekil 2.2:). 

 

Şekil 2.2: HDAC ve HDAC inhibitörlerinin temsili etki mekanizması gösterilmiştir (Kazantsev 

ve diğ., 2008’den alınmıştır). 

 

Epigenetik süreçlerin en önemli elemanlarından biri de mikroRNA (miRNA)’lardır. 

miRNA’lar, kodlanmayan RNA’lar olmasına rağmen birçok biyolojik aktivitede ve 
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patolojik durumlarda kendini gösterir. miRNA dizileri, gen içinde ekzon, intron veya 

intergenik alanlarda dağılır. Genellikle RNA polimeraz II sayesinde transkripsiyonları 

başlar fakat bazı miRNA’ların, RNA polimeraz III tarafından transkripsiyonları 

başlatılır. Ve bunun sonucunda, ilkel miRNA olarak bilinen, 33 baz çiftlik pri-miRNA 

oluşmuş olur. Bu, miRNA’nın öncül hali olmakla birlikte genellikle 5’ ucu metillenmiş 

ve 3’ ucuna da çoklu adenin kalıntıları eklenmiş olarak bulunurlar (Lee ve diğ., 2004; 

Cai ve diğ., 2004). Transkripsiyondan sonra, bir RNA parçalayıcı olan RNaz III Drosha, 

pri-miRNA’nın toka kısmının kökünden 11 baz çiftini kopartır (Blaszczyk ve diğ., 

2001). Drosha pri-miRNA’nın yıkımının kolaylaşması için iki farklı yol izler. Birincisi 

p68 ve p72 gibi RNA helikazlar ve heterojenik nüklear ribonükleoproteinler, diğeri ise 

mikroişlemci olarak bilinen ve Drosha ve DGCR8 tarafından oluşturulan, çift zincirli-

RNA bağlanma proteini, C-ucundan Drosha’nın çalışmasını sağlar. Drosha sindirimi 

transkripsiyon ile beraber veya alternatif kesim aşamalarından önce gerçekleşebilir. Bu 

sindirimden sonra yaklaşık 22 nükleotidi kök kısmında, 48 nükleotidi toka kısmında 

olan, bir pre-miRNA oluşmuş olur (Zeng ve diğ., 2003).  

Alternatif olarak, bazı bilinen oluşum süreçleriyle bağlantısı olmayan, mRNA kesim 

işlemleri sırasında açığa çıkan miRtrons’lar vardır. Bu moleküller mRNA’lardan 

kesilerek atılmış, intron kısımlarından oluşurlar ve fonksiyonel olarak pre-miRNA’lara 

benzerler. Bu nedenle, miRtron’ların oluşumu sürecinde, Drosha ile herhangi bir 

bağlantısı yoktur (Berezikov ve diğ., 2007).  

Drosha ile sindirimi takiben, Ran-GTP bağımlı çift zincirli RNA bağlanma proteini olan 

Exportin-5, GTP bağımlı bir süreç ile, pre-miRNA’yı çekirdekten sitoplazmaya taşır (Yi 

ve diğ., 2003). Exportin-5’in aynı zamanda, pre-miRNA’yı nüklear bozulmadan 

koruduğu da söylenebilir. Sitoplazmaya geçtikten sonra, diğer bir RNaz III olan Dicer, 

pre-miRNA’nın toka kısmını sindirip kopararak, 22 nükleotidlik çift zincirli bir olgun 

miRNA oluşumunu gerçekleştirir (Gregory ve diğ., 2005). Dicer’ın olmaması, miRNA 

olgunlaşmasına geçilememesine ve buna bağlı olarak ölüme yol açar (Bernstein ve diğ., 

2003; Davis ve diğ., 2008). 
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Çift zincirden biri, RNA-uyarımlı susturma kompleksi (RISC)’ne gider. RISC, TRBP, 

PACT, Argonaute 2 protein (Ago2) ve Ago2’nin sağlam kalmasını sağlayan GW182 

birimlerinden oluşur (Chendrimada ve diğ., 2005; Maniataki ve diğ., 2005; Daschkey ve 

diğ., 2013). İki zincirden hangisinin RISC’e katıldığı ile ilgili yaygın görüşe göre, 

termonidamik olarak sağlam olan zincir yerinde kalırken, diğer daha az sağlam olan 

zincir, RISC kompleksine katılır. Geride kalan zincir ise, genellikle bir süre sonra 

bozulmaya uğrar. Fakat, bazı çalışmalarda, geride kalan miRNA zincirlerinden 

(passenger-strand), bir çoklarının da bozulmaya uğramadan, diğer RISC kompleksine 

katılan kardeşi gibi, RISC kompleksine katıldıkları gözlemlenmiştir (Romero-Cordoba 

ve diğ., 2014). Sonuç olarak, bir miRNA dizisinden iki adet olgun miRNA üretilebilmiş 

ve üretilen bu iki olgun miRNA’nın farklı biyolojik hedeflere odaklanmaları söz konusu 

olmuştur. 

Oluşan miRISC kompleksi, mRNA susturmasında görev alır. Ago2, GW182, Poly-A 

bağlanma proteini (PABP), PAN2-PAN3 miRNA aracılı mRNA susturmasında merkezi 

bir rol üstlenirler (Hutvagner ve diğ., 2008). miRNA aracılı 3 adet mRNA susturma 

ihtimalinden bahsedebiliriz. Bunlar, mRNA’yı doğrudan hedef alarak, başlama ve 

uzama dönemlerinde protein oluşumunu durdurarak ve mRNA’yı P cisimciklerine 

götürerek oluşan süreçlerdir (Eulalio ve diğ., 2007; Liu ve diğ., 2005) (Şekil 2.3:). 

 

Şekil 2.3: miRNA oluşumu ve mRNA hedefleme durumları özetlenmiştir 
(https://krauthammerlab.med.yale.edu’dan alınmıştır). 

 

https://krauthammerlab.med.yale.edu'dan/
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2.2. PLURİPOTENSİ 

Pluripotensi, etimolojik kökenine inildiğinde, çok fazla anlamına gelen “plurimus” ve 

güce sahip olma anlamına gelen “potens” kelimelerinin birleşiminden oluşmuştur. 

Hücre için kullanıldığında, birçok şey yapabilme gücüne sahip anlamına gelmektedir. 

Bu şu anlama gelir, pluripotensiye sahip bir hücre endoderm, mezoderm ve ektoderm 

olarak adlandırılan üç farklı germ tabakasına da farklılaşabilme yeteneğine sahiptir. 

Endoderm olarak, mide, sindirim kanalı ve karaciğer; ektoderm olarak, epidermal 

dokular ve sinir doku; mezoderm olarak da, kas, kemik, kan ve ürogenital sistem örnek 

verilebilir. Pluripotent hücrelere embriyonik kök hücreler örnek verilebilir. Bunlar 

vücudumuzdaki tüm hücreleri oluşturan hücrelerdir. 

2.2.1. Pluripotensi Faktörleri 

Son farklılaşmasını tamamlamış, belli bir özel göreve sahip olan hücreyi tekrardan ilk 

haline yani pluripotent haline getirme işlemine uyarılmış pluripotensi denir. Bundan 10 

sene önce, 2006 yılında, Shinya Yamanaka ve grubu, olgun bir somatik hücreyi 

(fibroblast), 4 adet transkripsiyon faktörünü kullanarak, pluripotent geçmişine yeniden 

programladı ve bu yönteme de yeniden programlama; oluşan hücreye de uyarılmış 

pluripotent kök hücre adını verdi (Takahashi ve diğ., 2006). Bu 4 adet transkripsiyon 

faktörü Oct4, Sox2, Klf4 ve c-Myc idi. Daha sonra farklı araştırıcılar, farklı 

transkripsiyon faktörleri karışımları denediler. Sonuç olarak, çok iyi bilinen bu dört 

transkripsiyon faktörüne Nanog eklendi. Yapılan çalışmalarda hangi karşım denenirse 

denensin, Oct-4 ve Sox-2’nin hayati olduğu, beraber üretildikleri anlaşıldı. 

Oct-4, insanda POU5F1 geninden kodlanan bir proteindir. Bu protein, farklılaşmamış 

embriyonik kök hücrelerde, farklılaşma olmaksızın kendini yenilemede hayati öneme 

sahiptir. Sıklıkla, farklılaşmamış hücrelerin genel bir belirteci olarak çalışmalarda 

kullanılır. Oct-4 maternal olarak annenin yumurtasında aktiftir (Looijenga ve diğ., 

2003). Oct-4 geni kaybı, ya da anlatımının yok olması, anında hücre farklılaşmasını 

uyarır (Zaehres ve diğ., 2005). Diğer bir deyişle, Oct-4 pluripotensi için olmazsa 

olmazdır ve hücrenin çoğalırken farklılaşmadan devamlılığını sağlar. Oct-4, Sox-2 ile 

heterodimer oluşturur.  



12 

 

 

 

c-Myc, apoptoz, hücre döngüsü süreci ve hücresel değişim gibi bir çok alanda etkili 

olan, aynı zamanda pluripotensiyi sağlayan bir transkripsiyon faktörüdür. Birçok kanser 

çeşidinde, mutasyona uğramış olarak bulunan c-Myc’in, sürekli anlatımda olduğu 

görüldü. Kolon, meme, akciğer ve mide kanserlerindeki etkisi gösterildi. Bu yüzden c-

myc birçok anti-kanser ilacının hedefi olmaktadır. c-Myc’in yaklaşık olarak tüm 

genlerin %15’ini transkripsiyona soktuğu anlaşılmıştır. Bu büyük bir orandır. Bunu, 

genlerin enhancer bölgelerine bağlanarak ve genel olarak HATs üretimini arttırarak 

yaptığı keşfedilmiştir (Claveria ve diğ., 2013). 

Nanog, farklılaşmamış embriyonik kök hücrelerin çoğalırken farklılaşmalarının 

engellenmesinde hayati bir öneme sahip olan transkripsiyon faktörüdür. İnsanlarda 

Nanog geninden üretilir. Embriyonik kök hücrelerde pluripotensiyi korumada Oct-4 ve 

c-Myc ile beraber en önemlileri oldukları düşünülmektedir. Kanser geçiş çalışmaları ve 

özellikle kanser kök hücre çalışmalarında, sıklıkla hedef alınan bir transkripsiyon 

faktörüdür (Santagana ve diğ., 2006). 

2.2.2. Pluripotensinin Epigenetik Mekanizmalarla Düzenlenmesi 

DNA metilasyonu zigot döneminde aniden düşer, implantasyona giren blastokistte ise 

giderek artar (Şekil 2.4:). Erken dönemdeki embriyonun genomu CpG adaları dışında 

kalan CpG dinükleotidlerinde metilasyon gösterirken, CpG adalarında metilsizlik veya 

hipometilasyon mevcuttur. Buna ek olarak erken embriyoda histon metilasyonu da olur 

ve hatta bu DNA metilasyonundan daha önce gerçekleşir. Özetle, embriyodaki DNA 

metilasyonu non-CpG bölgelerinde gerçekleşir ve histon 3’ün 4. Lizinin metilasyonu 

(H3K4me) CpG adalarındaki DNA metilasyonunun oluşmasını engeller. Buradan 

anlaşılacağı üzere, DNA metilasyonu ile histon değişimleri farklı kimyasal tepkimeler 

ve farklı enzimler sayesinde gerçekleşse de, genlerin baskılanması söz konusu 

olduğunda bu ikisi arasındaki biyolojik bir ilişkinin varlığı kaçınılmazdır. Erken 

embriyo gelişiminde DNA metilasyonu ile histon değişimleri arasında karşılıklı bir 

etkileşimin oluştuğu düşünülmektedir. Histon metilasyonu DNA metilasyon modelini 

etkilerken DNA metilasyonu da histon düzenlenişi için bir kalıp görevi yapar. Son 

verilere göre histon metiltransferazlar ile DNA metiltransferazlar arasında doğrudan bir 

ilişki vardır. Genlerin sessizleştirilmesinde histon üzerinde meydana gelen değişimler 
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geri dönüşümlü ve zayıf bir baskı oluştururken, DNA metilasyonu kalıcı ve geri 

dönüşümsüz baskıya neden olur (Can, 2014). 

 

Şekil 2.4: Hücreler pluripotensi özelliklerini kaybettikçe daha çok kararlanma ve özelleşme 

sürecine girerler. Pluripotensiyi sağlayan etkenler giderek azalır ve bunların yerini 
özelleşmiş hücre özellikleri alır. Yeniden programlamayla bu özellikler geri kazanılır 

(kesikli çizgi) (Fisher ve Fisher, 2011’den alınmıştır). 

 

Kromatin örüntüsüyle hücre işlevleri ve dolayısıyla hücrenin farklılaşma durumu 

arasında bir ilişki olduğu bilinir (Joffe ve diğ., 2010). Farklılaşmamış hücrelerde daha 

fazla ökromatin yapısı görülür ve H2A ve H3 histonlar DNA’ya daha gevşek 

bağlanırlar. Bu tür hücrelerde genel transkripsiyon faktörü ve kromatin 

düzenlenmesinden sorumlu proteinler oldukça fazladır. Embriyonik kök hücrelerde 

kromatin transkripsiyona daha açıktır, nükleaz etkinliği yüksektir ve H3K4me3 ve 

H3K27me3 gibi çok sayıda histon değişimi görülür (Fisher ve Fisher 2011). Buna 

karşın farklılaşma yolunda ilerleyen hücrelerde heterokromatin örüntüsü artar. 

Embriyonik kök hücrelerdeki kromatin, etkinleştirici ve baskılayıcı olmak üzere bazı 

epigenetik işaretler taşır. Bunlara birbirine zıt iki işlevi olan anlamı taşıyan bivalan 

bölgeler adı verilir ve gelişimde rol alan ama pek fazla ifadelenmeyen transkripsiyon 

faktörlerini kodlarlar. Bu bölgelerin etkinlik işareti, histon 3’ün 4. Lizin’indeki üç adet 



14 

 

 

 

metilasyon (H3K4me3); baskılayıcı işareti ise histon 3’ün 27. Lizin’indeki üç adet 

metilasyondur (H3K27me3). Bu kromatin bölgelerinin %50’si Oct4, Nanog veya Sox2 

için bağlanma bölgeleri taşır (Can, 2014). 

 

2.3. VALPROİK ASİT (VPA) 

Valproik asit (VPA) (2-propil pentanoik asit), kas kasılmalarını engelleyen ve duygu 

durumunu dengede tutma yeteneğine sahip olan bir yağ asididir (Henry, 2003). Yaygın 

oranda epilepsi ve bipolar hastalıkların tedavisinde kullanılır. Bu etkilerini merkezi sinir 

sisteminin düzensiz elektriksel aktivitesini azaltarak gerçekleştirir. Gastrointestinal 

sistemde valproat iyonlarına ayrıldıktan sonra, GABA’nın inhibisyonunu engelleyerek, 

onun seviyesini yüksek seviyede tutmuş olur ve GABA eksikliği sonucunda görülen 

aşırı endişe ve kaygının giderilmesine bağlı olarak etkisini gösterdiği düşünülmektedir. 

Karaciğerde tamamen metabolize olur. Moleküler düzeyde ise etkisini HDAC’ların 

inhibisyonu sağlayarak, hedef genleri hiperasetillenmiş durumda tutarak gösterir. Sonuç 

olarak VPA, kromatinin yeniden düzenlemesine neden olarak, epigenetik süreçte 

hücrelerin kaderinin belirlenmesinde çok önemli işlevler görür. Şu ana kadar yapılan 

çalışmalarda, VPA’nın, nöral hücre farklılaşmasına yol açtığı kesin olarak 

kanıtlanmıştır (Hsley ve diğ., 2004; Jeon ve diğ., 2013; Almutawaa ve diğ., 2014). VPA 

epigenetik süreçle ilişkili çok etkin bir ajandır ve kanser, tip-2 diyabet, obezite gibi 

birçok önemli hastalıkla ilişkileri gösterilmiştir (Khan ve diğ., 2016; Shi ve diğ., 2016; 

Zhao ve diğ., 2016). Moleküler formülü C8H1602 ve moleküler ağırlığı 144.21 g/mol’dür 

(Şekil 2.5:).  

 

Şekil 2.5: VPA’nın kimyasal yapısı resmedilmiştir (https://en.wikipedia.org’dan alınmıştır). 
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2.4. PANKREAS OLUŞUM SÜRECİ 

2.4.1. Genel Bakış 

Pankreas temel besinlerin metabolizması için hem endokrin hem de ekzokrin 

fonksiyonu olan hayati bir organdır. Ekzokrin pankreas, besinlerin sindirilmesinde 

temel rol oynayan, asinar ve duktal hücrelerden meydana gelir. Bu kısımdan 

salgılanarak, on iki parmak bağırsağına giden, enzim ihtiva eden pankreatik öz suyu, 

protein, karbonhidrat ve lipidlerin yıkımını gerçekleştirir. Buna karşın, endokrin 

pankreas ise, kana hormonlar salarak kan glukoz dengesinin sağlanmasında görev yapar. 

Endokrin pankreas Langerhans adacığında konumlanan α (glukagon üretir), β (insülin 

üretir), δ (somatostatin üretir), PP (pankreatik polipeptid üretir) ve ε (ghrelin üretir) 

hücrelerinden oluşur (Shih ve diğ., 2012). 

Pankreasın endokrin ve ekzokrin kısmının, genel olarak embriyonik gelişim sürecinde 

bağırsak endodermindeki progenitör hücre havuzundan türevlendiği bilinir (Gu ve diğ., 

2002). Pankreas ilk olarak embriyonik (E) 8.5. gün civarında, önbağırsak endoderminin 

karşısında, küçük epiteliyal tomurcuklar şeklinde kendini gösterir. E12.5. güne gelene 

kadar hücreler çoğalmaya devam ederler. Bu da büyümüş bir pankreatik tomurcuk 

görümüne neden olur. Bu erken faz ya da birincil geçiş denilen, E12.5. güne kadar olan 

sürede, pankreas kendi dallanmış yapısını oluşturmaya başlamış gözükmekte olmasına 

karşın, hala farklılaşmamış hücreler, çok sıkı bir şekilde, mezenkimal hücreler etrafında 

çevrelenmiş bir görünüm sergilemektedir. (Pictet ve diğ., 1972).  

E12.5. günden doğuma kadar olan sürece ise ikincil geçiş denir (Shih ve diğ., 2013). 

İkincil geçiş aşamasından sonra pankreas, endokrin, asinar ve duktal hücreleri 

oluşturmaya başlamış olup, olgun pankreas görüntüsüne neredeyse ulaşmış olur. E15.5. 

güne gelindiğinde, asinar hücreler iyice dallanmış, duktal kısım oluşmuş ve endokrin 

kümeler oluşmaya başlamıştır. 

2.4.2. Moleküler Mekanizma 

E.8.5. günde, pankreatik tomurcuklanma oluşmadan önce, bağırsak endoderminin 

prepankreatik bölgesinde, dorsal ve ventral olmak üzere iki ayrı tomurcuğun varlığı 

tespit edilmiştir (Slack, 1995). Ventral ve dorsal tomurcuklar birbirlerinden farklı 
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yerlerde olsalar da, gelişim süreçleri birbirlerine benzerdir. Retinoik asit (RA), bağırsak 

endoderminin yapılanmasında etkin rol oynar. RA’nın eksikliğinin, zebra balıklarında 

pankreasın tamamen oluşamamasına, farelerde ise sadece pankreatik dorsal tomurcuğun 

oluşamamasına neden olduğu gösterilmiş (Chen ve diğ., 2004; Martin ve diğ., 2005; 

Molotkov ve diğ., 2005) ve RA’nın özellikle pankreatik dorsal gelişimin önemli bir 

aracısı olduğu ortaya konmuştur.  

Ventral ön bağırsak endodermi, ventral pankreası ve karaciğeri oluşturur (Zorn, 2009). 

Bu kısımdan salgılanan FGF ve BMP prohepatik gelişim için hayati önem taşımaktadır. 

Ventral ön bağırsak endodermi bu sinyalleri, onu çevreleyen kardiyak mezenşimden 

alır. 

Dorsal tomurcuk ise, sinyallerini ayrıca endoteliyal hücrelerden alır. Endotelyum 

eksikliği yaratılan farede, erken pankreatik gelişimin durduğu, dolayısıyla bir 

pankreasdan söz edilemeyeceği gösterilmiştir (Lammert ve diğ., 2001; Yoshitomi ve 

diğ., 2004). Fakat, zebra balıklarında yürütülen benzer bir çalışmada, endoteliyal kısım 

olmadan da pankreatik gelişimin sorunsuz bir şekilde gerçekleşebileceği gösterilmiştir 

(Field ve diğ., 2003). 

Pankreatik progenitörlerde birçok transkripsiyon faktörü gösterilmesine rağmen, esas 

olarak, Pdx1, Ptf1a ve Sox9 etkindir (Ahlgren ve diğ., 1996; Seymour ve diğ., 2007) 

Örneğin, Ptf1a’nın silinmesi, pankreatik progenitörlerin başka endodermal soylara 

doğru gelişmesine neden olur (Burlison ve diğ., 2008). Ayrıca, Ptf1a ve Pdx1 dışarıdan 

duedonal preküsörlere aynı anda uygulandığında onları pankreatik prekürsörlere 

çevirebilme yeteneğine sahip oldukları da gösterilmiştir (Afelik ve diğ., 2006). 

Bunlara ilave olarak, tüm erken pankreas gelişim transkripsiyon faktörlerinin, ileriki 

gelişim için gerekli olduğu akıldan çıkarılmamalıdır (Pan ve diğ., 2011). Örneğin, Tcf2 

ve Ptf1a Onecut-1’e bağımlıyken, Onecut-1 ekpresyonu da Tcf2 ve Ptf1a’ya bağımlıdır 

(Thompson ve diğ., 2012). Benzer karşılıklı etkileşimler, Sox9, Pdx1, Hes1 ve Ptf1a 

arasında da gösterilmiştir (Ahnfelt-Ronne ve diğ., 2012; Hale ve diğ., 2005). 
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Hes1 ve Sox9, Notch sinyali ile düzenlenir (Kageyama ve diğ., 2007). Bu da Notch 

sinyalinin erken pankreatik gelişim için hayati olduğunu gösterir. Notch geni taşımayan 

bir farede, erken pankreas gelişiminden öteye geçilememesi bunun bir göstergesidir 

(Fujikura ve diğ., 2006). Hes1 geninin silinmesi sonucunda hücre çoğalması inhibitörü 

olan p57’nin pankreatik progenitörlerde arttığı gözlemlenmiştir. Bu da neden Notch 

geni silindiğinde erken pankreastan herhangi bir gelişim olmadığını açıklamaktadır. 

Kısacası Notch ile hücre döngüsü ve transkripsiyon faktörleri arasında çok sıkı bir ilişki 

vardır. 

Notch sinyalinin epitelyumdan gelmesine karşın, pankreatik gelişim ayrıca onu 

çevreleyen mezenşimden aldığı sinyallerle de kontrol edilir. Burada en iyi bilinen 

mezenşimal sinyal FGF yolağıdır. Birincil geçiş evresinde, FGF10 yüksek oranda 

pankreatik mezenşimde üretilmektedir (Bhushan ve diğ., 2001; Dichmann ve diğ., 

2003). FGF10 hücre çoğalmasında ve erken pankreatik tomurcuk gelişimini devam 

ettirmede çok önemlidir. Ayrıca FGF10, epitelyumdaki Ptf1a ve Sox9’u da 

düzenleyerek, aslında genel gelişim için en az Notch kadar etkili olduğunu bizlere 

gösterir. 

Erken pankreatik mezenşimal doku kaynaklı olması muhtemel olan iki önemli protein 

daha vardır. Bunlar, Wnt ve BMP’dir (Jonckheere ve diğ., 2008). Hala tam olarak 

nereden salgılandıkları bilinmese de, mezenşim tarafından salgılandıkları çok daha olası 

görülmektedir. 

2.4.3. Tip ve Trunk Hücreler 

Birincil geçiş sırasında pankreatik tomurcuk hala makroskobik düzeye ulaşamamış ve 

pankreas oluşumu için gerekli olan hücreleri henüz verememiştir. Bu aşamada 

pankreatik tomurcukta konumlanan hücrelerin neredeyse hepsi, olgun hücreleri 

oluşturacak olan progenitör hücreler halindedir. Olgun organ oluşturabilmek için, ikincil 

geçişin başında, bu progenitörlerden ilk önce tip ve trunk hücreler oluşur (Zhou ve diğ., 

2007). Tip ve trunk hücreler olgun hücrelere geçişte bir aşama olarak görülebilir. 

Bu süre zarfında, pankreatik epitelyum hızlıca bir yapısal değişime uğramaya başlar. 

Kenar bölgelerinden çıkıntılar oluşur. Bu yapılar Ptf1a ile c-Myc üretimi gerçekleşen tip 
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kısımları ve Nkx6.1/6.2, Sox9, Tcf2, Onecut-1, Hes1 üreten trunk kısımlarıdır 

(Jacquemin ve diğ., 2003; Klinck ve diğ., 2011). Bu kısımlar, olgun pankreas 

oluşumuna başlangıcın işaretidir. Bu kısımlardan trunk hücreler endokrin ve ductal 

hücrelere gelişecekken, tip hücreleri asinar hücre soyuna hedeflenirler (Kopp ve diğ., 

2011; Pan ve diğ., 2013).  

Bu sürecin ana iki transkripsiyon faktörü Nkx6.1/6.2 ve Ptf1a’dır. Çünkü bu 

proteinlerin hangi kısımda üretimine devam edileceğine göre pankreas hücre soylarının 

seçimleri gerçekleştirilir. Nkx6.1/6.2, trunk özelliği destekleyip, hücreleri bu yöne 

sevkederken; Ptf1a ise, tip hücrelerinin oluşumunu destekler.  

Notch sinyalinin de trunk hücrelerini sağlamada önemli bir görevi vardır. Bu aşamada 

Notch baskılanmasının aşırı artmış bir tip formasyonuna yol açtığı çalışmalarla 

gösterilmiştir (Magenheim ve diğ., 2011; Horn ve diğ., 2012;). Özetlenecek olursa, bu 

aşamada Notch sinyalinin olduğu yerlerde tip karakteri baskılanıp, trunk özellik ön 

plana çıkar (Şekil 2.6:) 

 

Şekil 2.6: Embriyonik gelişim sürecinde tip ve trunk hücreler resmedilmiştir (Shih ve diğ., 
2013’den alınmıştır). 
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2.4.4. Asinar, Duktal ve Endokrin Hücre Soylarının Gelişimi 

Asinar hücreler pankreasın yaklaşık %95’ini oluştururlar ve enzim salgılama 

fonksiyonlarının dışında, β-hücrelerinin yerine konulabilmesi için de ilgi çekici bir 

hücre populasyonudur (Zhou ve diğ., 2008). Pankreatik kanserlerin en sık karşılaşılanı 

asinar hücrelerden kaynaklanmaktadır. Yukarıda bahsedildiği gibi, asinar hücreler tip 

hücrelerden türevlenmiştir. E15.5. gün civarında birçok tip hücresi, asinar hücre soyuna 

farklılaşıp, çoğalmaya başlarlar (Zhou ve diğ., 2007). 

Ptf1a’nın tip oluşumu yani asinar hücreye geçiş için en önemli transkripsiyon faktörü 

olduğu belirtilmiştir. Asinar hücreye geçiş aşamasında Ptf1a sayesinde asinar hücreler 

için hayati bir kompleks olan PTF1-L, asinar hücre genlerinin anlatımına neden olarak, 

doğrudan asinar hücreye farklılaşmaya neden olur (Holmstrom ve diğ., 2011). Benzer 

bir şekilde, Ptf1a’nın hedefi olan Nr5a2 geni de, asinar hücre farklılaşması için 

gereklidir.  

PTF1-L’den bağımsız olarak asinar soya farklılaşmayı sağlayan proteinlerden en 

önemlisi Mist’tir. Mist geni silinmiş olan farelerde, asinar hücre karakterinde azalma, 

hücresel polarite kaybı ve ekzositozda bozukluk ortaya çıkar (Pin ve diğ., 2001) 

Şu ana kadar tam olarak bilinemeyen bir durum ise, asinar hücre popülasyonunun 

doğuma kadar olan sürede, çok hızlı çoğalma ve genişleme hızına sahip olmasıdır. 

Bilindiği gibi, Ptf1a ve Mist1, asinar hücre genişlemesini engelleyen, daha çok 

farklılaşmayla bağlantılı olan transkripsiyon faktörleridir. Nr5a2 ise ekzokrin hücre 

hattının çoğalmasını sağlar. İlave olarak c-Myc ve β-catenin de bu ekzokrin genişleme 

için adaydır. Erken pankreatik progenitörlerde bu proteinlerin eksikliklerinin asinar 

hücre hipoplazisine neden olduğu bildirilmiştir (Nakhai ve diğ., 2008). 

Tip hücreler monopotent olarak sadece asinar hücrelere dönüşmelerine rağmen, trunk 

hücreler hem duktal hem de endokrin hücreleri verebildiklerinden bipotent hücreler 

olarak bilinirler. Duktal hücreler ya da duktal kanal aynı zamanda progenitör havuzu 

olarak da bilinir ve özellikle gerektiğinde endokrin kaynaklı hücreler, bu kanaldan 

ayrılarak, kümelenirler (Hick ve diğ., 2009; Kopp ve diğ., 2011). İkincil geçiş 

döneminde, bazı duktal hücreler Ngn3 salgılayarak kanaldan ayrılmaya başlarlar 
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(Schwitzgebel ve diğ., 2000). Bu da endokrin kısmın başlangıcı olur. Trunk hücreler 

hiçbir şekilde Ngn3 üretimi yapamazlar (Beucher ve diğ., 2012). Bu nedenle Ngn3’ün 

kontrol edilebilmesi endokrin kısmı yönlendirebilmek için kilit rol oynayacaktır. 

Bugüne kadar duktal gelişime nazaran, endokrin farklılaşma aşaması çok daha yoğun 

bir şekilde incelenmiştir. Bunun nedenlerinin başında β-hücrelerinin gelişim aşamalarını 

anlayıp, diyabet hastalığına tedavi sunabilme umudu yer almaktadır. Duktal kısmın 

belirli transkripsiyon faktörleri arasında Sox9, Onecut-1ve Tcf2 sayılabilir. İlginçtir ki, 

bu transkripsiyon faktörleri aynı zamanda Ngn3 üretilebilmesi için de hayati öneme 

sahiptirler (Maestro ve diğ., 2003; Kang ve diğ., 2009). Ngn3, ilkel kanalda belirli hücre 

alt gruplarında üretilirken, nasıl oluyor da embriyonik duktal hücrelerde üretimi 

baskılanabiliyor sorusu hala cevaplanabilmiş değildir. Hes1 proteini bu konuya ışık 

tutabilir. Hes1, Ngn3 transkripsiyonunu ve aktivasyonunu engelleyen çok önemli bir 

proteindir (Apelqvist ve diğ., 1999; Lee ve diğ., 2001). Son zamanlarda, Hes1’in Ngn3 

protein yıkımına neden olduğu da gösterilmiştir. (Qu ve diğ., 2013). Bu da Hes1’in 

sadece transkripsiyon baskılama sürecinde, Ngn3 üzerinde etkili olmadığını 

göstermektedir.  

Fakat unutulmamalıdır ki, duktal kısım aynı anda Ngn3’ün, hem pozitif hem de negatif 

düzenleyicilerini üretmektedir. Buradan da şu sonuç çıkmaktadır: o anki şartlara göre 

hangi düzenleyici yüksek miktardaysa onun yönlendirdiği süreç işlemektedir. Buna 

örnek olarak Notch sinyalini verebiliriz. Notch sinyali Ngn3 aktivasyonunu engeller ve 

duktal hücre karakterini korur (Greenwood ve diğ., 2007). Bu durum da bize, eğer 

duktal hücrelerden endokrin yolağa girmek yani duktal kısımdan kaçmak isteyenler 

olursa, Notch sinyalinden de kaçması gerekeceğini göstermektedir. Fakat Notch, iki 

durumu da sağlar. Yüksek Notch seviyesi, Hes1 ve Sox9 seviyesini yüksek tutarak 

Ngn3 üretiminin baskılanmasına dolayısıyla, endokrin kısmın baskılanması, duktal 

kısmın karakterinin korunmasına yol açar. Fakat Notch üretilmesine rağmen düşük 

miktarda üretildiğinde, sadece Sox9 üretimine yol açar, Hes1 üretimini gerçekleştiremez 

ve sonuç olarak Ngn3 yıkılmadan, gerekli hücreleri duktal kısımdan ayrılmaya ve 

endokrin farklılaşmaya girmelerine neden olur (Shih ve diğ., 2012). Buradan da 

Sox9’un Ngn3’ün pozitif düzenleyicisi olduğunu sonucunu çıkartabiliriz. 
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Ngn3’ün üretimi ile duktal kısımdan kaçan hücrelerin endokrin farklılaşmaya girip, 

kümelenmeye başladıklarından daha önce bahsedilmişti. Ngn3
+ 

hücreler, Langerhans 

adacıklarını oluştururlar ve beş farklı hücre tipine dönüşebilme kapasitesine sahiptirler. 

Bunlar, glukagon üreten α-hücresi, insülin üreten β-hücresi, somatostatin üreten δ-

hücresi, pankreatik peptidler üreten PP-hücresi ve grelin üreten є-hücresidir.  

Ngn3
+
 hücreler gen ekspresyon seviyesinde bazı değişikliklere sahip olurlar. Bu 

değişiklikler Ngn3’e bağımlı transkripsiyon faktörleri olan, Pax4, Arx, Rfx6, NeuroD1, 

Pax6, Isl1’in üretime başlanmasıdır. Bunu takiben farklılaştıkları hücre tipine özel 

hormonları da üretmeye başlarlar. Çalışmamızın konusu kapsamında beş hücrenin 

hepsinden ziyade enerji metabolizmasının ana hormonları olan insülin ve glukagon 

hormonlarını üreten α ve β-hücreleri üzerinde durulacaktır. 

Pax4, Pdx1 ve Nkx6.1 transkripsiyon faktörleri β-hücreleri için hayati öneme sahipken, 

Arx ise α-hücrelerinin belirlenmesinde rol oynar. α-hücrelerinde Pax4, Pdx1 ve Nkx6.1 

üretimi gerçekleştirildiğinde, onların β-hücrelerine dönüştükleri tespit edilmiştir 

(Schaffer ve diğ., 2013). Pax4 ve Nkx6.1, Arx’in doğrudan transkripsiyonel 

baskılayıcılarıdırlar. Aynı şekilde Arx de, Pax4, Nkx6.1 ve Pdx1’in doğrudan veya 

dolaylı yollardan baskılayıcıdır. (Collombat ve diğ., 2005; Yang ve diğ., 2011)       

(Şekil 2.7: ve Şekil 2.8:). 

Şekil 2.7: Embriyonik gelişim sürecinde, duktal hücreler, asinar hücreler ve endokrin hücre 
farklılaşması özetlenmektedir (Shih ve diğ., 2013’den alınmıştır). 
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Şekil 2.8: Pankreas hücrelerinin dönemsel epigenetik gelişim süreci özetlenmektedir (Shih ve 
diğ., 2013’den alınmıştır). 

 

2.4.4. Pankreatik Gelişimin Epigenetik Olarak Düzenlenmesi 

Epigenetik mekanizmalar, pankreas gelişimi sürecinde hücrelerin kaderinin 

belirlenmesinde önemli bir rol oynar. Pluripotent kök hücreler, multipotent karakterli 

mezoderme, ektoderme ve endoderme farklılaşırlar. Embriyonik pluripotent kök 

hücreler (ESCs)’in, genlerinde, CpG adacıklarından zengin promotörler ile beraber, 

trimetilasyon taşıyan histon H3 lizin 4 (H3K4me3) ile H3K27me3 bulunur. Bu durum, 

ESC’lerin gelişimsel genlerinin inaktif konumda tutulmasını, sonuç olarak 

pluripotensinin devamını sağlar (Bernstein ve diğ., 2006). Farelerin ventral ön bağırsak 

endoderminde hücreler, ventral pankreatik progenitörler oluşmadan önce pluripotent 

olarak kalırlar, ve daha sonrasında E10.5. günde, Pdx1
+
 hücrelerde H3K27me3 
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kaybolmaya başlar (van Arensbergen ve diğ., 2010). H3K27me3’ün kaybı, dorsal 

pankreatik kısımda da kaydedilmiştir. Ancak, yine de başka bir organın hücresine 

dönüşmek gibi alternatif gelişimleri kısıtlamak adına,  E10.5. günde Pdx1
+ 

hücrelerde, 

bir çok gen heterokromatin pozisyonunda kalmaya devam eder (van Arensbergen ve 

diğ., 2010). Olgun β-hücrelerinde ise artık, Pdx1
+
 hücrelerde gözlenen H3K27me3 

ihtiva eden genlerin birçoğu, trimetilasyonu kaybetmiştir. Özel olarak bir histon metil 

transferaz olan Ezh2 geni silindiğinde, E10. günde, ortaya çıkan karaciğer tomurcuğuna 

rağmen, geniş bir oranda Pdx1
+
 hücre sayısı gözlemlenmiştir (Xu ve diğ., 2011). Bu 

sonuçtan yola çıkılarak Ezh2’nin pankreas ve karaciğer arasındaki geçiş sürecini kontrol 

eden önemli bir protein olabileceği düşünülmüştür. 

E10. günde, H3K9, H3K14, H2BK5 ve H4K5’teki lizin amino asitlerini asetilleyen bir 

histon asetil transferaz olan P300’ün silinmesi, ventral pankreatik kısımda, daha küçük 

karaciğer tomurcuğuna karşın, çok daha fazla Pdx1
+
 hücre soyuna yol açmıştır (Xu ve 

diğ., 2011). Bu bilgiden de P300’ün daha çok, karaciğer gelişiminin bir parçası olduğu 

sonucu çıkabilir. 

HDAC’lar da pankreatik gelişim sürecinde çok etkindirler. Sınıf I HDAC (1-3 ve 8), 

pankreatik endokrin kısmın gelişmesinde önemli rol oynarlar (Haumaitre ve diğ., 2008). 

In vitro sınıf I HDAC inhibitörü (VPA veya MS275) uygulaması yapılan sıçan 

pankreaslarında, asinar hücre popülasyonunun kayda değer oranda azaldığı ve duktal 

popülasyonun güçlü bir şekilde arttığı gözlemlenmiştir. Dahası, Ngn3’ün koruyucusu 

olarak bilinen sınıf I HDAC inhibitörleri sayesinde, Ngn3
+
 endokrin progenitör 

havuzunun da arttığı gözlemlenmiştir. Daha ileriki gelişim döneminde ise, sınıf I HDAC 

inhibisyonunun Arx aktivitesini baskıladığı ve sonuç olarak α ve PP hücrelerini 

kısıtladığı tespit edilmiştir (Haumaitre ve diğ., 2008).  

Aksine, sınıf II HDAC (4,5,7,9)’lar doğrudan Pax4’ü hedef alarak, β ve δ-hücrelerinin 

terminal farklılaşmalarına engel olmuştur (Lenoir ve diğ., 2011). Farelerde HDAC 5 ve 

9 genlerinin silinmesi sonucunda, artmış sayıda β-hücresi ve HDAC 4 ve 7 genlerinin 

silinmesi sonucunda artmış sayıda δ-hücresi tespit edilmiştir (Lenoir ve diğ., 2011). 
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Ayrıca, sınıf II HDAC inhibitörü olan  MC1568, Pax4 üretimini aktive etmiş, β ve δ-

hücre sıklığını artırmıştır (Lenoir ve diğ., 2011). 

Olgun β-hücrelerine sınıf I HDAC inhibitörleri uygulandığında, α-hücre belirteçleri olan 

MafB ve Arx, sonuç olarak da glukagonun yüksek oranlarda sentezlendiği 

gözlemlenmiştir. Fakat bu süre zarfında, β-hücrelerinin kendi belirteçlerinde kayda 

değer bir değişiklik meydana gelmemiştir. (Kubicek ve diğ., 2012). Bu da bize sınıf I 

HDAC’ların, endokrin hücrelerin birbirlerine farklılaşmasında (neogenez)  ve olgun β-

hücresinin özelliklerini korumaya yönelik bir etkisi olduğunu düşündürmüştür (Şekil 

2.9:).  

 

Şekil 2.9: Histon etkileşimli epigenetik düzenleyicilerin endokrin ve ekzokrin kısım üzerindeki 

etkisi özetlenmektedir (Sandovici ve diğ., 2013’den alınmıştır). 
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2.4.5. MiRNA’lar ve β-Hücreleri Üzerindeki Etkileri 

Yaklaşık 22 nükleotitden oluşan olgun miRNA’lar, tamamlayıcı olabildikleri 

mRNA’ların 3’ bölgesine bağlanma yeteneğine sahiptir. miRNA üzerinde yapılan 

birçok başlangıç çalışması, Dicer, Drosha, Ago2 ve DGCR8 genlerinin silinmesini 

hedef alarak miRNA’ların temel özelliklerini ortaya çıkarmıştır. İnsan genomu, yaklaşık 

olarak 2500 adet olgun miRNA dizisi taşımaktadır ve bunların tüm mRNA’ların 

%75’inden daha fazlasını düzenlediği tahmin edilmektedir (Miranda ve diğ., 2006).  Bu 

nedenle, miRNA’ların protein oluşum sürecinde ve sinyal yolaklarında hayati rol 

oynadığını söylemek mümkündür. Birçok miRNA’nın fazlalığı veya eksikliğinin 

kanser, diyabet, sinirsel hastalıklar, kalp ve damar hastalıkları ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Lee ve diğ., 2004). 

Kan-glukoz seviyesinin normal düzeyde tutulması, insulinin üretilmesi ve kana 

salınmasına bağlıdır. Kana salınan insülin, insüline duyarlı olan, kas, yağ, karaciğer gibi 

dokulara etki ederek kandaki glukozun bu dokular tarafından alınmasını sağlar. Kan-

glukoz dengesi ile ilişkili olan, Langerhans adacıklarında keşfedilmiş ilk miRNA, 

miRNA-375’dir (Poy ve diğ., 2004). O günden sonra, birçok adacık-kaynaklı 

miRNA’nın kan-glukoz dengesi üzerine etkisi gösterilmiştir.  

MiR-7, evrimsel olarak korunmuş, fare ve insanda 3 farklı genomik bölge tarafından 

üretiltilir. Ayrıca, insan ve sıçan pankreas adacıklarında en bol üretilen miRNA’dır. 

Fetal dönem pankreas oluşumu süresince de, yüksek oranda üretilir. İmmün-işaretleme 

çalışmaları sonucunda, miR7’nin glukagon ve insülin üreten hücrelerde birlikte 

bulunup, duktal ve asinar hücrelerde bulunmadığı gösterilmiştir (Bravo-Egana ve diğ., 

2008; Correa-Medina ve diğ., 2009; Joglekar ve diğ., 2009; Kredo-Russo ve diğ., 2012). 

İlk çalışmalar, erken pankreatik gelişimde α ve β hücrelerinin farklılaşması için 

miR7’nin bir görevi olduğunu göstermiştir (Kredo-Russo ve diğ., 2012). MiR7, 

endokrin progenitörlerde üretilir ve Ngn3 yolağında önemli bir eleman olan Pax6’yı 

hedefler (Yasudo ve diğ., 2002). Üretiminin, Ngn3 geni taşımayan farelerde kayda 

değer oranda düştüğünün bulunmasıyla, kesinlikle endokrin progenitörler için hayati 

olduğu ortaya çıkarılmıştır. Fakat, E12.5. günde, aşırı üretimi yaptırılan miR7’nin 

pankreatik tomurcukta, düşmüş insülin üretimi ile birlikte Pax6 mRNA seviyesi ve 
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proteininde de azalma gözlemlendiği bildirilmiştir (Kredo-Russo ve diğ., 2012). Sonuç 

olarak, β ve α-hücreleri farklılaşma sürecinde, miR-7’nin bir inhibitör olarak görev 

yaptığı tespit edilmiştir. Bu bilgilere dayanarak Ngn3
+ 

progenitörlerin oluşumu için 

hayati olan miR-7’nin farklılaşmaya girilen sürede etkisinin kaybolduğunu söylemek 

mümkündür. 

İnsan ve fare pankreatik adacıklarını kullanılarak yapılan çalışmalarda, miR-7a’nın 

olgun β-hücresi çoğalmasını engellediği tespit edilmiştir (Wang ve diğ., 2013). Mir-

7a’nın inhibisyonu mTOR’u aktive ederek olgun β-hücrelerinin çoğalmasını sağlamıştır. 

Mir-7a’nın yol açtığı etkiler, olgun β-hücrelerinde mTOR’un inhibitörü olan rapamisin 

kullanılarak da gerçekleştirilmiştir (Wang ve diğ., 2013). Buradan da miR-7a’nın 

mTOR sinyal yolağını çalıştırarak β-hücre çoğalmasını gerçekleştirme olasılığı 

düşünülebilir.  

Son çalışmalarla miR-7a2, glukoza bağımlı insülin sekresyonu (GSIS)’nun, negatif 

düzenleyicisi olarak ortaya çıkarıldı (Latreille ve diğ., 2014). Mir-7a2 eksik olan farede, 

artmış insülin sekresyonu gözlemlenmiştir. Mir-7a2’nin yüksek üretimi ise, insülin 

sekresyonunun durmasına ve β-hücrelerinin farklılaşmalarının engellenmesine, sonuç 

olarak da diyabete neden olduğu görülmüştür (Latreille ve diğ., 2014). İlginç olarak 

obez veya diyabetik bireylerin adacıklarında miR-7a seviyesi düşmüş olarak 

gözlemlenmiştir. Bu sonuçlardan yola çıkarak, miR-7a ve onun izoformlarının, GSIS ile 

ilişkili olan hastalıklar olan obezite ve diyabette meydana gelen β-hücre 

adaptasyonunda hayati bir öneme sahip olduğu belirlenmiştir. 

MiR-9 üretiminin beyin ve pankreatik adacıklar ile kısıtlanmış olduğu keşfedilmiştir. 

Ayrıca, pankreatik adacık gelişimi sırasında da yüksek oranda üretildiği tespit edilmiştir 

(Joglekar ve diğ., 2009). Detaylı çalışmalar miR-9’un aşırı üretiminin glukoza veya 

potasyuma duyarlı olarak insülin sekresyonunu engellediğini tespit etmiştir. Özellikle 

potasyum klorüre karşı β-hücresini duyarsızlaştırdığı için, miR-9’un insülin 

ekzositozunu engellediği düşünülebilir. Kısaca, miR-9’un insülin sekresyonunu 

özellikle Onecut-2’yi hedefleyerek, engellediğini söylenebilir (Plaisance ve diğ., 2006).  
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Mir-15, miR-15a ve miR-15b özellikle pankreas rejenerasyonu sırasında tespit edilen 

miRNA’ladır. Normal gelişime oranla, rejenerasyonun oluştuğu kısımda 200 kata kadar 

artan oranlarda üretildiği gösterilmiştir (Joglekar ve diğ., 2007). Dahası, miR-15a/b’nin 

Ngn3’ü hedeflediği de gösterilmiştir (Gu ve diğ., 2002; Joglekar ve diğ., 2007). MiR-

15a ve miR-15b’nin pankreatektomiden sonraki 3. günde yüksek oranda üretildiği 

gösterilmiştir. MiR-15’in inhibisyonu Ngn3 seviyesini artmasına yol açmıştır. Ayrıca, 

miR-15’in inhibisyonu NeuroD ve NkX2.2’nin yani Ngn3’ün hedeflerinin de yüksek 

oranda üretilmesine yol açmıştır. Bu sonuçlardan hareketle, miR-15a/b’nin rejenarasyon 

sürecinde etkin olduğu ve bu etkisini Ngn3’ü engelleyerek yerine getirdiği söylenebilir. 

Yapılan çalışmalar, miR-21’in β-hücre fonksiyonlarının düzenlenmesinde olumsuz bir 

etkisi olduğunu ortaya koymuştur. Bu etki, insülin ekzositozunun bozulmasından 

kaynaklanmaktadır. Ayrıca, miR-21’in β-hücre apoptozu ile ilişkisi vardır. NF-KB 

ailesinin miR-21’in üretimini arttırdığı, sonuç olarak da β-hücre apoptozunun miR-21 

sayesinde baskılandığı çalışmalarla gösterilmiştir. (Frankel ve diğ., 2008; Bravo-Egana 

ve diğ., 2012; Ruan ve diğ., 2011). 

Farklı bir çalışma olarak, miR-24’ün HNF1α ve NeuroD’nin baskılanmasını sağladığı 

bildirilmiştir (Zhu ve diğ., 2013). Obez ve diyabetik farelerde ise miR-24 seviyesinin 

aşırı artmış olduğu bulunmuştur. Ek olarak, miR-24 seviyesinin oksidatif stres ve 

yüksek glukoz ile artmış olduğu gösterilmiştir. MiR-24’ün, insulinoma β-hücre soyu 

olan MIN6 β-hücrelerinde aşırı ürettirilmesi sonucu hücre çoğalmasının azaldığı ve 

GSIS’in düştüğü gözlemlenmiştir. Bir tümor baskılayıcı gen olan Menin’in silinmesi, 

genişlemiş adacıklara neden olur. Bir insan β-hücre soyu olan βlox5’de miR-24’ün aşırı 

ürettirilmesi Menin mRNA ve protein seviyesinin düşmesine neden olmuş ve artmış β-

hücre kitlesi elde edilmiştir (Vijayaraghavan ve diğ., 2014). Kısaca bu sonuçlar miR-

24’ün, hücre soyunun hangi hayvan kaynağından olduğuna bağlı olarak, β-hücre 

çoğalmasında, insülin üretimi ve sekresyonunda ve aynı zamanda glukoliptoksisistede 

önemli bir düzenleyici görevi olduğunu göstermektedir. 

MiR-30 ailesinin üyeleri, insan fetal pankreasında yüksek oranda üretilip epiteliyal-

mezenkimal geçiş ile de ilişkilidirler (Joglekar ve diğ., 2009; Ozcan., 2009). Bu 



28 

 

 

 

miRNA’lar vimentin ve Snail1 gibi mezenkimal mRNA’ları inhibe edip pankreatik 

mezenkimal kök hücrelerin insülin üreten hücrelere değişmesine olanak tanırlar 

(Joglekar ve diğ., 2009). Bu aileden miR-30d’nin, β-hücresi transkripsiyon faktörü olan 

MafA’yı düzenlediği fakat Pdx-1 ve NeuroD1’e etki etmediği gösterilmiştir (Zhao ve 

diğ., 2012). MiR-30d, MafA seviyesini ve insülin geninin transkripsiyonunu arttırmıştır. 

İnsan pluripotent kök hücrelerden (hPSCs) insülin üreten β-hücrelerine farklılaşma 

aşamalarında da miR-30d’nin seviyesinin arttığı gösterilmiştir. Bu aileden diğeri olan 

miR-30a5p’nin ise glukotoksik koşullara duyarlı olarak seviyesinin arttığı, insülin 

üretimi ve GSIS’ı NeuroD üretimini baskılayarak azalttığı ortaya çıkartılmıştır (Kim ve 

diğ., 2004). Mevcut araştırmalardan hareketle, miR-30 ailesinin β-hücrelerindeki birçok 

transkripsiyon faktörünü hedef aldığı söylenebilir. 

Sıçan adacıklarında yapılan bir çalışmada, artan kolesterol seviyesine karşın miR-145’in 

GSIS azalmasına yol açtığı belirtilmiştir (Kang ve diğ., 2013). Aynı şekilde, miR-145’in 

inhibe edilmesinin, artmış GSIS’e yol açtığı görülmüştür. İlginç olarak, yüksek kan 

glukoz seviyesine karşın miR-145’in azaldığı ve sonuç olarak GSIS’in uyarıldığı tespit 

edilmiştir. Bu sonuçlar, miR-145’in GSIS üzerinde olumsuz bir etkisi olduğunu açığa 

çıkartmıştır. 

MiR-124a, farklı genlerden kodlanan, miR-124a1, miR-124a2 ve miR-124a3 

üyelerinden meydana gelir. Bu ailenin üyelerinin, insülin sekresyonu, β-hücre 

çoğalması ve pankreas gelişimi üzerinde çok önemli görevleri bulunmaktadır. İlk 

çalışma olarak, miR-124a2’nin pankreas gelişimi sırasında arttığı bildirilmiştir. Ayrıca, 

β-hücre farklılaşmasında önemli bir rol oynayan FoxA2’yi hedef aldığı gösterilmiştir 

(Baroukh ve diğ., 2007). MiR-124a’nın Ngn3’ü hedeflediği de ortaya çıkarılmıştır 

(Joglekar ve diğ., 2007). Fare üzerinde yapılan bir çalışmada, bu ailenin tamamının 

kısmi pankreatektomi sonrasında üretildikleri ve β-hücre rejenerasyonu için Ngn3’ü 

inhibe ettikleri dolayısıyla rejenerasyonu destekledikleri gösterilmiştir (Joglekar ve diğ., 

2007). FoxA2, β-hücresi kanal proteinlerinin alt üniteleri olan Kir6 ve Sur1 ile 

ilişkilidir. MiR-124a’nın doğrudan FoxA2’i hedeflediği göz önünde bulundurulacak 

olursa, insülin ekzositozu üzerinde de bir etkisi olduğu düşünülebilir. Bu bilgilerden 
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yola çıkarak, miR124a ve ailesinin, β-hücresine ait proteinlerin üretimi ve insülin 

sekresyonunda, özellikle FoxA2’yi hedefleyerek hayati görevleri olduğu söylenebilir. 

Pankreatik β-hücreleri ile ilgili olarak ilk gösterilen ve β-hücrelerinde yüksek 

yoğunlukta bulunan miRNA miR-375’tir. İlk çalışmalar, miR-375’in insülin 

sekresyonun negatif düzenleyicisi olduğunu göstermiştir (Poy ve diğ., 2004). Aynı 

çalışmada, miR-375’in aktin depolimerizasyonunun önemli bir düzeleyicisi olan 

miyotrofini (Mtpn) de hedef aldığı gösterilmiştir. Bunu takip eden çalışmalarda, MIN6 

β-hücre soyunda, miR-375’in büyük oranda GSIS’i uyardığı gösterilmiştir (Tattikota ve 

diğ., 2013). İlginç olarak, miR-375’in inhibisyonuna benzer olarak MIN6 β-

hücrelerinde Ago2 inhibisyonu, artmış insülin salınımına yol açmıştır. Sonuç olarak, 

Ago2 ve miR-375’in pankreatik β-hücrelerinde benzer role sahip olup, GSIS’i olumsuz 

yönde etkilediği gösterilmiştir. β-hücrelerinde miR-375’in diğer bir hedefi de Pdk1’dir. 

MiR-375’in Pdk-1’i hedef alarak, glukoza bağımlı insülin genlerinin düzenlenmesini 

azalttığı gösterilmiştir. Ayrıca, diyabetik GK sıçanlarda yapılan bir çalışmada, miR-375 

seviyesinin düşmüş olduğu gösterilmiştir. Farklı bir çalışmada, miR-375’in E14.5. 

günde gelişen endokrin pankreasta yüksek oranda Pdx1 ile beraber üretildiği 

keşfedilmiştir (Joglekar ve diğ., 2009). Bu sonuç, endokrin pankreas gelişiminde miR-

375’in önemli bir rolü olduğunu göstermektedir. Bir başka çalışmada ise, endokrin 

kısmın oluşması için miR-375’in hayati olduğu ortaya konmuştur (Kloosterman ve diğ., 

2007). Farede yapılan bir çalışmada, miR-375 geninin silinmesi, artmış sayıda α-

hücresine ve azalmış oranda β-hücresine neden olmuştur. Aynı zamanda glukagon 

üretimi insüline nazaran çok daha yüksek oranda bulunmuştur. MiR-375 eksikliği olan 

farede, β-hücresi oluşmasının engellenmesine bağlı olarak, kan glukoz seviyesinin 

yükseldiği ortaya konmuştur (Poy ve diğ., 2009). DNA mikrodizilemesi ile birlikte 

biyoinformatikten yararlanılan bu çalışmada, miR-375’in β-hücre çoğalmasını olumsuz 

etkileyen birçok düzenleyiciyi hedef aldığı ortaya çıkarılmıştır (Poy ve diğ., 2009). 

MiR-375’in, miR-7 gibi, embriyonik kök hücrelerin, insülin üreten β-hücrelerine 

farklılaşma aşamalarında birlikte üretildiği düşünülmüştür. Başka bir çalışmada ise, 

miR-375’in aşırı üretiminin bağırsak endodermi/pankreatik progenitör belirteci olan 

Hnf1β ve Sox9’un üretiminin azalmasına yol açtığı tespit edilmiştir. İlginç olarak, miR-

375’in β-hücre ölümü ve dolayısıyla diyabet hastalığının bir belirteci olarak 
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kullanılabileceği de teklif edilmiştir. Yüksek oranda streptozotosin (STZ) uygulanmış 

obez olmayan diyabetik NOD farede, miR-375 yüksek oranda bulunmuştur. STZ 

uygulanmış farede, kan glukoz seviyesi yükselmeden önce miR-375 seviyesinin belirgin 

oranda arttığı gözlemlenmiştir. Aynı şekilde, bu farede diyabet başlangıcı oluşma 

aşamasından iki hafta önce kanda miR-375 seviyesinin kayda değer oranda arttığı 

gözlemlenmiştir. Bu nedenle, kanda dolaşan miR-375’in, diyabet başlangıç aşamasında 

potansiyel tanı biyobelirteci olarak hizmet edebilme olasılığı yüksektir. 

Tüm bu bilgilerden yola çıkarak, pankreatik endokrin gelişim ve özellikle insülin üreten 

β-hücre oluşum aşamalarında miRNA’ları endokrin progenitörlerin oluştuğu dönem, β-

hücresi oluştuğu dönem ve β-hücre çoğalmasının gerçekleştiği dönemde gruplayarak ele 

almak miRNA’ların pankreatik gelişim ve fonksiyonun devamlılığındaki etkin rollerinin 

anlaşılabilmesi açısından en sağlıklı yöntem olacaktır (Şekil 2.10:). 

 

Şekil 2.10: Pankreatik endokrin kısmın gelişim sürecinde ve β-hücre insülin salgılanması 

sürecinde bazı miRNA’ların etkisi gösterilmiştir (Ozcan, 2009’den alınmıştır). 
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2.4.6. IN VITRO β-HÜCRE FARKLILAŞTIRMA PROTOKOLÜ 

Pluripotent kök hücre biyolojisinin ortaya çıkması, in vitro koşullarda insülin salgılayan 

β-hücresi üretimi için kolayca uygulanabilen ve erken gelişim aşamalarında gerçekleşen 

hücresel olayları aydınlatabilmemizi sağlayan modeller ortaya çıkardı (Pagliuca ve diğ., 

2013). Pluripotent kök hücrelerin β-hücrelerine farklılaştırılmaları diyabet tedavisi ve 

diyabet hastalığına bağlı gelişen birçok hastalığın tedavisi için umut vaadetmektedir. 

Önceki kısımlarda in vivo pankreas gelişimi, endokrin gelişim ve β-hücre gelişimi 

detaylıca ele alındı. Bu gelişimin laboratuvar koşullarında nasıl olduğunu belirlemek ise 

şu anda çok fazla sayıda bilim insanın çalıştığı bir konudur. Diyabetin tedavisine 

fonksiyonel β-hücre üretimi ile çok yaklaşılıcağına belki de tedavi edileceğine 

inanılmaktadır. 

İlk kez pluripotent kök hücrelerden β-hücre gelişimi rapor edildiğinden bu yana (Assady 

ve diğ., 2001), bir çok farklılaştırma protokolleri oluşturulmuştur. Her ne kadar bu 

farklılaştırma protokolleri, glukagon ve insülin üretmeye meğilli pankreatik progenitör 

hücreler üretseler de, ortak bir β-hücre farklılaştırma protokolüne doğru emin adımlarla 

ilerlenmektedir (D’Amour ve diğ., 2006; Docherty ve diğ., 2007). Melton ve arkadaşları 

pluripotent kök hücreden laboratuvar koşullarında üretilmiş β-hücresi ile yenidoğan β-

hücresi arasında birçok transkripsiyonel benzerlikler tanımladılar (Pagliuca ve diğ., 

2013). Embriyonik β-hücreleri ilk üç aylık dönemde glukoza duyarlı olarak insülin 

salgılamalarına rağmen, kan glukoz seviyesinin belirli bir seviyede tutulmasında 

annesel glukoz transferinin önemi unutulmamalıdır. Fonksiyonel olamayan β-hücre 

konusunda az da olsa son yıllarda yapılan iki grubun geliştirilmiş protokol 

çalışmalarıyla belirli bir yol kat edilebilmiştir (Pagliuca ve diğ., 2014; Rezania ve diğ., 

2014). Bu protokoller ve diğer bir çok araştırma grubunun çalışmaları sonucunda elde 

edilen bilgiler Şekil 2.11:’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.11: In vitro İnsan Pluripotent Kök Hücreler (iPKH)’den β-hücre oluşturma protokolü 

özetlenmiştir (Rachel ve diğ., 2015’den alınmıştır). 

 

Kısaca özetlenecek olursa, pluripotent  kök hücrelerden fonksiyonel β-hücresi oluşturmak için 7 

aşama gereklidir. Ve her bir aşamadan diğer bir aşamaya geçiş için ayrı ayrı uyaranlar 

gereklidir. Bu ne kadar sonuç odaklı bir protokol olsa da, zaman, kullanılan maddeler ve çok 

dikkat gerektirmesinden dolayı birçok sıkıntıları da beraberinde getirmektedir. Pluripotent kök 

hücreden tek veya birkaç uyaranla fonksiyonel β-hücre farklılaştırması ya da en azından birkaç 

aşamayı doğrudan geçmeye imkan tanıyan ajanlar bulunması, pankreatik β-hücre oluşturma 

potansiyelini dünyadaki çoğu laboratuvara yayabilme üstünlüğünü tanıyacaktır. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Bu çalışmada kullanılan pankreatik adacık kaynaklı mezenkimal kök hücreler (PAK-

MKH), araştırma grubumuzun önceki çalışmaları kapsamında, erişkin (2,5-3 aylık) 

Wistar albino sıçanlardan izole edilip karakterizayon çalışmaları tamamlanmıştır. Tüm 

hücre kültürü çalışmaları İstanbul Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, 

Moleküler Biyoloji Anabilim Dalı, Primer ve Kök Hücre Araştırma Laboratuvarı’nda 

gerçekleştirildi.  Bu çalışmada 6-9. pasaj aralığındaki PAK-MKH’ler kullanıldı. 

Hücreler, tam medyum olarak isimlendirdiğimiz ısı ile inaktive edilmiş %10 fötal sığır 

serumu (FBS, Gibco, 10500), antibiyotik karışımı (100 ünite/ml penisilin, 100 µg/ml 

streptomisin, Gibco-15240-122) ve glutamin (2mM, Gibco, 25030) içeren Minimum 

Esansiyel Medyum (MEM, Gibco, 21090-022) içinde standart kültür şartları olarak 

bilinen 37 , %5 CO2 ve %95 hava içeren nemli inkübatörde büyütüldü. Steril kültür 

kaplarında çoğaltılan hücreler, kültür kabı yüzeyinin en az %80’ini doldurduktan sonra 

pasajlama işlemi uygulandı. Bu işlem kapsamında, hücrelere %0,25’lik tripsin-EDTA 

(Sigma-T4174) uygulanarak kültür kabının yüzeyinden kalkmaları sağlandı. Tam 

medyum eklenerek tripsin inaktive edildikten sonra hücreler 1500 rpm hızda 5 dakika 

santrifüjlenerek toplandı, hücre sayımını takiben yeni bir kültür kabına ekim yapıldı. 

3.1.1. Deney Şartlarının Hazırlanması 

PAK-MKH’lere dört farklı deney şartı uygulandı. Bunlar; i.) hücrelerin normal büyüme 

ve gelişme ortamı olan tam medyum, ii.) 25 mM glukoz içeren tam medyum, iii.) 1mM 

Valproik asit içeren tam medyum, iv.) 1 mM Valproik asit+25 Mm glukoz içeren tam 

medyum koşullarıdır. Glukoz içeren şartları oluşturmak için, D-(+)-Glucose (Sigma 

G7021) tercih edildi ve valproik asit içeren koşullar için ise sodyum valproat (Sanofi 

Aventis, Depakine) kullanıldı. 
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3.2. MTT TESTİ İLE HÜCRE CANLILIĞININ BELİRLENMESİ 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoliuum bromid) testi doğrudan 

hücre canlılığını ve dolaylı olarak hücre ölümünü değerlendirmeyi amaçlayan bir 

toksisite testidir. Bu yöntemin temelinde, canlı hücrelerde MTT’nin tetrazolyum 

halkasının mitokondriyal bir enzim olan süksinat dehidrogenaz tarafından mavi-mor 

renkli, suda çözünmeyen formazana indirgenmesi yatar. Hücrelerin, MTT’yi indirgeme 

özellikleri, hücre canlılığının ölçütü olarak kabul edilir ve bu reaksiyon sonucunda 

meydana gelen formazan yoğunluğu ile canlı hücre sayısı doğru orantılıdır. Canlı ve 

mitokondri fonksiyonu bozulmamış hücreler mor renkte boyanırken, ölmüş ya da 

mitokondri fonksiyonu bozulmuş olan hücreler ise boyanmamaktadır. MTT uygulanan 

canlı hücrelerin oluşturduğu formazan kristalleri dimetilsülfoksit (DMSO) ile çözünür 

hale getirildikten sonra, reaksiyon sonucu kolorimetrik ölçüm yöntemiyle belirlenir. 

MTT testi için 5.000 adet PAK-MKH 96 kuyucuklu kültür plaklarına ekilip hücrelerin 

kültür kabının yüzeyine yapışması ve çoğalması için standart kültür şartlarında 24 saat 

inkübe edildi. VPA’nın toksik olmayan dozlarının belirlenebilmesi amacıyla literatüre 

uygun olarak seçilmiş olan 0.75 mM,  1 mM, 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM, 3 mM dozda 

VPA  24 saat süreyle uygulandı. (Haumaitre ve diğ., 2008) Tam medyumda büyütülen 

hücreler kontrol grubu olarak kullanıldı. 50 mg MTT (Applichem, A2231 0001) MEM 

ile 10 ml’ye tamamlanarak çözündürüldükten sonra 0.22 µl’lik filtreden geçirilerek 

steril edildi. Deney sürelerinin sonunda her kuyucuğa 100 µl medyum için 30 µl 

hacimde MTT çözeltisi eklendi ve kültür plakları alüminyum folyo ile sarılarak standart 

kültür şartlarında 4 saat süreyle inkübe edildi. Bu sürenin sonunda, formazan 

kristallerini çözünür hale getirmek için, medyum kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve her 

kuyucuğa 100 µl DMSO eklendikten sonra kültür plağı, 2 dk süreyle 250 rpm’de orbital 

çalkalıyıcıda çalkalandı. Çalkalama bittikten sonra, kültür plağı mikroplaka 

okuyucusuna (Biotek, Microquant) konularak 570-630 nm dalga boyunda absorbans 

değerleri alındı. Kontrol grubundaki hücrelerin absorbans değerlerinin ortalaması %100 

olarak kabul edilerek diğer gruplardaki canlılık oranı % kontrol olarak hesaplandı. 

Deneyler üç kez tekrar edildi ve her bir grup için 10 kuyucuk kullanıldı. 
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3.3. Β-HÜCRE FARKLILAŞMASININ TESPİTİ 

3.3.1. İnsülin Üreten Hücrelerin Tespit Edilmesi 

Olgun bir β-hücresinin spesifik belirteci olan insülinin gösterilmesi son farklılaşmanın 

tespiti için şarttır. Bu amaçla insülin pozitif hücreler madde uygulamasını takiben 10, 20 

ve 30 gün sonra flow sitometri tekniği ile tespit edildi. Bu yöntem için %2 

paraformaldehit +4°C’de 10 dk uygulanarak hücreler fikse edildi ve %0,05 triton X-100 

içeren PBS ile 10 dk permeabilizasyon yapıldı. Daha sonra insülin primer antikoru 

(Santa Cruz, sc-9168, 1:10) 30 dk boyunca oda ısısında uygulandı. Hücreler PBS ile 

yıkandıktan sonra fluorescein isothiocyanate (FITC) bağlı sekonder antikor 

(Invitrogen-65-6111, 1:10) 30 dk karanlıkta uygulanıp yıkandı. FL-1 kanalında analiz 

yapıldı. Net floresans yoğunlukların hesaplanabilmesi için BD Cell Quesht Pro 

programı kullanılarak kontrol grubuna ait floresans yoğunluk değeri tüm grupların 

floresans yoğunluk değerlerinden çıkarıldı.   

3.3.2. β-Hücrelerine Özgün Moleküllerin Gen Ekspresyon Seviyelerinin 

Belirlenmesi 

β-hücre farklılaşmasının tespiti için insülin üretiminde rol alan transkripsiyon faktörleri 

ve β-hücrelerine özgün diğer proteinler olan Pdx-1, Pax4/6, Nkx-2.2/6.1, Neurogenin-3, 

ins2 ve Glut-2’nin gen ekspresyon seviyeleri gerçek zamanlı geri transkripsiyon 

polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemiyle gösterildi. Tüm işlemler steril 

ortamda steril malzemeler kullanılarak yapıldı. Steril kabin ve mikropipetler önce 

alkolle ve daha sonra RNAase ZAP (Sigma,-R20203) ile temizlendi. Hücreler soğuk 

PBS (1M, pH:7.4) ile 2 kez yıkandı. 1x10
6
  hücre için 1 ml soğuk Trizol  (Invitrogen- 

15596-026) ependorflara eklendi. Her bir ependorf, buz içerisinde 5 dakika bekletildi. 

Tüm ependorflara, +4 ’ye soğutulmuş, 200 µl kloroform eklendi ve 15 saniye 

karıştırıldı. Bu işlemden sonra ependorflar buzda 5 dakika bekletildi. Tüpler 12.000 rpm 

hızda 15 dakika +4 ’de santrifüjlendi. Nükleik asitleri içeren şeffaf kloroform fazı 

dikkatlice toplandı ve yeni hazırlanmış ependorflara aktarıldı. Bu ependorflara +4 ’ye 

soğutulmuş isopropanol eklendi ve ependorflar hafifçe elde çalkalandı. Ependorflar 

buzda 10 dakika bekletildi ve 12.000 rpm’de 10 dakika +4  ’de santrifüjlendi. 

Ependorflara  1 ml -20 ’ye soğutulmuş DEPC (Diethylpyrocarbonate, Sigma-D-
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5758)’li su içinde hazırlanmış %78 etanol eklendi ve 7600 rpm hızda 5 dakika +4  ’de 

santrifüj edildi. Son olarak ependorflara 20 µl DEPC’li su eklenerek total RNA’nın 

çözülmesi sağlandı. Total RNA seviyesi Qubit® RNA HS Assay Kiti (Thermofisher, 

Q32852) kullanılarak Qubit Fluorimetre (Invitrogen)’de ölçüldü. 1µg RNA reverse 

transkriptaz enzimiyle (NEB, ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit, E6300S)  

cDNA’ya çevrildi. Her bir örnek için, öncelikle RNA ve primer d(T)23 karışımı 

hazırlandı. 5 dakika süreyle 70°C’de RNA denatürasyonu gerçekleştirildi. Tüplere 

reaksiyon karışımı ve enzim karışımı eklendikten sonra 1 saat süreyle 42°C’de 

inkübasyonu takiben enzim aktivitesinin durdurulması amacıyla 5 dakika süreyle 

80°C’de inkübasyon yapıldı. Bu basamaklar için Termal Cycler cihazı (Techne) 

kullanıldı. Total cDNA seviyesi Qubit ssDNA Assay Kit kullanılarak Qubit Fluorimetre 

(İnvitrogen)’de ölçüldü. PCR için 300 ng cDNA, Prob+Primerlerden oluşan gen 

ekspresyon assaylari ve TaqMan master mix (Applied Bioystems) kullanıldı ve ürünler 

kitin öngördüğü talimatlara uyularak elde edildi. 50 ’de 2 dakika inkübasyonu takiben 

10 dakika 95  ’de denatürasyon gerçekleştirildi. Amplifikasyon için 15 saniye 9   ve 

1 dakika    ’de inkübasyondan oluşan basamak 40 döngü uygulandı. Bu işlem için 

7500 Fast Real Time PCR Sistemi (Applied Biosystems) kullanıldı (Gezginci-

Oktayoğlu ve diğ., 2012). Sonuçlar, 2
Δ
CT değerleri üzerinden katlı artış olarak 

hesaplandı. 

3.3.3. İnsülin Sekresyon Testi 

Farklılaşan β-hücrelerinin fonksiyonel olup olmadığını test etmek amacıyla bu 

hücrelerin yükselen glukoza cevaben insülin salabilme kapasiteleri ölçüldü. Bu amaçla 

madde uygulamasından 20 gün sonra hücreler PBS ile yıkandıktan sonra 5.5 mM/L 

glukoz ve %0.5 BSA içeren DMEM medyumunda iki saat süreyle inkübe edildiler. 

Kültür medyumu toplandıktan sonra hücreler PBS ile yıkandı ve yüksek 

konsantrasyonda glukoz (25 mM/L) içeren DMEM medyumunda iki saat süreyle inkübe 

edildiler. Toplanan medyumların insülin seviyeleri Sandoviç ELISA tekniği ile kitin 

(Milipore, EZRMI-13K) öngördüğü protokol uygulanarak belirlendi. Hücrelerin içerdiği 

toplam protein miktarı Bradford testi ile hesaplandı ve insülin seviyeleri protein 

seviyelerine oranlanarak normalizasyon yapıldı (Gezginci-Oktayoglu ve diğ., 2012). 
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3.4. DCFDA İLE FLOW STOMETRİK ROS ÖLÇÜMÜ 

2',7'-diklorofloresin diasetat (DCFDA) hücre zarından rahatlıkla geçebilen ve hücre 

içinde hidroksil ve peroksil gibi reaktif oksijen türleri (ROS)’nin seviyelerinin 

ölçülmesine imkan sağlayan fluorogenik bir maddedir. DCFDA, hücre içine girdiğinde 

asetil grubu bazı esterazlar tarafından kopartılır ve floresan ışıma yapabilme özelliğini 

kaybeder. Hücre içinde ROS ile etkileştiğinde ise oksitlenerek 2’,7’–diklorofloresin 

(DCF)’e dönüşür ve tekrardan floresan ışıma yapmaya başlar. Oluşan floresans ışıma 

yoğunluğu maksimum eksitasyon (495nm) ve maksimum emisyon (529nm) 

değerlerinde tespit edilebilir. Bu çalışmada deney grupları arasındaki ROS seviyesi 

değişiklikleri DCFDA kullanılarak flow sitometri yöntemiyle tespit edildi. Her gruptan 

50.000 hücre alınarak yapılan analizler en az 3 kez tekrarlandı. Hücrelere 10 μM 

konsantrasyonda DCFDA (Sigma-D6883) eklenerek 30 dakika süreyle karanlıkta 

standart kültür şartlarında inkübe edildi ve flow sitometre cihazında (BD, FACS 

Calibur) FL1 kanalında analiz yapıldı. Kontrol grubundan elde edilen ortalama floresans 

yoğunluğu 1 kabul edilerek diğer gruplardaki ROS seviyeleri kontrol grubuna göre katlı 

artış olarak hesaplandı. 

3.5. WESTERN EMDİRİMİ 

Hücre peletinin üzerine proteaz-fosfataz inhibitör karışımı (Serva-39055) eklenmiş olan 

lizis tamponu (İnvitrogen, FNN0011) eklendi. Buz üzerinde 10 dakikada bir kez 

karıştırılarak 30 dakika bekletildi. 5 kez 10 saniye süreyle ultrasonikasyon işlemine 

maruz bırakıldı. 13000 rpm hızda 10 dakika +4 ’de santrifüjlendikten sonra 

süpernatant sitoplazmik fraksiyon olarak kullanılmak üzere -86  derin dondurucuda 

saklandı. Pelete 5 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, %26 

glycerol (v/v), 300mM NaCl; pH 7.9 ilave edilip 24.000 g hızda 20 dakika 

santrifüjlenerek nuklear fraksiyon elde edildi (Abcam protokol kitapçığı).  

3.5.1. Hücre Lizatlarının Hazırlanması 

Hücre peletinin üzerine proteaz-fosfataz inhibitör karışımı (Serva-39055) eklenmiş olan 

lizis tamponu (İnvitrogen, FNN0011) eklendi. Buz üzerinde 10 dakikada bir kez 

karıştırılarak 30 dakika bekletildi. 5 kez 10 saniye süreyle ultrasonikasyon işlemine 

maruz bırakıldı. 13000 rpm hızda 10 dakika +4 ’de santrifüjlendikten sonra 
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süpernatant sitoplazmik fraksiyon olarak kullanılmak üzere -86  derin dondurucuda 

saklandı. Pelete 5 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, %26 

glycerol (v/v), 300mM NaCl; pH 7.9 ilave edilip 24.000 g hızda 20 dakika 

santrifüjlenerek nuklear fraksiyon elde edildi (Abcam protokol kitapçığı).  

3.5.2. Bradford Tekniği ile Protein Seviyelerinin Belirlenmesi 

Elde edilen fraksiyonların içerdiği protein miktarı Bradford yöntemiyle belirlendi. 80, 

40, 20, 10 ve 8 µg/ml Sığır Serum Albumini (BSA; Biorad Assay Standart II BSA-500-

0007) standart olarak kullanıldı. 96 kuyucuklu plakalarda ölçüm yapıldı. Her bir 

standarttan ve örnekten üç tekrarlı çalışıldı. Hazırlanan 1:50 sulandırılmış örneklerden 

ve standartlardan 160 μl kuyucuklara pipetlendi. Üzerine 40 μl boya (Biorad Protein 

Assay Dye Reagent-500-0006) eklenip  karıştırıldı. 5 dakika inkübasyon süresini 

takiben absorbanslar 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Biotek-

Microquant)’da okundu. Standart grafikten faydalanılarak protein konsantrasyonları 

(µg/ml) hesaplandı.  
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3.5.3. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

Yürütme ve yükleme jellerinin hazırlanması sırasında kullanılan maddeler Tablo 3.1’de 

verilmiştir. 

Tablo 3.1: SDS-PAGE jelleri hazırlanmasında kullanılan maddeler ve miktarları belirtilmiştir. 

Malzemeler Yükleme 

Jeli (%3) 

Yürütme 

Jeli 

(%7.5)  

Yürütme 

Jeli 

(%10) 

Yürütme 

Jeli 

(%12) 

Yürütme 

Jeli 

(%15) 

Yürütme 

Jeli 

(%18) 

Su (dH2O) 3,262 ml 5,425 ml 4,81 ml 4,309 ml 3,545 ml 2,81 ml 

Akrilamid/BisAkrilamid 412,5 ml 1,875 ml 2,49 ml 2,997 ml 3,74 ml 4,49 ml 

Tris HCl pH:8.8 - 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 

Tris HCl pH: 6.8 980 µl - - - - - 

SDS %10 50 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

APS 50 µl 66 µl 66 µl 66 µl 66 µl 66 µl 

TEMED 7 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 

 

Sitoplazmik fraksiyon için 30 µg, nüklear fraksiyon için 10 µg protein içeren örnekler 

10 µl hacimde hazırlandı ve 10 µl laemli tamponu eklenerek elde edilen toplam 20 

µl’lik karışım, 100 ’ye ısıtılmış kuru blok ısıtıcıda (Techne Dri-Block DB-2D) 5 

dakika bekletilerek denatürasyon işlemi gerçekleşitirildi. Kısa bir santrifüj işleminden 

sonra, hazırlanmış olan jellerin kuyucuklarına yükleme yapıldı. Yürütme tamponu 

olarak 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1 SDS; pH:8,3 kullanıldı. Proteinler 30 dakika 

70 V, 45 dakika 100 V ve yürüme bitene kadar 120 V’da ve +4°C’de yürütüldüler.  
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3.5.4. Proteinlerin Jelden Membrana Aktarılması 

Elektroforez ile jelde ayrımı yapılan proteinler ıslak aktarım ile jelden PVDF 

(Polyvinylidene fluoride) membrana aktarıldı. 20 kDa’dan küçük proteinlerin aktarımı 

için por çapı 0.2 μm olan membranlar (Millipore-İmmobilon-P
SQ

) kullanılırken, 20 

kDa’dan büyük proteinlerin aktarımı için por çapı 0.45 μm olan membranlar (Millipore-

İmmobilon-P)  tercih edildi. Aktarım işlemi %30 metanol ihtiva eden Tris-Glisin SDS  

tamponunda 12 saat süreyle 80mA akım şiddetinde ve +4°C’de gerçekleştirildi. 

Membrana 5 dk boyunca Ponceau S boyama solusyonu uygulanarak aktarımın etkinliği, 

oluşan bant yoğunlukları gözlenerek kontrol edildi. Bantlar gözlemlendikten sonra, 

Poncaue S boyasını membrandan uzaklaştırmak için 5 dk boyunca 0.1 M NaOH 

uygulandı.  

3.5.5. Özgün Protein Bantlarının İşaretlenmesi 

Membran, %5’lik yağsız süt tozu ile hazırlananan bloklama solüsyonuyla 1 saat oda 

sıcaklığında çalkalıyıcıda bekletildi. Membranlar, bloklama işlemi sonrası uygun 

sulandırma oranıyla hazırlanan primer antikorlar ile (Tablo 3.2) bir gece +4 ’de, 

inkübe edildiler. Bu işlem sonrasında yıkama tamponu TBS-T ( %95 TBS, %5 Twin-

20) yıkanan membranlar, HRP (Yaban turbu peroksidazı) işaretli primer antikora 

spesifik olan sekonder antikorlar ile (Tablo 3.2) 1 saat oda sıcaklığında muamele 

edildiler. Membranlar yıkama tamponu ile yıkandıktan sonra Western Blotlama 

Luminol Ajanı (Cell Signaling Technology, 7003) kemilüminesans substratı 

kullanılarak, özgün protein bantları Kodak GL1500 jel görüntüleme sistemi ile 

görüntülendi. Kodak Molecular Imaging Systems yazılımı ile kemilüminesans oranına 

bağlı olarak, protein bantlarının yoğunluk analizleri yapıldı. Yoğunluk analizleri yapılan 

protein örneklerine ait bant yoğunlukları, sitoplazmik fraksiyonda çalışılan proteinler 

için β-aktin proteininin yoğunluğuna, nüklear fraksiyonda çalışılan proteinler için ise 

TFIIB proteininin yoğunluğuna oranlanarak normalizasyon yapıldı. 
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Tablo 3.2: Western Emdirimi yönteminde kullanılan antikorlar, bu antikorlar için kullanılan 

seyreltme oranları, inkübasyon şart ve süreleri belirtilmiştir. 

Primer Antikorlar Marka-

Katalog No 

Seyreltme 

Oranı 

İnkübasyon 

Süresi 

Tavşan anti-Acetyl-Histone H4 

(Lys12)  

CST-2591 1:1000 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-Acetyl- and Phospho-

Histone H3 (Lys9/Ser10) 

CST-9711 1:1000 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-TriMe- H3 (Lys9) Millipore-

07442 

1:1000 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-Histone Deacetylase 

3 (HDAC3)          

CST-2632 1:1000 Tüm gece,+4  

Fare anti-HDAC1 (10E2)  CST-5356 1:1000 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-Nanog, N-terminus Millipore-

AB5731 

1:500 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-c-Myc  CST-9402 1:1000 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-Oct3/4 (H-134)    sc-9081 1:500 Tüm gece,+4  

Fare anti-ß-aktin  sc-47778 1:500 Tüm gece,+4  

Tavşan anti-TFIIB  sc-225 1:500 Tüm gece,+4  

Keçi anti-tavşan IgG  CST-7074 1:1000 Tüm gece,+4  

Sığır anti-tavşan IgG sc-2370 1:2500 Tüm gece,+4  

At anti-fare IgG CST-7076 1:1000 Tüm gece,+4  
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3.6. MİRNA GEN EKSPRESYONU SEVİYELERİNİN BELİRLENMESİ 

Bu çalışmanın planlanma aşamasında yaptığımız kapsamlı literatür taraması sonucunda 

pluripotensi, erken pankreatik gelişim, son pankreas olgunlaşması, Tip2 diyabet ve 

HDAC’lar ile ilişkili olan mikroRNA (miRNA)’ları tespit ederek  çalışmamızla ilgili 

olabilecek 39 adet miRNA belirlenmiştir. Bunlar; mir-375, let7a-1, miR-7a1, miR7a2, 

let7a2-1, let7d, let7f,-1 mir-7, mir-16, mir-195, miR-30a, miR-30d, miR-142-5p, miR-

335, miR-26a, miR-3545-3p, miR-206, miR-19b-1, miR-494, miR-503, miR-18a, miR-

92b, miR-342, miR-184, miR-338, miR-124-1, miR-124a, miR-15b, miR-24-1, miR-

296, miR-134, miR-145, miR-148b, miR-187, miR-449a, miR-99b, miR-146a, miR-

181a-1, miR433-3p, miR433-5p. İnternal kontrol olarak U6 kullanıldı. Sonuçlar, 2
Δ
CT 

değerleri üzerinden hesaplandı. 

3.6.1. MikroRNA İzolasyonu 

QIAGEN miRNeasy Mini Kit protokolü kullanıldı. 20 gün süreyle deney şartları 

uygulanmış olan 2.5x10
6
 PAK-MKH 1.5 ml’lik ependorf tüplere alındı. 700 µl QIAzol 

Lysis Reagent tüm tüplere eklenip iyice karıştırılarak homojenizenizasyon yapıldı. 5 

dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra 140 µl kloroform eklendi, 15 saniye 

boyunca aşağı yukarı hareketlerle nazikçe çalkalandı. Tüpler 3 dakika oda sıcaklığında 

kendi haline bırakıldıktan sonra 15 dakika boyunca, +4 ’de 12,000  g hızda santrifüj 

edildi. Çok ince ara faz ve alt faza dokunmadan üst faz nazikçe toplandı ve yeni toplama 

tüplerine aktarıldı. Elde edilen üst fazın hacminin 1.5 katı kadar %100 etanol ilave 

edilip karıştırıldı. Bu karışımdan 700 µl alınıp 2 ml’lik filtireli toplama tüplerine 

aktarıldı. 8000 g hızda 15 saniye oda sıcaklığında santrifüjlendi. Kolonlara 700 µl RWT 

tamponundan eklendi.  8000 g hızda 15 saniye oda sıcaklığında santrifüj edildi. RPE 

tamponundan 500 µl eklendi  ve 8000 g hızda 15 saniye oda sıcaklığında santrifüj 

edildi. Tekrar RPE tamponundan 500 µl eklendi ve 2 dakika boyunca 8000 g hızda oda 

sıcaklığında santrifüj edildi. Kolon 1.5 ml’lik ependorfların içine konuldu. Kolona 50 µl 

Rnase-içermeyen su eklendi. Kapağı kapattıktan sonra 1 dakika 8000 g hızda 

santrifüjlendi.  Su ile beraber miRNA’ların da tüpe geçmesi sağlandı. 
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3.6.2. RNA Seviyelerinin Ölçülmesi 

İzolasyon sonucu elde edilen RNA’ların miktarlarının ölçümü için Qubit® RNA HS 

Assay Kiti (Thermofisher, Q32852) kullanıldı. Standartlar ve örnekler için 0.5 ml’lik 

tüpler hazırlandı. Qubit RNA HS Reagent, Qubit RNA HS Buffer içinde 1:200 oranında 

sulandırılarak, standart ve örneklerin çalışması için gereken solüsyon hazırlanmış oldu. 

Hazırlanan bu solüsyondan, 190 µl hazırlanan standartların tüplerine, 199 µl ise 

hazırladığımız örnekler için olan tüplere aktarıldı. Standartlardan 10 ul, örneklerden ise 

1 µl eklendikten sonra oda sıcaklığında, karanlıkta 5 dakika inkübasyon süresinin 

ardından Qubit Florimetre 2.0 (İnvitrogen) cihazı ile RNA seviyeleri belirlendi. 

3.6.3. cDNA Eldesi 

Yaklaşık 1μg RNA, reverse transkriptaz enzimi (Qiagene, 218073) kullanılarak  

cDNA’ya çevrildi. Her bir örnek için, toplam 20 ul’lik karışım oluşturuldu. Bu karışım; 

4 µl 5x miScript tamponu, 2µl 10x miScript karışımı, 2 µl miScript Reverse 

Transkriptaz, 5.75 µl RNaz içermeyen su, 6,25 µl RNA’dan oluşturuldu. cDNA eldesi 

için 60 dakika 37 ’de inkübasyonu takiben geri transkriptaz enziminin 

inaktivasyonunu sağlamak amacıyla 95 ’de 5 dakika inkübasyon yapıldı. Bu 

basamaklar için Termal Cycler cihazı (Techne) kullanıldı. 

3.6.4. qRT-PCR 

100 µl’lik tüpler ve  QIAGEN miScript SYBR Green PCR Kit kullanıldı. Toplam 20 µl 

hacimde hazırlanan reaksiyon karışımının 4,5 µl’si Rnaz içermeyen su (QIAGEN), 

10µl’si SYBR green (2xQuaintiTect SYBR Green PCR),  2 µl’si master mix (10x 

miScript Universal Primer), 2 µl’si  primer karışımı (QIAGEN, miscript primer Assays) 

ve 1,5 µl’si  cDNA’dan  oluşturuldu. Negatif kontrol olarak cDNA yerine 1,5 µl Rnaz 

içermeyen su eklenen reaksiyon karışımı kullanıldı. U6 miRNA internal kontrol olarak 

kullanıldı. qRT-PCR analizi Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1 (Qiagen) programı 

kullanılarak gerçekleştirildi. Amplifikasyon programı olarak 95     15 dakika 

denatürasyonu takiben, sırasıyla 94     15 saniye, 55     30 saniye ve 70     30 

saniye’den oluşan çevrim 40 kez tekrarlandı.  Elde edilen CT değerleri RT
2 

Profiler 

PCR Array Data Analysis 
 
(Qiagen) programı kullanılarak analiz edildi.  
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3.7. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

Sonuçlar Ortalama±SEM olarak verildi. Two-way ANOVA testini takiben çoklu 

karşılaştırmalar için Bonferroni post hoc testi uygulandı. İstatistiksel analizler Graph-

Pad Prism 5 programı kullanılarak yapıldı. p<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 
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4.BULGULAR 

4.1. HÜCRE CANLILIK TESTİ BULGULARI 

PAK-MKH’lere valproik asit 0.75-3 mM doz aralığında 24 saat süreyle uygulandı. 

Valproik asitin belirlenen doz aralığında hücre canlılığı üzerindeki etkisi MTT tekniği 

ile belirlenerek sonuçlar  Şekil 4.1:’de gösterildi. 

 

Şekil 4.1: 0.75-3 mM VPA’nın PAK-MKH canlılığı üzerindeki etkileri % Kontrol olarak 
verilmiştir. ***p<0,001 kontrole göre. 

 

Hücre canlılığı değerleri (% Kontrol) kontrol grubunda %100±0.00; 0.75 mM VPA 

uygulanan grupta 131.40±1.53; 1 mM VPA uygulanan grupta 107.50±1.76; 1.5 mM 

VPA uygulanan grupta 91.58±2.52; 2 mM VPA uygulanan grupta 76.48±2.12; 2.5 mM 

VPA uygulanan grupta 58.28±2.08 ve 3 mM VPA uygulanan grupta 51.63±2.17 olarak 

tespit edildi. Kontrol grubuna göre, sadece 0.75 mM VPA uygulanan grupta anlamlı bir 

hücre sayısı artışı bulundu. 1 mM VPA uygulanan gruptan sonraki yükselen VPA 

konsantrasyonlarında ise anlamlı bir hücre canlılığı azalması gözlemlendi. Bu 

sonuçlardan yola çıkarak, hücre canlılığını artıran veya değiştirmeyen dozlar olan 0.75 
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mM ve 1 mM VPA uygulanarak β-hücre farklılaşması çalışmalarına devam edilmesine 

karar verildi. 

4.2. Β-HÜCRE FARKLILAŞMASI İLE İLGİLİ BULGULAR  

0.75 ve 1mM konsantrasyonda VPA’nın 10 gün süreyle PAK-MKH’lere uygulandıktan 

sonra hücreler insülin antikoruyla işaretlenerek pozitif hücre sayısı akım sitometri 

yöntemiyle belirlendi. Sonuç olarak her iki doz uygulamasının β-hücre farklılaşmasını 

uyardığı, ancak 1mM VPA’nın nispeten daha fazla farklılaşmaya neden olduğu tespit 

edildi. 1mM VPA %28,46 oranında β-hücre farklılaşmasına neden olur iken; 0.75 mM 

VPA %26,25 oranında farklılaşmayı uyardığı kaydedildi. Çalışmalara  hücre 

canlılığının korunarak β-hücre farklılaşmasının uyarıldığı 1 mM derişimli valproik asit 

ile devam edilmesi uygun görüldü. 

PAK-MKH’lere tam medyum, 25 mM Glukoz, 1 mM VPA ve 1 mM VPA + 25 mM 

Glukoz’un 10, 20 ve 30 gün boyunca uygulanmasını takiben kaydedilen insülin
+ 

 hücre 

oranları Şekil 4.2:’de belirtilmiştir. 

 

Şekil 4.2: 25mM Glukoz, 1mM VPA ve 25 mM Glukoz+ 1 mM VPA’nın, 10., 20. ve 30.gün 

sonunda β-hücre farklılaşmasına olan etkileri gösterilmiştir. Flow sitometrik insülin
+
 

hücre sayısını (%, Fluoresans yoğunluk) gösteren histogram plotları (A), analiz 

sonuçlarını yansıtan grafik (B) ve ortalama±SEM değerleri verilmiştir *p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001 kontrole göre. 
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10. günün sonunda, sadece 1 mM VPA uygulanan grup için anlamlı β-hücre 

farklılaşması gözlendi. 20. ve 30. günlerin sonunda, 25 mM Glukoz; 1 mM VPA ve 1 

mM VPA+25mM Glukoz uygulanan gruplarda, anlamlı bir β-hücre farklılaşması 

gözlemlendi. En yüksek oranda β-hücre farklılaşmasının 20 gün süreyle uygulama 

yapılan gruplarda meydana geldiği tespit edildi. Bu sonuçlardan yola çıkarak, 20 günlük 

deney süresi ile araştırmanın devam etmesine karar verildi. 

4.2.1. Gen Ekspresyonu Seviyesinde β-hücre Farklılaşması İle İlgili Bulgular 

PAK-MKH’lere tam medyum, 1 mM VPA, 25 mM Glukoz ve 1 mM VPA+25 mM 

Glukoz 20 gün boyunca, her gün medyumlar değiştirilerek uygulandı. Deney süresinin 

sonunda tüm gruplara ait hücrelerin RNA izolasyonu yapıldı. cDNA elde edildi ve qRT-

PCR yöntemi ile ins2, Pdx1, Ngn3, Nkx6.1, Pax4, Pax6, Glut2 ve ACTB gen anlatım 

seviyeleri belirlendi. Sonuçlar Şekil 4.3:’de gösterildi. 
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Şekil 4.3: 20 gün süreyle PAK-MKH’lere uygulanan deney şartlarının mRNA üretimi 
üzerindeki etkisi. mRNA seviyelerinin (Katlı Artış) analiz sonuçlarının yansıtan grafik 

(A) ve ortalama±SEM değerleri (B) verilmiştir. *p<0,05; **p<0,01 ve ***p<0,001 

kontrole göre. 
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Glukoz uygulanan gruptaki β-hücre farklılaşması ve fonksiyonlarının devamlılığında rol 

alan moleküllerin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna benzer olduğu belirlendi 

(p>0,05). 

VPA grubu kontrol grubuyla kıyaslandığında; ins2 ve Pdx-1 gen ürünlerinde (*p<0,05) 

ve NKX6.1 gen ürününde (***p<0,001) anlamlı bir artış; Pax6 ve Glut-2 gen 

ürünlerinde  kayda değer bir azalma belirlendi (**p<0,01). 

VPA+glukoz uygulanan grup kontrol grubuyla kıyaslandığında; ins2, Pdx-1, Ngn3, 

Pax4 ve Glut-2 gen ürünlerinde (***p<0,001) ve NKX6.1 gen ürününde (**p<0,01) 

anlamlı bir artış; Pax6 gen ürününde ise kayda değer bir azalma belirlendi 

(***p<0,001). 

4.2.2. Mikroskobik Bulgular 

Şekil 4.4: ve Şekil 4.5:’te 20. gün sonunda invert ışık mikroskobunda çekilen 

fotoğraflar bulunmaktadır.  Glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin tam medyum 

uygulanan hücrelere morfolojik yönden benzerliği dikkat çekicidir. Her iki grubun ortak 

özelliği çok sayıda değişen büyüklüklerde kök hücre kolonileri oluşturmasıdır (Şekil 

4.4:) Bu görüntü pluripotent hücre karakterine uymaktadır. Buna karşın VPA ve 

VPA+glukoz uygulanan PAK-MKH’lerde koloni benzeri yapılarda yoğunlaşmış 

yuvarlak hücrelerin varlığı dikkat çekicidir. Bu tip hücrelerden oluşan kolonilerin 

etrafındaki PAK-MKH’lerin sayıca azalarak kolonilerin etrafının boşaldığı ve genel 

olarak bu kolonilerden ayrılan yuvarlak hücrelerin bu boşluklara yayıldığı gözlenmiştir. 

Ayrılan yuvarlak görünümlü hücrelerin adherent formdan süspanse forma geçişi dikkat 

çekicidir (Şekil 4.5:) Bu bakımdan VPA ve VPA+glukoz uygulanan gruplardaki 

kolonileri oluşturan hücrelerin pankreatik adacık hücrelerine benzer şekilde yuvarlak 

oldukları tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.4: 20 günlük deney süresi sonunda sonunda tam medyum uygulanan kontrol grubu (a) 

ve glukoz uygulanan grubun (b) mikroskobik fotoğrafları veilmiştir. Üst panel X4, orta 

panel X10 ve alt panel X20 kez büyütülmüştür. * kök hücre kolonisini göstermektedir. 
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Şekil 4.5: 20 günlük deney süresi sonunda sonunda VPA uygulanan grup (a) ve VPA+glukoz 

uygulanan grubun (b) mikroskobik fotoğrafları verilmiştir. Üst panel X4, orta panel X10 

ve alt panel X20 kez büyütülmüştür. * hücre kolonisini ve  β-hücresi benzeri yuvarlak 
yapılı hücreyi göstermektedir. 
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4.2.3. Reaktif Oksijen Türlerinin Üretimindeki Değişiklikler ile İlgili Bulgular 

Farklılaşan hücrelerin önemli özelliklerinden birisi olan oksidatif fosforilasyondaki artış 

sonucu açığa çıkan reaktif oksijen türleri (ROS)’nin seviyelerindeki değişimler 

belirlendi. 20 günlük deney süresinin sonunda hücrelere ROS için indikatör olarak 

kullanılan DCFH-DA uygulanarak akım sitometri yöntemiyle ROS seviyeleri ölçüldü. 

Sonuçlar kontrol grubuna göre katlı artış olarak hesaplandı (Şekil 4.6:).

 

Şekil 4.6: 20 gün süreyle PAK-MKH’lere uygulanan deney şartlarının ROS üretimi üzerindeki 

etkisi. Flow sitometrik DCF Fluoresans yoğunluğunu (Katlı Artış) gösteren dot plotlar 

(A), analiz sonuçlarını yansıtan grafik  (B) ve ortalama±SEM değerleri verilmiştir. 
**p<0,01 ve ***p<0,001 kontrole göre; 

##
p<0,01 ve 

###
p<0,001 glukoz uygulanan gruba 

göre. 

 

Sonuçlar karşılaştırıldığında, Kontrol gurubuna göre diğer tüm gruplarda anlamlı bir 

artış, Glukoz grubuna göre de VPA ve VPA+G gruplarında anlamlı bir artış tespit 

edildi. 
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4.2.4. İnsülin Sekresyon Bulguları 

20. günün sonunda tüm deney gruplarındaki hücreler, yükselen glukoza karşı insülin 

salabilme yeteneklerini ölçme amacıyla insülin sekresyon testine tabi tutuldular. 

Hücrelere düşük glukoz koşulu olarak 5.5 mM, yüksek glukoz şartı olarak 25 mM 

glukoz derişimi uygulandı. Her bir grup için elde edilen sonuçlar, toplam protein 

seviyelerine oranlanarak normalizasyon yapıldı (Şekil 4.7:). 

 

Şekil 4.7: 5.5 mM glukoz ve 25 mM glukoz uygulanması sonucunda hücrelerden salınan insülin 

miktarları (ng/μg protein) verilmiştir. **p<0,01 ve ***p<0,001 kontrol gruplarına göre.  

 

5.5 mM derişimli glukoz uygulandığında kontrol grubu 0.15±0.01; glukoz uygulanan 

grup 0.22±0.01; VPA uygulanan grup 0.29±0.05 ve VPA+glukoz uygulanan grup 

0.28±0.01 ng/μg protein seviyelerinde insülin salınımı gösterdiler. Gruplar birbirleriyle 

karşılaştırıldığında, VPA ve VPA+glukoz gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak artmış bir insülin sekresyon seviyesigözlemlendi (p<0,01). 

25 mM derişimli glukoz uygulanan deneyde, kontrol grubu 0.15±0.01; glukoz grubu 

0.28±0.01; VPA grubu 0.28±0.01 ve VPA+glukoz grubu 0.30±0.01 ng/μg protein 

seviyelerinde insülin salınımı gösterdiler. Gruplar birbiriyle karşılaştırıldığında, kontrol 
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grubuna göre, tüm gruplar anlamlı olarak artmış bir insülin sekresyonu gösterdiler (G ve 

VPA için p<0,01; VPA+glukoz için p<0,001). 

4.3. PLURİPOTENT KARAKTER DEĞİŞİKLİĞİ İLE İLGİLİ BULGULAR 

 

PAK-MKH’lere tam medyum, 1 mM VPA, 25 mM Glukoz ve 1 mM VPA+25 mM 

Glukoz 20 gün boyunca, her gün medyumlar değiştirilerek uygulandı. Deney süresinin 

sonunda hücre lizatlarından sitoplazmik ve nüklear fraksiyonlar elde edildi ve western 

emdirimi yöntemi ile Oct3/4, c-Myc ve Nanog seviyeleri belirlendi. Elde edilen optik 

yoğunluk değerleri sitoplazmik fraksiyon için β-aktin yoğunluğuna, nüklear fraksiyon 

için ise TF-IIB yoğunluğuna oranlanarak normalize edildi (Şekil 4.8:).  

 

Şekil 4.8: PAK-MKH’lerin sitoplazmik (sol panel) ve nuklear (sağ panel) fraksiyonlarında 

OCT3/4, c-Myc ve Nanog protein bantları ve bu bantların yoğunluklarını gösteren 

grafikler verilmiştir.  *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrole göre,  
##

p<0,01; 
###

p<0,001 glukoz uygulanan gruba göre ve 
+
p<0,05 valproik asit uygulanan gruba göre. 

A.U.: Arbitrary Unit.   
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Sitoplazmada bulunan OCT3/4 miktarı kontrol grubu  için 1.17±0.06; glukoz grubu için 

0.69±0.18; VPA grubu için 0.32±0.10; VPA+G grubu için 0.37±0.09 olarak hesaplandı. 

Nüklear OCT3/4 oranları ise kontrol grubu için 0.91±0.16; glukoz grubu için 

0.45±0.078; VPA grubu için 0.34±0.07; VPA+G grubu için 0.37±0.02 olarak bulundu. 

Sitoplazmik fraksiyondaki OCT3/4 değişimleri ele alındığında, kontrol grubuna göre 

tüm gruplarda anlamlı bir oranda azalma gözlemlendi (G grubu için p<0,05, VPA ve 

VPA+G grupları için p<0,01). Nüklear fraksiyondaki OCT3/4 seviyeleri 

karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre tüm gruplarda anlamlı bir oranda azalma tespit 

edildi (p<0,05). 

Sitoplazmik c-Myc miktarları, kontrol grubu için 1.07±0.04; glukoz grubu için 

0.60±0.015; VPA grubu için 0.36±0.06; VPA+G 0.52±0.06 olarak hesaplandı. Nüklear 

c-Myc oranları ise kontrol grubu için 0.30±0.06; glukoz grubu için 0.48±0.09; VPA 

grubu için 0.11±0.07; VPA+G için 0.07±0.01 olarak bulundu. Sitoplazmik c-myc 

seviyeleri karşılaştırıldığında kontrol grubuna göre tüm gruplarda anlamlı bir azalma 

tespit edildi (p<0,001). Glukoz grubu ile VPA grubu karşılaştırıldığında ise glukoz 

grubuna göre VPA grubunda c-myc seviyelerinde anlamlı bir azalma tespit edildi 

(p<0,01). VPA ile VPA+G grubu karşılaştırıldığında VPA+G grubuna göre VPA 

grubunda c-myc seviyelerinde anlamlı bir azalma gözlemlendi (p<0,05). Nüklear 

fraksiyonda c-myc seviyeleri kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, glukoz grubunda 

anlamlı bir artış tespit edildi (p<0,05). Kontrol grubuyla VPA ve VPA+G grubu 

karşılaştırıldığında ise, VPA ve VPA+G gruplarında anlamlı bir azalma görüldü 

(p<0,01). Glukoz grubuna göre VPA ve VPA+G gruplarında anlamlı bir azalma tespit 

edildi (p<0,001). 

Sitoplazmik Nanog miktarı, kontrol grubu için 1.32±0.21; glukoz grubu için 0.74±0.07; 

VPA grubu için 0.1±0.01; VPA+G grubu için 0.12±0.01 olarak bulundu. Nüklear 

Nanog oranları ise kontrol grubu için 1.27±0.24; glukoz grubu için 0.76±0.07; VPA 

grubu için 0.19±0.01; VPA+G grubu için 0.13±0.01 olarak tespit edildi. Sitoplazmik 

Nanog seviyeleri açısından gruplar birbirleriyle karşılaştırıldığında, tüm gruplar kontrol 

grubuna göre anlamlı bir azalma gösterdi (G grubu için p<0,05, VPA ve VPA+G 
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grupları için p<0,001). Nüklear fraksiyondaki Nanog seviylerinde de benzer bir şekilde 

kontrol grubuna göre tüm gruplarda anlamlı bir azalma tespit edildi (G grubu için 

p<0,05, VPA ve VPA+G grupları için p<0.001). Glukoz grubuna göre VPA grubunda 

anlamlı bir azalma gözlemlendi (p<0,05). VPA+G grubunda G grubuna göre anlamlı bir 

azalma görüldü (p<0,001). 

4.4. SINIF I HDAC’LARDAN BAZILARINDA VE HİSTON 

MODİFİKASYONLARINDA MEYDANA GELEN DEĞİŞİKLİKLER İLE 

İLİŞKİLİ BULGULAR 

PAK-MKH’lere 20 gün boyunca tam medyum, 1 mM VPA, 25 mM glukoz ve 1 mM 

VPA+25 mM glukoz, her gün medyumlar değiştirilerek, uygulandı. Ardından hücre 

lizatlarından sitoplazmik ve nüklear fraksiyonlar elde edildi ve HDAC1 ve 3, H3K9-

Ace, H3K9-Met, H4K12-Ace seviyeleri western emdirimi yöntemi ile belirlendi. 

Protein bantlarının optik yoğunluk değerleri sitoplazmik fraksiyon için β-aktin 

yoğunluğuna, nüklear fraksiyon için ise TF-IIB yoğunluğuna oranlanarak normalize 

edildi .  

Şekil 4.9:’de Sınıf I HDAC’lar arasında yer alan HDAC1 ve 3’ün sitoplazmik ve 

nüklear fraksiyon seviyelerindeki değişimler gösterilmiştir. Sitoplazmik HDAC1 

oranları, kontrol grubunda 0.14±0.01, glukoz uygulanan grupta 0.12±0.02, VPA 

grubunda 0.04±0.01 ve VPA+G grubunda ise 0.03±0.01 olarak hesaplandı. Sonuçlar 

birbirleriyle karşılaştırıldığında, VPA ve VPA+G gruplarında kontrol grubuna göre 

anlamlı bir azalma tespit edildi (p<0,001). VPA ve VPA+G grupları glukoz uygulanan 

grupla karşılaştırıldığında anlamlı bir azalma tespit edildi (p<0,001). Nüklear HDAC1 

oranları, kontrol grubunda 0.43±0.12, glukoz uygulanan grupta 0.31±0.07, VPA 

grubunda 0.09±0.05, VPA+G grubunda ise 0.07±0.02 olarak hesaplandı. Sonuçlar 

birbirleriyle karşılaştırıldığında VPA ve VPA+G gruplarında kontrol grubuna göre 

anlamlı bir azalma tespit edildi (p<0,001). VPA ve VPA+G grupları glukoz uygulanan 

grupla karşılaştırıldığında anlamlı bir azalma tespit edildi (p<0,01). 

Sitoplazmik HDAC3 oranları, kontrol grubunda 0.15±0.03, glukoz uygulanan grupta 

0.12±0.02, VPA grubunda 0.05±0.01 ve VPA+G grubunda ise 0.04±0.00 olarak 
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belirlendi. Sonuçlar karşılaştırıldığında VPA ve VPA+G grubunda kontrol grubuna göre 

anlamlı bir azalma gözlemlendi (p<0,001). VPA grubu glukoz grubuyla 

karşılaştırıldığında anlamlı oranda bir azalma tespit edildi (p<0,01). VPA+G grubu 

glukoz grubuyla karşılaştırıldığında da anlamlı bir azalma gözlemlendi (p<0,001). 

Nüklear HDAC3 oranları, kontrol grubunda 0.14±0.01, glukoz uygulanan grupta 

0.11±0.07, VPA grubunda 0.03±0.00 ve VPA+G grubunda 0.03±0.00 olarak tespit 

edildi. VPA ve VPA+G gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma belirlendi 

(p<0,01). VPA ve VPA+G grupları glukoz uygulanan gruba göre kıyaslandığında yine 

anlamlı bir azalma tespit edildi (p<0,01). 

 

Şekil 4.9: PAK-MKH’lerin sitoplazmik (sol panel) ve nuklear (sağ panel) fraksiyonlarında 

HDAC1 ve HDAC3 protein bantları ve bu bantların yoğunluklarını gösteren grafikler 
verilmiştir. **p<0,01, ***p<0,001 kontrole göre,  

##
p<0,01; 

###
p<0,001 glukoz uygulanan 

gruba göre. A.U.:Arbitrary Unit.   
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Şekil 4.10:’da histon modifikasyonları ile ilgili bulgular yer almaktadır. H4K12-Ace 

oranları, kontrol grubunda, 0.006±0.001, glukoz uygulanan grupta 0.005±0.001, VPA 

grubunda 0.103±0.021 ve VPA+G grubunda 0.075±0.019 olarak hesaplandı. Sonuçlar 

birbirleriyle karşılaştırıldığında, VPA grubunda kontrol ve glukoz grubuna göre kayda 

değer bir artış gözlemlendi (p<0,01). VPA+G grubu ise kontrol ve glukoz gruplarıyla 

karşılaştırıldığında anlamlı bir artış gösterdi (p<0,05). VPA ve VPA+G grupları 

arasında herhangi bir kayda değer değişiklik gözlemlenmedi (p>0,05). 

H3K9-Met seviyeleri, kontrol grubunda 0.225±0.001, glukoz uygulanan grupta 

0.160±0.283, VPA gurubunda 0.070±0.001 ve VPA+G grubunda ise 0.080± 0.042 

olarak hesaplandı. Sadece kontrol grubuna göre VPA ve VPA+G gruplarında kayda 

değer bir azalma gözlemlendi (p<0,05). 

H3K9-Ace seviyeleri, kontrol grubunda 0.076±0.004, glukoz uygulanan grupta 0.108± 

0.001, VPA grubunda 0.171±0.001 ve VPA+G grubunda ise 0.119±0.130 olarak 

hesaplandı. VPA grubunda glukoz ve kontrol gruplarına göre anlamlı bir artış tespit 

edildi (p<0,001). VPA+G grubu VPA grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı bir azalma 

(p<0,05) ve kontrol grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı bir artma tespit edildi (p<0,05). 

 

Şekil 4.10: PAK-MKH’lerin H4-K12 Ace, H3-K9 Ace ve H3-K9 TriMe protein bantları ve bu 

bantların yoğunluklarını gösteren grafikler verilmiştir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

kontrole göre, #p<0,05  
##

p<0,01; 
###

p<0,001 glukoz uygulanan gruba göre, +p<0,05 VPA 
grubuna göre. A.U.:Arbitrary Unit. 
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4.5. BAZI MİRNA’LARIN GEN EKSPRESYONU SEVİYELERİNDE OLUŞAN 

FARKLILIKLAR İLE İLİŞKİLİ BULGULAR 

Oluşturduğumuz 20 günlük deney şartları sonucunda, 39 adet miRNA’nın anlatım 

değişiklikleri qRT-PCR yöntemiyle belirlendi. Tüm sonuçlar, 2^-ΔCT işlemi 

kullanılarak hesaplandı (Tablo 4.1:). Ve bu hesaptan yola çıkarak, gruplar arasındaki 

miRNA üretim değişiklikleri gösterildi (Şekil 4.11:, Şekil 4.12: ve Şekil 4.13:, Şekil 

4.14:, Şekil 4.15:, Şekil 4.16:). 

Tablo 4.1: Bazı miRNA’ların tüm deney gruplarındaki 2^ΔCT değerleri verilmiştir.  
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Şekil 4.11: Glukoz uygulanan grup ile kontrol grubunda bazı miRNA’ların ekspresyon 
seviyelerinde meydana gelen değişiklikleri göstermektedir. Kırmızı içi boş yuvarlaklar 

gen ekspresyon seviyelerinde artış meydana gelen miRNA’ları gösterirken, yalnızca mavi 

çizginin üzerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamlı bir artış tespit edilmiştir 
(p<0,05). 

 

Sonuçlar karşılaştırıldığında, glukoz uygulanan grupta  kontrol gurubuna kıyasla, miR-

124 ve miR-146a’nın ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir artış gözlemlendi. (p<0.05) 

Göze çarpan bir şekilde artan fakat anlamlı olmayan artışlar olarak, miR-7, miR-184 ve 

miR433-5p kaydedildi (p>0,05). 
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Şekil 4.12: VPA uygulanan grup ile kontrol grubuna bazı miRNA’ların ekspresyon 

seviyelerinde meydana gelen değişiklikleri göstermektedir. Kırmızı içi boş yuvarlaklar 

gen ekspresyon seviyelerinde artış meydana gelen miRNA’ları gösterirken, yeşil içi boş 
yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’ları göstermektedir. Yalnızca mavi 

çizginin üzerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamlı bir artış tespit edilmiştir 

(p<0,05). 

 

Sonuçlar karşılaştırıldığında, VPA grubunda kontrol grubuna kıyasla, miR-335, miR-

18a, miR-184 ve miR433-5p ürünlerinde anlamlı bir artış gözlendi (p<0.05). Göze 

çarpan bir şekilde artan fakat anlamlı olmayan artışlar olarak, miR-7, miR-124, miR-

124a, miR-15b, miR-134, miR-187 ve miR433-3p kaydedildi (p>0,05). 
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Şekil 4.13: VPA+glukoz uygulanan grup ile kontrol grubunda bazı miRNA’ların ekspresyon 

seviyelerinde meydana gelen değişiklikleri göstermektedir. Kırmızı içi boş yuvarlaklar 
gen ekspresyon seviyelerinde artış meydana gelen miRNA’ları gösterirken, yeşil içi boş 

yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’ları göstermektedir. Yalnızca mavi 

çizginin üzerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamlı bir artış tespit edilmiştir 

(p<0,05). 

 

Sonuçlar karşılaştırıldığında, VPA+G grubunda kontrol grubuna kıyasla, miR-30d ve 

miR-19b ekspresyonlarında anlamlı bir artış gözlemlendi (p<0.05). Göze çarpan bir 

şekilde artan fakat anlamlı olmayan artışlar olarak, miR-7, miR-335, miR-3545, miR-

18a, miR-184, miR-124a, miR-15b, miR-134, miR-187, miR-449, miR-99b, miR-433-

3p, miR433-5p, miR-146a kaydedildi (p>0,05). MiR-503’ün ekspresyonunun ise 

belirgin bir şekilde azaldığı fakat bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

tespit edildi. 
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Şekil 4.14: VPA+glukoz uygulanan grup ile glukoz uygulanan grupta bazı miRNA’ların 

ekspresyon seviyelerinde meydana gelen değişiklikleri göstermektedir. Kırmızı içi boş 
yuvarlaklar gen ekspresyon seviyelerinde artış meydana gelen miRNA’ları gösterirken, 

yeşil içi boş yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’ları göstermektedir. 

Yalnızca mavi çizginin üzerinde kalan  miRNA’larda istatistiksel olarak anlamlı bir artış 
veya azalma tespit edilmiştir (p<0,05). 

 

Sonuçlar karşılaştırıldığında, VPA+G’de G grubuna kıyasla, miR-30d’nin 

ekspresyonunda anlamlı bir artma; miR124’te ise anlamlı bir azalma gözlemlendi 

(p<0,05). Göze çarpan bir şekilde artan fakat anlamlı olmayan artışlar olarak, miR-335, 

miR-3545, miR-19b, miR-18a, miR-184, miR-338, miR-187, miR-99b, miR-433-5p 

gözlemlendi. MiR-503’ün ekspresyonunda anlamlı bir düşüş gözlemlendi (p<0,05). 
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Şekil 4.15: VPA+glukoz uygulanan grupta VPA grubuna göre bazı miRNA’ların ekspresyon 
seviyelerinde meydana gelen değişiklikleri göstermektedir. Kırmızı içi boş yuvarlaklar 

gen ekspresyon seviyelerinde artış meydana gelen miRNA’ları gösterirken, yeşil içi boş 

yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’ları göstermektedir. 

 

Sonuçlar kıyaslandığında, VPA+glukoz uygulanan grupta VPA grubuna kıyasla, 

herhangi bir anlamlı miRNA ürünü değişikliği tespit edilemedi (p>0.05). Fakat, göze 

çarpan bir şekilde artan, anlamlı olmayan artışlar olarak, miR-30d, miR-187, miR-99b, 

miR-433-3p, miR-146 kaydedildi. Ayrıca, göze çarpan bir şekilde azalan fakat anlamlı 

olmayan düşüşler olarak miR-375 ve miR-124 belirlendi. 
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Şekil 4.16: : Her bir grupta miRNA’ların gen anlatım düzeyi derecelendirilmiştir. Gen 
ekspresyon düzeyleri yeşilden kırmızıya doğru artmaktadır. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’nün verilerine göre, dünya çapında yaklaşık 150 milyon 

kişinin diyabet hastası olduğu ve bu sayının yaklaşık %90’nını tip 2 diyabet 

oluştururken, %10’u tip 1 diyabetiktir. WHO, diyabetten kaynaklanan ölüm oranının 

2025 yılında ikiye katlanacağını tahmin etmektedir 

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs138/en/). Tip 2 diyabetin, birçok ölümcül 

patofizyolojik sonuçları nedeniyle, morbidite ve mortalite oranları gün geçtikçe 

artmaktadır. Bu hastalık kardiyovasküler sistem, böbrek, retina ve periferik sinir 

sistemini de kapsayan geniş etkili komplikasyonlara yol açar. 

Diyabet, kan glukoz seviyesinin yükselmesi ile karakterizedir. Kan glukozunun belirli 

bir seviyede tutulması pankreasın endokrin kısmını oluşturan Langerhans adacığında 

konumlanan hücreler tarafından kontrol edilir. Besin alımını takiben kan glukozu 

yükseldiğinde adacıktaki β-hücreleri insülin salgılayarak kan glukoz seviyesini düşürür. 

Insülin, vücuttaki insüline duyarlı hücreler tarafından kandaki glukozun alınmasını 

uyarır ve glukoz karaciğerde glikojene çevrilir. Kan glikoz seviyelerinin optimal 

kontrolü pankreatik β-hücrelerinde meydana gelen insülin sentezi ve salınımının hızla 

değişmesiyle sağlanır (Kahn, 1996). Bu da hiç kuşkusuz doğrudan β-hücre kütlesi ile 

ilişkilidir. Glukoz ve hormonal etkilerle düzenlenen β-hücre replikasyonu, apoptotik 

eliminasyonu ve özel şartlarda progenitör hücrelerden kaynaklanan farklılaşma β-hücre 

kütlesini etkileyen faktörlerdir. β-hücre kütlesindeki farklılıklar, gebelik, periferal 

dokuların insüline olan duyarlılığı veya doku hasarı gibi değişimler kan glukozunun 

kronik olarak yükselmesi ve ileri seviyelerde diyabete yol açabilir (Kahn, 1996; Mathis 

et al., 2001; Saltiel ve Kahn, 2001).  

Diyabet gelişiminin birbirini izleyen 5 basamakta meydana geldiği belirlenmiştir. Her 

bir basamak β-hücre kütlesi, fenotipi ve fonksiyonunda meydana gelen önemli 

değişikliklerle karakterize edilir.  En iyi tanımlanmış olan basamak ilk aşama olan ve 

kompenzasyon olarak adlandırılan basamaktır. Bu aşamada normal glukoz seviyelerinin 

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs138/en/
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korunabilmesi için insülin sekresyonu artar ki bu tip değişiklik obezite, fiziksel 

inaktivite ve genetik yatkınlığa bağlı gelişen insülin direncinin bir bulgusudur. İkinci 

basamakta açlık glukoz seviyeleri 5-6.5 mmol/L (89-116 mg/dL) değerlerine yükselir ki 

bu kararlı bir β-hücre adaptasyonunun göstergesidir. Üçüncü basamak erken 

dekompenzasyonun değişken bir periyodudur ve bu aşamadan sonra gelen 4. basamakta 

yükselmiş olan glukoz seviyeleri kararlıdır (dekompenzasyon). Son aşama olan 5. 

basamak ise ileri derecede dekompenzasyon, β-hücre yetmezliği ve ketoz gelişimi ile 

karakterizedir (Weir ve Bonner-Weir, 2004).  

Diyabet gelişiminin ilk basamağı olan kompenzasyonun en önemli bulgusu glikoz ile 

uyarılan insülin salınımındaki belirgin artıştır. İnsülin salınımındaki bu artışın nedeni 

şüphesiz ki pankreatik β-hücre sayısında meydana gelen artıştır. Normalde pankreatik β-

hücre sayısı hücre bölünmesi veya farklılaşma sonucunda meydana gelen ve apoptotik 

hücre ölümü yoluyla kaybedilen β-hücre sayısı arasındaki dengenin değişmesi ile artar 

veya azalır. Diyabet gelişiminin ilk basamağında meydana gelen pankreatik β-hücre 

sayısındaki artışın nedeni ve bu hücrelerin kaynağı henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Bu sorunun yanıtı diyabetin gelişmesinde merkezi rol oynadığı ileri 

sürülen pankreatik β-hücrelerinin sayıca artırılarak hipergliseminin engellenmesi 

açısından çok önemlidir. Pankreasta β-hücrelerini verebilecek dört farklı hücre kaynağı 

belirlenmiştir: kanal hücreleri, ekzokrin hücreler, mezenkimal kök hücreler ve β-

hücreleri. Uygun bir uyaran olmaksızın β-hücrelerinin rejenerasyon kapasitelerinin çok 

düşük olduğu bilinmektedir. Bu durum muhtemelen β-hücrelerinin kısıtlı replikasyon 

kapasitelerinin ve prekürsör hücrelerden neogenez ile β-hücre oluşumunun sürekli aktif 

olmamasının bir sonucudur. Ancak, uygun kuvvetli bir dış uyaran varlığında çok etkin 

olmamakla birlikte belirli bir rejeneratif hücre artışı söz konusu olabilmektedir. Bu tip 

rejeneratif büyüme var olan progenitör veya kök hücre kaynaklı olabilir. 

β-hücresi araştırmalarındaki en önemli sorulardan birisi yetişkin pankreasında bu 

hücrelerin yenilenmesinin ne oranda gerçekleştiği ve bunun kaynağının hangi hücre 

olduğudur. Yeni hücreler oluşuyorsa bunlar kök/öncül hücrelerden mi 

kaynaklanmaktadır, yoksa mevcut hücrelerin bölünmesiyle mi ortaya çıkmaktadır? 

Literatürde birbiriyle çelişen bulgulara rastlanmaktadır. Gebelikte, obezitede ve kısmi 
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pankreatektomiden sonra β-hücrelerinin kendini yenilediği görülür. Bu bulgu pankreatik 

kök hücreleri kavramının doğmasına yol açmıştır (Bonner Weir ve Sharma, 2002). 

Pankreatik kök hücrelerin var olduğunu ileri süren görüşler nakillerden sonra 

adacıkların işlev görmeyi sürdürmesinden de destek almaktadır. β-hücrelerinin uzun 

süre yaşam sürmedikleri bilinir (Bonner-Weir et al., 2000). Bu nedenle nakledilen 

adacıkların işlevlerini sürdürmesi, adacık içinde pankreatik kök hücrelerin veya en 

azından kendini yenileyebilen işlevsel β-hücrelerinin varlığıyla açıklanabilir (Can, 

2014).  

Ekzokrin kanalların (Bonner-Weir et al., 2000) ve adaların (Guz et al., 2001) postnatal 

pankreasta progenitör hücrelerinin kaynağı olabileceği ileri sürülmüştür (Bouwens ve 

Kloppel, 1996).  Bu olasılık çok uzun zaman önce ortaya atılmış olsa da sadece bir kaç 

makale yetişkin pankreasta bulunan kök hücrelerin veya gerçek progenitör hücrelerin 

varlığını tam olarak ortaya koyar niteliktedir. Yayınlanan çalışmalarda bu hücrelerin 

normal kemirgen pankreasından izole edilebildiği ve uzun süreler boyunca alt 

kültürlerinin yapılabildiği ileri sürülmektedir. Ayrıca, in vitro farklılaştırma şartlarında 

kendini yenileyebilen bu hücrelerin insülin üretebilen hücrelere değişebildiği ve 

transplante edildiklerinde diyabeti iyileştirebildiğine dikkat çekilmektedir (Ramiya ve 

diğ., 2000; Karaoz et al., 2010). Bu progenitör veya kök hücrelerin in vivo β-

hücrelerinin yenilenmesi, sayıca artması veya rejenerasyonunda rol alıyor olması 

muhtemeldir. Zulewski ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada (2001) sıçanlara 48 saat 

süreyle adacık trofik faktörleri olarak bilinen glukoz ve glukagon benzeri peptid-1 

(GLP-1) uygulamışlar ve sonuç olarak adacıkların kütlesinin yaklaşık iki kat arttığını 

göstermişlerdir. Bu bulgudan yola çıkarak pankreatik adacıkların içinde progenitör 

hücrelerin var olabileceğini düşünmüşler ve insan pankreatik adacıklarında mezenkimal 

kök hücre belirteci olarak bilinen nestin pozitif hücrelerin yer aldığını göstermişlerdir. 

Bu tip progenitör hücrelerin pankreasta yer aldığı ve bu hücrelerin endojen aktivasyonu 

yoluyla β-hücrelerine farklılaştırarak ileri seviyede diyabet tedavisi için göz ardı 

edilmemelidir. 
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Karaoz ve arkadaşları (2010) PAK-MKH’lerin CD29 (Integrin-β1 zinciri Ha2/5), CD54, 

CD90 (Thy-1/Thy-1.1) ve CD106 taşırken, CD45 üretmediklerini göstermişlerdir. 

Ayrıca, bu hücrelerin nestin, fibronektin, endoglin ve vimentin gibi mezenkimal kök 

hücre belirteçlerini taşıdığını da belirtmişlerdir. PAK-MKH’ler uygun uyaran varlığında 

kültür ortamında insülin üreten β-hücrelerine, adipositlere ve osteositlere 

farklılaşabilmişlerdir. 

Çalışmamızda ekibimizin önceki çalışmaları kapsamında erişkin (2.5-3 aylık) erkek 

Wistar Albino sıçanların pankreatik adacıklarından izole edilip karakterize edilen PAK-

MKH’ler kullanılmıştır. 3. Pasajda, PAK-MKH’lerin karakterizasyonu için i.) 

mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonunda varlık veya yoklukları anahtar veri 

olarak kabul edilen yüzey antijenleri özgün antikorlarıyla işaretlenmiş ve flow 

sitometrik analiz ile bu antijenleri taşıyan hücrelerin yoğunluğu belirlenmiştir. Bu 

belirteçler: CD29 (Integrin-β1 zinciri Ha2/5), CD45, CD54, CD90 (Thy-1/Thy-1.1), 

CD106’dır. Negatif kontrol olan CD45’i taşıyan hücreler <%0.5 iken, pozitif belirteçler 

>%99 olan hücre populasyonları deneye alınmıştır. ii.) Mezenkimal kök hücrelerin en 

sık kullanılan sitoplazmik belirteçleri olan Vimentin, CD105/Endoglin, Fibronektin ve 

Nestin proteinlerinin varlığı Western blotlama tekniğiyle gösterilmiştir. iii.) Kök 

hücrelerin en önemli özelliği olan farklılaşma yeteneğinin gösterilmesi için PAK-

MKH’lerin pankreatik β-hücrelerine, adipositlere ve osteositlere farklılaşma kapasiteleri 

uygun protokoller kullanılarak ölçülmüştür. iv.) Mezenkimal kök hücrelerin 

karakteristik özelliği olarak bilinen yüksek proliferasyon kapasiteleri 1., 4., 7., 11., 14. 

ve 17. günlerde WST-1 (4-3-4-lodophenyl-2-4-nirophenyl-2H-5-tetrazolio-1,3-benzene 

disulfonate) uygulamasıyla ölçülmüştür. Bu bulgular bir başka çalışma kapsamında elde 

edildiğinden teze dahil edilememiştir. Laboratuvarımızda gerçekleştirilen tüm bu testler 

sonucunda izole edilen PAK-MKH’lerin yüksek saflıkta, sağlıklı ve fonksiyonel 

olduğuna karar verilmiştir ve bu hücreler ile çalışmalar sürdürülmektedir. 

Çalışmamızda oluşturduğumuz gruplar arasında tam medyumdan oluşan kontrol grubu 

ile glukoz, VPA veya VPA+glukoz uygulanan deney gruplarından oluşan toplam 4 

farklı uygulama yer almaktadır. Burada yüksek konsantrasyonda glukoz in vivo 

diyabetik bireylerde bulunan hücrelerin mikroçevresini taklit edebilmek amacıyla 
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kullanılmıştır. Şüphesiz ki tip 2 diyabetin oluşmasında en önemli basamak olan 

kompenzasyon sırasında artan β-hücre kütlesinin en önemli uyarıcısı uzun süreli yüksek 

glukoz konsantrasyonudur. Bu anlamda uzun süreli yüksek konsantrasyonda glukoz 

uygulaması PAK-MKH’lerin β-hücrelerine farklılaşması için uygun bir model 

olabilecek niteliktedir. VPA ise sınıf I HDAC’ların inhibitörü olarak bilinmektedir ve 

bu gruptaki enzimlerin PAK-MKH’lerin β-hücre farklılaşmasındaki rollerinin 

araştırılabilmesi amacıyla kullanılmıştır. Ayrıca, uzun süre VPA kullanan küçük yaştaki 

epilepsi hastalarında insülin direnci ve tip 2 diyabet gelişimi ile ilgili belirtilerin tespit 

edilmiş olması (Luef ve diğ., 2002; Verotti ve diğ., 2002) bize VPA’nın PAK-MKH’leri 

β-hücre farklılaşmasına yönlendirebileceğini düşündürmüştür. 

Erişkin pankreas, asinar hücrelerden oluşan ve dallı bir kanal aracılığıyla üretilen 

sindirim enzimlerini bağırsağa salgılayan ekzokrin doku ile insülin üreten β-hücreleri, 

glukagon üreten α-hücreleri, somatostatin üreten δ-hücreleri ve pankreatik polipeptid 

üreten PP-hücrelerinden oluşan endokrin dokuyu içeren karmaşık bir organdır. 

Pankreas, midenin arkasında konumlanan ön bağırsak endoderminin dorsal ve ventral 

bölgelerinden köken alır. Genetik olarak değiştirilmiş farelerle yapılan çalışmalar 

pankreatik özgünleşme, büyüme ve farklılaşmayı düzenleyen hiyerarşik bir 

transkripsiyon faktör ilişkisinin varlığını göstermiştir (Collombat ve diğ., 2006; 

Jorgensen ve diğ., 2007). Pankreas oluşumuna katılan endodermal bölge homeodomain 

faktör PDX1 ifade eder (Offield ve diğ., 1996). Gelişimin takip eden basamağında 

heliks-loop-heliks faktör neurogenin3 (NGN3), epiteliyal pankreatik progenitör 

hücrelerde endokrin farklılaşma programını başlatır. Gerçekten de NGN3 geni hasarlı 

farelerde endokrin hücre oluşumu söz konusu değildir (Gradwohl ve diğ., 2000) ve 

çalışmalar NGN3 ifade eden hücrelerin adacık hücrelerinin progenitörü olduğunu 

göstermektedir (Gu ve diğ., 2002). Gelişimin ilerleyen basamaklarında ilave 

transkripsiyon faktörleri özgün endokrin hücre kaderini belirler. Pax4 ve Arx’in 

antagonistik role sahip olduğu ve endokrin alt türlerin (Pax4  β/δ, Arx α/PP-hücre 

farklılaşmasında etkindir) özelleştirilmesinde rol aldığı gösterilmiştir. Pax-4 geni hasarlı 

olan farelerde seçici olarak  β ve δ-hücreleri azalırken, α-hücreleri artmakta; Arx geni 

hasarlı olan farelerde ise zıt fenotip gözlenmektedir (Collombat ve diğ., 2003).  
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Çalışmamızda PAK-MKH’lere 20 gün süreyle glukoz ve/veya VPA uygulanmasını 

takiben β-hücre farklılaşmasının tespiti için insülin üretiminde rol alan transkripsiyon 

faktörleri ve β-hücrelerinin fonksiyonunu sürdürmesinde önemli olan diğer bazı 

moleküller olan Pdx-1, Pax4-6, Nkx6.1, NRG3, ins2 ve Glut2’nin gen ekspresyon 

seviyeleri qRT-PCR yöntemiyle ölçülmüştür.  

20 gün boyunca yüksek konsantrasyonda glukoz uygulanan hücrelerin β-hücre 

farklılaşması ve fonksiyonlarının devamlılığında rol alan bazı moleküllerin gen 

ekspresyon düzeyleri açısından tam medtum uygulanan kontrol PAK-MKH’lere benzer 

bir profil çizdiği gözlenmiştir. Literatürde bu bulguyu destekleyecek çalışmalar 

mevcuttur. Örneğin, sıçanların kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerinde 

yüksek konsantrasyonda glukozun kök hücre koloni oluşumuna ve farklılaşmaya negatif 

yönde etki ettiği gösterilmiştir (Stolzing ve diğ., 2012). İnsan erişkin vaskuler kök 

hücrelerde de benzer şeklilde yüksek glukoz konsantrasyonunda büyümenin durduğu ve 

farklılaşma potansiyelinin azaldığı gösterilmiştir (Keats ve Khan, 2012). PAK-

MKH’lere yalnızca yüksek glukoz uygulamasının gen ekspresyon seviyesinde β-hücre 

farklılaşması ve fonksiyonu ile ilişkili faktörler üzerinde etkili olmadığını söylemek 

mümkündür. 

VPA uygulanan hücrelerde gen ekpresyon düzeylerinde meydana gelen en belirgin 

artışın Nkx6.1’de olduğu tespit edilmiştir. Bu transkripsiyon faktörünün β-hücre 

farklılaşmasında önemli rol oynadığı bilinmektedir. Örneğin, Sander ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmada farelerde Nkx6.1 geninde hasar oluşturulduğunda β-hücre 

öncülerinin azaldığını ve β-hücre neogenezinin özellikle ikinci geçiş aşamasında 

durduğunu göstermişlerdir. Bu bilgiden yola çıkarak Nkx6.1’in β-hücre farklılaşmasının 

erken dönemlerinde fonksiyonel olduğu söylenebilir. VPA uygulanan hücrelerde daha 

düşük oranda, ancak kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir artış tespit edilen 

diğer β-hücre farklılaşmasıyla ilişkili genler ins2 ve pdx1’dir. Bu bulgu VPA uygulanan 

hücreler arasında erken farklılaşma evresindeki hücrelerden daha az sayıda olmakla 

birlikte ileri derecede farklılaşan β-hücrelerinin varlığını ortaya koymaktadır. Ayrıca, bu 

grupta Pax6 ve Glut2 mRNA seviyelerinde anlamlı bir azalmanın olduğu tespit 

edilmiştir. Bilindiği üzere her iki molekül de β-hücrelerinin fonksiyonlarının 
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devamlılığı ile ilişkilidir (Gosmain ve diğ., 2012). VPA uygulanan hücrelerin Pax6 

mRNA seviyelerinde gözlenen azalma farklılaşan β-hücrelerinin henüz fonksiyonel 

olmadığını düşündürmektedir.  

Gen ekspresyon seviyelerinde en belirgin farklılığın VPA+G grubunda meydana 

geldiği, özellikle ins2, pdx-1 ve ngn3 mRNA seviyelerinde kontrol grubuna göre 

belirgin bir artış olduğu dikkatimizi çekmiştir. Β-hücre farklılaşmasıyla ilgili diğer 

genler arasında yer alan Nkx6.1, Pax4 ve Glut2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde de 

kayda değer ve istatistiksel olarak anlamlı artışlar olduğu tespit edilirken, yalnızca Pax6 

mRNA seviyesinde azalma olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen bulgular 20 gün 

boyunca VPA+glukoz uygulanmasının PAK-MKH’leri olgun β-hücrelerine 

farklılaştırdığını, ancak farklılaşan bu hücrelerin henüz fonksiyonel olmadığını 

düşündürmektedir. Tüm gen ekspresyon bulguları bir araya getirildiğinde, VPA’nın 

PAK-MKH’lerde β-hücre farklılaşmasını başlattığı glukozun ise kök hücre havuzunu 

destekleyerek bu farklılaşmayı artırdığı düşünülebilir. 

Diğer taraftan, 10, 20 ve 30 günlük deney süreleri sonunda gerçekleştirilen akım 

sitometrik analizler insülin
+ 

hücre sayısının glukoz ve/veya VPA uygulanan gruplardan 

kontrole göre anlamlı bir artış gösterdiğini, en yüksek insülin
+ 

hücre oranının ise 

yalnızca VPA uygulanan grupta olduğunu ve özellikle 20 günlük deney sürecinde 

meydana geldiğini göstermiştir. Bu bulgu deneyin sonraki aşamalarında 20 günlük 

deney süresinin kullanılmasına karar vermemizi sağlamıştır. İlginç bir nokta, glukoz 

uygulanan deney grubunda yüksek oranda insülin üreten hücre bulunmasına karşın, 

insülin üretiminde rol oynayan transkripsiyon faktörlerinin ekspresyon seviyelerinde 

kontrol grubuna göre herhangi bir farklılığın olmamasıdır. Bu durum, ilgili moleküllere 

ait yeni mRNA üretilmeksizin, hücrede var olan mRNA’ların kullanılarak proteine 

dönüştürülmüş olma olasılığını düşündürmektedir.  

Kök hücre ile diyabet tedavisi embriyonik/iPS hücreler veya kemik iliği/adipoz doku 

kaynaklı kök hücrelere ardışık büyüme faktörleri uygulanarak gerçekleştirilen çok 

basamaklı β-hücre farklılaştırma protokollerinin geliştirilmesine odaklanmıştır. Son 

olarak Milman ve arkadaşları tarafından yayınlanıp (2016) en çok dikkat çeken ve 
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gelecek yıllarda Tip1 diyabet tedavisinde uygulamaya geçmesi beklenen protokol 

toplam 6 basamaktan oluşup 14 gün sürmektedir. Bu protokole göre Tip1 diyabetik 

hastalardan elde edilen iPS hücrelere 13 farklı madde çeşitli kombinasyon ve sürelerde 

uygulanmaktadır. Sonuç olarak olgun ve fonksiyonel β-hücrelerinin elde edilmesinin 

mümkün olduğu gösterilmiştir. Çalışmamızda, özellikle VPA+glukozun tespit edilen 

doz ve sürelerde MKH’lere uygulanması ile olgun β-hücrelerinin elde edilebileceği 

literatürde ilk defa tespit edilmiştir. Bu hücreler diyabetik bireylere transplante edilerek 

bu hastalığın hücresel tedavisinde kullanılabilir. Çalışmamız bu yönüyle yeni bir β-

hücre farklılaştırma protokolü önerir niteliktedir. 

Ayrıca, 20 gün boyunca glukoz ve/veya VPA uygulanmış olan deney gruplarına düşük 

ve yüksek konsantrasyonda glukozun uygulanması sonucu medyuma salınan insülin 

miktarları ELISA yöntemiyle ölçülmüştür. Bu testin amacı PAK-MKH’lerin 

farklılaşmasıyla oluşan yeni β-hücrelerinin glukoza duyarlı insülin sekresyonu yapma 

kapasitelerinin ölçülerek fonksiyonel olup olmadıklarının araştırılmasıdır. Elde edilen 

sonuçlar β-hücre farklılaşması sonuçlarıyla paralel olarak VPA uygulanan gruplarda 

daha fazla olmak üzere bazal glukoz uyarısına karşın insülin sekresyonu yapıldığını 

göstermektedir. Ancak belirtilen deney şartlarında PAK-MKH’lerden farklılaşmış olan 

β-hücrelerinin yüksek glukoz uyarısına karşı duyarlı olmadığı yani bu hücrelerin 

fonksiyonel olmadığı tespit edilmiştir. Literatüre bakıldığında tip 1 diyabetin hücrese l 

tedavisinde kullanılmak üzere yeni oluşturulmaya çalışılan β-hücrelerinin özellikle 

embriyonik kök hücreler (Pagliuca ve Melton, 2013) veya benzer karakterli iPS 

hücrelerden (Pellegrini ve diğ., 2015) farklılaştırıldığı dikkati çekmektedir. Pluripotent 

karakterli embriyonik kök hücre veya benzeri kök hücrelerden türetilmiş insülin ifade 

eden hücrelerin yükselen konsantrasyonlarda glikoza yanıt olarak artan seviyelerde 

insülin salgılamasında başarısız olmaları bu tip hücrelerin tedavide kullanılmasını 

kısıtlamaktadır (D’Amour ve diğ., 2006). Embriyonik kök hücrelerden veya iPS 

hücrelerden türevlendirilen endodermal progenitör hücre hatlarından oluşturulan 

insülin
+
 hücrelerin insülin salgıladıkları belirtilmiştir (Cheng ve diğ., 2012). Ancak, 

bahsedilen insülin salgılanmasının kullanılan protokollerdeki farklılaşmadan mı 

kaynaklandığı, yoksa bu hücrelerin in vivo transplantasyon sonrasında mı fonksiyonel 

oldukları henüz tam açıklanamamıştır.  Farklı yaşlardaki genç fare adacıklarında yapılan 
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analizler insülin salgılanması ile ilişkili olabilecek ürokortin 3 (Ucn3) dahil olmak üzere 

bazı genlerin regülasyonunun kök hücrelerden yeni türetilmiş β-hücrelerinde fonksiyon 

edinimi ile ilgili ilerlemeler kaydedilebilmesi açısından önemli olabileceğini 

düşündürmektedir (Blum ve diğ., 2012; Van der Meulen ve diğ., 2012). Kök/progenitör 

hücrelerden in vitro şartlar altında farklılaştırılan β-hücrelerinin in vivo transplantasyonu 

takiben yerleştikleri mikro çevrelerde bulunan diğer tip hücreler ile veya salınan bazı 

faktörler ile olgunlaşmalarını tamamlayarak fonksiyon kazanma ihtimali yüksek 

görünmektedir. Millman ve arkadaşlarının son olarak yayınladığı (2016) 

çalışmalarından yola çıkılarak pluripotent karakterli embriyonik kök hücre veya iPS 

hücrelerinden türevlendirilen β-hücrelerinin in vitro koşullarda fonksiyon 

kazanabilmesinin çalışılan kök hücrenin kaynağına bağlı olduğu da düşünülmesi 

gereken önemli noktalardan birisi olarak karşımıza çıkmaktadır. Bahsi geçen çalışmada 

diyabetik olmayan ve tip 1 diyabetik hastaların fibroblastlarının yeniden 

programlanmasıyla elde edilen iPS hücrelerinden türevlendirilen β-hücrelerinin in vitro 

şartlarda yükselen glukoz seviyelerine duyarlı olarak artan seviyelerde insülin 

salgılayabildiği gösterilmiştir. 

Metabolik regülasyonun merkezi yolaklarından birisi olan glikolizin erişkin kök hücre 

karakterinin korunmasındaki rolü dikkat çekmektedir. Çoğu memeli hücresi glukozu 

enerji kaynağı olarak kullanır. Glukoz, glikoliz adı verilen çok basamaklı reaksiyonların 

sonucunda piruvat üretlilen bir yolak aracılığıyla metabolize edilir. Farklılaşmış 

hücrelerde normal oksijen seviyelerinde üretilen piruvatın çoğu mitokondriye geçer, 

Krebs çevrimi ile okside edilerek ATP üretilir ve böylelikle enerji sağlanır. Ancak, kök 

hücrelerde, glikoliz ile üretilen piruvatın çoğu laktat dehidrogenaz ile laktata çevrilir. 

Bu durum genel olarak düşük oksijen varlığında gerçekleşip anaerobik glikoliz veya 

Warburg etkisi olarak adlandırılır. Kök hücrelerin besin algılama yolakları aracılığıyla 

oksidatif fosforilasyonu baskılayıp, glikolizi artırarak karakterlerini koruduğu 

bilinmektedir. Bu durumda, enerji kaynaklarının artması veya değişmesi kök hücrelerin 

karakterini etkileyerek farklılaşmasına neden olabilmektedir (Ochocki ve Simon, 2013). 

Farklılaşan hücrelerde süregelen mitokodriyal elektron taşıma sistemi, reaktif oksijen 

türleri (ROS)’nin üretilmesine neden olur. Dolayısıyla yükselen ROS seviyeleri kök 

hücrelerin farklılaşmasıyla ilişkilendirilmektedir (Ryu ve diğ., 2015). Çalışmamızda 
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ROS üretimi seviyeleri PAK-MKH farklılaşma düzeylerinin bir belirteci olarak 

kullanılmıştır. Β-hücre farklılaşması bulgularına paralel olarak 20 gün boyunca glukoz 

ve/veya VPA uygulanan gruplarda ROS üretiminin kontrole göre anlamlı bir artış 

gösterdiği tespit edilmiştir.   

Deney süresi sonunda hücrelerde meydana gelen morfolojik değişiklikler de farklılaşma 

bulgularını desteklemektedir. Yalnızca glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin tam 

medyum uygulanan hücrelere morfolojik yönden benzerliği dikkatimizi çekti. Her iki 

grubun ortak özelliği çok sayıda değişen büyüklüklerde kök hücre kolonileri 

oluşturması idi. Bu görüntü pluripotent hücre karakterine uymaktadır. Tüm bulgular, 

yalnızca glukoz uygulanan gruptaki hücrelerin farklılaşmanın erken evrelerinde 

olduğunu düşündürmektedir. Buna karşın, VPA ve VPA+glukoz uygulanan PAK-

MKH’lerde koloni benzeri yapılarda yoğunlaşmış yuvarlak hücreler çok sayıdaydı. Bu 

tip hücrelerden oluşan kolonilerin etrafındaki PAK-MKH’lerin sayıca azalarak 

kolonilerin etrafının boşaldığı ve genel olarak bu kolonilerden ayrılan yuvarlak 

hücrelerin bu boşluklara yayıldığı gözlenmiştir. Ayrılan yuvarlak görünümlü hücrelerin 

adherent formdan süspanse forma geçişi dikkat çekicidir. Bu bakımdan VPA ve 

VPA+glukoz uygulanan gruplardaki kolonileri oluşturan hücrelerin pankreatik adacık 

hücrelerine benzer şekilde yuvarlak oldukları tespit edilmiştir. 

Pankreatik gelişim ile ilgili çalışmalar genel olarak özgün transkripsiyon faktörlerinin 

düzenleyici rollerini araştırmaya odaklanmış, HDAC’lar gibi epigenetik mekanizmada 

önemli roller üstlenen diğer eş düzenleyicilerin rolü tam olarak açıklanamamıştır. 

Haumaitre ve arkadaşları (2008) nukleozomal histonların asetilasyon durumunun 

kromatin yapısını değiştirdiğini ve gen ekspresyonunun epigenetik olarak 

düzenlendiğini göz önünde bulundurarak bu mekanizmanın pankreatik farklılaşma ve 

embriyonik pankreastaki hücrelerin kaderini kontrol edebileceğini öne sürmüşlerdir. Bu 

hipotez ile ilgili yaptıkları ilk çalışmalarda sıçanların embriyonik pankreasında I. sınıfa 

dahil olan HDAC1-3 ile II. sınıfa dahil olan HDAC4-7’nin üretildiğini göstermişlerdir. 

Pankreatik gelişim sürecinin ilerlemesi ve bu sırada gerçekleşen farklılaşma ile birlikte 

her iki sınıfa ait HDAC’ların seviyelerinde belirgin bir azalmanın olduğu ve buna total 

HDAC aktivitesindeki azalmanın eşlik ettiğini tespit etmişlerdir. Diğer çalışmalarda 
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benzer bir değişikliğin osteogenez (Lee ve diğ., 2006) ve adipogenez (Yoo ve diğ., 

2006) sırasında da meydana geldiği gösterilmiştir. 

Haumaitre ve arkadaşları (2008) embriyonik pankreaslara in vitro kültür şartlarında 

HDAC inhibitörleri uygulayarak bu enzimlerin pankreatik gelişimdeki rolünü 

araştırmışlardır. Bu uygulama hücre proliferasyonunu etkilemezken, asinar hücre 

farklılaşmasını baskılayarak duktal hücre farklılaşmasını artırmıştır. Önemli bir nokta, 

HDAC inhibitörü uygulamasının NGN3
+ 

endokrin progenitörlerinin gelişimini artırdığı 

ve endokrin alt tip hücre hatlarının modifikasyonuna yol açtığının belirlenmiş olmasıdır. 

NGN3
+ 

progenitör hücreler α, β, δ ve PP-hücrelerine farklılaşma potansiyeline sahiptir 

(Gradwohl ve diğ., 2000). α/PP ve β/δ hatlarına farklılaşma NGN3’ün iki farklı hedefi 

olan Arx ve Pax4 aracılığıyla meydana gelir (Collombat ve diğ., 2006). Haumaitre ve 

arkadaşları (2008) uyguladıkları çoğu HDAC inhibitörlerinin Arx ekspresyonunu 

artırdığını ve α/PP hattına farklılaşmayı ilerlettiğini tespit etmişlerdir. VPA veya MS275 

uygulamasının insülin ve somatostatin üreten hücrelerin indirgenmesine ve buna paralel 

olarak Pax4 gen ekspresyonunda azalmaya sebep olduğunu bildirmişlerdir. Buna karşın 

TSA veya sodyum butirat uygulamasının β/δ hatlarına farklılaşmayı pozitif yönde 

etkilediği ve Pax4 gen ekspresyonunda artışa neden olduğu belirtilmiştir. Bu 

bulgulardan yola çıkarak özellikle TSA veya sodyum butirat uygulaması ile elde edilen 

NGN3
+ 

progenitör hücrelerin diğer HDAC inhibitörlerine göre daha yüksek oranda 

endokrin hücre havuzunu artırdığı sonucuna varılmıştır.  

Çalışmamızda literatürde ilk kez PAK-MKH’lerin sitoplazmik ve nüklear 

fraksiyonlarda 1.sınıf HDAC üyeleri olarak bilinen HDAC1 ve 3 proteinlerinin varlığı 

gösterilmiştir. Genel olarak 1. sınıfa dahil olan HDAC’ların nukleusta konumlandığı 

HDAC3’ün hem sitoplazmada, hem de nukleusta konumlandığı bilinmektedir (de 

Rujiter ve diğ., 2003). Bu bilgiye paralel olarak çalışmamızda HDAC1’in PAK-

MKH’lerde nukleusta daha fazla bulunduğu, ancak düşük oranda sitoplazmada da 

konumlandığı belirlenmiştir. HDAC3’ün ise PAK-MKH’lerin nukleus ve sitoplazmik 

fraksiyonlarında birbirine yakın seviyelerde bulunduğu tespit edilmiştir. HDAC’ın 

substratı olan asetilenmiş histonların da nukleusta yer aldığı düşünüldüğünde bu bulgu 

beklenen bir durumdur ve PAK-MKH’lerin karakterinin korunmasında HDAC1 ve 3’ün 
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rol oynayabileceğine işaret etmektedir. Farklılaşmanın tespit edildiği glukoz ve/veya 

VPA uygulanan gruplarda HDAC1 ve 3’ün seviyelerinde farklılaşma ile orantılı olarak 

belirgin bir azalmanın tespit edilmiş olması bu hipotezin doğruluğunu onamaktadır. 

PAK-MKH’lerin β-hücrelerine farklılaşmasında histon asetilasyonunun rolünü 

tanımlamak amacıyla çalışmamızda in vitro bir kültür modeli kullanıldı. Pankreas 

gelişimi sırasında bütün HDAC'ler ifade edildiğinden, spesifik bir HDAC inaktivasyonu 

yerine spesifik bir HDAC sınıfı inhibisyonu stratejisi tercih edildi. Deneylere 

başlamadan önce bize rehberlik edebilecek tek çalışma olarak gördüğümüz Haumaitre 

ve arkadaşlarının (2008) gerçekleştirdiği kapsamlı araştırmaların sonuçlarına göre 

esasen sınıf I ve II HDAC’ların NGN3
+ 

progenitör hücre havuzunu artırarak endokrin 

hücre farklılaşmasına katkıda bulunduğu tespit edildi. Buradan yola çıkarak PAK-

MKH’lerde sınıf I ve II HDAC’ların inhibe ederek çalışmaya başlamaya karar verildi. 

Bu amaçla PAK-MKH’lere yalnızca sınıf I HDAC’ları ihibe eden VPA veya sınıf I ve 

II HDAC’ları inhibe eden trichostatin A (TSA) farklı dozlarda ve uzun süreli 

uygulanarak β-hücre farklılaşmaları test edildi. Sonuç olarak TSA’nın PAK-MKH’lerin 

β-hücrelerine farklılaşmasında bir etkisi olmadığı belirlenerek (yayınlanmamış bulgu) 

çalışmamıza sınıf I HDAC’ların araştırılmasına karar verildi. 

Sürpriz bir şekilde, adı geçen çalışma ile zıt bulgular elde etmiş olmamız esasen deney 

modellerindeki farklılıklardan ileri geliyor olabilir. Humaitre ve arkadaşlarının (2008) 

yapmış oldukları çalışma in vitro embriyonik pankreasta yapılan araştırmaları kapsıyor 

iken, bizim çalışmamızda erişkin PAK-MKH’ler kullanılmıştır. İki çalışma arasındaki 

en önemli farklılıklardan biri hücrelerin gelişim basamaklarının farklı olması; diğeri ise 

çok sayıda farklı hücrenin birbiriyle etkileşimlerinin sonuçlarını yansıtan organ 

kültürüne karşılık tek hücre kültüründe yapılan çalışmaları kapsıyor olmasıdır. Organ 

kültüründe pankreasta yer alan çok çeşitli hücrelerin neogenez yoluyla diğer tip 

hücrelere farklılaşarak veya proliferasyon yoluyla kendi sayılarını artırarak hücre 

havuzunu genişletebileceği unutulmamalıdır. Bu noktada yeni oluşan hücrelerin 

kaynağının net bir şekilde belirlenebilmesi için tekli hücre kültüründe yapılan 

çalışmalardan elde edilen sonuçlar oldukça önemlidir. 
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Histon asetilasyonu genel olarak kromatin yapısını gevşeterek transkripsiyon 

faktörlerinin hedef DNA bölgesine ulaşımını kolaylaştırır (Grunstein, 1997). Histon 

deasetilasyonu ise aksine kromatini sıkılaştırarak transkripsiyonel baskılanmaya neden 

olur (Kuo ve Allis, 1998). Bu sebeple, pankreas gelişimi sırasında artan histon 

asetilasyonu gen ekspresyonunu artırabilir. Bu bilgiden yola çıkarak HDAC’ların 

baskılanması kök/öncül hücrelerin spesifik hücre tiplerine farklılaşması için ön koşul 

olarak düşünülebilir. Çalışmamızda VPA ile sınıf I HDAC’ların inhibisyonu sonucu 

asetillenmiş H3-K9 ve H4-K12 seviyelerinde belirgin bir artış gözlenirken, metillenmiş 

H3K9 seviyelerinin azaldığı tespit edilmiştir. Bu sonuca paralel olarak aynı gruplarda 

belirlediğimiz β-hücre farklılaşmasındaki artış bu hipotezi doğrular niteliktedir. 

Çalışmamızda esas olarak histon asetilasyonunun PAK-MKH’lerin β-hücrelerine 

farklılaşmasındaki etkileri üzerine yoğunlaşılmış, DNA metilasyonu ele alınmamıştır. 

Diğer çalışmalarda genom ölçeğinde yapılan analizlerde DNA metilasyonunun 

pluripotensinin önemli bileşeni olmadığı sonucuna varılmıştır. Bu çalışmalardan bir 

tanesine göre DNA metilasyonu olmayan farelerde embriyonik kök hücrelerin 

kendilerini yeniledikleri ve çoğaldıkları görülür, ancak bu hücreler farklılaşmaya 

girdiklerinde ölürler (Tsumura ve diğ., 2006). Ancak, genel bilgiler kısmında ayrıntılı 

olarak ele alındığı üzere histon metilasyonunun kök hücre karakterlerinin korunması ve 

farklılaşma arasındaki ilişkinin sağlanmasında oldukça önemli olduğuna dair bilgiler 

mevcut olduğundan, çalışmamızda metillenmiş H3-K9 seviyeleri ölçülmüştür. 

Farklılaşma ile paralel olarak asetillenmiş histonların seviyesinde meydana gelen artışın 

aksine, H3-K9 metilasyonunda belirgin bir azalma meydana gelmiştir.  

Kendini yenileme kapasitesi ve farklılaşma potansiyeli kök hücrelerin ayırıcı 

özelliklerindendir ve bu iki hücresel olay arasındaki değişim, gen ekspresyonunda geniş 

kapsamlı değişiklikler gerektirmektedir. miRNA’lar kök hücrelerin özelliklerinin 

korumasında ve farklılaşma süreçlerinde önemli rol oynayarak kök hücre gelişimini 

düzenlerler (Yi ve diğ., 2011). OCT4, Sox2, Nanog ve Klf4 gibi transkripsiyon 

faktörleri, stemness olarak bilinen pluripotent karakterin korunması için gereklidir. Bu 

pluripotensi faktörleri kök hücrenin farklılaşmamış aşamada kalmasını sağlarlar. 

Farklılaşmaya giden hücrelerde bu faktörler etkilerini kaybederler (Yu ve diğ., 2012). 
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PAK-MKH’lerin OCT4 ve Sox2’yi gen ekspresyon seviyesinde ifade ettikleri 

gösterilmiş olmakla birlikte (Karaoz ve diğ., 2010), PAK-MKH’lerde protein 

seviyesinde bu faktörlerin varlığını gösteren bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda, PAK-MKH’lerin sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlarında pluripotensi 

faktörleri olarak bilinen OCT3/4, c-myc ve Nanog proteinlerinin varlığı ve uygulanan 

deney şartlarında bu transkripsiyon faktörlerinin seviyelerinde meydana gelen 

değişiklikler araştırılmıştır. Beklenen bir sonuç olarak kontrol grubundaki 

farklılaşmamış PAK-MKH’lerde her üç transkripsiyon faktörünün de farklılaşan 

gruplara göre çok daha yüksek oranda bulunduğu ve farklılaşma ile orantılı olarak bu 

faktörlerin seviyelerinde belirgin bir azalmanın meydana geldiği tespit edilmiştir. 

OCT3/4 ve Nanog’un sitoplazmik ve nuklear protein oranlarının birbirine yakın olduğu, 

ancak, c-myc’in nüklear fraksiyonda daha fazla bulunduğu tespit edilmiştir. Bu bulgu 

PAK-MKH’lerin pluripotent karakterinin korunmasında OCT3/4 ve Nanog’un c-myc’e 

göre daha etkin rol oynadığını düşündürmektedir. Genel olarak bu üç pluripotensi 

faktörünün sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlardaki seviyelerinde meydana gelen 

değişimler paralel olmakla birlikte, tek istisna olarak c-myc’in glukoz uygulanan grubun 

nuklear fraksiyonundaki artış dikkat çekicidir. C-myc büyüme faktörü reseptörü 

sinyalinden aldığı uyarıyla glikoz alımı ve glikoliz ile ilgili genlerin ekspresyonunu 

düzenler ve genel olarak hücre proliferasyonuyla dolayısıyla kök hücre karakterlerinin 

devamlılığıyla ilişkilendirilir (Vadlakonda ve diğ., 2013). Glikoz uygulanan PAK-

MKH’lerdeki ROS seviyelerinin VPA uygulanan gruplardakine oranla daha düşük 

olması bu grupta glikolizin artmış olabileceğini ve c-myc’in bu noktada fonksiyonel 

olabileceğini düşündürmektedir.  

Diğer taraftan c-myc, OCT4, Nanog ve Klf4 ile birlikte somatik hücrelerin yeniden 

programlanarak uyarılmış pluripotent kök hücreler (iPS)’e dönüşmesinde anahtar rol 

oynamaktadır. Söz konusu yeniden programlama DNA metilasyonunda ve histon 

örüntüsünde, yani kromatin yapısında bir takım epigenetik değişimleri gerektirir. C-myc 

temelde diğer üç faktörün bağlanamadığı bazı gen bölgelerine bağlanır ve üçüyle 

dengeli bir biçimde özgün DNA bölgelerindeki metilasyonu azaltır ve kromatin 

değişimlerine neden olur (Scheper ve Copray, 2009). Bu durum hücrenin daha ileri bir 

programlanma düzeyine geçişini sağlar ve hücre artık kendi programlama faktörlerini 
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kullanarak otomatik olarak programlamayı sürdürür; dışarıdan verilen genler ise 

baskılanır. Bu açıdan bakıldığında glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin nuklear 

fraksiyonunda c-myc seviyesinin artmış olması gen ekspresyonunun artmasına ve 

dolayısıyla farklılaşmaya zemin hazırlanmasına neden olmuş olabilir. Yeniden 

programlama çalışmalarında fare fibroblastlarında VPA’nın c-myc yokluğunda bu 

pluripotensi faktörünün yerini alarak etkin bir programlama yapmaya yardımcı olduğu 

gösterilmiştir (Huangfu ve diğ., 2008). Bu bulgu VPA uygulanan PAK-MKH’lerin 

nuklear fraksiyonundaki c-myc seviyelerinin daha düşük olma sebebini açıklar 

niteliktedir. VPA uygulanan hücrelerde histon asetilasyonu sağlanarak kromatin 

açılması gerçekleşebildiğinden hücreler c-myc’ten bağımsız olarak farklılaşmaya 

gidebilmektedir.  

Kök hücre biyolojisinde oldukça dikkat çeken ve nispeten yeni bir çalışma alanı olarak 

karşımıza çıkan miRNA'ların kök hücrelerin kendini yenileme, özelleşmiş hücre 

hatlarına farklılaşma ve somatik hücrelerin yeniden programlanması da dahil olmak 

üzere, hücre kaderinin belirlenmesinde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Choi ve 

diğ., 2013). Bu işlevler miRNA'lar ve transkripsiyon faktörlerini içeren belirli bir gen 

ekspresyon programı tarafından sıkı bir şekilde düzenlenir. Kök hücrelerin pluripotent 

karakterinin korunabilmesi için, belirli miRNA'lar farklılaşmayı ilerleten transkripsiyon 

faktörlerini baskılarken, bazı miRNA’lar ise kendini yenilemeyi sağlayan transkripsiyon 

faktörlerinin uyarılmasını sağlar. Kök hücre kaderinin yönlendirilebilmesi için doğal 

miRNA'lar benzer bir şekilde küçük moleküller üretilip kullanılabilir. Bu anlamda doğal 

ve sentetik bazı küçük moleküller izole edilmiş veya sentezlenmiştir.  

Çalışmamızda dört adet miRNA grubu oluşturulmuş ve uzun süreli glukoz ve/veya VPA 

uygulanarak β-hücrelerine farklılaşmaları sağlanan PAK-MKH örneklerinde bu 

miRNA’ların ekspresyon seviyelerindeki değişimler araştırılmıştır. Bu dört grup 

miRNA aşağıda listelenmiştir. 

 1-HDAC’lar ile ilişkili miRNA’lar: miR-19b (Lepore ve diğ., 2013), miR-146a 

(Wang ve diğ., 2013), miR-206 (Smirnova ve diğ., 2014), miR-449a (Poddar ve diğ., 

2016). 
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 2- Pluripotensi faktörleri ile ilişkili miRNA’lar: miR-134 (Zhang ve diğ., 2016), 

miR-181a1/2 (Judson ve diğ., 2013), miR -296 (Wang ve diğ., 2015), miR-433 (Guo ve 

diğ., 2014). 

 3- Pankreas gelişimi ve kompenzasyon ile ilişkili miRNA’lar: miR-7 (Rosero ve 

diğ., 2010), miR-15b, miR-16 (Joglekar ve diğ., 2007), miR-18a (Yang ve diğ., 2012), 

miR-30d (Tang ve diğ., 2009), miR-92b, miR-99b (Rosero ve diğ., 2010), miR-124 

(Zou ve diğ., 2014), miR-142-5p (Sladitschek ve diğ., 2015), miR-184 (Nesca ve diğ., 

2013), miR-187 (Rosero ve diğ., 2010), miR-195 (Joglekar ve diğ., 2007), miR-338, 

miR-342, miR-494, miR-503-5p, miR-3545 (miR-203b), let-7a2, let-7a2-1, let-7d, let-7f 

(Rosero ve diğ., 2010). 

 4- β-hücre fonksiyonu ile ilişkili miRNA’lar: miR-24 (Melkman-Zehavi ve diğ., 

2011), miR-26a (Walker, 2014), miR-30a (Kim ve diğ., 2013), miR-124a (Joglekar ve 

diğ., 2007), miR-145 (Kang ve diğ., 2013), miR-148b (Melkman-Zehavi ve diğ., 2011), 

miR-335 (Vienberg ve diğ., 2016), miR-375’tir (Kang ve diğ., 2013). 

Kısmi pankreatektomi sonrası rejenere olan pankreas dokusunda yapılan global miRNA 

profilleme sonuçları miR-15a, miR-15b, miR-16 ve miR-195 olmak üzere 4 miRNA’nın 

ekspresyon seviyelerinin bu süreçte yükseldiğini göstermiştir. Bu dört miRNA’nın da 

Nrg3 mRNA’sını hedeflediği tahmin edilmektedir, buradan yola çıkılarak bu 

miRNA’ların Nrg3 transkripsiyon faktörünün posttranslasyonel düzenlenmesine katkıda 

bulunabileceği düşünülebilir (Joglekar ve diğ., 2007). Aslında, hastada Nrg3’ün geçici 

ifadesi adacıklar içindeki endokrin hücre alt tiplerinin farklılaşması için gerekli olan 

progenitör hücrelerin yönlendirilmesini sağlayacak olan transkripsiyon faktörlerinin 

fonksiyonuna izin verilmesi açısından çok önemlidir. “Genel Bilgiler” alt başlığında 

detaylı bir şekilde bahsedildiği gibi progenitör hücrelerde Nrg3’ün geçici ekspresyonu 

adacıkların içinde konumlanan endokrin hücre alt tiplerine farklılaşma için gereken 

transkripsiyon faktörlerinin işlevine izin verilmesi açısından çok önemlidir. 

Çalışmamızda literatürde ilk defa PAK-MKH’lere 20 gün süreyle VPA ve VPA+glukoz 

uygulanması sonucu miR-15b’nin gen ekspresyon seviyelerinde bir artış olduğu, ancak 

bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olmadığını tespit ettik. Bu gruplarda aynı zamanda 
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yüksek oranda β-hücre farklılaşması olduğunu kaydettik. Bulgularımız in vivo 

koşullarda gerçekleştirilen pankreas rejenerasyonu bulgularına parallelik 

göstermektedir.  

En yüksek oranda β-hücre farklılaşması tespit edilen deney grubumuz olan 20 gün 

süreyle VPA uygulanan hücrelerde istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış gösteren 

4 adet miRNA olduğu kaydedilmiştir. Bu miRNA’lar miR-18a, miR-184, miR-335 ve 

miR-433-5p’dir. Bu miRNA’lardan miR-18a ve miR-184 pankreas gelişimi ile; miR-

335 β-hücre fonksiyonu ile; miR-433-5p ise kök hücre potensisi ile ilişkilidir.  

Bazik helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon faktörü Ptf1a pankreatik gelişim 

aşamasında rol oynar. Erken pankreas gelişimi sırasında, Ptf1a düşük seviyelerde, 

tercihen, endokrin hücrelerine pankreatik progenitör hücrelerinin farklılaşmasını teşvik 

ederken, yüksek düzeyde pankreas progenitörlerin ekzokrin hücrelere yönlenmesine 

neden olmaktadır. Yetişkinlerde ise Ptf1a pankreas asinar hücreleri tarafından ekzokrin 

enzimlerin üretimi için gereklidir. Pankreatik progenitörlerde ve asinar hücrelerde Ptf1a 

ifadesinin miR-18a tarafından Ptf1a mRNA’sının 3'UTR bölgesinden bağlanarak 

bastırıldığı gösterilmiştir (Yang ve diğ., 2012). 

MiR-184 insülin direnci durumunda β-hücre kütlesi artışı yani kompenzasyonun 

düzenlenmesi için önemlidir (Tattikota ve diğ., 2014). Pankreatik adacıklarda miR-

184’ün hedefi olan Ago2, mRNA'ların hedeflenmesi için gerekli olan RNA kaynaklı 

susturma kompleksinin bir parçasıdır. Ago2’nin kaybı miR-375’in hedeflerinin ifadesini 

artırarak insülin direncine yanıt olarak gelişen β-hücrelerinin kompensatuvar artışını 

engeller (Tattikota ve diğ., 2013 ve 2014). İlginç bir şekilde, miR-184 insüline dirençli 

fare ve insanların adacıklarında baskılanmıştır, bu durum Ago2’nin artan ekspresyonu 

ile sonuçlanır ve kompensatuvar β-hücresi artışı baskılanır (Tattikota ve diğ., 2014). 

Ob/ob diyabetik farelerde miR-184’ün fazlaca ifade ettirilmesi sonucu Ago2 düzeyleri 

azalır ve kompensatuvar β-hücre artışı baskılanır. Bununla birlikte, normal veya 

insüline dirençli durumlarıda miR-184 seviyelerini düzenleyen tam mekanizma 

bilinmemektedir. Çalışmamızda elde edilen bulgular yukarıda bahsi geçen sonuçlar ile 

ters düşmektedir. Bulgularımıza göre VPA uygulanan gruplarda yüksek düzeyde β-
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hücre farklılaşmasının varlığı öne çıkmaktadır ve miR-184’ün ekspresyonundaki artış 

hücre farklılaşması ile paraleldir. Bu farklılığa sebep olabilecek ilk akla gelen farklılık 

şüphesiz ki deney modellerindeki farklılıktan kaynaklanmaktadır. İnsülin dirençli 

adacıkların totali ile yapılan çalışmalar adacıklardaki değişik tip hücrelerin miR-184 

seviyelerini gösterirken, çalışmamızda olduğu gibi tek hücre kültüründe yalnızca PAK-

MKH türevli hücrelerdeki miR-184 seviyeleri gözlenebilmektedir. Farklı sonuç 

doğurabilecek diğer nokta epigenetik regülasyonunun değişmesine neden olan bir 

maddenin uygulanmış olmasıdır. Ancak, yalnızca glukoz uygulanan grupta da kayda 

değer bir β-hücre farklılaşmasının olduğu ve buna istatistiksel olarak anlamlı olmayan 

fakat belirgin bir miR-184 artışının eşlik ettiği göz ardı edilmemelidir. VPA+G 

uygulanan grupta belirlenen β-hücre farklılaşması düzeyi yalnızca VPA uygulanan 

gruptakinden düşük olmakla birlikte yalnızca glukoz uygulanan gruba göre yüksektir. 

Bu noktada VPA varlığında glukozun miR-184 ekspresyon seviyelerini baskılayıcı 

etkisinin olma olasılığı ortaya çıkmaktadır. Oysa ki yalnızca VPA uygulanan grupta 

miR-184 seviyelerindeki artış istatistiksel olarak anlamlılık gösterirken en yüksek β-

hücre farklılaşması da bu grupta gözlenmiştir. Sonuç olarak, miR184’ün düşük 

seviyelerde β-hücre farklılaşmasını nispeten baskılarken, daha yüksek seviyelerde bu 

süreci ilerletmesi olasıdır.   

MiR-335, β-hücre farklılaşmasından ziyade β-hücre fonksiyonu ile ilişkilidir. Bir 

çalışmada β-hücre fonksiyon bozukluğu olan bir tip 2 diyabet modeli olarak kullanılan 

Goto Kakizaki (GK) sıçanlardan adacıklar izole edilmiştir. Bu adacıklarda miR-335 

ekspresyonunun arttığı ve hedeflerinin insülin ekzositozu ile ilişkili moleküllerin  olan 

Stxbp1, Syt11 ve Snap25’in mRNA’ları olduğu tespit edilmiştir (Esguerra ve diğ., 

2011). Ayrıca, miR-335’in fazla ekspresyonu glukoz ile uyarılan insulin sekresyonunda 

azalmaya ve depolarizasyon ile uyarılan insulin ekzositozunun azalmasına yol açar 

(Salunkhe ve diğ., 2015). β-hücre farklılaşması tespit ettiğimiz VPA uygulanan 

gruplarda glukoz ile uyarılan insülin sekresyonuna yanıtsızlık miR-335 

ekspresyonundaki artış ile paraleldir. Literatürde var olan bulgular göz önüne 

alındığında PAK-MKH’lere VPA uygulanmasıyla farklılaşan β-hücrelerindeki 

fonksiyon kaybının artan miR-335 ifadesinden kaynaklanabileceği düşünülebilir. 
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Mir-433-5p ve β-hücre farklılaşması ilişkisi henüz bilinmemekedir. Guo ve arkadaşları 

(2014) insan plasentası kaynaklı mezenkimal kök hücreleri tek tabakalı ve üç boyulu 

sferoid kültür şartlarında epigenetik değişiklikler ve özellikle pluripotensi genlerini 

hedefleyen miRNA değişimleri açısından kıyaslayan bir çalışma yapmışlardır. Sonuç 

olarak üç boyutlu sferoid hücrelerin pluripotent özelliklerinin ve nöronal hücrelere 

farklılaşma kapasitelerinin çok daha yüksek olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca, bu 

değişikliklere uygun olarak, kök hücre potensisinin devamlılığında rol alan içinde miR-

433’ün de yer aldığı bazı miRNA'ların sentezleme seviyelerinin yükseldiğini ve Oct4, 

Sox2 ve Nanog'un promotör bölgelerinde H3-K9 asetilasyon düzeylerinin de arttığını 

tespit etmişlerdir. Bu sonuçlardan yola çıkarak sferoid kültürün insan mezenkimal kök 

hücrelerinin potensisini artırdığını ve pluripotent genlerin epigenetik durumunu 

değiştirdiğini belirtmişlerdir. miR-433’ün pontensiyi pozitif yönde etkilediği fikrini 

destekleyen bir başka çalışma Kim ve arkadaşları (2013) tarafından gerçekleştirilmiştir. 

Bu çalışmada C3H10T1/2 mezenkimal hücre hattında miR-433’ün östrojen reseptörü ile 

ilişkili reseptör gama ile baskılanmış farklılaşmaya aracılık ettiği tespit edilmiştir.  

İlginç olarak bizim çalışmamızda β-hücre farklılaşması tespit edilen tüm gruplarda miR-

433-5p’nin ekspresyonunda artış gözlenirken, bu artış yalnızca farklılaşmanın en 

yüksek olduğu VPA uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlıdır. VPA’nın 

epigenetik regülasyonda çok önemli bir rol oynadığı bilinen sınıf I HDAC’ları inhibe 

ettiği göz önünde bulundurulduğunda miR-433-5p’nin histon asetilasyonu ile ilişkili bir 

mekanizma üzerinden β-hücre farklılaşmasına neden olabileceği düşünülebilir. 

Yalnızca VPA uygulanan deney grubundan sonra yüksek derecede β-hücre farklılaşması 

tespit edilen deney grubu olan 20 gün süreyle VPA+glukoz uygulanan hücrelerde 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış gösteren 2 adet miRNA olduğu 

tespit edilmiştir. Bu miRNA’lar miR-30d ve miR-19b’dir. MiR-30d pankreas gelişimi 

ile ilişkilendirilirken, miR-19b HDAC’lar ile ilişkilidir. Ayrıca bu grupta pankreas 

gelişimi ile ilişkili olduğu düşünülen miR-503 seviyelerinde anlamlı bir azalma 

meydana gelmiştir.  

MiR-30 ailesinin üyeleri, insan fetal pankreasında yüksek oranda üretilip epiteliyal-

mezenkimal geçiş ile ilişkilidirler (Joglekar ve diğ., 2009; Ozcan, 2009). Bu miRNA’lar 
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vimentin ve Snail1 gibi mezenkimal mRNA’ları inhibe edip pankreatik mezenkimal kök 

hücrelerin insülin üreten hücrelere değişmesine olanak tanırlar (Joglekar ve diğ., 2009). 

Bu aileden miR-30d’nin, β-hücresi transkripsiyon faktörü olan MafA’yı düzenlediği 

fakat Pdx-1 ve NeuroD1’e etki etmediği gösterilmiştir (Tang ve diğ., 2009; Zhao ve 

diğ., 2012). MiR-30d, MafA seviyesini ve insülin geninin transkripsiyonunu artırmıştır. 

İnsan pluripotent kök hücrelerden (hPSCs) insülin üreten β-hücrelerine farklılaşma 

aşamalarında da miR-30d’nin seviyesinin arttığı gösterilmiştir. Çalışmamızda, yalnızca 

VPA veya glukoz uygulanan gruptan farklı olarak VPA+G uygulanan hücrelerde miR-

30d ekspresyonunun anlamlı olarak arttığı tespit edildi. Bu grupta β-hücre 

farklılaşmasının yalnızca VPA uygulanan gruba göre nispeten düşük olması bahsi geçen 

çalışmaların aksine miR-30d’nin PAK-MKH’lerin β-hücre farklılaşması üzerinde 

baskılayıcı bir etki gösterebileceğini düşündürmektedir.  

miR-19b’nin sınıf I ve II HDAC inhibitörü Vorinostat uygulanan akut myeloid lösemi 

hücrelerinde artış gösterdiği bildirilmiştir (Lepore ve diğerleri, 2013). Ancak,  bu 

çalışmadan başka miR-19b’nin HDAC ile ilişkisini gösteren bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Ayrıca, miR-19b’nin pankreatik progenitör hücrelerde yüksek seviyede 

ifade edildiğini ve bu miRNA’nın NeuroD1 mRNA’sının 3’ UTR bölgesini 

hedefleyerek bu transkripsiyon faktörünün protein ve mRNA düzeylerini azaltığını 

göstermişlerdir. MiR-19b’nin MIN6 hücrelerinde ins1 ekspresyonunu inhibe ederken, 

ins2’yi etkilemediği ve pankreas progenitör hücrelerinin proliferasyonu üzerinde çok az 

etkisi olduğu da gösterilmiştir. Bu sonuçlar, miR-19b’nin transkripsiyon faktörü 

NeuroD1’i hedefleyerek Ins1 ifadesini azaltarak β-hücre farklılaşmasını ve 

fonksiyonunu düzenleyebildiğini göstermektedir (Zhang ve diğ., 2011). Çalışmamızda, 

PAK-MKH’lere VPA ile birlikte glukoz uygulanmasının yalnızca VPA veya glukoz 

uygulanmasından farklı olarak β-hücre farklılaşmasına neden olduğu tespit edilmiştir. 

Bu grupta β-hücre farklılaşmasının yalnızca VPA uygulanan gruba göre nispeten düşük 

olması bahsi geçen çalışmaların sonuçlarına benzer olarak miR-19b’nin PAK-

MKH’lerin β-hücre farklılaşması üzerinde baskılayıcı bir etki gösterdiğini 

düşündürmektedir.  
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MiR-503’ün hem diyabetik, hem de obez bireylerin serumunda kontrollere göre anlamlı 

derecede düşük olduğu tespit edilmiştir (Pescador ve diğ., 2013). Diğer taraftan, HDAC 

ve NF-κB sinyalinin epitel hücrelerinde mikrobiyal uygulamaya cevaben miR-424 ve 

miR-503’ün baskılanması yoluyla CX3CL1 ekspresyonunun düzenlendiği bildirilmiştir 

(Zhou ve diğ., 2013). Çalışmamızda, miR-503 ekspresyonunda VPA+glukoz grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı, yalnızca VPA uygulanan hücrelerde ise anlamlı olmayan  bir 

düşme tespit edilmiştir.  Bu grupta β-hücre farklılaşmasının yalnızca VPA uygulanan 

gruba göre nispeten düşük olması bahsi geçen çalışmaların sonuçlarına benzer olarak 

miR-503’ün PAK-MKH’lerin β-hücre farklılaşması üzerinde uyarıcı bir etkisi 

olabileceğini düşündürmektedir.  

Son olarak, yalnızca glukoz uygulanan deney grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış gösteren 2 adet miRNA olduğu kaydedilmiştir. Bu miRNA’lar miR-124 ve miR-

146a’dır. Bu miRNA’lardan miR-124 hücre farklılaşması ile ilişkilendirilirken, miR-

146a HDAC’lar ile ilişkilidir.  

MiR-124 en iyi karakterize edilmiş olan ve en bol eksprese edilen nöronal 

miRNA'lardan biridir (Kim ve diğ., 2004). MiR-124’ün aşırı ekspresyonu nöronal 

belirteçlerin ifadesinin artışı ile sonuçlanır ve buna paralel olarak nöron farklılaşmasının 

göstergesi olan nörit büyümesinin de morfolojik değişiklikler olarak kendini gösterdiği 

belirtilmiştir (Yoo ve diğ., 2011). Omurgalılarda gerçekleştirilen bazı çalışmalarda miR-

124 nöronal farklılaşmanın uyaranı  ve progenitör hücrelerde meydana gelen kendini 

yenilemenin inhibitörü olarak belirlenmiştir (Weng ve Cohen, 2012;. Xia ve diğ., 2012). 

Ancak, miR-124’ün mezenkimal kök hücrelerde nörogenezi nasıl yönlendirdiği 

bilinmemektedir. Çalışmamızda literatürde ilk defa miR-124’ün glukoz uygulanan 

PAK-MKH’lerin β-hücrelerine farklılaşmasına aracılık ettiğini düşündüren bulgular 

elde edilmiştir.  

Araştırmalar histon deasetilaz inhibitörü trikostatin A’nın makrofajlarda NF-kB’nin 

DNA’ya bağlanma aktivitesini artırarak miR-146a’nın transkripsiyonel aktivasyonunu 

düzenlediğini göstermiştir. Bu bulgu, miR-146a’nın sınıf I ve II HDAC'ların 

düzenlenmesinde rol oynadığını düşündürmektedir (Jiang ve diğ, 2012).  MiR-146a’nın 
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β-hücre farklılaşması ile olası ilişkisine dair literatürde açık bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Yapılan bir kaç çalışmada diyabetik bireylerin kanında dolaşan miR-

146’nın varlığının belirlenmesi bu miRNA’nın tip 2 diyabetin tanısı için 

kullanılabilecek bir biyobelirteç olabileceğini düşündürmüştür (Chien ve diğ., 2015). 

Çalışmamızda, literatürde ilk defa miR-146a’nın glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin β-

hücrelerine farklılaşmasına aracılık ettiğini düşündüren bulgular elde edilmiştir. 

VPA+G ve yalnızca VPA uygulanan gruplar miRNA ekspresyon seviyeleri bakımından 

kıyaslandığında anlamlı bir farklılık gözlemlenmezken, VPA+G ve yalnızca G 

uygulanan gruplar kıyaslandığında miR-30d seviyelerinde belirgin bir artış, buna karşın 

miR-124 seviyelerinde anlamlı bir azalma olduğu tespit edilmiştir. İlginç olarak her iki 

miRNA da pankreas gelişimi ile ilişkiliyken seviyelerindeki değişiklikler birbirleriyle 

zıttır. VPA+G grubunda tespit edilen β-hücre farklılaşma oranı yalnızca glukoz 

uygulanan gruptan daha düşük olduğundan, bu sonuç VPA+G grubunda miR-30d’nin β-

hücre farklılaşmasının baskılanmasına katkıda bulunurken, miR-124’ün farklılaşmayı 

desteklediğini düşündürmektedir. 

Sonuçlar: 

Çalışmamızda 20 gün süreyle 25mM glukoz, 1mM VPA ve 1mMVPA+25mM glukoz 

PAK-MKH’lere uygulanmış ve bu maddelerin PAK-MKH’leri β-hücrelerine 

farklılaştırma potansiyelleri araştırılmıştır. Sonuç olarak,  

1. İnsülin
+ 

hücre sayılarına göre β-hücre farklılaşma oranlarının VPA>G>VPA+G 

sıralamasında olduğu belirlenmiştir.  

2. ROS seviyelerinin VPA>VPA+G >G sıralamasında olduğu belirlenmiştir. Bu 

bulgu yalnızca VPA uygulamasının en yüksek oranda β-hücre farklılaşmasına 

neden olduğu bulgusunu desteklemektedir. 

3. Β-hücre farklılaşmasında ve fonksiyonlarının devamlılığının sağlanmasında rol 

oynayan faktörlerin gen ekspresyon seviyelerine göre PAK-MKH’lerin β-

hücrelerine farklılaşma evrelerinin VPA+G grubunda en ileri, G grubunda ise en 

erken kademede olduğu düşünülmektedir.  
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4. VPA ve/veya glukozun PAK-MKH’lere uygulanmasıyla oluşan β-hücreleri 

yükselen glukoz seviyelerine yanıt vermekte yetersizdir, bir başka deyişle 

fonksiyonel değildirler. 

5. PAK-MKH’lerin pluripotensisindeki baskılanma oranlarının VPA>VPA+G >G 

sıralamasında olduğu OCT3/4, c-myc ve Nanog seviyelerindeki azalmanın hem 

sitoplazmik hem de nuklear fraksiyonda tespit edilmesi ile belirlenmiştir. Tek 

istisna yalnızca glukoz uygulanan PAK-MKH’lerde tespit edilen c-myc 

seviyesindeki yükselmedir. Glikoz uygulanan PAK-MKH’lerdeki ROS 

seviyelerinin VPA uygulanan gruplardakine oranla daha düşük olması bu grupta 

glikolizin artmış olabileceğini ve c-myc’in bu noktada fonksiyonel olabileceğini 

düşündürmektedir. 

6. Sitoplazmik ve nuklear HDAC1 ve 3 seviyelerinin G>VPA>VPA+G 

sıralamasında olduğu belirlenmiştir. Bu bulgu glukozun HDAC1 ve 3 üretimini 

değiştirmediğini, ancak VPA’nın bu etkiyi baskıladığını göstermektedir. 

7. H3K9-Ace ve H4K12-Ace seviyelerinin VPA>VPA+G>G sıralamasında iken; 

H3K9-Met seviyelerinin G>VPA+G>VPA sıralamasında olduğu belirlenmiştir. 

Bu bulgu beklendiği üzere PAK-MKH’lere VPA uygulamasının histon 

asetilasyonunu arttırırken, histon metilasyonunu baskılayarak kromatinin 

açılmasına ve farklılaşma ile ilgili genlerin anlatımına izin verilmesi yoluyla β-

hücre farklılaşmasına neden olduğunu göstermektedir. 

8. Yalnızca glukoz uygulanan grupta kontrol gruba kıyasla miR-124 ve miR-

146a’nın ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir artış gözlemlenmiştir. 

9. Yalnızca VPA uygulanan grupta kontrol gruba kıyasla miR-18a, miR-335, miR-

184 ve miR433-5p’nin ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir artış 

gözlemlenmiştir. 

10. VPA+G uygulanan grupta kontrol gruba kıyasla miR-30d ve miR-19b’nin 

ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir artış gözlemlenirken, miR-503’ün 

ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir azalma olduğu tespit edilmiştir. VPA+G ve 

yalnızca VPA uygulanan gruplar miRNA ekspresyon seviyeleri bakımından 

kıyaslandığında anlamlı bir farklılık gözlemlenmezken, VPA+G ve yalnızca G 
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uygulanan gruplar kıyaslandığında miR-30d seviyelerinde belirgin bir artış, buna 

karşın miR-124 seviyelerinde anlamlı bir azalma olduğu tespit edilmiştir. 

11. Bu çalışmada, PAK-MKH’lerin β-hücrelerine farklılaşmasını kontrol eden 

epigenetik mekanizmaların aydınlatılmasına önemli katkılar sağlanmıştır. Sınıf I 

HDAC’ların PAK-MKH’lerin β-hücrelerine farklılaşmasını düzenleyen önemli 

faktörler olduğu tespit edilmiştir. Bu bulgular VPA ve diğer Sınıf I HDAC 

inhibitörlerinin pankreatik β-hücre havuzunun artırılmasında ve pankreatik 

plastisitenin değiştirilmesinde kullanılabilecek potansiyel ajanlar olabileceğini 

açıkça göstermektedir. Dolayısıyla çalışmamız, β-hücre farklılaşmasının 

kontrolü açısından yeni bir bakış açısı oluşturarak diyabet hastalığının teröpatik 

ve hücresel tedavisi için kullanılabilecek yeni küçük moleküllerin keşfine zemin 

oluşturabilir niteliktedir. 

12. Özellikle VPA+glukozun literatürde ilk defa çalışmamızda tespit edilen doz ve 

sürelerde MKH’lere uygulanması ile erişkin β-hücreleri elde edilip diyabetik 

bireylere transplante edilerek bu hastalığın hücresel tedavisinde kullanılabilir. 

Bu noktada, çalışmamızda yeni bir β-hücre farklılaştırma protokolü önerilmiştir. 

13. Uzun süre VPA kullanımının küçük yaştaki epilepsi hastalarında insülin direnci 

ve tip 2 diyabet gelişimine neden olduğu bilinmektedir. İnsülin direncinin 

doğrudan β-hücre kompenzasyonu, bir başka deyişle β-hücre kitlesinin artışı, ile 

ilgili olduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda bahsi geçen in vivo şartların in vitro 

taklit edilmesi yoluyla VPA ile uyarılmış β-hücre kompenzasyonun moleküler 

mekanzimaları literatürde ilk kez araştırılmıştır. VPA ile uyarılan 

kompenzasyonun bu mekanzimada yer alan miRNA’lar gibi anahtar 

moleküllerin hedeflenmesi yoluyla baskılanarak bu ilacın önemli bir yan etkisi 

olan tip 2 diyabet gelişiminin engellenmesi mümkün olabilir. 
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