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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

PANKREATIK p-HUCRE FARKLILASMASINDA BAZI HiSTON
DEASETILAZLARIN ROLU

Ediz COSKUN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Selda GEZGINCI-OKTAYOGLU

Pankreatik gelisim siwrasinda, transkripsiyon faktorleri ekzokrin ve endokrin
farklilasmada o6nemli rol oynarlar. Transkripsiyon faktorlerinin, gorevlerini yerine
getirebilmeleri genin yapisal durumuna baghdir. Epigenetik diizenlenmeyi ortaya
cikaran Onemli enzim gruplarindan bir tanesi olan Histon deasetilaz (HDAC)’lar
pankreas gelisimi sirasinda siiregelen hiicre farklhilagsmasinda ¢ok Onemli roller
istlenirler. Valproik Asit (VPA), smif I HDAC engelleyicisi olarak bilinen kiigiik
molekiil yapisinda kimyasal bir bilesiktir. Bu ¢alismada, pankreatik adacik kaynakli
mezenkimal kok hiicre (PA-MKH)’lere 20 giin boyunca VPA ve/veya glukoz
uygulanarak pankreatik p-hiicre farklilasmasi ve iligkili molekiiler mekanizmanin
arastirtlmas1 amaglanmustir. Calisma kapsaminda literatiirde ilk kez PAK-MKH’lerde
smif I HDAC’larin pluripotensi faktorleri iizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu
faktorler kok hiicre karakterlerinin korunmasi ve fonksiyonlarmm devamliligmin
saglanmasinda temel rol tistlenen Oct %, c-Myc ve Nanog’tur. Ayrica, HDAC lar,
pluripontensi faktorleri, erken pankreatik gelisim, kompenzasyon ve -hiicre fonksiyonu
ile ilgili olmak iizere dort gruptan secilen toplam 39 adet mikroRNA (miRNA)’nin gen
ekspresyon diizeylerindeki degisimler arastirilmistir. HDAC inhibitérlerinin PA-MKH
iizerine etkilerinin daha 6nce arastirilmamis olmasi calismamizin 6zgiinliiglinii acik¢a
ortaya koymaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda PAK-MKH’lere, glukoz ve/veya VPA uygulanarak bu
hiicrelerin B-hiicrelerine farklilagma orani insiilin {ireten hiicrelerin flow sitometrik
yontemle ve ELISA yOntemiyle insiilin sekresyonun Olgiilmesiyle belirlendi. Ayrica
Pdx-1, Pax4, Nkx6.1, Neurogenin-3, ins2 ve Glut-2’nin gen ekspresyonu seviyelerinin
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile Olgiilmesi ile B-hiicre
farklilagmas1 bulgular1 desteklendi. Pluripotent karakter ile ilgili degisiklikleri
inceleyebilmek i¢in, Oct3/4, c-Myc ve Nanog transkripsiyon faktorlerinin
seviyelerindeki degisimler western emdirimi yontemi ile belirlendi. Pankreatik B-hiicre
farklilagsmasinda Onemli oldugunu diisiiniilen smif I HDAC’lardan HDAC1 ve
asetilenmis H3 ve H4 ile metillenmis H3 seviyelerindeki degisiklikler de western
emdirimi  yontemiyle Olgiildii. B-hiicre farklilasmasinda etkili  olabilecegini



diisiindiigimiiz ayn1 zamanda epigenetik siiregte 6nemli rol alan bazt miRNA’larin gen
ekspresyon seviyelerindeki degisimler qRT-PCR yontemi ile belirlendi.

Sonug olarak, bu ¢alisma, PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine farklilagsmasini kontrol eden
epigenetik mekanizmanin aydmlatilmasma Onemli Kkatkilar saglamistir. Smif 1
HDAC’lar ile miR-18a, miR-19b, miR-30d, miR-124, miR-146a, miR-184, miR-335,
miR-433-5p ve miR-503’lin bu farklilasmanin gergeklesebilmesinde rol aldigi tespit
edilmistir. Dolayisiyla, ¢alismamiz B-hiicre farklilagsmasi siirecinin kontrolii agisindan,
yeni bir bakig agis1 olugturarak, hem siireci anlama hem de 6zellikle T2D’nin hiicresel
tedavisi i¢in kullanilabilecek yeni molekiillerin kesfine zemin hazirlayabilecek
niteliktedir.

Haziran 2016, 120 sayfa.

Anahtar kelimeler: B-hiicre farklilagsmasi, glukoz, histon deasetilaz, kompenzasyon,
mikroRNA, pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicre, 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 1 HDACs
inhibitor. In this study, it was aimed to investigate the pancreatic B-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 %, 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 -
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 B-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 B-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 (qQRT-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 | HDACs are
considered important for pancreatic B-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 -cell differentiation and at the
same time in epigenetic stage are determined by gRT-PCR.

Consequently, this study made a significant contribution for illuminating the epigenetic
mechanism that controls the differentiation of PID-MSCs to B-cells. It was determined
that Class | 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 B-cell differentiation process.

June 2016, 120 pages

Keywords:B-cell differentiation, glucose, histone deacetylase, compensation,
microRNA, pancreatic islet derived mesenchymal stem cell, pluripotency, type 2
diabetes,valproic acid.
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1. GIRIS

Diyabet hastaliginin kiiresel artis1 pankreatik [B-hiicre sayisinin artirilmasi veya
rejeneratif biyoloji gibi yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.
Her iki tip diyabet i¢in uygulanmakta olan terapiler arasinda yer alan ekzojen insiilin
veya hipoglisemik ajan uygulamalar1 tedavi edici olmadigindan ve diyabet ile iligkili
ikincil komplikasyonlarm gelismesini engellemede yetersiz kaldigindan son yillarda
arastirmalar hiicresel tedavi ilizerinde yogunlagmaktadir. Hiicresel tedavi i¢cin One
stiriilen uygulama, kadavralarin pankreaslarindan elde edilen B-hiicre sayismin ¢ok az
olmast ve transplantasyon sonrasi immiinreaksiyonlarin gelismesi sebebiyle
kisitlanmaktadir. Son yillarda ¢aligmalar, hastanin kendisinden izole edilen mezenkimal
kok hiicre (MKH)’lerin B-hiicrelerine farklilastirilarak hastaya tekrar transplantasyonu
iizerine odaklanmistir. Hiicre transplantasyonuna alternatif bir yaklasim olarak hastanin
pankreasinda bulunan endojen [-hiicre kiitlesinin biiylime faktorii uygulamalariyla
artirilmasi diistiniilebilir. Her iki yaklasimin uygulanabilmesi i¢in de pankreatik B-hiicre
kiitlesini diizenleyen mekanizmanin aydinlatilmasi1 gerekmektedir. Tip 2 diyabetin
baslangici olarak bilinen kompenzasyon asamasinda hiperglisemi ile paralel olarak
pankreatik adaciklardaki B-hiicrelerinin kiitlesinin de arttigi bilinmektedir. Halen yeni
olusan p-hiicrelerinin kaynagi ve dolayisiyla olusum mekanizmalar1 tam olarak

aydmlatilamamustir.

Son birkag¢ on yil i¢inde, diinya ¢apimnda metabolik hastaliklarin oraninda ciddi bir artis
gbézlemlenmistir. Hareketsiz bir yasam ve sagliksiz beslenme aligkanliklar1 6zellikle
obezite ve Tip 2 diyabet (T2D)’in yiiksek oranda goriilmesine neden olmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) niin verilerine gére 2008 yilinda, diinya ¢apinda 1.4 milyar asir1
kilolu yetiskin bulunmakta ve bunlarmn 500 milyon kadarmin ise obez bireyler oldugu
bilinmektedir. Bu durum, obezite ile iliskili metabolik hastaliklar1 dogru tanimlamanin
T2D’den korunabilmek i¢in ne kadar onemli oldugunu gostermektedir. Obezite ve

T2D’nin ortaya ¢ikmasinda temel rol oynayan pankreas hiicrelerinin olusum siireci, bu



sirecte rol alan sinyal yolaklar1 ve epigenetik faktorlerin iyi tanimlanmasi bu tip

hastaliklarin erken tanisi ve tedavisi i¢in temel olusturacaktir.

Pankreas ekzokrin ve endokrin kisimlardan olusan karma bir organdir. Ekzokrin kisim
sindirim enzimlerini salgilarken, Langerhans adaciklar1 olarak bilinen endokrin kisim
degisik hormonlar salgilar. Her bir adacik, ¢ok sayida 6zellesmis endokrin hiicreden
olusur ve bu hiicreler salgiladiklar1 kendilerine 6zel hormonlar nedeniyle birbirlerinden
ayrilirlar (Bonner-Weir ve dig., 1982). Insiilin salgilayan B-hiicresi, glukagon salgilayan
a-hiicresi, somatostatin salgilayan d-hiicresi ve pankreatik polipeptid salgilayan PP

hiicreleri adaci1g1 meydana getiren dort ana tip 6zellesmis hiicre ¢esididir.

Pankreasin gelisim siireci oldukca karmasiktir. Embriyo gelisimi sirasinda, bagirsaktan
kokenlenen Onciil hiicreler hiyerarsik bir diizen icinde 6zellesmis pankreatik hiicrelere
farklilasarak pankreatik olusumu dogumdan 6nce tamamlar. Kemirgenlerde, B-hiicre
olusumu yenidoganlarda da devam eder fakat anne bakimi ortadan kalktiktan kisa siire
sonra durur (Paris ve dig., 2004; Deltour ve dig., 1991). Herhangi bir ¢evresel stres veya
herhangi bir uyaran, embriyonik ve yenidogan pankreas hiicre gelisimlerini etkileyerek,
Ozellikle endokrin kisim ve B-hiicre fonksiyonunu degistirerek, biiyliyen bireylerin

yasamin ilerleyen sathalarinda ciddi sikintilara yol agar (McMillen ve dig., 2005).

Epigenetik, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan, ama ayni zamanda
kalitimsal olan, gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bilim dalidir. Bu degisiklikler
hiicreyi ya da organizmayi dogrudan etkilemektedir. Epigenetik en temel seviyede
kromatin dilizenlenmesini ve bu kromatin diizenlenmesine neden olan histonlar,
transkripsiyon faktorleri, histon asetilazlar (HAT), histon deasetilazlar (HDAC), histon
metiltransferazlar (HMT) ve mikroRNA’lar (MiRNA) gibi bir¢ok molekiiliin hiicresel

siireclerin diizenlenmesindeki roliinii arastirmaktadir.

Kok hiicre karakterlerinin korunmasida da epigenetik diizenlenmenin énemli oldugu
bilinmektedir. Yamanaka ve arkadaslarinin olgunlagmig somatik bir hiicreyi embriyonik
kok hiicre benzeri hiicrelere doniistiiriirken kullandiklar1 bazi transkripsiyon faktorleri
ile epigenetik siireci degistirerek bu yeniden programlanmay1 basarabilmeleri dikkat

cekicidir (Takahashi ve dig., 2008). Bu transkripsiyon faktorleri Oct4, Sox2, c-Myc ve



KIf4’tiir. Daha sonra bazi aragtirmacilar daha farkl transkripsiyon faktorleri karigimlari
deneyerek yine somatik bir hiicreyi kok hiicre durumuna ¢evirmeyi basardilar. Olusan
bu kok hiicreler, pluripotent yani cogu hiicreye farklilasabilme giiciinii i¢inde barmdiran

hiicrelerdi.

Pluripotent kok hiicreden 6zellesmis bir hiicreye gecis asamasinda da epigenetik siirecin
temeli olan baz1 genlerin acgilmasi bazi genlerin ise kapanmasi olay: yatar. Sonucta tiim
hiicrelerimizde kendine o6zgii kiigiik farkiliklar haricinde ayni genetik bilgi
bulunmaktadir. Fakat viicudumuzda yiizlerce hiicre ¢esidi bulunmaktadir. Bu genlerin
anlatimi veya sessizlestirilmesi isinin biiyiik bir kismini, histonlar ve onlarla etkilesimde

olan HAT, HMT ve HDAC lar gerceklestirirler.

Pankreatik B-hiicre olusumu sirasinda, Pdx-1, Neurogenin3, Nkx6.1, MafA ve NeuroD1
gibi transkripsiyon faktorlerinin ilgili gen bolgelerine baglanip hiicre kaderini belirledigi
bilinmektedir. Bu baglanmanin gergeklesebilmesi i¢in H3K27me3’iin ortamda
olmamasi gerekir. Ciinkii lizin27’den metilenmis Histon H3, bu genlerin kapanmasina
yol agmaktadir (Schaffer ve dig, 2010; Schaffer ve dig., 2013). HDAC’lar da HMT lere
benzer bir ig goriirler. Asetillenmis olan histonun asetil kismini kaldirarak, o histonu
metillenebilme olasihigini  arttirrlar.  Ornegin, Pdx1 transkripsiyonu histon
deasetilasyonu sayesinde azalir. HDACI1 histon asetilasyonunu engeller ve H3K9’un
metillenmesine neden olur (H3K9me2). Pdx1’in baskilanmasina yol agar. Bu durum
VPA, TSA, Sodyum Biitirat gibi histon deasetilaz inhibitorleriyle (HDACI), B-hiicre
farklilasmasmin saglanabilecegini gostermektedir (Park ve dig., 2008). Fakat her zaman
H3-lizin metillenmeleri transkripsiyonel ~baskilanmaya sebep olmaz. Ornegin,
fonksiyonel p-hiicrelerinde H3K4me2 bulunmaktadir (Deering ve dig., 2009).
Hiperglisemi veya endoplazmik retikulum stresi gibi durumlarda, insiilin promotdriinde
bulunan H3K4me2 kaybina, bu da azalan B-hiicre salgilama fonksiyonuna neden
olmaktadir (Evans-Moline ve dig., 2009). Sonu¢ olarak histon asetillenmesinde veya
metillenmesinde hangi histonun ve bu histonun hangi lizininin asetillendigi veya

metillendigi ¢ok 6nemlidir.



Epigenetik siirecin diger 6nemli elemanlarindan birisi de miRNA’lardir. Endokrin hiicre
olgunlasmasinda MiRNA’larin ekspresyon seviyeleri ve etkilesimleri ¢ok Onemlidir.
Ornegin, miRNA olgunlasmasinin 6nemli bir elemani olan Dicer kaybi, endokrin
hiicrelerin kaybina ve ayni sekilde bu endokrin hiicrelerin farklilastign Ngn3™ hiicre
kaybina da neden olur (Kanji ve dig., 2013). Dogal olarak, Dicer, asinar kisim
farkhlasmasi igin de hayati dSneme sahiptir (Prevot ve dig., 2013). Ornegin, miR-7 6zel
olarak, Ngn3" hiicrelerde ve olgun fonksiyonel B hiicrelerinde iiretilen miRNA’dir
(Kredo-Russo ve dig., 2012). MiR-375’in zebra baliklarinda pankreatik gelisim siirecine
katildigin1 ve ¢ok onemli oldugu gosterilmistir (Kloosterman ve dig., 2007). Ayni
sekilde kanda dolasan miR-375’1 T2D belirteci olarak gosteren calismalar da mevcuttur

(Erener ve dig., 2013).

Sonu¢ olarak pankreatik B-hiicre farklilasmasi tek bir yonden bakilamayacak kadar
karmagik bir siirectir. Bu silirecin anlasilmasi obezitenin ve bununla iligkili olarak
kanser ve T2D hastaliklarinin molekiiler mekanizmasmin daha iyi anlasilmasimi

saglayacaktir.
Calismamizin amaglari ve ¢iktilar1 s0yle siralanabilir:
Amaclar

e Pankreatik Adacik Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (PAK-MKH)’e, bir
HDACi olan Valproik Asit (VPA) uygulanmasi sonucu bu hiicrelerin -
hiicrelerine farklilagmasi ile ilgili siiregleri incelemek.

e VPA uygulanmas: sonucunda PAK-MKH’lerin pluripotent karakterinde
meydana gelen degisiklikleri incelemek.

e Bu siireglerde etkili olan bazi histonlarin asetilenmis ve metilenmis formlarini ve
asetillenme iligki olarak bazi HDAC’larm seviyesindeki degisiklikleri
belirlemek.

e Epigenetik diizenlenme pluripontensi faktorleri, erken pankreatik gelisim,
kompenzasyon ve B-hiicre fonksiyonu ile ilgili olmak tizere dort gruptan segilen

miRNA’larin gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerini aragtirmak.



.Ciktilar:

Pankreatik B-hiicre farklilagmasi epigenetik diizenlenmenin 6nemli rol oynadig1 oldukca
karmasik bir siirectir. Giiniimiizde artan obezite ve diyabet oranlar1 diisiiniildiiglinde, bu
karmasikligi ¢ozmeye katkida bulunmak bilim ve insanlik adma biiylik yarar
saglayacaktir. Bu ¢alismada, uygulanan VPA ile, PAK-MKH’lerden B-hiicre olusumu
stiresinde, pluripotensi faktorleri, HDAC’lar, Histonlar modifikasyonlar1 ve iliskili
miRNA’larimn  gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler arastirilacaktir. Bu
calismanin sonuglari, T2D geisiminin ilk ve en uzun asamasi olarak bilinrn
kompenzasyon evresinin ¢ok daha iyi anlagilmasmna olanak saglayarak, bu hastaligin
erken tanis1 ve tedavisi i¢in hedef molekiillerin kesfine ve yeni ilaglarin gelistirilmesine

de yardimc1 olacaktir.

Diger taraftan, uzun siire VPA kullaniminin kiigiik yastaki epilepsi hastalarinda insiilin
direnci ve T2D gelisimine neden oldugu bilinmektedir. VPA ile uyarilan
kompenzasyonun bu mekanizmada yer alan miRNA’lar gibi anahtar molekiillerin
hedeflenmesi yoluyla baskilanarak bu ilacin 6nemli bir yan etkisi olan T2D gelisiminin

engellenmesi miimkiin olabilir. Ayrica, 6zellikle VPA+glukozun literatiirde ilk defa

calismamizda tespit edilen doz ve siirelerde MKH’lere uygulanmasi ile erigkin f-
hiicreleri elde edilip diyabetik bireylere transplante edilerek bu hastaligin hiicresel
tedavisinde kullanilabilir. Bu noktada, ¢alismamizda yeni bir B-hiicre farklilastirma

protokolii Onerilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen tiim bulgular literatiirde ilk kez

tarafimizca yapilan deneylerin sonucu olmasi bakimindan, ¢alismamiz olduk¢a 6zgiin

ve yaygin etkisi yiiksek bir aragtirma niteligindedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. EPIGENETIK

Epigenetik, etimolojik olarak {izerinde, Otesinde anlamina gelen “epi” ve yaratilis,
olusum anlamina gelen “genesis” kelimelerinin birlesiminden olugsmustur. Epigenetik
cesitliligin olusmasini saglayan ana faktdr olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ornek verecek
olursak, pankreatik B hiicresi ile deri hiicresi neredeyse ayni genetik yapiya sahiplerdir.
Ayni genetik yapiya sahip olmalarina ragmen, birinin B hiicresi, digerinin ise deri
hiicresi olmasini saglayan temel mekanizmalardan birisi epigenetiktir. Molekiiler agidan

epigenetik tanimlanmak istendiginde, transkripsiyon siireci iyi bir 6rnek olacaktir.

En temel tanimiyla transkripsiyon, bir DNA kalibindan mesajc1t RNA (mRNA) iiretim
stirecidir. Bu siireg, bir¢ok transkripsiyon faktorii araciligiyla yiiriitiiliir. Kromatinin en
temel alt birimi olan nukleozom, H3/H4 tetrameri ve H2A/H2B dimerleri olan histonlar
iizerinde 146 baz cifti iceren DNA’nin sarilmasiyla olusan yapidir (Ito ve dig., 2000 ).
Histonlar, diger proteinlerden farkli olarak, translasyon siirecinden sonra asetilasyon,
metilasyon, ubikitinasyon gibi bir takim molekiiler siireglerden gegerek aldig: sinyaller
dogrultusunda aktivitesini gdsteren proteinlerdir (Min-Hao Ku ve dig., 1998). Ozellikle,
histonlarin  asetillenmesi ve metillenmesi, niikleozomal yapiy1 degistirerek
transkripsiyonel siirece en basinda etki eder ve bu siire¢ epigenetik degisiklikler olarak
isimlendirilir (Carey N, 2011). Transkripsiyon siirecinde en biiylik engellerden biri,
DNA bdlgesine erisimi kisitlayan bir niikleozomal bariyerin bulunmasidir (Tsuklyama
ve dig., 1997; Grunstein ve dig., 1997). Bu ylizden, DNA’nim histonlar {izerinde sikica
paketlendigi yapida olusabilecek gevseme veya daha fazla sikilasma gibi degisiklikler

transkripsiyonu dogrudan etkilemektedir.

Niikleozomun ana elemanlar1 olan histon proteinlerinin N-terminal ucundan lizin
aminoasitinin metillenmesi ya da asetillenmesi sonucunda DNA yapisi sikilagir ya da
gevser. Genel olarak hem histon proteinlerinin hem de ozellikle DNA’daki CpG
adaciklarinin metillenmesi, trankripsiyonu baskilayici niteliktedir (Cedar ve dig., 2009)



ve bu siireg, histon metiltransferazlar (HMT) araciligtyla yiiritiiliir (Rice ve dig., 2003).
Aksine, histon proteinlerinin asetillenmesi, sikica paketlenmis olan DNA kalibini
gevseterek, transkripsiyonel siirecin baslamasina olanak tanir. Bu siireg, histon asetil
transferaz (HAT)’lar ya da histonlarin iizerindeki asetillenmeyi kaldiran, histon
deasetiltransferaz (HDAC)’larin engellenmesi ile yonetilir. Yani kisaca 6zetlenecek olur
ise, genellikle, histon proteinlerinin metilasyonu o genin anlatim kaybina, asetilasyonu

ise o genin anlatimimin baglamasina neden olur (Sekil 2.1:).

l Muhtemel Transkripsiyon l

Ac¢ilmis Genler

* Aktif (ag1k) kromatin
* Metillenmis Sitozinler
(beyaz daireler)

e Asetillenmis Histonlar

Transkripsiyon faktorleri/
yardimer etkinlestiriciler

Kapanmis Genler

* Sessiz (yogunlagmis) kromatin
o Metillenmis Sitozinler
(kirmizi daireler)

* Asetil Grubu Kaldirilmis Histonlar

1 :

lenmis Transkripsiyon T

Sekil 2.1: HAT, HMT ve HDAC 1 kromatin yapis1 iizerine etkileri 6zetlenmistir
(https://www.wikiwand.com’dan alinmistir).

HAT’lar ve HDAC’lar bir¢ok dokuda sirasiyla gevsek ya da siki kromatin yapilarinin
olusmasma sebep olarak hiicre proliferasyonu ve/veya farklilagsmasini diizenler.
HDAC’lar, dizi benzerligi ve kofaktdr benzerligine gbére 3 gruba ayrilir. Smuf I
HDAC’lar: HDAC 1,2,3,8; Smif II HDAC’lar: HDAC 4,5,6,7,9,10; ve Smif III
HDAC’lar: Sirtuinler’den olusur. Smif I HDAC’lar nukleusta is goriirken, Sif II
HDAC’lar hem sitoplazmada hem de nukleusta is gortir. Smif II HDAC’lar daha kisith
hiicre tipinde (kalp, beyin ve iskelet kasi) eksprese edilir ve Ozgiin transkripsiyon
faktorleriyle baglanti kurabilen N-terminal uzantiya sahiptir, dolayisiyla genom ile
hiicre dis1 ¢evre arasinda baglant1 kuran bir¢ok sinyal iletim yolaginda is goriir (Martin

ve dig., 2007).


https://www.wikiwand.com'dan/

Kiigiik molekiilli HDAC inhibitorleri kromatin etkileri ve hiicre hatt1 6zgilinligi
arasindaki baglantilarin ¢alisilmasinda temel araglardir. HDAC’larin farmakolojik
inhibisyonu kromatinin yeniden modellenmesinin sistematik analizinin yapilmasina ve
deneysel manipulasyonuna imkan saglar (Marks ve dig., 2004). HDAC inhibit6rlerinin
etkileri secicidir (Mariadason ve dig., 2000) ve bu sebeple siklikla HDAC’lar1 6zgiin
olarak inhibe etmek i¢in kullanilirlar (Marks ve dig 2004; Xu ve dig., 2007). Kanser,
diyabet ve kalp hastaliklar1 gibi yaygin hastaliklar ile ilgili c¢alismalarda, HDAC
inhibitorleri (HDAC1) siklikla kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlar;
Valproik asit (VPA) ile MS275 (tercihen Smif I HDAC’lar1 inhibe ederler, Hu ve dig.,
2003) ve Trichostatin A (TSA) ile Sodyum Butirat (NaB) (Sinif I ve II HDAC’lar1
inhibe ederler (Yoshida ve dig., 1990; Davie, 2003). HDAC inhibitdrleri HDAC’larin
incebagirsak (Tou ve dig., 2004), oligodendrosit (Shen ve dig., 2005), néron (Hsieh ve
dig., 2004), adiposit (Yoo ve dig., 2006), osteoblast (Lee ve dig., 2006) ve T-hiicreleri
(Tao ve dig., 2007)’nin farklilagma programlarinin gosterilmesi amaciyla basariyla
kullanilmistir ve bir kanser ilaci olarak da klinik calismalar1 stirmektedir (Minucci.,

2006). (Sekil 2.2:).

a -
AE S Aé Transkripsiyon
AC AC AC
AN I T |
K HDACS S ICAK
| S \__!(1}1‘[
Histon

DNA-Kromatin Durumu

b —m Artmis
[VH_"E. /\q Transkripsiyon
AC Ac Ac AC AC —
r\_/ e [ | [
kKa inhibitor QK"’\ k""\ K™
i —_— pa—

Gevsemis Kromatin

Sekil 2.2: HDAC ve HDAC inhibitorlerinin temsili etki mekanizmasi gosterilmistir (Kazantsev
ve dig., 2008’den alinmigtir).

Epigenetik siireclerin en onemli elemanlarindan biri de mikroRNA (miRNA)’lardir.

miRNA’lar, kodlanmayan RNA’lar olmasmna ragmen bir¢ok biyolojik aktivitede ve



patolojik durumlarda kendini gosterir. miRNA dizileri, gen i¢inde ekzon, intron veya
intergenik alanlarda dagilir. Genellikle RNA polimeraz II sayesinde transkripsiyonlar1
baslar fakat bazi miRNA’larm, RNA polimeraz IIl tarafindan transkripsiyonlari
baglatilir. Ve bunun sonucunda, ilkel miRNA olarak bilinen, 33 baz ciftlik pri-miRNA
olusmus olur. Bu, miRNA’nin dnciil hali olmakla birlikte genellikle 5° ucu metillenmis
ve 3’ ucuna da c¢oklu adenin kalintilar1 eklenmis olarak bulunurlar (Lee ve dig., 2004;
Cai ve dig., 2004). Transkripsiyondan sonra, bir RNA pargalayici olan RNaz III Drosha,
pri-miRNA’nin toka kismmin kokiinden 11 baz ¢iftini kopartir (Blaszczyk ve dig.,
2001). Drosha pri-miRNA’nin yikimmin kolaylagsmasi i¢in iki farkli yol izler. Birincisi
p68 ve p72 gibi RNA helikazlar ve heterojenik niiklear riboniikleoproteinler, digeri ise
mikroiglemci olarak bilinen ve Drosha ve DGCRS tarafindan olusturulan, ¢ift zincirli-
RNA baglanma proteini, C-ucundan Drosha’nin ¢alismasini saglar. Drosha sindirimi
transkripsiyon ile beraber veya alternatif kesim asamalarindan 6nce gergeklesebilir. Bu
sindirimden sonra yaklasik 22 niikleotidi kok kisminda, 48 niikleotidi toka kisminda

olan, bir pre-miRNA olusmus olur (Zeng ve dig., 2003).

Alternatif olarak, bazi bilinen olusum siirecleriyle baglantis1 olmayan, mRNA kesim
islemleri sirasinda agiga ¢ikan miRtrons’lar vardir. Bu molekiiller mRNA’lardan
kesilerek atilmis, intron kisimlarindan olusurlar ve fonksiyonel olarak pre-miRNA’lara
benzerler. Bu nedenle, miRtron’larm olusumu siirecinde, Drosha ile herhangi bir

baglantis1 yoktur (Berezikov ve dig., 2007).

Drosha ile sindirimi takiben, Ran-GTP bagimli ¢ift zincirli RNA baglanma proteini olan
Exportin-5, GTP bagimli bir siireg ile, pre-miRNA’y1 ¢ekirdekten sitoplazmaya tasir (Yi
ve dig., 2003). Exportin-5’in ayn1 zamanda, pre-miRNA’y1 niiklear bozulmadan
korudugu da sdylenebilir. Sitoplazmaya gectikten sonra, diger bir RNaz III olan Dicer,
pre-miRNA’nin toka kismini sindirip kopararak, 22 niikleotidlik ¢ift zincirli bir olgun
miRNA olusumunu gergeklestirir (Gregory ve dig., 2005). Dicer’in olmamasi, miRNA
olgunlagmasina gecilememesine ve buna bagh olarak 6liime yol acar (Bernstein ve dig.,

2003; Davis ve dig., 2008).
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Cift zincirden biri, RNA-uyarmmli susturma kompleksi (RISC)’ne gider. RISC, TRBP,
PACT, Argonaute 2 protein (Ago2) ve Ago2’nin saglam kalmasini saglayan GW182
birimlerinden olusur (Chendrimada ve dig., 2005; Maniataki ve dig., 2005; Daschkey ve
dig., 2013). Iki zincirden hangisinin RISC’e katildig: ile ilgili yaygin goriise gore,
termonidamik olarak saglam olan zincir yerinde kalirken, diger daha az saglam olan
zincir, RISC kompleksine katilir. Geride kalan zincir ise, genellikle bir siire sonra
bozulmaya ugrar. Fakat, bazi caligmalarda, geride kalan miRNA zincirlerinden
(passenger-strand), bir ¢oklarmin da bozulmaya ugramadan, diger RISC kompleksine
katilan kardesi gibi, RISC kompleksine katildiklar1 gozlemlenmistir (Romero-Cordoba
ve dig., 2014). Sonug olarak, bir miRNA dizisinden iki adet olgun miRNA iiretilebilmis
ve tiretilen bu iki olgun miRNA’nm farkli biyolojik hedeflere odaklanmalari s6z konusu

olmustur.

Olusan miRISC kompleksi, mRNA susturmasinda gorev alir. Ago2, GW182, Poly-A
baglanma proteini (PABP), PAN2-PAN3 miRNA aracilit mMRNA susturmasinda merkezi
bir rol istlenirler (Hutvagner ve dig., 2008). miRNA aracili 3 adet mRNA susturma
ihtimalinden bahsedebiliriz. Bunlar, mRNA’y1 dogrudan hedef alarak, baslama ve
uzama donemlerinde protein olusumunu durdurarak ve mMRNA’y1 P cisimciklerine

gotiirerek olusan siire¢lerdir (Eulalio ve dig., 2007; Liu ve dig., 2005) (Sekil 2.3:).
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Sekil 2.3: miRNA olusumu ve mRNA hedefleme durumlar1 6zetlenmistir
(https://krauthammerlab.med.yale.edu’dan alinmistir).
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2.2. PLURIPOTENSI

Pluripotensi, etimolojik kdkenine inildiginde, ¢ok fazla anlamima gelen “plurimus” ve
giice sahip olma anlamina gelen “potens” kelimelerinin birlesiminden olugmustur.
Hiicre i¢in kullanildiginda, bircok sey yapabilme giiciine sahip anlamima gelmektedir.
Bu su anlama gelir, pluripotensiye sahip bir hiicre endoderm, mezoderm ve ektoderm
olarak adlandirilan {i¢ farkli germ tabakasina da farklilagsabilme yetenegine sahiptir.
Endoderm olarak, mide, sindirim kanali ve karaciger; ektoderm olarak, epidermal
dokular ve sinir doku; mezoderm olarak da, kas, kemik, kan ve iirogenital sistem 6rnek
verilebilir. Pluripotent hiicrelere embriyonik kok hiicreler ornek verilebilir. Bunlar

viicudumuzdaki tiim hiicreleri olusturan hiicrelerdir.

2.2.1. Pluripotensi Faktorleri

Son farklilasmasmi tamamlamis, belli bir 6zel géreve sahip olan hiicreyi tekrardan ilk
haline yani pluripotent haline getirme islemine uyarilmis pluripotensi denir. Bundan 10
sene Once, 2006 yilinda, Shinya Yamanaka ve grubu, olgun bir somatik hiicreyi
(fibroblast), 4 adet transkripsiyon faktoriinii kullanarak, pluripotent ge¢misine yeniden
programladi ve bu yonteme de yeniden programlama; olusan hiicreye de uyarilmis
pluripotent kok hiicre adin1 verdi (Takahashi ve dig., 2006). Bu 4 adet transkripsiyon
faktoric Oct4, Sox2, KlIf4 ve c-Myc idi. Daha sonra farkli arastiricilar, farkli
transkripsiyon faktorleri karisimlar1 denediler. Sonug¢ olarak, ¢ok iyi bilinen bu dort
transkripsiyon faktoriine Nanog eklendi. Yapilan ¢alismalarda hangi karsim denenirse

denensin, Oct-4 ve Sox-2’nin hayati oldugu, beraber tiretildikleri anlasilda.

Oct-4, insanda POU5SF1 geninden kodlanan bir proteindir. Bu protein, farklilagmamis
embriyonik kok hiicrelerde, farklilasma olmaksizin kendini yenilemede hayati 6neme
sahiptir. Siklikla, farklilasmamis hiicrelerin genel bir belirteci olarak calismalarda
kullanilir. Oct-4 maternal olarak annenin yumurtasinda aktiftir (Looijenga ve dig.,
2003). Oct-4 geni kaybi, ya da anlatimmnin yok olmasi, aninda hiicre farklilagmasini
uyarir (Zaehres ve dig., 2005). Diger bir deyisle, Oct-4 pluripotensi i¢in olmazsa
olmazdir ve hiicrenin ¢ogalirken farklilasmadan devamliligint saglar. Oct-4, Sox-2 ile

heterodimer olusturur.
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c-Myc, apoptoz, hiicre dongiisii siireci ve hiicresel degisim gibi bir ¢ok alanda etkili
olan, ayn1 zamanda pluripotensiyi saglayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢cok kanser
cesidinde, mutasyona ugramis olarak bulunan c-Myc’in, siirekli anlatimda oldugu
goriildii. Kolon, meme, akciger ve mide kanserlerindeki etkisi gosterildi. Bu yiizden c-
myc birgok anti-kanser ilacinin hedefi olmaktadir. c-Myc’in yaklasik olarak tiim
genlerin %15’in1 transkripsiyona soktugu anlagilmistir. Bu biiylik bir orandir. Bunu,
genlerin enhancer bdlgelerine baglanarak ve genel olarak HATSs iiretimini arttirarak

yaptig1 kesfedilmistir (Claveria ve dig., 2013).

Nanog, farklilasmamis embriyonik kok hiicrelerin ¢ogalirken farklilagmalarinin
engellenmesinde hayati bir dneme sahip olan transkripsiyon faktdriidiir. Insanlarda
Nanog geninden iiretilir. Embriyonik kok hiicrelerde pluripotensiyi korumada Oct-4 ve
c-Myc ile beraber en 6nemlileri olduklar1 diisiiniilmektedir. Kanser gecis calismalar1 ve
ozellikle kanser kok hiicre ¢alismalarinda, siklikla hedef alinan bir transkripsiyon

faktoriidiir (Santagana ve dig., 2006).

2.2.2. Pluripotensinin Epigenetik Mekanizmalarla Diizenlenmesi

DNA metilasyonu zigot doneminde aniden diiser, implantasyona giren blastokistte ise
giderek artar (Sekil 2.4:). Erken donemdeki embriyonun genomu CpG adalar1 disinda
kalan CpG diniikleotidlerinde metilasyon gosterirken, CpG adalarinda metilsizlik veya
hipometilasyon mevcuttur. Buna ek olarak erken embriyoda histon metilasyonu da olur
ve hatta bu DNA metilasyonundan daha 6nce gergeklesir. Ozetle, embriyodaki DNA
metilasyonu non-CpG bolgelerinde gergeklesir ve histon 3’tin 4. Lizinin metilasyonu
(H3K4me) CpG adalarindaki DNA metilasyonunun olusmasini engeller. Buradan
anlagilacagi lizere, DNA metilasyonu ile histon degisimleri farkli kimyasal tepkimeler
ve farkli enzimler sayesinde gerceklesse de, genlerin baskilanmasi s6z konusu
oldugunda bu ikisi arasindaki biyolojik bir iligkinin varligi kaginilmazdir. Erken
embriyo gelisiminde DNA metilasyonu ile histon degisimleri arasinda karsilikli bir
etkilesimin olustugu distiniilmektedir. Histon metilasyonu DNA metilasyon modelini
etkilerken DNA metilasyonu da histon diizenlenisi i¢in bir kalip gérevi yapar. Son
verilere gore histon metiltransferazlar ile DNA metiltransferazlar arasinda dogrudan bir

iliski vardir. Genlerin sessizlestirilmesinde histon {izerinde meydana gelen degisimler
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geri donlisimlii ve zayif bir baski olustururken, DNA metilasyonu kalic1 ve geri

doniisiimsiiz baskiya neden olur (Can, 2014).
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Sekil 2.4: Hiicreler pluripotensi 6zelliklerini kaybettikce daha ¢ok kararlanma ve 6zellesme
stirecine girerler. Pluripotensiyi saglayan etkenler giderek azalir ve bunlarin yerini
Ozellesmis hiicre 6zellikleri alir. Yeniden programlamayla bu 6zellikler geri kazanilir
(kesikli ¢izgi) (Fisher ve Fisher, 2011°den alinmistir).

Kromatin Oriintiisiiyle hiicre islevleri ve dolayisiyla hiicrenin farklilasma durumu
arasinda bir iligki oldugu bilinir (Joffe ve dig., 2010). Farklilasmamis hiicrelerde daha
fazla Okromatin yapis1 goriilir ve H2A ve H3 histonlar DNA’ya daha gevsek
baglanirlar. Bu tiir hiicrelerde genel transkripsiyon faktérii ve kromatin
diizenlenmesinden sorumlu proteinler oldukga fazladir. Embriyonik kok hiicrelerde
kromatin transkripsiyona daha aciktir, niikleaz etkinligi yiiksektir ve H3K4me3 ve
H3K27me3 gibi cok sayida histon degisimi goriiliir (Fisher ve Fisher 2011). Buna

karsin farklilagma yolunda ilerleyen hiicrelerde heterokromatin oriintiisii artar.

Embriyonik kok hiicrelerdeki kromatin, etkinlestirici ve baskilayici olmak tizere bazi
epigenetik isaretler tasir. Bunlara birbirine zit iki islevi olan anlami tasiyan bivalan
bdlgeler ad1 verilir ve gelisimde rol alan ama pek fazla ifadelenmeyen transkripsiyon

faktorlerini kodlarlar. Bu bdlgelerin etkinlik isareti, histon 3’iin 4. Lizin’indeki ii¢ adet
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metilasyon (H3K4me3); baskilayici isareti ise histon 3’tin 27. Lizin’indeki ii¢ adet
metilasyondur (H3K27me3). Bu kromatin bolgelerinin %50°si Oct4, Nanog veya Sox2
icin baglanma bdlgeleri tagir (Can, 2014).

2.3. VALPROIK ASIT (VPA)

Valproik asit (VPA) (2-propil pentanoik asit), kas kasilmalarin1 engelleyen ve duygu
durumunu dengede tutma yetenegine sahip olan bir yag asididir (Henry, 2003). Yaygin
oranda epilepsi ve bipolar hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Bu etkilerini merkezi sinir
sisteminin diizensiz elektriksel aktivitesini azaltarak gerceklestirir. Gastrointestinal
sistemde valproat iyonlarina ayrildiktan sonra, GABA’nin inhibisyonunu engelleyerek,
onun seviyesini yiiksek seviyede tutmus olur ve GABA eksikligi sonucunda goriilen
asir1 endise ve kaygmin giderilmesine bagl olarak etkisini gosterdigi diistiniilmektedir.
Karacigerde tamamen metabolize olur. Molekiiler diizeyde ise etkisini HDAC’larin
inhibisyonu saglayarak, hedef genleri hiperasetillenmis durumda tutarak gdsterir. Sonug
olarak VPA, kromatinin yeniden diizenlemesine neden olarak, epigenetik siiregte
hiicrelerin kaderinin belirlenmesinde ¢ok 6nemli iglevler goriir. Su ana kadar yapilan
calismalarda, VPA’nin, noral hiicre farklilasmasma yol agtigi kesin olarak
kanitlanmistir (Hsley ve dig., 2004; Jeon ve dig., 2013; Almutawaa ve dig., 2014). VPA
epigenetik stiregle iliskili ¢ok etkin bir ajandir ve kanser, tip-2 diyabet, obezite gibi
bircok onemli hastalikla iliskileri gosterilmistir (Khan ve dig., 2016; Shi ve dig., 2016;
Zhao ve dig., 2016). Molekiiler formiilii CgH160, ve molekiiler agirlig1 144.21 g/mol’diir
(Sekil 2.5:).

Sekil 2.5: VPA’nin kimyasal yapis1 resmedilmistir (https://en.wikipedia.org’dan alinmstir).
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2.4. PANKREAS OLUSUM SURECI

2.4.1. Genel Bakis

Pankreas temel besinlerin metabolizmast i¢in hem endokrin hem de ekzokrin
fonksiyonu olan hayati bir organdir. Ekzokrin pankreas, besinlerin sindirilmesinde
temel rol oynayan, asinar ve duktal hiicrelerden meydana gelir. Bu kisimdan
salgilanarak, on iki parmak bagirsagma giden, enzim ihtiva eden pankreatik 6z suyu,
protein, karbonhidrat ve lipidlerin yikimini gergeklestirir. Buna karsin, endokrin
pankreas ise, kana hormonlar salarak kan glukoz dengesinin saglanmasinda gorev yapar.
Endokrin pankreas Langerhans adaciginda konumlanan a (glukagon iiretir), B (instilin
iiretir), 0 (somatostatin iiretir), PP (pankreatik polipeptid iiretir) ve & (ghrelin iiretir)
hiicrelerinden olusur (Shih ve dig., 2012).

Pankreasin endokrin ve ekzokrin kisminin, genel olarak embriyonik gelisim siirecinde
bagirsak endodermindeki progenitor hiicre havuzundan tiirevlendigi bilinir (Gu ve dig.,
2002). Pankreas ilk olarak embriyonik (E) 8.5. giin civarinda, 6nbagirsak endoderminin
karsisinda, kiigiik epiteliyal tomurcuklar seklinde kendini gosterir. E12.5. gline gelene
kadar hiicreler ¢ogalmaya devam ederler. Bu da biiyiimiis bir pankreatik tomurcuk
goriimiine neden olur. Bu erken faz ya da birincil gegis denilen, E12.5. giine kadar olan
stirede, pankreas kendi dallanmis yapisini olusturmaya baslamis goziikmekte olmasina
karsin, hala farklilasmamais hiicreler, ¢ok siki bir sekilde, mezenkimal hiicreler etrafinda

cevrelenmis bir goriiniim sergilemektedir. (Pictet ve dig., 1972).

E12.5. giinden doguma kadar olan siirece ise ikincil gecis denir (Shih ve dig., 2013).
Ikincil ge¢is asamasmndan sonra pankreas, endokrin, asinar ve duktal hiicreleri
olusturmaya baslamis olup, olgun pankreas goriintiisiine neredeyse ulasmis olur. E15.5.
giine gelindiginde, asinar hiicreler iyice dallanmis, duktal kisim olusmus ve endokrin

kiimeler olusmaya baslamistir.

2.4.2. Molekiiler Mekanizma
E.8.5. giinde, pankreatik tomurcuklanma olugsmadan oOnce, bagirsak endoderminin
prepankreatik bolgesinde, dorsal ve ventral olmak {izere iki ayr1 tomurcugun varligi

tespit edilmistir (Slack, 1995). Ventral ve dorsal tomurcuklar birbirlerinden farkli
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yerlerde olsalar da, gelisim siiregleri birbirlerine benzerdir. Retinoik asit (RA), bagirsak
endoderminin yapilanmasinda etkin rol oynar. RA’nin eksikliginin, zebra baliklarinda
pankreasin tamamen olugamamasina, farelerde ise sadece pankreatik dorsal tomurcugun
olusamamasina neden oldugu gosterilmis (Chen ve dig., 2004; Martin ve dig., 2005;
Molotkov ve dig., 2005) ve RA’nin 6zellikle pankreatik dorsal gelisimin 6nemli bir

aracis1 oldugu ortaya konmustur.

Ventral 6n bagirsak endodermi, ventral pankreasi ve karacigeri olusturur (Zorn, 2009).
Bu kisimdan salgilanan FGF ve BMP prohepatik gelisim i¢in hayati 6nem tasimaktadir.
Ventral 6n bagirsak endodermi bu sinyalleri, onu g¢evreleyen kardiyak mezensimden

alir.

Dorsal tomurcuk ise, sinyallerini ayrica endoteliyal hiicrelerden alir. Endotelyum
eksikligi yaratilan farede, erken pankreatik gelisimin durdugu, dolayisiyla bir
pankreasdan s6z edilemeyecegi gosterilmistir (Lammert ve dig., 2001; Yoshitomi ve
dig., 2004). Fakat, zebra baliklarinda yiiriitiilen benzer bir calismada, endoteliyal kisim
olmadan da pankreatik gelisimin sorunsuz bir sekilde gerceklesebilecegi gosterilmistir

(Field ve dig., 2003).

Pankreatik progenitorlerde bircok transkripsiyon faktorii gosterilmesine ragmen, esas
olarak, Pdx1, Ptfla ve Sox9 etkindir (Ahlgren ve dig., 1996; Seymour ve dig., 2007)
Ornegin, Ptfla’nin silinmesi, pankreatik progenitdrlerin baska endodermal soylara
dogru gelismesine neden olur (Burlison ve dig., 2008). Ayrica, Ptfla ve Pdx1 disaridan
duedonal prekiisorlere aynt anda uygulandiginda onlar1 pankreatik prekiirsorlere

cevirebilme yetenegine sahip olduklar1 da gosterilmistir (Afelik ve dig., 2006).

Bunlara ilave olarak, tiim erken pankreas gelisim transkripsiyon faktorlerinin, ileriki
gelisim igin gerekli oldugu akildan ¢ikarilmamalidir (Pan ve dig., 2011). Ornegin, Tcf2
ve Ptfla Onecut-1’e bagimliyken, Onecut-1 ekpresyonu da Tcf2 ve Ptfla’ya bagimhidir
(Thompson ve dig., 2012). Benzer karsilikli etkilesimler, Sox9, Pdx1, Hesl ve Ptfla
arasinda da gosterilmistir (Ahnfelt-Ronne ve dig., 2012; Hale ve dig., 2005).
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Hesl ve Sox9, Notch sinyali ile diizenlenir (Kageyama ve dig., 2007). Bu da Notch
sinyalinin erken pankreatik gelisim i¢in hayati oldugunu gosterir. Notch geni tasimayan
bir farede, erken pankreas gelisiminden Oteye gecilememesi bunun bir gostergesidir
(Fujikura ve dig., 2006). Hesl geninin silinmesi sonucunda hiicre ¢ogalmasi inhibitorii
olan p57’nin pankreatik progenitorlerde arttigi gézlemlenmistir. Bu da neden Notch
geni silindiginde erken pankreastan herhangi bir gelisim olmadigmni ag¢iklamaktadir.
Kisacas1 Notch ile hiicre dongiisii ve transkripsiyon faktorleri arasinda ¢ok siki bir iligki

vardrr.

Notch sinyalinin epitelyumdan gelmesine karsm, pankreatik gelisim ayrica onu
cevreleyen mezensimden aldigi sinyallerle de kontrol edilir. Burada en iyi bilinen
mezensimal sinyal FGF yolagidir. Birincil gecis evresinde, FGF10 yiiksek oranda
pankreatik mezensimde {iretilmektedir (Bhushan ve dig., 2001; Dichmann ve dig.,
2003). FGF10 hiicre ¢ogalmasinda ve erken pankreatik tomurcuk gelisimini devam
ettirmede ¢ok Onemlidir. Ayrica FGF10, epitelyumdaki Ptfla ve Sox9’u da
diizenleyerek, aslinda genel gelisim icin en az Notch kadar etkili oldugunu bizlere

gostertir.

Erken pankreatik mezensimal doku kaynakli olmas1 muhtemel olan iki 6nemli protein
daha vardir. Bunlar, Wnt ve BMP’dir (Jonckheere ve dig., 2008). Hala tam olarak
nereden salgilandiklar1 bilinmese de, mezensim tarafindan salgilandiklar1 ¢ok daha olas1

goriilmektedir.

2.4.3. Tip ve Trunk Hiicreler

Birincil gegis sirasinda pankreatik tomurcuk hala makroskobik diizeye ulasamamis ve
pankreas olusumu i¢in gerekli olan hiicreleri heniiz verememistir. Bu asamada
pankreatik tomurcukta konumlanan hiicrelerin neredeyse hepsi, olgun hiicreleri
olusturacak olan progenitor hiicreler halindedir. Olgun organ olusturabilmek i¢in, ikincil
gecisin basinda, bu progenitdrlerden ilk dnce tip ve trunk hiicreler olusur (Zhou ve dig.,

2007). Tip ve trunk hiicreler olgun hiicrelere geciste bir agama olarak goriilebilir.

Bu siire zarfinda, pankreatik epitelyum hizlica bir yapisal degisime ugramaya baslar.
Kenar bolgelerinden ¢ikintilar olusur. Bu yapilar Ptfla ile c-Myec {iretimi gergeklesen tip
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kisimlar1 ve Nkx6.1/6.2, Sox9, Tcf2, Onecut-1, Hesl iireten trunk kisimlaridir
(Jacquemin ve dig., 2003; Klinck ve dig., 2011). Bu kisimlar, olgun pankreas
olusumuna baslangicin isaretidir. Bu kisimlardan trunk hiicreler endokrin ve ductal

hiicrelere gelisecekken, tip hiicreleri asinar hiicre soyuna hedeflenirler (Kopp ve dig.,

2011; Pan ve dig., 2013).

Bu siirecin ana iki transkripsiyon faktorii Nkx6.1/6.2 ve Ptfla’dir. Ciinkii bu
proteinlerin hangi kisimda {iretimine devam edilecegine gore pankreas hiicre soylarinin
secimleri gerceklestirilir. Nkx6.1/6.2, trunk o6zelligi destekleyip, hiicreleri bu ydne

sevkederken; Ptfla ise, tip hiicrelerinin olusumunu destekler.

Notch sinyalinin de trunk hiicrelerini saglamada 6nemli bir gorevi vardir. Bu agsamada
Notch baskilanmasinin asir1 artmis bir tip formasyonuna yol actig1 g¢alismalarla
gosterilmistir (Magenheim ve dig., 2011; Horn ve dig., 2012;). Ozetlenecek olursa, bu
asamada Notch sinyalinin oldugu yerlerde tip karakteri baskilanip, trunk 6zellik 6n

plana ¢ikar (Sekil 2.6:)

€9.5-e11.5 e125

Dorsal pankreas
& Mezengim
Mikroliimen
Bazal membran
Kan daman
Merkezi limen

........

Sekil 2.6: Embriyonik gelisim siirecinde tip ve trunk hiicreler resmedilmistir (Shih ve dig.,
2013’den alinmustir).
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2.4.4. Asinar, Duktal ve Endokrin Hiicre Soylarimin Gelisimi

Asinar hiicreler pankreasin yaklasik %95’ini olustururlar ve enzim salgilama
fonksiyonlarnin disinda, B-hiicrelerinin yerine konulabilmesi i¢in de ilgi ¢ekici bir
hiicre populasyonudur (Zhou ve dig., 2008). Pankreatik kanserlerin en sik karsilagilani
asinar hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Yukarida bahsedildigi gibi, asinar hiicreler tip
hiicrelerden tlirevlenmistir. E15.5. giin civarinda bircok tip hiicresi, asinar hiicre soyuna

farklilasip, ¢ogalmaya baslarlar (Zhou ve dig., 2007).

Ptfla’nin tip olusumu yani asinar hiicreye gecis i¢cin en dnemli transkripsiyon faktorii
oldugu belirtilmistir. Asinar hiicreye ge¢is asamasinda Ptfla sayesinde asinar hiicreler
icin hayati bir kompleks olan PTF1-L, asinar hiicre genlerinin anlatimma neden olarak,
dogrudan asinar hiicreye farklilasmaya neden olur (Holmstrom ve dig., 2011). Benzer
bir sekilde, Ptfla’nin hedefi olan Nr5a2 geni de, asinar hiicre farklilagsmasi igin

gereklidir.

PTF1-L’den bagimsiz olarak asinar soya farklilasmayi saglayan proteinlerden en
onemlisi Mist’tir. Mist geni silinmis olan farelerde, asinar hiicre karakterinde azalma,

hiicresel polarite kayb1 ve ekzositozda bozukluk ortaya ¢ikar (Pin ve dig., 2001)

Su ana kadar tam olarak bilinemeyen bir durum ise, asinar hiicre popiilasyonunun
doguma kadar olan siirede, ¢cok hizli cogalma ve genisleme hizina sahip olmasidir.
Bilindigi gibi, Ptfla ve Mistl, asinar hiicre genislemesini engelleyen, daha ¢ok
farklilasmayla baglantili olan transkripsiyon faktorleridir. Nr5a2 ise ekzokrin hiicre
hattinin ¢cogalmasimni saglar. ilave olarak c-Myc ve p-catenin de bu ekzokrin genisleme
icin adaydir. Erken pankreatik progenitdrlerde bu proteinlerin eksikliklerinin asinar

hiicre hipoplazisine neden oldugu bildirilmistir (Nakhai ve dig., 2008).

Tip hiicreler monopotent olarak sadece asinar hiicrelere doniismelerine ragmen, trunk
hiicreler hem duktal hem de endokrin hiicreleri verebildiklerinden bipotent hiicreler
olarak bilinirler. Duktal hiicreler ya da duktal kanal ayn1 zamanda progenitér havuzu
olarak da bilinir ve 6zellikle gerektiginde endokrin kaynakli hiicreler, bu kanaldan
ayrilarak, kiimelenirler (Hick ve dig., 2009; Kopp ve dig., 2011). Ikincil gecis

doneminde, bazi duktal hiicreler Ngn3 salgilayarak kanaldan ayrilmaya baslarlar
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(Schwitzgebel ve dig., 2000). Bu da endokrin kismin baglangici olur. Trunk hiicreler
hi¢cbir sekilde Ngn3 iiretimi yapamazlar (Beucher ve dig., 2012). Bu nedenle Ngn3’iin

kontrol edilebilmesi endokrin kismi1 yonlendirebilmek i¢in kilit rol oynayacaktir.

Bugiine kadar duktal gelisime nazaran, endokrin farklilagsma asamasi ¢ok daha yogun
bir sekilde incelenmistir. Bunun nedenlerinin basinda B-hiicrelerinin gelisim agamalarini
anlayip, diyabet hastaligina tedavi sunabilme umudu yer almaktadir. Duktal kismin
belirli transkripsiyon faktorleri arasinda Sox9, Onecut-1ve Tcf2 sayilabilir. Ilgingtir ki,
bu transkripsiyon faktorleri ayn1 zamanda Ngn3 iiretilebilmesi i¢in de hayati 6neme
sahiptirler (Maestro ve dig., 2003; Kang ve dig., 2009). Ngn3, ilkel kanalda belirli hiicre
alt gruplarinda iiretilirken, nasil oluyor da embriyonik duktal hiicrelerde {tretimi
baskilanabiliyor sorusu hala cevaplanabilmis degildir. Hesl proteini bu konuya 1s1k
tutabilir. Hesl, Ngn3 transkripsiyonunu ve aktivasyonunu engelleyen ¢cok 6nemli bir
proteindir (Apelgvist ve dig., 1999; Lee ve dig., 2001). Son zamanlarda, Hes1’in Ngn3
protein yikimina neden oldugu da gosterilmistir. (Qu ve dig., 2013). Bu da Hesl’in
sadece transkripsiyon baskilama siirecinde, Ngn3 {izerinde etkili olmadigim

gostermektedir.

Fakat unutulmamalidir ki, duktal kistm ayn1 anda Ngn3’iin, hem pozitif hem de negatif
diizenleyicilerini tiretmektedir. Buradan da su sonug¢ ¢ikmaktadir: o anki sartlara gore
hangi diizenleyici yiiksek miktardaysa onun yonlendirdigi siire¢ islemektedir. Buna
ornek olarak Notch sinyalini verebiliriz. Notch sinyali Ngn3 aktivasyonunu engeller ve
duktal hiicre karakterini korur (Greenwood ve dig., 2007). Bu durum da bize, e8er
duktal hiicrelerden endokrin yolaga girmek yani duktal kisimdan kagmak isteyenler
olursa, Notch sinyalinden de kagmasi gerekecegini gostermektedir. Fakat Notch, iki
durumu da saglar. Yiiksek Notch seviyesi, Hesl ve Sox9 seviyesini yliksek tutarak
Ngn3 iretiminin baskilanmasina dolayisiyla, endokrin kismin baskilanmasi, duktal
kismm karakterinin korunmasma yol agar. Fakat Notch {iretilmesine ragmen diisiik
miktarda iiretildiginde, sadece Sox9 iiretimine yol acar, Hes1 {iretimini gergeklestiremez
ve sonu¢ olarak Ngn3 yikilmadan, gerekli hiicreleri duktal kisimdan ayrilmaya ve
endokrin farklilagmaya girmelerine neden olur (Shih ve dig., 2012). Buradan da

Sox9’un Ngn3’iin pozitif diizenleyicisi oldugunu sonucunu ¢ikartabiliriz.
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Ngn3’iin iiretimi ile duktal kisimdan kacan hiicrelerin endokrin farklilagmaya girip,
kiimelenmeye basladiklarindan daha &nce bahsedilmisti. Ngn3™ hiicreler, Langerhans
adaciklarini olustururlar ve bes farkli hiicre tipine doniisebilme kapasitesine sahiptirler.
Bunlar, glukagon iireten o-hiicresi, insiilin ireten B-hiicresi, somatostatin iireten 6-

hiicresi, pankreatik peptidler tireten PP-hiicresi ve grelin tireten e-hiicresidir.

Ngn3® hiicreler gen ekspresyon seviyesinde bazi degisikliklere sahip olurlar. Bu
degisiklikler Ngn3’e bagiml transkripsiyon faktorleri olan, Pax4, Arx, Rfx6, NeuroD1,
Pax6, Isll’in iiretime baslanmasidir. Bunu takiben farklilagtiklar1 hiicre tipine 6zel
hormonlar1 da iiretmeye baslarlar. Calisgmamizin konusu kapsaminda bes hiicrenin
hepsinden ziyade enerji metabolizmasinin ana hormonlar1 olan insiilin ve glukagon

hormonlarini {ireten o ve B-hiicreleri izerinde durulacaktir.

Pax4, Pdx1 ve Nkx6.1 transkripsiyon faktorleri B-hiicreleri i¢in hayati oneme sahipken,
Arx ise a-hiicrelerinin belirlenmesinde rol oynar. a-hiicrelerinde Pax4, Pdx1 ve Nkx6.1
iretimi gerceklestirildiginde, onlarin B-hiicrelerine doniistiikleri tespit edilmistir
(Schaffer ve dig., 2013). Pax4 ve Nkx6.1, Arx’in dogrudan transkripsiyonel
baskilayicilaridirlar. Ayni sekilde Arx de, Pax4, Nkx6.1 ve Pdx1’in dogrudan veya
dolayli yollardan baskilayicidir. (Collombat ve dig., 2005; Yang ve dig., 2011)
(Sekil 2.7: ve Sekil 2.8:).

el5.5 5 Asinar hiicreler
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Sekil 2.7: Embriyonik gelisim siirecinde, duktal hiicreler, asinar hiicreler ve endokrin hiicre
farklilagsmasi 6zetlenmektedir (Shih ve dig., 2013’den alinmustir).
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Sekil 2.8: Pankreas hiicrelerinin donemsel epigenetik gelisim siireci 6zetlenmektedir (Shih ve
dig., 2013’den alinmustir).

2.4.4. Pankreatik Gelisimin Epigenetik Olarak Diizenlenmesi

Epigenetik mekanizmalar, pankreas gelisimi siirecinde hiicrelerin kaderinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Pluripotent kok hiicreler, multipotent karakterli
mezoderme, ektoderme ve endoderme farklilasirlar. Embriyonik pluripotent kok
hiicreler (ESCs)’in, genlerinde, CpG adaciklarindan zengin promotdrler ile beraber,
trimetilasyon tagtyan histon H3 lizin 4 (H3K4me3) ile H3K27me3 bulunur. Bu durum,
ESC’lerin gelisimsel genlerinin inaktif konumda tutulmasmni, sonu¢ olarak
pluripotensinin devamini saglar (Bernstein ve dig., 2006). Farelerin ventral 6n bagirsak
endoderminde hiicreler, ventral pankreatik progenitorler olusmadan 6nce pluripotent

olarak kalirlar, ve daha sonrasmda E10.5. giinde, Pdx1" hiicrelerde H3K27me3
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kaybolmaya baslar (van Arensbergen ve dig., 2010). H3K27me3iin kaybi, dorsal
pankreatik kisimda da kaydedilmistir. Ancak, yine de baska bir organin hiicresine
doniismek gibi alternatif gelisimleri kisitlamak adma, E10.5. giinde Pdx1" hiicrelerde,
bir ¢ok gen heterokromatin pozisyonunda kalmaya devam eder (van Arensbergen ve
dig., 2010). Olgun B-hiicrelerinde ise artik, Pdx1” hiicrelerde gdzlenen H3K27me3
ihtiva eden genlerin bircogu, trimetilasyonu kaybetmistir. Ozel olarak bir histon metil
transferaz olan Ezh2 geni silindiginde, E10. giinde, ortaya ¢ikan karaciger tomurcuguna
ragmen, genis bir oranda Pdx1” hiicre sayis1 gozlemlenmistir (Xu ve dig., 2011). Bu
sonugtan yola ¢ikilarak Ezh2’nin pankreas ve karaciger arasindaki gecis siirecini kontrol

eden 6nemli bir protein olabilecegi diistiniilmiistiir.

E10. giinde, H3K9, H3K14, H2BKS5 ve H4K5’teki lizin amino asitlerini asetilleyen bir
histon asetil transferaz olan P300’{in silinmesi, ventral pankreatik kisimda, daha kiiciik
karaciger tomurcuguna karsin, ¢ok daha fazla Pdx1" hiicre soyuna yol agmistir (Xu ve
dig., 2011). Bu bilgiden de P300’lin daha ¢ok, karaciger gelisiminin bir pargasi oldugu

sonucu ¢ikabilir.

HDAC’lar da pankreatik gelisim siirecinde ¢ok etkindirler. Smif I HDAC (1-3 ve 8),
pankreatik endokrin kismin gelismesinde 6nemli rol oynarlar (Haumaitre ve dig., 2008).
In vitro smif I HDAC inhibitérii (VPA veya MS275) uygulamasi yapilan sigan
pankreaslarinda, asinar hiicre popiilasyonunun kayda deger oranda azaldigi ve duktal
popiilasyonun giiclii bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir. Dahasi, Ngn3’iin koruyucusu
olarak bilinen smif I HDAC inhibitérleri sayesinde, Ngn3* endokrin progenitor
havuzunun da artti1 gozlemlenmistir. Daha ileriki gelisim doneminde ise, sinif | HDAC
inhibisyonunun Arx aktivitesini baskiladigi ve sonu¢ olarak a ve PP hiicrelerini

kisitladigi tespit edilmistir (Haumaitre ve dig., 2008).

Aksine, sinif II HDAC (4,5,7,9)’lar dogrudan Pax4’ii hedef alarak,  ve o-hiicrelerinin
terminal farklilagmalarina engel olmustur (Lenoir ve dig., 2011). Farelerde HDAC 5 ve
9 genlerinin silinmesi sonucunda, artmig sayida B-hiicresi ve HDAC 4 ve 7 genlerinin

silinmesi sonucunda artmis sayida d-hiicresi tespit edilmistir (Lenoir ve dig., 2011).
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Ayrica, sinif II HDAC inhibitorii olan MC1568, Pax4 iiretimini aktive etmis,  ve -

hiicre sikligini artirmistir (Lenoir ve dig., 2011).

Olgun B-hiicrelerine smif [ HDAC inhibitorleri uygulandiginda, a-hiicre belirtegleri olan
MafB ve Arx, sonu¢ olarak da glukagonun yiiksek oranlarda sentezlendigi
gbzlemlenmistir. Fakat bu siire zarfinda, B-hiicrelerinin kendi belirte¢lerinde kayda
deger bir degisiklik meydana gelmemistir. (Kubicek ve dig., 2012). Bu da bize siif I
HDAC’larin, endokrin hiicrelerin birbirlerine farklilagmasinda (neogenez) ve olgun f-
hiicresinin 6zelliklerini korumaya yonelik bir etkisi oldugunu diisiindiirmiistiir (Sekil

2.9:).
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Sekil 2.9: Histon etkilesimli epigenetik diizenleyicilerin endokrin ve ekzokrin kisim iizerindeki
etkisi 6zetlenmektedir (Sandovici ve dig., 2013’den alinmustir).
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2.4.5. MiRNA’lar ve B-Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

Yaklasik 22 niikleotitden olusan olgun miRNA’lar, tamamlayict olabildikleri
mRNA’larin 3’ bolgesine baglanma yetenegine sahiptir. miRNA {izerinde yapilan
bircok baslangi¢ caligsmasi, Dicer, Drosha, Ago2 ve DGCRS8 genlerinin silinmesini
hedef alarak miRNA’larin temel 6zelliklerini ortaya ¢ikarmistir. Insan genomu, yaklasik
olarak 2500 adet olgun miRNA dizisi tagimaktadir ve bunlarin tim mRNA’larin
%75 inden daha fazlasini diizenledigi tahmin edilmektedir (Miranda ve dig., 2006). Bu
nedenle, miRNA’larin protein olusum siirecinde ve sinyal yolaklarinda hayati rol
oynadigint sdylemek miimkiindiir. Birgok miRNA’nin fazlaligi veya eksikliginin
kanser, diyabet, sinirsel hastaliklar, kalp ve damar hastaliklar1 ile iligkili oldugu

gosterilmistir (Lee ve dig., 2004).

Kan-glukoz seviyesinin normal diizeyde tutulmasi, insulinin iiretilmesi ve kana
salinmasina baglidir. Kana salinan insiilin, insiiline duyarl olan, kas, yag, karaciger gibi
dokulara etki ederek kandaki glukozun bu dokular tarafindan alinmasmi saglar. Kan-
glukoz dengesi ile iliskili olan, Langerhans adaciklarinda kesfedilmis ilk miRNA,
MiRNA-375’dir (Poy ve dig., 2004). O giinden sonra, bir¢ok adacik-kaynakli

miRNA’nin kan-glukoz dengesi tizerine etkisi gosterilmistir.

MiR-7, evrimsel olarak korunmus, fare ve insanda 3 farkli genomik bolge tarafindan
iretiltilir. Ayrica, insan ve sigan pankreas adaciklarinda en bol iiretilen miRNA’dir.
Fetal dénem pankreas olusumu siiresince de, yiiksek oranda iiretilir. Immiin-isaretleme
caligmalar1 sonucunda, miR7’nin glukagon ve insiilin {ireten hiicrelerde birlikte
bulunup, duktal ve asinar hiicrelerde bulunmadig: gosterilmistir (Bravo-Egana ve dig.,
2008; Correa-Medina ve dig., 2009; Joglekar ve dig., 2009; Kredo-Russo ve dig., 2012).
Ik ¢aligsmalar, erken pankreatik gelisimde a ve B hiicrelerinin farklilasmas1 icin
miR7’nin bir goérevi oldugunu gostermistir (Kredo-Russo ve dig., 2012). MiR7,
endokrin progenitdrlerde tretilir ve Ngn3 yolaginda 6énemli bir eleman olan Pax6’y1
hedefler (Yasudo ve dig., 2002). Uretiminin, Ngn3 geni tasimayan farelerde kayda
deger oranda diistiigiiniin bulunmasiyla, kesinlikle endokrin progenitdrler i¢in hayati
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Fakat, E12.5. giinde, asir1 iiretimi yaptirilan miR7’nin

pankreatik tomurcukta, diismiis insiilin liretimi ile birlikte Pax6 mRNA seviyesi ve
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proteininde de azalma gozlemlendigi bildirilmistir (Kredo-Russo ve dig., 2012). Sonug
olarak, B ve a-hiicreleri farklilasma siirecinde, miR-7’nin bir inhibitér olarak gorev
yaptig1 tespit edilmistir. Bu bilgilere dayanarak Ngn3" progenitdrlerin olusumu icin
hayati olan miR-7’nin farklilasmaya girilen siirede etkisinin kayboldugunu séylemek

mumkindir.

Insan ve fare pankreatik adaciklarmi kullanilarak yapilan ¢alismalarda, miR-7a’nin
olgun B-hiicresi ¢ogalmasini engelledigi tespit edilmistir (Wang ve dig., 2013). Mir-
7a’nin inhibisyonu mTOR’u aktive ederek olgun B-hiicrelerinin ¢ogalmasini saglamistir.
Mir-7a’nin yol agtig1 etkiler, olgun B-hiicrelerinde mTOR’un inhibit6rii olan rapamisin
kullanilarak da gergeklestirilmistir (Wang ve dig., 2013). Buradan da miR-7a’nin
mTOR sinyal yolagimi c¢alistirarak B-hiicre c¢ogalmasini gergeklestirme olasiligi

diistiniilebilir.

Son galigmalarla miR-7a2, glukoza bagimli insiilin sekresyonu (GSIS)’nun, negatif
diizenleyicisi olarak ortaya ¢ikarildi (Latreille ve dig., 2014). Mir-7a2 eksik olan farede,
artmig insiilin sekresyonu gézlemlenmistir. Mir-7a2’nin yiiksek tiretimi ise, insiilin
sekresyonunun durmasma ve B-hiicrelerinin farklilagsmalarmi engellenmesine, sonug
olarak da diyabete neden oldugu goriilmiistiir (Latreille ve dig., 2014). ilging olarak
obez veya diyabetik bireylerin adaciklarinda miR-7a seviyesi dismiis olarak
gbzlemlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, miR-7a ve onun izoformlarmnin, GSIS ile
iliskili olan hastaliklar olan obezite ve diyabette meydana gelen p-hiicre

adaptasyonunda hayati bir 6neme sahip oldugu belirlenmistir.

MiR-9 {iretiminin beyin ve pankreatik adaciklar ile kisitlanmis oldugu kesfedilmistir.
Ayrica, pankreatik adacik gelisimi sirasinda da yliksek oranda tiretildigi tespit edilmistir
(Joglekar ve dig., 2009). Detayl calismalar miR-9’un agir1 liretiminin glukoza veya
potasyuma duyarlt olarak insiilin sekresyonunu engelledigini tespit etmistir. Ozellikle
potasyum kloriire karst B-hiicresini duyarsizlastirdigr icin, miR-9’un insiilin
ekzositozunu engelledigi diisiiniilebilir. Kisaca, miR-9’un insiilin sekresyonunu

ozellikle Onecut-2’yi hedefleyerek, engelledigini sdylenebilir (Plaisance ve dig., 2006).
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Mir-15, miR-15a ve miR-15b 6zellikle pankreas rejenerasyonu sirasinda tespit edilen
miRNA’ladir. Normal gelisime oranla, rejenerasyonun olustugu kisimda 200 kata kadar
artan oranlarda iretildigi gosterilmistir (Joglekar ve dig., 2007). Dahasi, miR-15a/b’nin
Ngn3’i hedefledigi de gosterilmistir (Gu ve dig., 2002; Joglekar ve dig., 2007). MiR-
15a ve miR-15b’nin pankreatektomiden sonraki 3. giinde yiiksek oranda iretildigi
gosterilmistir. MiR-15"in inhibisyonu Ngn3 seviyesini artmasma yol agmustir. Ayrica,
MiR-15’in inhibisyonu NeuroD ve NkX2.2’nin yani Ngn3’iin hedeflerinin de yiiksek
oranda iiretilmesine yol agmistir. Bu sonuc¢lardan hareketle, miR-15a/b’nin rejenarasyon

stirecinde etkin oldugu ve bu etkisini Ngn3’ii engelleyerek yerine getirdigi sdylenebilir.

Yapilan ¢aligmalar, miR-21’in B-hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde olumsuz bir
etkisi oldugunu ortaya koymustur. Bu etki, insiilin ekzositozunun bozulmasidan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, miR-21’in B-hiicre apoptozu ile iliskisi vardir. NF-Kg
ailesinin miR-21’in iretimini arttirdigi, sonug¢ olarak da B-hiicre apoptozunun miR-21
sayesinde baskilandig1 calismalarla gosterilmistir. (Frankel ve dig., 2008; Bravo-Egana
ve dig., 2012; Ruan ve dig., 2011).

Farkli bir caligma olarak, miR-24’iin HNFla ve NeuroD’nin baskilanmasmi sagladigi
bildirilmistir (Zhu ve dig., 2013). Obez ve diyabetik farelerde ise miR-24 seviyesinin
asir1 artmis oldugu bulunmustur. Ek olarak, miR-24 seviyesinin oksidatif stres ve
yiiksek glukoz ile artmis oldugu gosterilmistir. MiR-24’{in, insulinoma [B-hiicre soyu
olan MIN6 B-hiicrelerinde asir1 iirettirilmesi sonucu hiicre ¢cogalmasinin azaldigi ve
GSIS’in diistiigli gézlemlenmistir. Bir tiimor baskilayict gen olan Menin’in silinmesi,
genislemis adaciklara neden olur. Bir insan B-hiicre soyu olan Blox5’de miR-24’{in asir1
iirettirilmesi Menin mRNA ve protein seviyesinin diismesine neden olmus ve artmis -
hiicre kitlesi elde edilmistir (Vijayaraghavan ve dig., 2014). Kisaca bu sonug¢lar miR-
24°{in, hiicre soyunun hangi hayvan kaynagindan olduguna bagli olarak, B-hiicre
cogalmasinda, insiilin liretimi ve sekresyonunda ve ayni zamanda glukoliptoksisistede

onemli bir diizenleyici gorevi oldugunu gostermektedir.

MiR-30 ailesinin tiiyeleri, insan fetal pankreasinda yiiksek oranda {iretilip epiteliyal-
mezenkimal gecis ile de iliskilidirler (Joglekar ve dig., 2009; Ozcan., 2009). Bu
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miRNA’lar vimentin ve Snaill gibi mezenkimal mRNA’lar1 inhibe edip pankreatik
mezenkimal kok hiicrelerin insiilin {ireten hiicrelere degismesine olanak tanirlar
(Joglekar ve dig., 2009). Bu aileden miR-30d’nin, B-hiicresi transkripsiyon faktorii olan
MafA’y1 diizenledigi fakat Pdx-1 ve NeuroD1’e etki etmedigi gdsterilmistir (Zhao ve
dig., 2012). MiR-30d, MafA seviyesini ve insiilin geninin transkripsiyonunu arttirmistur.
Insan pluripotent kok hiicrelerden (hPSCs) insiilin iireten B-hiicrelerine farklilasma
asamalarinda da miR-30d’nin seviyesinin arttig1 gosterilmistir. Bu aileden digeri olan
miR-30aS5p’nin ise glukotoksik kosullara duyarli olarak seviyesinin arttigi, insiilin
iretimi ve GSIS’1 NeuroD iiretimini baskilayarak azalttig1 ortaya ¢ikartilmigtir (Kim ve
dig., 2004). Mevcut aragtirmalardan hareketle, miR-30 ailesinin B-hiicrelerindeki bir¢ok

transkripsiyon faktoriinii hedef aldig1 s6ylenebilir.

Sican adaciklarinda yapilan bir caligmada, artan kolesterol seviyesine karsin miR-145’in
GSIS azalmasina yol a¢tig1 belirtilmistir (Kang ve dig., 2013). Aym sekilde, miR-145"in
inhibe edilmesinin, artmis GSIS’e yol a¢tig1 goriilmiistiir. Ilging olarak, yiiksek kan
glukoz seviyesine karsin miR-145’in azaldig1 ve sonug olarak GSIS’in uyarildig: tespit
edilmistir. Bu sonuglar, miR-145’in GSIS {izerinde olumsuz bir etkisi oldugunu agiga

cikartmustir.

MiR-124a, farkli genlerden kodlanan, miR-124al, miR-124a2 ve miR-124a3
iiyelerinden meydana gelir. Bu ailenin tyelerinin, insiilin sekresyonu, [-hiicre
cogalmas1 ve pankreas gelisimi iizerinde ¢ok &nemli gérevleri bulunmaktadir. Ilk
calisma olarak, miR-124a2’nin pankreas gelisimi sirasinda arttig1 bildirilmistir. Ayrica,
B-hiicre farklilagmasinda onemli bir rol oynayan FoxA2’yi hedef aldig1 gosterilmistir
(Baroukh ve dig., 2007). MiR-124a’nin Ngn3’ii hedefledigi de ortaya cikarilmistir
(Joglekar ve dig., 2007). Fare iizerinde yapilan bir ¢aligmada, bu ailenin tamaminin
kismi pankreatektomi sonrasinda iretildikleri ve PB-hiicre rejenerasyonu icin Ngn3’i
inhibe ettikleri dolayisiyla rejenerasyonu destekledikleri gosterilmistir (Joglekar ve dig.,
2007). FoxA2, B-hiicresi kanal proteinlerinin alt initeleri olan Kir6 ve Surl ile
iligkilidir. MiR-124a’nin dogrudan FoxA2’i hedefledigi goz Oniinde bulundurulacak

olursa, insiilin ekzositozu iizerinde de bir etkisi oldugu diisiiniilebilir. Bu bilgilerden
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yola ¢ikarak, miR124a ve ailesinin, B-hiicresine ait proteinlerin {iretimi ve insiilin

sekresyonunda, 6zellikle FoxA2’yi hedefleyerek hayati gérevleri oldugu sdylenebilir.

Pankreatik p-hiicreleri ile ilgili olarak ilk gosterilen ve [-hiicrelerinde yiliksek
yogunlukta bulunan miRNA miR-375tir. Ik calismalar, miR-375’in insiilin
sekresyonun negatif diizenleyicisi oldugunu gostermistir (Poy ve dig., 2004). Ayni
calismada, miR-375’in aktin depolimerizasyonunun o6nemli bir diizeleyicisi olan
miyotrofini (Mtpn) de hedef aldig1 gosterilmistir. Bunu takip eden ¢alismalarda, MIN6
B-hiicre soyunda, miR-375’in biiyiik oranda GSIS’i uyardig1 gosterilmistir (Tattikota ve
dig., 2013). Ilging olarak, miR-375’in inhibisyonuna benzer olarak MIN6 -
hiicrelerinde Ago2 inhibisyonu, artmis insiilin salinimmna yol agmistir. Sonug¢ olarak,
Ago2 ve miR-375’in pankreatik B-hiicrelerinde benzer role sahip olup, GSIS’i olumsuz
yonde etkiledigi gosterilmistir. B-hiicrelerinde miR-375’in diger bir hedefi de Pdk1’dir.
MiR-375"in Pdk-1’i hedef alarak, glukoza bagimli insiilin genlerinin diizenlenmesini
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica, diyabetik GK sicanlarda yapilan bir calismada, miR-375
seviyesinin diismiis oldugu gosterilmistir. Farkli bir ¢alismada, miR-375’in E14.5.
giinde gelisen endokrin pankreasta yliksek oranda Pdx1 ile beraber {iretildigi
kesfedilmistir (Joglekar ve dig., 2009). Bu sonug, endokrin pankreas gelisiminde miR-
375’in onemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Bir bagka calismada ise, endokrin
kismin olugmasi i¢in miR-375’in hayati oldugu ortaya konmustur (Kloosterman ve dig.,
2007). Farede yapilan bir ¢alismada, miR-375 geninin silinmesi, artmis sayida a-
hiicresine ve azalmig oranda [-hiicresine neden olmustur. Ayn1 zamanda glukagon
iiretimi insiiline nazaran ¢ok daha yiiksek oranda bulunmustur. MiR-375 eksikligi olan
farede, P-hiicresi olugsmasinin engellenmesine bagh olarak, kan glukoz seviyesinin
yiikseldigi ortaya konmustur (Poy ve dig., 2009). DNA mikrodizilemesi ile birlikte
biyoinformatikten yararlanilan bu calismada, miR-375’in B-hiicre cogalmasini olumsuz
etkileyen birgok diizenleyiciyi hedef aldig1 ortaya ¢ikarilmistir (Poy ve dig., 2009).
MiR-375’in, miR-7 gibi, embriyonik kok hiicrelerin, insiilin {ireten B-hiicrelerine
farklilagsma asamalarinda birlikte iretildigi diisiiniilmiistiir. Bagka bir calismada ise,
mMiR-375’in asir1 tretiminin bagirsak endodermi/pankreatik progenitor belirteci olan
Hnf1B ve Sox9’un iiretiminin azalmasina yol agtig1 tespit edilmistir. ilging olarak, miR-

375’in  B-hiicre Olimii ve dolayisiyla diyabet hastaligmin bir belirteci olarak
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kullanilabilecegi de teklif edilmistir. Yiiksek oranda streptozotosin (STZ) uygulanmis
obez olmayan diyabetik NOD farede, miR-375 yiiksek oranda bulunmustur. STZ
uygulanmis farede, kan glukoz seviyesi yiikselmeden 6nce miR-375 seviyesinin belirgin
oranda arttig1 gdzlemlenmistir. Ayni sekilde, bu farede diyabet baglangici olugma
asamasindan iki hafta once kanda miR-375 seviyesinin kayda deger oranda arttigi
gozlemlenmistir. Bu nedenle, kanda dolasan miR-375’1in, diyabet baslangi¢ asamasinda

potansiyel tani biyobelirteci olarak hizmet edebilme olasilig1 yiiksektir.

Tim bu bilgilerden yola ¢ikarak, pankreatik endokrin gelisim ve 6zellikle insiilin iireten
B-hiicre olusum asamalarinda miRNA’lar1 endokrin progenitorlerin olustugu dénem, B-
hiicresi olustugu donem ve B-hiicre cogalmasmin gergeklestigi donemde gruplayarak ele
almak miRNA’larm pankreatik gelisim ve fonksiyonun devamliligindaki etkin rollerinin

anlagilabilmesi agisindan en saglkli yontem olacaktir (Sekil 2.10:).

Endokrin Pankreas Geliimi D-hicre farkblagmasi  geniglemesi
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Sekil 2.10: Pankreatik endokrin kismin gelisim siirecinde ve B-hiicre insiilin salgilanmasi
stirecinde bazi miRNA’larin etkisi gosterilmistir (Ozcan, 2009’den alinmustir).
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2.4.6. IN VITRO B-HUCRE FARKLILASTIRMA PROTOKOLU

Pluripotent kok hiicre biyolojisinin ortaya ¢ikmasi, in vitro kosullarda insiilin salgilayan
B-hiicresi liretimi i¢in kolayca uygulanabilen ve erken gelisim asamalarinda gergeklesen
hiicresel olaylar1 aydinlatabilmemizi saglayan modeller ortaya ¢ikardi (Pagliuca ve dig.,
2013). Pluripotent kok hiicrelerin B-hiicrelerine farklilastiriimalar1 diyabet tedavisi ve
diyabet hastaligmma bagli gelisen bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in umut vaadetmektedir.
Onceki kisimlarda in vivo pankreas gelisimi, endokrin gelisim ve PB-hiicre gelisimi
detaylica ele alindi. Bu gelisimin laboratuvar kosullarinda nasil oldugunu belirlemek ise
su anda ¢ok fazla sayida bilim insanin ¢alistigi bir konudur. Diyabetin tedavisine
fonksiyonel [-hiicre tiretimi ile cok yaklasilicagina belki de tedavi edilecegine

inanilmaktadir.

[k kez pluripotent kok hiicrelerden B-hiicre gelisimi rapor edildiginden bu yana (Assady
ve dig., 2001), bir ¢cok farklilastirma protokolleri olusturulmustur. Her ne kadar bu
farklilastirma protokolleri, glukagon ve insiilin tiretmeye megilli pankreatik progenitor
hiicreler iiretseler de, ortak bir B-hiicre farklilastirma protokoliine dogru emin adimlarla
ilerlenmektedir (D’ Amour ve dig., 2006; Docherty ve dig., 2007). Melton ve arkadaslar1
pluripotent kok hiicreden laboratuvar kosullarinda iiretilmis B-hiicresi ile yenidogan B-
hiicresi arasinda bir¢ok transkripsiyonel benzerlikler tanimladilar (Pagliuca ve dig.,
2013). Embriyonik B-hiicreleri ilk ti¢ aylik donemde glukoza duyarli olarak insiilin
salgilamalarmma ragmen, kan glukoz seviyesinin belirli bir seviyede tutulmasinda
annesel glukoz transferinin 6nemi unutulmamalidir. Fonksiyonel olamayan B-hiicre
konusunda az da olsa son yillarda yapilan iki grubun gelistirilmis protokol
calismalariyla belirli bir yol kat edilebilmistir (Pagliuca ve dig., 2014; Rezania ve dig.,
2014). Bu protokoller ve diger bir ¢ok arastirma grubunun caligmalar1 sonucunda elde

edilen bilgiler Sekil 2.11:’de gosterilmistir.
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Sekil 2.11: In vitro Insan Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH)’den B-hiicre olusturma protokolii
Ozetlenmistir (Rachel ve dig., 2015’den alinmustir).

Kisaca 6zetlenecek olursa, pluripotent kok hiicrelerden fonksiyonel B-hiicresi olusturmak igin 7
agsama gereklidir. Ve her bir asamadan diger bir asamaya gecis igin ayr1 ayri uyaranlar
gereklidir. Bu ne kadar sonug¢ odakli bir protokol olsa da, zaman, kullanilan maddeler ve ¢ok
dikkat gerektirmesinden dolay1 bir¢ok sikintilar1 da beraberinde getirmektedir. Pluripotent kok
hiicreden tek veya birkag uyaranla fonksiyonel B-hiicre farklilastirmasi ya da en azindan birkag
asamay1 dogrudan ge¢cmeye imkan taniyan ajanlar bulunmasi, pankreatik B-hiicre olusturma

potansiyelini diinyadaki ¢ogu laboratuvara yayabilme istiinliigiini taniyacaktir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada kullanilan pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicreler (PAK-
MKH), arastirma grubumuzun Onceki caligmalar1 kapsaminda, erigkin (2,5-3 aylik)
Wistar albino siganlardan izole edilip karakterizayon ¢alismalar1 tamamlanmigtir. Tim
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 Istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Primer ve Kok Hiicre Arastirma Laboratuvari’nda
gergeklestirildi.  Bu calismada 6-9. pasaj araligindaki PAK-MKH’ler kullanildi.
Hiicreler, tam medyum olarak isimlendirdigimiz 1s1 ile inaktive edilmis %10 fotal sigir
serumu (FBS, Gibco, 10500), antibiyotik karisimi (100 tinite/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin, Gibco-15240-122) ve glutamin (2mM, Gibco, 25030) igeren Minimum
Esansiyel Medyum (MEM, Gibco, 21090-022) i¢inde standart kiiltiir sartlar1 olarak
bilinen 37°C, %5 CO; ve %95 hava i¢eren nemli inkiibatorde biyiitiildi. Steril kiiltiir
kaplarinda ¢ogaltilan hiicreler, kiiltiir kab1 ylizeyinin en az %80’ini doldurduktan sonra
pasajlama islemi uygulandi. Bu islem kapsaminda, hiicrelere %0,25’lik tripsin-EDTA
(Sigma-T4174) uygulanarak kiiltiir kabmin yiizeyinden kalkmalar1 saglandi. Tam
medyum eklenerek tripsin inaktive edildikten sonra hiicreler 1500 rpm hizda 5 dakika

santrifiijlenerek toplandi, hiicre sayimimi takiben yeni bir kiiltiir kabma ekim yapildi.

3.1.1. Deney Sartlarinin Hazirlanmasi

PAK-MKH’lere dort farkli deney sart1 uygulandi. Bunlar; i.) hiicrelerin normal biiyiime
ve gelisme ortami olan tam medyum, ii.) 25 mM glukoz igeren tam medyum, iii.) 1mM
Valproik asit igeren tam medyum, iv.) 1 mM Valproik asit+25 Mm glukoz i¢eren tam
medyum kosullaridir. Glukoz igeren sartlar1 olusturmak igin, D-(+)-Glucose (Sigma
G7021) tercih edildi ve valproik asit i¢eren kosullar igin ise sodyum valproat (Sanofi
Aventis, Depakine) kullanild1.
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3.2. MTT TESTI ILE HUCRE CANLILIGININ BELIRLENMES]

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoliuum bromid) testi dogrudan
hiicre canliligin1 ve dolayli olarak hiicre 6limiinii degerlendirmeyi amaclayan bir
toksisite testidir. Bu yontemin temelinde, canli hiicrelerde MTT’nin tetrazolyum
halkasinin mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz tarafindan mavi-mor
renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenmesi yatar. Hiicrelerin, MTT yi1 indirgeme
ozellikleri, hiicre canliliginmn Olgiitii olarak kabul edilir ve bu reaksiyon sonucunda
meydana gelen formazan yogunlugu ile canli hiicre sayisi dogru orantilidir. Canli ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6lmiis ya da
mitokondri fonksiyonu bozulmus olan hiicreler ise boyanmamaktadir. MTT uygulanan
canlt hiicrelerin olusturdugu formazan kristalleri dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢oziiniir

hale getirildikten sonra, reaksiyon sonucu kolorimetrik 6lgtim yontemiyle belirlenir.

MTT testi i¢in 5.000 adet PAK-MKH 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilip hiicrelerin
kiiltlir kabinin ylizeyine yapigsmasi ve ¢ogalmasi i¢in standart kiiltiir sartlarinda 24 saat
inkiibe edildi. VPA’nin toksik olmayan dozlarmin belirlenebilmesi amaciyla literatiire
uygun olarak se¢ilmis olan 0.75 mM, 1 mM, 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM, 3 mM dozda
VPA 24 saat siireyle uygulandi. (Haumaitre ve dig., 2008) Tam medyumda biiyiitiilen
hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. 50 mg MTT (Applichem, A2231 0001) MEM
ile 10 ml’ye tamamlanarak ¢o6zilindiiriildiikten sonra 0.22 upl’lik filtreden gecirilerek
steril edildi. Deney siirelerinin sonunda her kuyucuga 100 pl medyum i¢in 30 pl
hacimde MTT ¢o6zeltisi eklendi ve kiiltiir plaklar1 aliiminyum folyo ile sarilarak standart
kiiltiir sartlarinda 4 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, formazan
kristallerini ¢6ziiniir hale getirmek i¢in, medyum kuyucuklardan uzaklastirildi ve her
kuyucuga 100 ul DMSO eklendikten sonra kiiltiir plagi, 2 dk siireyle 250 rpm’de orbital
calkaliyicida c¢alkalandi. Calkalama bittikten sonra, kiiltiir plagi mikroplaka
okuyucusuna (Biotek, Microquant) konularak 570-630 nm dalga boyunda absorbans
degerleri alind1. Kontrol grubundaki hiicrelerin absorbans degerlerinin ortalamasi %100
olarak kabul edilerek diger gruplardaki canlilik orani % kontrol olarak hesaplandi.

Deneyler ii¢ kez tekrar edildi ve her bir grup i¢in 10 kuyucuk kullanildi.
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3.3. B-HUCRE FARKLILASMASININ TESPITI

3.3.1. Insiilin Ureten Hiicrelerin Tespit Edilmesi

Olgun bir B-hiicresinin spesifik belirteci olan insiilinin gosterilmesi son farklilagmanin
tespiti i¢in sarttir. Bu amacla insiilin pozitif hiicreler madde uygulamasini takiben 10, 20
ve 30 giin sonra flow sitometri teknigi ile tespit edildi. Bu yontem igin %2
paraformaldehit +4°C’de 10 dk uygulanarak hiicreler fikse edildi ve %0,05 triton X-100
iceren PBS ile 10 dk permeabilizasyon yapildi. Daha sonra insiilin primer antikoru
(Santa Cruz, sc-9168, 1:10) 30 dk boyunca oda isisinda uygulandi. Hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra fluorescein isothiocyanate (FITC) bagli sekonder antikor
(Invitrogen-65-6111, 1:10) 30 dk karanlikta uygulanip yikandi. FL-1 kanalinda analiz
yapildi. Net floresans yogunluklarm hesaplanabilmesi igin BD Cell Quesht Pro
programi kullanilarak kontrol grubuna ait floresans yogunluk degeri tiim gruplarin

floresans yogunluk degerlerinden ¢ikarildi.

3.3.2. p-Hiicrelerine Ozgiin Molekiillerin Gen Ekspresyon Seviyelerinin
Belirlenmesi
B-hiicre farklilagmasinin tespiti i¢in insiilin iiretiminde rol alan transkripsiyon faktorleri
ve B-hiicrelerine 6zgiin diger proteinler olan Pdx-1, Pax4/6, Nkx-2.2/6.1, Neurogenin-3,
ins2 ve Glut-2’nin gen ekspresyon seviyeleri gergek zamanli geri transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemiyle gosterildi. Tiim islemler steril
ortamda steril malzemeler kullanilarak yapildi. Steril kabin ve mikropipetler 6nce
alkolle ve daha sonra RNAase ZAP (Sigma,-R20203) ile temizlendi. Hiicreler soguk
PBS (IM, pH:7.4) ile 2 kez yikand1. 1x10° hiicre igin 1 ml soguk Trizol (Invitrogen-
15596-026) ependorflara eklendi. Her bir ependorf, buz igerisinde 5 dakika bekletildi.
Tim ependorflara, +4°C’ye sogutulmus, 200 pl kloroform eklendi ve 15 saniye
karistirildi. Bu islemden sonra ependorflar buzda 5 dakika bekletildi. Tiipler 12.000 rpm
hizda 15 dakika +4°C’de santriftijlendi. Niikleik asitleri iceren seffaf kloroform fazi
dikkatlice topland1 ve yeni hazirlanmis ependorflara aktarildi. Bu ependorflara +4°C’ye
sogutulmus isopropanol eklendi ve ependorflar hafifce elde calkalandi. Ependorflar
buzda 10 dakika bekletildi ve 12.000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiijlendi.
Ependorflara 1 ml -20°C’ye sogutulmus DEPC (Diethylpyrocarbonate, Sigma-D-
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5758)’1i su iginde hazirlanmis %78 etanol eklendi ve 7600 rpm hizda 5 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi. Son olarak ependorflara 20 ul DEPC’li su eklenerek total RNA’nin
¢ozlilmesi saglandi. Total RNA seviyesi Qubit® RNA HS Assay Kiti (Thermofisher,
Q32852) kullanilarak Qubit Fluorimetre (Invitrogen)’de olgiildi. 1pug RNA reverse
transkriptaz enzimiyle (NEB, ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit, E6300S)
cDNA’ya ¢evrildi. Her bir ornek i¢in, Oncelikle RNA ve primer d(T);; karisimi
hazirlandi. 5 dakika siireyle 70°C’de RNA denatlirasyonu gergeklestirildi. Tiiplere
reaksiyon karistmi ve enzim karigimi eklendikten sonra 1 saat siireyle 42°C’de
inkiibasyonu takiben enzim aktivitesinin durdurulmasi amaciyla 5 dakika siireyle
80°C’de inkiibasyon yapildi. Bu basamaklar i¢in Termal Cycler cihazi (Techne)
kullanildi. Total cDNA seviyesi Qubit ssDNA Assay Kit kullanilarak Qubit Fluorimetre
(Invitrogen)’de olgiildii. PCR igin 300 ng cDNA, Prob+Primerlerden olusan gen
ekspresyon assaylari ve TagMan master mix (Applied Bioystems) kullanildi ve iiriinler
kitin 6ngordiigii talimatlara uyularak elde edildi. 50°C’de 2 dakika inkiibasyonu takiben
10 dakika 95 °C’de denatiirasyon gergeklestirildi. Amplifikasyon i¢in 15 saniye 95°C ve
1 dakika 60°C’de inkiibasyondan olusan basamak 40 dongii uygulandi. Bu islem i¢in
7500 Fast Real Time PCR Sistemi (Applied Biosystems) kullanildi (Gezginci-
Oktayoglu ve dig., 2012). Sonuclar, 2°Cr degerleri iizerinden katli artis olarak
hesaplandu.

3.3.3. Insiilin Sekresyon Testi

Farklilagan B-hiicrelerinin fonksiyonel olup olmadigini test etmek amaciyla bu
hiicrelerin yiikselen glukoza cevaben insiilin salabilme kapasiteleri dl¢iildii. Bu amagla
madde uygulamasmdan 20 giin sonra hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 5.5 mM/L
glukoz ve %0.5 BSA igeren DMEM medyumunda iki saat siireyle inkiibe edildiler.
Kiiltir medyumu toplandiktan sonra hiicreler PBS ile yikandi ve yiiksek
konsantrasyonda glukoz (25 mM/L) iceren DMEM medyumunda iki saat siireyle inkiibe
edildiler. Toplanan medyumlarin insiilin seviyeleri Sandovi¢ ELISA teknigi ile kitin
(Milipore, EZRMI-13K) 6ngordiigii protokol uygulanarak belirlendi. Hiicrelerin icerdigi
toplam protein miktar1 Bradford testi ile hesaplandi ve insiilin seviyeleri protein

seviyelerine oranlanarak normalizasyon yapildi (Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2012).
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3.4. DCFDA ILE FLOW STOMETRIK ROS OLCUMU

2", 7-diklorofloresin diasetat (DCFDA) hiicre zarindan rahatlikla gecebilen ve hiicre
icinde hidroksil ve peroksil gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin seviyelerinin
Olclilmesine imkan saglayan fluorogenik bir maddedir. DCFDA, hiicre i¢ine girdiginde
asetil grubu bazi esterazlar tarafindan kopartilir ve floresan 1g1ma yapabilme 6zelligini
kaybeder. Hiicre icinde ROS ile etkilestiginde ise oksitlenerek 2’,7°—diklorofloresin
(DCF)’e doniisiir ve tekrardan floresan 1s1ma yapmaya baglar. Olusan floresans 1sima
yogunlugu maksimum eksitasyon (495nm) ve maksimum emisyon (529nm)
degerlerinde tespit edilebilir. Bu calismada deney gruplar1 arasindaki ROS seviyesi
degisiklikleri DCFDA kullanilarak flow sitometri yontemiyle tespit edildi. Her gruptan
50.000 hiicre alinarak yapilan analizler en az 3 kez tekrarlandi. Hiicrelere 10 pM
konsantrasyonda DCFDA (Sigma-D6883) cklenerek 30 dakika siireyle karanlikta
standart kiiltiir sartlarinda inkiibe edildi ve flow sitometre cihazinda (BD, FACS
Calibur) FL1 kanalinda analiz yapildi. Kontrol grubundan elde edilen ortalama floresans
yogunlugu 1 kabul edilerek diger gruplardaki ROS seviyeleri kontrol grubuna gore katl

artis olarak hesaplandi.

3.5. WESTERN EMDIRIMI

Hiicre peletinin {izerine proteaz-fosfataz inhibitor karisimi (Serva-39055) eklenmis olan
lizis tamponu (invitrogen, FNN0O11) eklendi. Buz iizerinde 10 dakikada bir kez
karistirilarak 30 dakika bekletildi. 5 kez 10 saniye siireyle ultrasonikasyon islemine
maruz brrakildi. 13000 rpm hizda 10 dakika +4°C’de santrifiijlendikten sonra
stipernatant sitoplazmik fraksiyon olarak kullanilmak tizere -86°C derin dondurucuda
saklandi. Pelete 5 mM HEPES, 1.5 mM MgCly, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, %26
glycerol (v/v), 300mM NaCl; pH 7.9 ilave edilip 24.000 g hizda 20 dakika
santrifiijlenerek nuklear fraksiyon elde edildi (Abcam protokol kitap¢igi).

3.5.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Hiicre peletinin iizerine proteaz-fosfataz inhibitor karigimi (Serva-39055) eklenmis olan
lizis tamponu (invitrogen, FNNOO11) eklendi. Buz iizerinde 10 dakikada bir kez
karistirilarak 30 dakika bekletildi. 5 kez 10 saniye siireyle ultrasonikasyon islemine

maruz birakildi. 13000 rpm hizda 10 dakika +4°C’de santrifiijlendikten sonra
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slipernatant sitoplazmik fraksiyon olarak kullanilmak iizere -86°C derin dondurucuda
saklandi. Pelete 5 mM HEPES, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, %26
glycerol (v/v), 300mM NaCl; pH 7.9 ilave edilip 24.000 g hizda 20 dakika
santrifiijlenerek nuklear fraksiyon elde edildi (Abcam protokol kitap¢igi).

3.5.2. Bradford Teknigi ile Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Elde edilen fraksiyonlarin igerdigi protein miktar1 Bradford yontemiyle belirlendi. 80,
40, 20, 10 ve 8 pg/ml Sigir Serum Albumini (BSA; Biorad Assay Standart 11 BSA-500-
0007) standart olarak kullanmildi. 96 kuyucuklu plakalarda 6l¢iim yapildi. Her bir
standarttan ve Ornekten {i¢ tekrarli ¢alisildi. Hazirlanan 1:50 sulandirilmis 6rneklerden
ve standartlardan 160 ul kuyucuklara pipetlendi. Uzerine 40 pl boya (Biorad Protein
Assay Dye Reagent-500-0006) eklenip karistirildi. 5 dakika inkiibasyon siiresini
takiben absorbanslar 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Biotek-
Microquant)’da okundu. Standart grafikten faydalanilarak protein konsantrasyonlari

(ng/ml) hesaplanda.
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3.5.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Yiriitme ve yiikkleme jellerinin hazirlanmasi sirasinda kullanilan maddeler Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1: SDS-PAGE jelleri hazirlanmasinda kullanilan maddeler ve miktarlar1 belirtilmisgtir.

Malzemeler Yikleme | Yiritme | Yiritme | Yiritme | Yirtitme | Yiriitme
Jeli (%3) | Jeli Jeli Jeli Jeli Jeli
(%7.5) (%10) (%12) (%15) (%18)

Su (dH,0) 3,262ml | 5425 ml | 4,81 ml | 4,309 ml | 3,545 ml | 2,81 ml

Akrilamid/BisAkrilamid | 4125 ml | 1,875 ml | 249 ml | 2,997 ml | 3,74 ml | 4,49 ml

Tris HCI pH:8.8 - 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml 2,5ml 2,5 ml
Tris HCI pH: 6.8 980 pl - - - - -
SDS %10 50 pl 100l | 100ppl | 100wl | 100 gl | 100 pl
APS 50 ul 66 ul 66 ul 66 ul 66 ul 66 ul
TEMED 7ul 10ul  |[10pl  |[topl | 10pl | 10ml

Sitoplazmik fraksiyon i¢in 30 pg, niiklear fraksiyon i¢in 10 pg protein igeren ornekler
10 pl hacimde hazirlandi ve 10 pl laemli tamponu eklenerek elde edilen toplam 20
ul’lik karisim, 100°C’ye sitilmis kuru blok isiticidda (Techne Dri-Block DB-2D) 5
dakika bekletilerek denatiirasyon islemi gergeklesitirildi. Kisa bir santrifiij isleminden
sonra, hazirlanmis olan jellerin kuyucuklarma yiikleme yapildi Yiiriitme tamponu
olarak 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1 SDS; pH:8,3 kullanildi. Proteinler 30 dakika
70 V, 45 dakika 100 V ve yiiriime bitene kadar 120 V’da ve +4°C’de yiiriitiildiiler.
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3.5.4. Proteinlerin Jelden Membrana Aktarilmasi

Elektroforez ile jelde ayrimi yapilan proteinler islak aktarim ile jelden PVDF
(Polyvinylidene fluoride) membrana aktarildi. 20 kDa’dan kiigiik proteinlerin aktarimi
igin por ¢apt 0.2 um olan membranlar (Millipore-immobilon-P*?) kullanilirken, 20
kDa’dan biiyiik proteinlerin aktarimi i¢in por ¢ap1 0.45 pm olan membranlar (Millipore-
Immobilon-P) tercih edildi. Aktarim islemi %30 metanol ihtiva eden Tris-Glisin SDS
tamponunda 12 saat siireyle 80mA akim siddetinde ve +4°C’de gergeklestirildi.
Membrana 5 dk boyunca Ponceau S boyama solusyonu uygulanarak aktarimin etkinligi,
olusan bant yogunluklar1 gozlenerek kontrol edildi. Bantlar gozlemlendikten sonra,
Poncaue S boyasimn1i membrandan uzaklastirmak icin 5 dk boyunca 0.1 M NaOH
uygulandu.

3.5.5. Ozgiin Protein Bantlarinin isaretlenmesi

Membran, %5’lik yagsiz siit tozu ile hazirlananan bloklama soliisyonuyla 1 saat oda
sicakliginda calkaliyicida bekletildi. Membranlar, bloklama iglemi sonrasi uygun
sulandirma oraniyla hazirlanan primer antikorlar ile (Tablo 3.2) bir gece +4°C’de,
inkiibe edildiler. Bu islem sonrasinda yikama tamponu TBS-T ( %95 TBS, %5 Twin-
20) yikanan membranlar, HRP (Yaban turbu peroksidazi) isaretli primer antikora
spesifik olan sekonder antikorlar ile (Tablo 3.2) 1 saat oda sicakliginda muamele
edildiler. Membranlar yikama tamponu ile yikandiktan sonra Western Blotlama
Luminol Ajanm1 (Cell Signaling Technology, 7003) kemiliiminesans substrati
kullanilarak, 6zgiin protein bantlar1 Kodak GL1500 jel goriintiileme sistemi ile
goriintiilendi. Kodak Molecular Imaging Systems yazilimi ile kemiliiminesans oranina
bagli olarak, protein bantlarinin yogunluk analizleri yapildi. Yogunluk analizleri yapilan
protein Orneklerine ait bant yogunluklari, sitoplazmik fraksiyonda calisilan proteinler
icin B-aktin proteininin yogunluguna, niiklear fraksiyonda g¢alisilan proteinler icin ise

TFIIB proteininin yogunluguna oranlanarak normalizasyon yapildi.
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Tablo 3.2: Western Emdirimi yonteminde kullanilan antikorlar, bu antikorlar i¢gin kullanilan

seyreltme oranlari, inkiibasyon sart ve siireleri belirtilmistir.

Primer Antikorlar Marka- Seyreltme | Inkiibasyon
Katalog No | Orani Stiresi

Tavsan anti-Acetyl-Histone H4 | CST-2591 1:1000 Tiim gece,+4°C

(Lys12)

Tavsan anti-Acetyl- and Phospho- | CST-9711 1:1000 Tiim gece,+4°C

Histone H3 (Lys9/Ser10)

Tavsan anti-TriMe- H3 (Lys9) Millipore- 1:1000 Tium gece,+4°C
07442

Tavsan anti-Histone Deacetylase | CST-2632 1:1000 Tiim gece,+4°C

3 (HDAC3)

Fare anti-HDAC1 (10E2) CST-5356 1:1000 Tiim gece,+4°C
Tavsan anti-Nanog, N-terminus Millipore- 1:500 Tiim gece,+4°C
AB5731
Tavsan anti-c-Myc CST-9402 1:1000 Tiim gece,+4°C
Tavsan anti-Oct3/4 (H-134) sc-9081 1:500 Tiim gece,+4°C
Fare anti-B-aktin Sc-47778 1:500 Tiim gece,+4°C
Tavsan anti-TFIIB sc-225 1:500 Tim gece,+4°C
Keci anti-tavsan [gG CST-7074 1:1000 Tim gece,+4°C
Sigir anti-tavsan IgG sc-2370 1:2500 Tiim gece,+4°C
At anti-fare 1gG CST-7076 1:1000 Tiim gece,+4°C
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3.6. MIRNA GEN EKSPRESYONU SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Bu calismanin planlanma asamasinda yaptigimiz kapsamli literatiir taramasi sonucunda
pluripotensi, erken pankreatik gelisim, son pankreas olgunlasmasi, Tip2 diyabet ve
HDAC’lar ile iligkili olan mikroRNA (miRNA)’lar1 tespit ederek c¢aligmamizla ilgili
olabilecek 39 adet miRNA belirlenmistir. Bunlar; mir-375, let7a-1, miR-7al, 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. internal kontrol olarak U6 kullanildi. Sonuglar, 2°Cy

degerleri lizerinden hesaplandi.

3.6.1. MikroRNA izolasyonu

QIAGEN miRNeasy Mini Kit protokolii kullanildi. 20 giin siireyle deney sartlari
uygulanmis olan 2.5x10° PAK-MKH 1.5 mI’lik ependorf tliplere alindi. 700 ul QIAzol
Lysis Reagent tiim tiiplere eklenip iyice karistirilarak homojenizenizasyon yapildi. 5
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 140 pl kloroform eklendi, 15 saniye
boyunca asag1 yukar1 hareketlerle nazikc¢e ¢alkalandi. Tiipler 3 dakika oda sicakliginda
kendi haline birakildiktan sonra 15 dakika boyunca, +4°C’de 12,000 g hizda santrifiij
edildi. Cok ince ara faz ve alt faza dokunmadan iist faz nazik¢e toplandi ve yeni toplama
tiiplerine aktarildi. Elde edilen iist fazin hacminin 1.5 kati1 kadar %100 etanol ilave
edilip karistirildi. Bu karisimdan 700 pl alimip 2 ml’lik filtireli toplama tiiplerine
aktarildi. 8000 g hizda 15 saniye oda sicakliginda santrifiijlendi. Kolonlara 700 ul RWT
tamponundan eklendi. 8000 g hizda 15 saniye oda sicakliginda santriftij edildi. RPE
tamponundan 500 pl eklendi ve 8000 g hizda 15 saniye oda sicakliginda santrifiij
edildi. Tekrar RPE tamponundan 500 pl eklendi ve 2 dakika boyunca 8000 g hizda oda
sicakliginda santrifiij edildi. Kolon 1.5 mI’lik ependorflarin i¢ine konuldu. Kolona 50 pl
Rnase-icermeyen su eklendi. Kapagi kapattiktan sonra 1 dakika 8000 g hizda

santrifiijlendi. Su ile beraber miRNA’larn da tiipe gecmesi sagland1.
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3.6.2. RNA Seviyelerinin Olgiilmesi

Izolasyon sonucu elde edilen RNA’larm miktarlarmin 8lgiimii i¢in Qubit® RNA HS
Assay Kiti (Thermofisher, Q32852) kullanildi. Standartlar ve 6rnekler igin 0.5 ml’lik
tiipler hazirlandi. Qubit RNA HS Reagent, Qubit RNA HS Buffer i¢inde 1:200 oraninda
sulandirilarak, standart ve drneklerin ¢aligmasi igin gereken soliisyon hazirlanmis oldu.
Hazirlanan bu soliisyondan, 190 pl hazirlanan standartlarin tiiplerine, 199 pl ise
hazirladigimiz 6rnekler i¢in olan tiiplere aktarildi. Standartlardan 10 ul, 6rneklerden ise
1 pl eklendikten sonra oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibasyon siiresinin

ardindan Qubit Florimetre 2.0 (Invitrogen) cihazi ile RNA seviyeleri belirlendi.

3.6.3. cDNA Eldesi

Yaklasik lug RNA, reverse transkriptaz enzimi (Qiagene, 218073) kullanilarak
cDNA’ya cevrildi. Her bir 6rnek i¢in, toplam 20 ul’lik karisim olusturuldu. Bu karigim;
4 pl 5x miScript tamponu, 2ul 10x miScript karigimi, 2 pl miScript Reverse
Transkriptaz, 5.75 pul RNaz icermeyen su, 6,25 ul RNA’dan olusturuldu. cDNA eldesi
icin 60 dakika 37°C’de inkiibasyonu takiben geri transkriptaz enziminin
inaktivasyonunu saglamak amaciyla 95°C’de 5 dakika inkiibasyon yapildi. Bu

basamaklar i¢in Termal Cycler cihazi (Techne) kullanildi.

3.6.4. qRT-PCR

100 ul’lik tiipler ve. QIAGEN miScript SYBR Green PCR Kit kullanildi. Toplam 20 pl
hacimde hazirlanan reaksiyon karisimmin 4,5 ul’si Rnaz igermeyen su (QIAGEN),
10ul’si SYBR green (2xQuaintiTect SYBR Green PCR), 2 ul’si master mix (10x
miScript Universal Primer), 2 ul’si primer karigimi (QIAGEN, miscript primer Assays)
ve 1,5 ul’si cDNA’dan olusturuldu. Negatif kontrol olarak cDNA yerine 1,5 pl Rnaz
icermeyen su eklenen reaksiyon karigimi kullanildi. U6 miRNA internal kontrol olarak
kullanildi. qRT-PCR analizi Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1 (Qiagen) programi
kullanilarak gergeklestirildi. Amplifikasyon programu olarak 95°C'de 15 dakika
denatiirasyonu takiben, sirasiyla 94°C’de 15 saniye, 55°C'de 30 saniye ve 70°C’'de 30
saniye’den olusan c¢evrim 40 kez tekrarlandi. Elde edilen CT degerleri RT? Profiler
PCR Array Data Analysis (Qiagen) programu kullanilarak analiz edildi.
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. Two-way ANOVA testini takiben g¢oklu
karsilagtirmalar icin Bonferroni post hoc testi uygulandi. Istatistiksel analizler Graph-
Pad Prism 5 programi kullanilarak yapildi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlaml1
kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIK TESTi BULGULARI
PAK-MKH’lere valproik asit 0.75-3 mM doz araliginda 24 saat siireyle uygulandi.
Valproik asitin belirlenen doz araliginda hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi MTT teknigi

ile belirlenerek sonuglar Sekil 4.1:’de gosterildi.
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Sekil 4.1: 0.75-3 mM VPA’nin PAK-MKH canlilig1 tizerindeki etkileri % Kontrol olarak
verilmistir. ***p<0,001 kontrole gore.

Hiicre canlilig1 degerleri (% 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 gére, sadece 0.75 mM VPA uygulanan grupta anlamli bir
hiicre sayis1 artist bulundu. 1 mM VPA uygulanan gruptan sonraki yiikselen VPA
konsantrasyonlarinda ise anlamli bir hiicre canliligi azalmasi gozlemlendi. Bu

sonuglardan yola ¢ikarak, hiicre canliligin1 artiran veya degistirmeyen dozlar olan 0.75
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mM ve 1 mM VPA uygulanarak p-hiicre farklilagsmasi ¢caligmalarina devam edilmesine

karar verildi.

4.2. B-HUCRE FARKLILASMASI iLE ILGILI BULGULAR

0.75 ve 1mM konsantrasyonda VPA’nin 10 giin siireyle PAK-MKH’lere uygulandiktan
sonra hiicreler insiilin antikoruyla isaretlenerek pozitif hiicre sayisi akim sitometri
yontemiyle belirlendi. Sonug olarak her iki doz uygulamasmnimn B-hiicre farklilagmasini
uyardigi, ancak 1mM VPA’nin nispeten daha fazla farklilasmaya neden oldugu tespit
edildi. ImM VPA %28,46 oraninda B-hiicre farklilasmasina neden olur iken; 0.75 mM
VPA %26,25 oraninda farklilasmayr uyardigi kaydedildi. Calismalara  hiicre
canliliginin korunarak B-hiicre farklilasmasinin uyarildigi 1 mM derisimli valproik asit

ile devam edilmesi uygun goriildii.

PAK-MKH’lere tam medyum, 25 mM Glukoz, 1 mM VPA ve 1 mM VPA + 25 mM
Glukoz’un 10, 20 ve 30 giin boyunca uygulanmasmi takiben kaydedilen insiilin® hiicre

oranlar1 Sekil 4.2:’de belirtilmistir.
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Sekil 4.2: 25mM Glukoz, ImM VPA ve 25 mM Glukoz+ 1 mM VPA’nin, 10., 20. ve 30.giin
sonunda B-hiicre farklilasmasina olan etkileri gosterilmistir. Flow sitometrik insiilin®
hiicre sayisini (%, Fluoresans yogunluk) gésteren histogram plotlar1 (A), analiz
sonuglarini yansitan grafik (B) ve ortalama+SEM degerleri verilmistir *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 kontrole gore.
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10. giliniin sonunda, sadece 1 mM VPA uygulanan grup icin anlamli B-hiicre
farklilasmas1 gozlendi. 20. ve 30. giinlerin sonunda, 25 mM Glukoz; 1 mM VPA ve 1
mM VPA+25mM Glukoz uygulanan gruplarda, anlamli bir B-hiicre farklilasmasi
gozlemlendi. En yiiksek oranda f-hiicre farklilasmasinin 20 giin siireyle uygulama
yapilan gruplarda meydana geldigi tespit edildi. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, 20 giinliik

deney siiresi ile arastirmanin devam etmesine karar verildi.

4.2.1. Gen Ekspresyonu Seviyesinde B-hiicre Farklilasmasi ile Tlgili Bulgular
PAK-MKH’lere tam medyum, 1 mM VPA, 25 mM Glukoz ve 1 mM VPA+25 mM
Glukoz 20 giin boyunca, her giin medyumlar degistirilerek uygulandi. Deney siiresinin
sonunda tliim gruplara ait hiicrelerin RNA izolasyonu yapildi. cDNA elde edildi ve qRT-
PCR yontemi ile ins2, Pdx1, Ngn3, Nkx6.1, Pax4, Pax6, Glut2 ve ACTB gen anlatim
seviyeleri belirlendi. Sonuclar Sekil 4.3:’de gosterildi.
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(A)
INS-2 PDX-1 NGN3 | NKX6.1 PAX4 PAX6 |GLUT-2

K 1.00+0 1.00+0 1.00+0 1.00+0 1.00+0 1.00+0 1.00+0
G 0.94+0.02 | 0.87+0.05 0.88+0.07 1.04+0.13 0.75+£0.14 | 0.91+£0.01 0.944+0.03
VPA 1.55+£0.18 | 2.55£0.52 | 0.51+£0.09 | 5.09+0.12 0.85+0.15 0.55+0.03 | 0.52+0.08
VPA+G 19.8+0.02 | 16.78+0.08 | 8.51+0.62 1.76+£0.04 | 2.53+0.05 0.04+0.04 | 2.51+0.08

(B)

Sekil 4.3: 20 giin siireyle PAK-MKH’lere uygulanan deney sartlarinin mRNA {iretimi
iizerindeki etkisi. mRNA seviyelerinin (Kath Artig) analiz sonuglarmin yansitan grafik
(A) ve ortalama+SEM degerleri (B) verilmistir. *p<0,05; **p<0,01 ve ***p<0,001
kontrole gore.
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Glukoz uygulanan gruptaki B-hiicre farklilasmasi ve fonksiyonlarinin devamliliginda rol
alan molekiillerin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna benzer oldugu belirlendi

(p>0,05).

VPA grubu kontrol grubuyla kiyaslandiginda; ins2 ve Pdx-1 gen iiriinlerinde (*p<0,05)
ve NKX6.1 gen iiriinlinde (***p<0,001) anlamli bir artig; Pax6 ve Glut-2 gen

irtinlerinde kayda deger bir azalma belirlendi (**p<0,01).

VPA+glukoz uygulanan grup kontrol grubuyla kiyaslandiginda; ins2, Pdx-1, Ngn3,
Pax4 ve Glut-2 gen iriinlerinde (¥***p<0,001) ve NKX6.1 gen {iriiniinde (**p<0,01)
anlamli bir artis; Pax6 gen iriiniinde ise kayda deger bir azalma belirlendi
(***p<0,001).

4.2.2. Mikroskobik Bulgular

Sekil 4.4: ve Sekil 4.5:’te 20. giin sonunda invert 151k mikroskobunda cekilen
fotograflar bulunmaktadir. Glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin tam medyum
uygulanan hiicrelere morfolojik yonden benzerligi dikkat ¢ekicidir. Her iki grubun ortak
ozelligi ¢ok sayida degisen biiyiikliiklerde kok hiicre kolonileri olusturmasidir (Sekil
4.47) Bu goriintii pluripotent hiicre karakterine uymaktadir. Buna karsin VPA ve
VPA+glukoz uygulanan PAK-MKH’lerde koloni benzeri yapilarda yogunlasmis
yuvarlak hiicrelerin varlig1 dikkat cekicidir. Bu tip hiicrelerden olusan kolonilerin
etrafindaki PAK-MKH’lerin sayica azalarak kolonilerin etrafinin bosaldigi ve genel
olarak bu kolonilerden ayrilan yuvarlak hiicrelerin bu bosluklara yayildig1 gozlenmistir.
Ayrilan yuvarlak goriiniimlii hiicrelerin adherent formdan siispanse forma gecisi dikkat
cekicidir (Sekil 4.5:) Bu bakimdan VPA ve VPA+glukoz uygulanan gruplardaki
kolonileri olusturan hiicrelerin pankreatik adacik hiicrelerine benzer sekilde yuvarlak

olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 4.4: 20 gunlik deney siiresi sonunda sonunda tam medyum uygulanan kontrol grubu (a)
ve glukoz uygulanan grubun (b) mikroskobik fotograflari veilmistir. Ust panel X4, orta
panel X10 ve alt panel X20 kez biiyiitiilmiistiir. * kok hiicre kolonisini gostermektedir.
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¢) VPA grubu; sIras

Sekil 4.5: 20 giinliik deney siiresi sonunda sonunda VPA uygulanan grup (a) ve VP A+glukoz
uygulanan grubun (b) mikroskobik fotograflari verilmistir. Ust panel X4, orta panel X10
ve alt panel X20 kez biiyiitiilmiistir. * hiicre kolonisini ve =» B-hiicresi benzeri yuvarlak

yapili hiicreyi gostermektedir.
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4.2.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimindeki Degisiklikler ile Tlgili Bulgular

Farklilasan hiicrelerin 6nemli 6zelliklerinden birisi olan oksidatif fosforilasyondaki artig
sonucu aciga cikan reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin seviyelerindeki degisimler
belirlendi. 20 giinliik deney siiresinin sonunda hiicrelere ROS i¢in indikator olarak

kullanilan DCFH-DA uygulanarak akim sitometri yontemiyle ROS seviyeleri ol¢iildii.

Sonuglar kontrol grubuna gore kath artis olarak hesaplandi (Sekil 4.6:).
= i K ) G
T o / f =
C521’(?:0 107 102 108 104 C‘:?OO 101 102 108 109
DCFDA DCFDA
2 Mf" VvPA s . MF - VPA+G
T P s E <\:o_ s
0300 epr D(‘;?:ZDA 168 i Fo0 101 Dégim 108 109
)
Grup DCF Yogunlugu (Kath
Artis)
2 20 i
=] *kk
c K 1.000x0
B __ 157 *
$E
» 2 G 1.390+0.014
5 = 1.0
N =
[
=
o= vPA 1.825+0.007
= 0.5
w
('
8 0.0- VPA+G 1.695+0.06
' K G VPA  VPA+G

(8)

©)

Sekil 4.6: 20 giin siireyle PAK-MKH’lere uygulanan deney sartlarinin ROS {iretimi {izerindeki
etkisi. Flow sitometrik DCF Fluoresans yogunlugunu (Kath Artis) gosteren dot plotlar
(A), analiz sonuglarmi yansitan grafik (B) ve ortalama+SEM degerleri verilmistir.

i

**p<0,01 ve ***p<0,001 kontrole gore; ##p<0,01 ve
gore.

p<0,001 glukoz uygulanan gruba

Sonuglar karsilastirildiginda, Kontrol gurubuna gore diger tiim gruplarda anlamli bir
artiy, Glukoz grubuna gore de VPA ve VPA+G gruplarinda anlamli bir artig tespit
edildi.
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4.2.4. Insiilin Sekresyon Bulgular

20. giiniin sonunda tiim deney gruplarindaki hiicreler, yiikselen glukoza karsi insiilin
salabilme yeteneklerini 6lgme amaciyla insiilin sekresyon testine tabi tutuldular.
Hiicrelere diisiik glukoz kosulu olarak 5.5 mM, yiiksek glukoz sart1 olarak 25 mM
glukoz derisimi uygulandi. Her bir grup i¢in elde edilen sonuglar, toplam protein

seviyelerine oranlanarak normalizasyon yapildi (Sekil 4.7:).

c
g
0 0.4+
o 3 5.5 mM Glukoz
= 5 w* [ 25 mM Glukoz
03 o T om
£
3 0.2-
(o)
>
(2]
2 0.1- HI
4
Q
(7))
% 0.0 ; . . .
L

Sekil 4.7: 5.5 mM glukoz ve 25 mM glukoz uygulanmasi sonucunda hiicrelerden salinan insiilin
miktarlar1 (ng/pg protein) verilmistir. **p<0,01 ve ***p<0,001 kontrol gruplarina gore.

5.5 mM derisimli glukoz uygulandiginda kontrol grubu 0.15+0.01; glukoz uygulanan
grup 0.224+0.01; VPA uygulanan grup 0.29+0.05 ve VPA+glukoz uygulanan grup
0.28+0.01 ng/pg protein seviyelerinde insiilin salinim1 gosterdiler. Gruplar birbirleriyle
karsilastirildiginda, VPA ve VPA+glukoz gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli

olarak artmig bir insiilin sekresyon seviyesigozlemlendi (p<0,01).

25 mM derisimli 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/pg protein

seviyelerinde insiilin salinimi gosterdiler. Gruplar birbiriyle karsilastirildiginda, kontrol
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grubuna gore, tiim gruplar anlamli olarak artmis bir insiilin sekresyonu gosterdiler (G ve

VPA i¢in p<0,01; VPA+glukoz i¢in p<0,001).

4.3. PLURIPOTENT KARAKTER DEGISIKLIiGi iLE ILGIiLi BULGULAR

PAK-MKH’lere tam medyum, 1 mM VPA, 25 mM Glukoz ve 1 mM VPA+25 mM
Glukoz 20 giin boyunca, her giin medyumlar degistirilerek uygulandi. Deney siiresinin
sonunda hiicre lizatlarindan sitoplazmik ve niiklear fraksiyonlar elde edildi ve western
emdirimi yontemi ile Oct3/4, c-Myc ve Nanog seviyeleri belirlendi. Elde edilen optik
yogunluk degerleri sitoplazmik fraksiyon i¢in B-aktin yogunluguna, niiklear fraksiyon

icin ise TF-IIB yogunluguna oranlanarak normalize edildi (Sekil 4.8:).

Sitoplazmik Fraksiyon Nuklear Fraksivon
123 G VPA VPA K G VPA VPA
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. < S = — .
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; 2 § —
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Sekil 4.8: PAK-MKH’lerin sitoplazmik (sol panel) ve nuklear (sag panel) fraksiyonlarinda
OCT3/4, c-Myc ve Nanog protein bantlar1 ve bu bantlarin yogunluklarini1 gésteren
grafikler verilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrole gore, ##p<0,01;
#%5<0,001 glukoz uygulanan gruba gére ve ‘p<0,05 valproik asit uygulanan gruba gore.
A.U.: Arbitrary Unit.
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Sitoplazmada bulunan OCT3/4 miktar1 kontrol grubu ig¢in 1.17+0.06; glukoz grubu i¢in
0.69+0.18; VPA grubu i¢in 0.32+0.10; VPA+G grubu i¢in 0.37+0.09 olarak hesapland:.
Niiklear OCT3/4 oranlar1 ise kontrol grubu igin 0.91+0.16; glukoz grubu igin
0.45+0.078; VPA grubu igin 0.344+0.07; VPA+G grubu i¢in 0.37+0.02 olarak bulundu.
Sitoplazmik fraksiyondaki OCT3/4 degisimleri ele alindiginda, kontrol grubuna gore
tiim gruplarda anlamli bir oranda azalma goézlemlendi (G grubu i¢in p<0,05, VPA ve
VPA+G gruplar1 i¢in p<0,01). Niklear fraksiyondaki OCT3/4 seviyeleri
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore tiim gruplarda anlamli bir oranda azalma tespit

edildi (p<0,05).

Sitoplazmik c-Myc miktarlari, kontrol grubu igin 1.07+0.04; glukoz grubu ig¢in
0.60+0.015; VPA grubu i¢in 0.36+0.06; VPA+G 0.52+0.06 olarak hesaplandi. Niiklear
Cc-Myc oranlar1 ise kontrol grubu i¢in 0.30+0.06; glukoz grubu i¢in 0.48+0.09; VPA
grubu i¢in 0.11+0.07; VPA+G i¢in 0.07+0.01 olarak bulundu. Sitoplazmik c-myc
seviyeleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore tiim gruplarda anlamli bir azalma
tespit edildi (p<0,001). Glukoz grubu ile VPA grubu karsilastirildiginda ise glukoz
grubuna gore VPA grubunda c-myc seviyelerinde anlamli bir azalma tespit edildi
(p<0,01). VPA ile VPA+G grubu karsilastirildiginda VPA+G grubuna gore VPA
grubunda c-myc seviyelerinde anlamli bir azalma goézlemlendi (p<0,05). Niiklear
fraksiyonda c-myc seviyeleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda, glukoz grubunda
anlamli bir artig tespit edildi (p<0,05). Kontrol grubuyla VPA ve VPA+G grubu
karsilastirildiginda ise, VPA ve VPA+G gruplarinda anlamli bir azalma goriildii
(p<0,01). Glukoz grubuna goére VPA ve VPA+G gruplarinda anlaml bir azalma tespit
edildi (p<0,001).

Sitoplazmik Nanog miktari, kontrol grubu i¢in 1.32+0.21; glukoz grubu i¢in 0.74+0.07;
VPA grubu icin 0.1£0.01; VPA+G grubu icin 0.12+0.01 olarak bulundu. Niiklear
Nanog oranlar1 ise kontrol grubu i¢in 1.27+0.24; glukoz grubu i¢in 0.76+0.07; VPA
grubu i¢in 0.19+£0.01; VPA+G grubu i¢in 0.13+0.01 olarak tespit edildi. Sitoplazmik
Nanog seviyeleri agisindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda, tiim gruplar kontrol

grubuna gore anlamli bir azalma gosterdi (G grubu i¢in p<0,05, VPA ve VPA+G
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gruplar1 i¢in p<0,001). Niiklear fraksiyondaki Nanog seviylerinde de benzer bir sekilde
kontrol grubuna gore tiim gruplarda anlamli bir azalma tespit edildi (G grubu icin
p<0,05, VPA ve VPA+G gruplari i¢in p<0.001). Glukoz grubuna gore VPA grubunda
anlamli bir azalma gézlemlendi (p<0,05). VPA+G grubunda G grubuna gore anlamli bir

azalma gorildi (p<0,001).

4.4 SINIF I  HDACLARDAN BAZILARINDA VE HiSTON
MODIFIKASYONLARINDA MEYDANA GELEN DEGISIKLIKLER iLE
ILISKILI BULGULAR

PAK-MKH’lere 20 giin boyunca tam medyum, 1 mM VPA, 25 mM glukoz ve 1 mM

VPA+25 mM glukoz, her giin medyumlar degistirilerek, uygulandi. Ardindan hiicre

lizatlarindan sitoplazmik ve niiklear fraksiyonlar elde edildi ve HDACI1 ve 3, H3K9-

Ace, H3K9-Met, H4K12-Ace seviyeleri western emdirimi yontemi ile belirlendi.

Protein bantlarinin optik yogunluk degerleri sitoplazmik fraksiyon i¢in [-aktin

yogunluguna, niiklear fraksiyon icin ise TF-IIB yogunluguna oranlanarak normalize
edildi .

Sekil 4.9:’de Simif I HDAC’lar arasinda yer alan HDAC1 ve 3’iin sitoplazmik ve
niiklear fraksiyon seviyelerindeki degisimler gosterilmistir. Sitoplazmik HDACI
oranlari, 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 hesaplandi. Sonuglar
birbirleriyle karsilastirildiginda, VPA ve VPA+G gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,001). VPA ve VPA+G gruplar1 glukoz uygulanan
grupla karsilagtirildiginda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,001). Niiklear HDACI1
oranlari, 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 hesaplandi. Sonuglar
birbirleriyle karsilastirildiginda VPA ve VPA+G gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,001). VPA ve VPA+G gruplar1 glukoz uygulanan
grupla karsilastirildiginda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,01).

Sitoplazmik HDAC3 oranlari, 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. Sonuglar karsilastirildiginda VPA ve VPA+G grubunda kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma gozlemlendi (p<0,001). VPA grubu glukoz grubuyla
karsilastirildiginda anlamli oranda bir azalma tespit edildi (p<0,01). VPA+G grubu
glukoz grubuyla karsilastirildiginda da anlamli bir azalma gozlemlendi (p<0,001).

Niiklear HDAC3 oranlari, kontrol grubunda 0.14+0.01, glukoz uygulanan grupta
0.1140.07, VPA grubunda 0.03+£0.00 ve VPA+G grubunda 0.03+0.00 olarak tespit
edildi. VPA ve VPA+G gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma belirlendi
(p<0,01). VPA ve VPA+G gruplar1 glukoz uygulanan gruba gore kiyaslandiginda yine
anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,01).
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Sekil 4.9: PAK-MKH’lerin sitoplazmik (sol panel) ve nuklear (sag panel) fraksiyonlarinda
HDACI1 ve HDACS3 protein bantlar1 ve bu bantlarin yogunluklarini gosteren grafikler
verilmistir. **p<0,01, ***p<0,001 kontrole gore, “p<0,01; **p<0,001 glukoz uygulanan
gruba gore. A.U.:Arbitrary Unit.
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Sekil 4.10:°da histon modifikasyonlar: ile ilgili bulgular yer almaktadir. H4K12-Ace
oranlari, 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 hesaplandi. Sonuglar
birbirleriyle karsilastirildiginda, VPA grubunda kontrol ve glukoz grubuna gore kayda
deger bir artis gbzlemlendi (p<0,01). VPA+G grubu ise kontrol ve glukoz gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli bir artis gosterdi (p<0,05). VPA ve VPA+G gruplari
arasinda herhangi bir kayda deger degisiklik gézlemlenmedi (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 hesaplandi. Sadece kontrol grubuna gére VPA ve VPA+G gruplarinda kayda

deger bir azalma gozlemlendi (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
hesaplandi. VPA grubunda glukoz ve kontrol gruplarina gére anlamli bir artis tespit
edildi (p<0,001). VPA+G grubu VPA grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir azalma
(p<0,05) ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir artma tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 4.10: PAK-MKH’lerin H4-K12 Ace, H3-K9 Ace ve H3-K9 TriMe protein bantlar1 ve bu
bantlari yogunluklarin1 gosteren grafikler verilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
kontrole gore, #p<0,05 *p<0,01; **p<0,001 glukoz uygulanan gruba gore, +p<0,05 VPA
grubuna gore. A.U.:Arbitrary Unit.
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4.5. BAZI MIiRNA’LARIN GEN EKSPRESYONU SEVIYELERINDE OLUSAN
FARKLILIKLAR iLE ILIiSKiLi BULGULAR

Olusturdugumuz 20 giinliik deney sartlar1 sonucunda, 39 adet miRNA’nin anlatim

degisiklikleri qRT-PCR yontemiyle belirlendi. Tim sonuglar, 2"-ACt islemi

kullanilarak hesaplandi (Tablo 4.1:). Ve bu hesaptan yola ¢ikarak, gruplar arasindaki

miRNA {retim degisiklikleri gosterildi (Sekil 4.11:, Sekil 4.12: ve Sekil 4.13:, Sekil

4.14:, Sekil 4.15:, Sekil 4.16:).

Tablo 4.1: Bazt miRNA’larin tiim deney gruplarindaki 2*ACt degerleri verilmistir.

27-AC,

Genler 7 C VPA VPAIG
mir37s 0.000868 0.000758 0.001292 0.000602
lat¥az 2.163449 2 675855 2614738 2881194
lat?az-1 0.006793 0.008810 0.012021 0.007098
lat?d 0.863539 1.239708 1.603992 0.905425
lae?f 0.029738 0.043586 0.042888 0.028002
mir? 0.069750 0.165511 0.166855 0.178831
mirls 0.008569 0.014017 0.013713 0.012104
mirlgs 10.009745 11.431953 15.907847 11.366110
mik30a 1.949810 2.000000 3.584239 3.859551
miR30d 0.003136 0.003240 0.005361 0.011359
mik142-5p 0.000183 0.000162 0.000130 0.000120
miR335 0.020809 0.020805 0.067063 0.063007
mik26a 9.052607 10.021316 11.B89916 10.495265
miR3545 0.000650 0.000750 0.001044 0.001511
miR20& 0.000680 0.000813 0.000786 0.000795
miR19b 0.001515 0.001543 0.002843 0.003636
miR494 0.016326 0.009291 0.014395 0.010685
miR503 0.055297 0.038021 0.019732 0.014748
miR18a 0.003808 0.006708 0.014595 0.018994
mird2 0.007156 0.006479 0.008709 0.006615
miR342 0020381 0.015625 0.027521 0.024462
miR184 0000128 0.000263 0.000767 0.001480
miR338 0.001209 0.000977 0.002350 0.002110
mik124 0.000033 0.000301 0.000102 0.000030
mik124a 0.000163 0.000245 0.000477 0.000348
miR150 0.248847 0.455335 0.532800 0.688566
mif24 10.434817 10.091019 17.168197 16.931838
mirdag 0.000135 0.000186 0.000098 0.000156
mik134 0.000089 0.000107 0.000183 0.000190
miR145 5.290241 5.370290 8.643806 4696763
mik148b 1.093030 1.248331 1.334840 1.054574
miR187 0.000510 0.000700 0.001143 0.002478
miR449 0.017317 0.024775 0.034118 0.0356%0
miR9%b 0.005955 0.007065 0.008529 0.054159
miR433 0.000904 0.001689 0.002262 0006419
miR146 0.001079 0.009685 0.001426 0.004899
mik181a2 0.223498 0.349492 0.284533 0.236788
mik181al 0013261 0.017824 0.022431 0.023628
miR433* 0.000257 0.000707 0.001052 0.001059

L] 1.000000 1.000000 1.000000 1.000000
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Sekil 4.11: Glukoz uygulanan grup ile kontrol grubunda baz1 miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Kirmizi i¢i bog yuvarlaklar
gen ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelen miRNA’lar1 gosterirken, yalnizca mavi
cizginin lizerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0,05).

Sonuglar karsilastirildiginda, glukoz uygulanan grupta kontrol gurubuna kiyasla, miR-
124 ve miR-146a’nin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artis gézlemlendi. (p<0.05)
Goze garpan bir sekilde artan fakat anlamli olmayan artiglar olarak, miR-7, miR-184 ve
miR433-5p kaydedildi (p>0,05).
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Sekil 4.12: VPA uygulanan grup ile kontrol grubuna bazt miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Kirmizi igi bog yuvarlaklar
gen ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelen miRNA’lar1 gosterirken, yesil ici bos

yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’lar1 gostermektedir. Yalnizca mavi
cizginin lizerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0,05).

Sonuglar karsilastirildiginda, VPA grubunda kontrol grubuna kiyasla, miR-335, miR-
18a, miR-184 ve miR433-5p iiriinlerinde anlamli bir artis gozlendi (p<0.05). Goze
carpan bir sekilde artan fakat anlamli olmayan artiglar olarak, miR-7, miR-124, miR-
124a, miR-15b, miR-134, miR-187 ve miR433-3p kaydedildi (p>0,05).
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YPA+G'nin K'va giire karsilagtinlmas
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Sekil 4.13: VPA+glukoz uygulanan grup ile kontrol grubunda bazi miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Kirmizi i¢i bog yuvarlaklar
gen ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelen miRNA’lar1 gdsterirken, yesil i¢i bog

yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’lar1 gostermektedir. Yalnizca mavi
cizginin lizerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0,05).

Sonuglar karsilastirildiginda, VPA+G grubunda kontrol grubuna kiyasla, miR-30d ve
miR-19b ekspresyonlarinda anlamli bir artis gézlemlendi (p<0.05). Gbze garpan bir
sekilde artan fakat anlamli olmayan artiglar 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, mMiR433-5p, miR-146a kaydedildi (p>0,05). MIiR-503’lin ekspresyonunun ise
belirgin bir sekilde azaldigi fakat bu azalmanm istatistiksel olarak anlamli olmadig:

tespit edildi.
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VPA+Gnin G've gire Kargilastirilmasi
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Sekil 4.14: VVPA+glukoz uygulanan grup ile glukoz uygulanan grupta bazi miRNA’larin
ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Kirmizi i¢i bos
yuvarlaklar gen ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelen miRNA’lar1 gosterirken,

yesil i¢i bos yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’lar1 gostermektedir.
Yalnizca mavi ¢izginin lizerinde kalan miRNA’larda istatistiksel olarak anlamli bir artis
veya azalma tespit edilmistir (p<0,05).
Sonuglar  karsilagtirildiginda, VPA+G’de G grubuna kiyasla, miR-30d nin

ekspresyonunda anlamli bir artma; miR124’te ise anlamli bir azalma goézlemlendi

(p<0,05). Gbze ¢arpan bir sekilde artan fakat anlamli olmayan artiglar olarak, miR-335,
miR-3545, miR-19b, miR-18a, miR-184, miR-338, miR-187, miR-99b, miR-433-5p
gozlemlendi. MiR-503’{in ekspresyonunda anlaml bir diisiis gozlemlendi (p<0,05).
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YPA+G'nin VPA'ya giire karsilagtirilmasi
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Sekil 4.15: VPA+glukoz uygulanan grupta VPA grubuna gore bazit miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinde meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Kirmizi i¢i bog yuvarlaklar
gen ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelen miRNA’lar1 gosterirken, yesil ici bos

yuvarlaklar ekspresyon seviyeleri azalan miRNA’lar1 gostermektedir.

Sonuglar kiyaslandiginda, VPA+glukoz uygulanan grupta VPA grubuna kiyasla,

herhangi bir anlamli miRNA iriinii degisikligi tespit edilemedi (p>0.05). Fakat, goze

carpan bir sekilde artan, anlamli olmayan artiglar olarak, miR-30d, miR-187, miR-99b,

miR-433-3p, miR-146 kaydedildi. Ayrica, géze garpan bir sekilde azalan fakat anlamli

olmayan diisiisler olarak miR-375 ve miR-124 belirlendi.
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Gen Anlatim Bﬁiﬁuﬁiﬁ

En Az Orta En Fazla

Sekil 4.16: : Her bir grupta miRNA’larin gen anlatim diizeyi derecelendirilmistir. Gen
ekspresyon diizeyleri yesilden kirmiziya dogru artmaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya Saglk Orgiitii (WHO)’niin verilerine gore, diinya capinda yaklasik 150 milyon
kisinin diyabet hastas1 oldugu ve bu saymm yaklasik %90°’nm tip 2 diyabet
olustururken, %10’u tip 1 diyabetiktir. WHO, diyabetten kaynaklanan 6liim oraninin
2025 yilinda ikiye katlanacagini tahmin etmektedir
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs138/en/). Tip 2 diyabetin, bir¢ok Sliimciil
patofizyolojik sonuglar1 nedeniyle, morbidite ve mortalite oranlar1 giin gectikge
artmaktadir. Bu hastalik kardiyovaskiiler sistem, bobrek, retina ve periferik sinir

sistemini de kapsayan genis etkili komplikasyonlara yol agar.

Diyabet, kan glukoz seviyesinin yiikselmesi ile karakterizedir. Kan glukozunun belirli
bir seviyede tutulmasi pankreasin endokrin kismini olusturan Langerhans adaciginda
konumlanan hiicreler tarafindan kontrol edilir. Besin alimmi takiben kan glukozu
yiikseldiginde adaciktaki B-hiicreleri insiilin salgilayarak kan glukoz seviyesini diistiriir.
Insiilin, viicuttaki insiiline duyarli hiicreler tarafindan kandaki glukozun alinmasini
uyarir ve glukoz karacigerde glikojene cevrilir. Kan glikoz seviyelerinin optimal
kontrolii pankreatik B-hiicrelerinde meydana gelen insiilin sentezi ve salinimmim hizla
degismesiyle saglanir (Kahn, 1996). Bu da hi¢ kuskusuz dogrudan B-hiicre kiitlesi ile
iligkilidir. Glukoz ve hormonal etkilerle diizenlenen B-hiicre replikasyonu, apoptotik
eliminasyonu ve 6zel sartlarda progenitor hiicrelerden kaynaklanan farklilagma B-hiicre
kiitlesini etkileyen faktorlerdir. B-hiicre kiitlesindeki farklhiliklar, gebelik, periferal
dokularin insiiline olan duyarliligi veya doku hasar1 gibi degisimler kan glukozunun
kronik olarak yiikselmesi ve ileri seviyelerde diyabete yol agabilir (Kahn, 1996; Mathis
et al., 2001; Saltiel ve Kahn, 2001).

Diyabet gelisiminin birbirini izleyen 5 basamakta meydana geldigi belirlenmistir. Her
bir basamak p-hiicre kiitlesi, fenotipi ve fonksiyonunda meydana gelen Onemli
degisikliklerle karakterize edilir. En iyi tanimlanmis olan basamak ilk asama olan ve

kompenzasyon olarak adlandirilan basamaktir. Bu asamada normal glukoz seviyelerinin
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korunabilmesi i¢in insiilin sekresyonu artar ki bu tip degisiklik obezite, fiziksel
inaktivite ve genetik yatkinhga bagl gelisen insiilin direncinin bir bulgusudur. ikinci
basamakta aclik glukoz seviyeleri 5-6.5 mmol/L (89-116 mg/dL) degerlerine yiikselir ki
bu kararli bir B-hiicre adaptasyonunun gostergesidir. Ugilincii basamak erken
dekompenzasyonun degisken bir periyodudur ve bu asamadan sonra gelen 4. basamakta
yiikkselmis olan glukoz seviyeleri kararhidir (dekompenzasyon). Son asama olan 5.
basamak ise ileri derecede dekompenzasyon, B-hiicre yetmezligi ve ketoz gelisimi ile
karakterizedir (Weir ve Bonner-Weir, 2004).

Diyabet gelisiminin ilk basamagi olan kompenzasyonun en 6nemli bulgusu glikoz ile
uyarilan insiilin salmmmindaki belirgin artistir. Insiilin salinimindaki bu artisin nedeni
stiphesiz Ki pankreatik B-hiicre sayisinda meydana gelen artistir. Normalde pankreatik [3-
hiicre sayist hiicre boliinmesi veya farklilasma sonucunda meydana gelen ve apoptotik
hiicre 6liimii yoluyla kaybedilen B-hiicre sayis1 arasindaki dengenin degismesi ile artar
veya azalir. Diyabet gelisiminin ilk basamaginda meydana gelen pankreatik B-hiicre
sayisindaki artisin  nedeni ve bu  hiicrelerin kaynagi henliz tam olarak
aydmlatilamamistir. Bu sorunun yanit1 diyabetin gelismesinde merkezi rol oynadig ileri
stiriilen pankreatik B-hiicrelerinin sayica artirilarak hipergliseminin engellenmesi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Pankreasta B-hiicrelerini verebilecek dort farkli hiicre kaynagi
belirlenmistir: kanal hiicreleri, ekzokrin hiicreler, mezenkimal kok hiicreler ve [3-
hiicreleri. Uygun bir uyaran olmaksizin B-hiicrelerinin rejenerasyon kapasitelerinin ¢ok
diisiik oldugu bilinmektedir. Bu durum muhtemelen B-hiicrelerinin kisith replikasyon
kapasitelerinin ve prekiirsor hiicrelerden neogenez ile B-hiicre olusumunun stirekli aktif
olmamasinin bir sonucudur. Ancak, uygun kuvvetli bir dis uyaran varliginda ¢ok etkin
olmamakla birlikte belirli bir rejeneratif hiicre artis1 s6z konusu olabilmektedir. Bu tip

rejeneratif bliylime var olan progenitor veya kok hiicre kaynakli olabilir.

B-hiicresi aragtrmalarindaki en Onemli sorulardan birisi yetiskin pankreasinda bu
hiicrelerin yenilenmesinin ne oranda gerceklestigi ve bunun kaynaginm hangi hiicre
oldugudur. Yeni hiicreler olusuyorsa bunlar kok/Onciil hiicrelerden  mi
kaynaklanmaktadir, yoksa mevcut hiicrelerin bdliinmesiyle mi ortaya ¢ikmaktadir?

Literatiirde birbiriyle ¢elisen bulgulara rastlanmaktadir. Gebelikte, obezitede ve kismi
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pankreatektomiden sonra B-hiicrelerinin kendini yeniledigi goriliir. Bu bulgu pankreatik

kok hiicreleri kavraminin dogmasina yol agmistir (Bonner Weir ve Sharma, 2002).

Pankreatik kok hiicrelerin var oldugunu ileri siiren goriigler nakillerden sonra
adaciklarin iglev gormeyi silirdiirmesinden de destek almaktadir. B-hiicrelerinin uzun
sire yasam slirmedikleri bilinir (Bonner-Weir et al., 2000). Bu nedenle nakledilen
adaciklarin iglevlerini siirdiirmesi, adacik ig¢inde pankreatik kok hiicrelerin veya en
azindan kendini yenileyebilen islevsel B-hiicrelerinin varligiyla aciklanabilir (Can,

2014).

Ekzokrin kanallarin (Bonner-Weir et al., 2000) ve adalarin (Guz et al., 2001) postnatal
pankreasta progenitor hiicrelerinin kaynagi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Bouwens ve
Kloppel, 1996). Bu olasilik ¢cok uzun zaman 6nce ortaya atilmis olsa da sadece bir kag
makale yetigkin pankreasta bulunan kok hiicrelerin veya gercek progenitor hiicrelerin
varligini1 tam olarak ortaya koyar niteliktedir. Yaymlanan calismalarda bu hiicrelerin
normal kemirgen pankreasindan izole edilebildigi ve uzun siireler boyunca alt
kiiltiirlerinin yapilabildigi ileri siiriilmektedir. Ayrica, in vitro farklilastirma sartlarinda
kendini yenileyebilen bu hiicrelerin insiilin tiiretebilen hiicrelere degisebildigi ve
transplante edildiklerinde diyabeti iyilestirebildigine dikkat ¢ekilmektedir (Ramiya ve
dig., 2000; Karaoz et al., 2010). Bu progenitdr veya kok hiicrelerin in vivo [-
hiicrelerinin yenilenmesi, sayica artmasi veya rejenerasyonunda rol aliyor olmasi
muhtemeldir. Zulewski ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada (2001) siganlara 48 saat
stireyle adacik trofik faktorleri olarak bilinen glukoz ve glukagon benzeri peptid-1
(GLP-1) uygulamiglar ve sonug olarak adaciklarin kiitlesinin yaklagik iki kat arttigini
gostermislerdir. Bu bulgudan yola cikarak pankreatik adaciklarin i¢inde progenitor
hiicrelerin var olabilecegini diisiinmiisler ve insan pankreatik adaciklarimda mezenkimal
kok hiicre belirteci olarak bilinen nestin pozitif hiicrelerin yer aldigin1 gdstermislerdir.
Bu tip progenitor hiicrelerin pankreasta yer aldigi ve bu hiicrelerin endojen aktivasyonu
yoluyla [-hiicrelerine farklilastirarak ileri seviyede diyabet tedavisi i¢in goz ardi

edilmemelidir.
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Karaoz ve arkadaslar1 (2010) PAK-MKH’lerin CD29 (Integrin-B1 zinciri Ha2/5), CD54,
CD90 (Thy-1/Thy-1.1) ve CDI106 tasirken, CD45 iiretmediklerini gostermislerdir.
Ayrica, bu hiicrelerin nestin, fibronektin, endoglin ve vimentin gibi mezenkimal kok
hiicre belirteclerini tagidigini da belirtmislerdir. PAK-MKH’ler uygun uyaran varliginda
kiiltiir ortammnda inslilin Ureten B-hiicrelerine, adipositlere ve osteositlere

farklilagabilmislerdir.

Calismamizda ekibimizin onceki caligmalar1 kapsaminda eriskin (2.5-3 aylik) erkek
Wistar Albino siganlarin pankreatik adaciklarindan izole edilip karakterize edilen PAK-
MKH’ler kullanilmistir. 3. Pasajda, PAK-MKH’lerin karakterizasyonu igin 1i.)
mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonunda varlik veya yokluklar1 anahtar veri
olarak kabul edilen yiizey antijenleri G6zgiin antikorlariyla isaretlenmis ve flow
sitometrik analiz ile bu antijenleri tasiyan hiicrelerin yogunlugu belirlenmistir. Bu
belirtegler: CD29 (Integrin-p1 zinciri Ha2/5), CD45, CD54, CD90 (Thy-1/Thy-1.1),
CD106°dir. Negatif kontrol olan CD45°1 tagtyan hiicreler <%0.5 iken, pozitif belirtecler
>%99 olan hiicre populasyonlar1 deneye almmustir. ii.) Mezenkimal kok hiicrelerin en
sik kullanilan sitoplazmik belirtegleri olan Vimentin, CD105/Endoglin, Fibronektin ve
Nestin proteinlerinin varligi Western blotlama teknigiyle gosterilmistir. iii.) Kok
hiicrelerin en 6nemli 6zelligi olan farklilasma yeteneginin gosterilmesi icin PAK-
MKH’lerin pankreatik B-hiicrelerine, adipositlere ve osteositlere farklilasma kapasiteleri
uygun protokoller kullanilarak Ol¢iilmiistiir. 1v.) Mezenkimal kok hiicrelerin
karakteristik 6zelligi olarak bilinen yiiksek proliferasyon kapasiteleri 1., 4., 7., 11., 14.
ve 17. giinlerde WST-1 (4-3-4-lodophenyl-2-4-nirophenyl-2H-5-tetrazolio-1,3-benzene
disulfonate) uygulamasiyla 6l¢lilmiistiir. Bu bulgular bir baska calisma kapsaminda elde
edildiginden teze dahil edilememistir. Laboratuvarimizda gergeklestirilen tiim bu testler
sonucunda izole edilen PAK-MKH’lerin yiiksek saflikta, saglikli ve fonksiyonel

olduguna karar verilmistir ve bu hiicreler ile ¢caligmalar siirdiiriilmektedir.

Caliymamizda olusturdugumuz gruplar arasinda tam medyumdan olusan kontrol grubu
ile glukoz, VPA veya VPA-+glukoz uygulanan deney gruplarindan olusan toplam 4
farkli uygulama yer almaktadir. Burada yiiksek konsantrasyonda glukoz in vivo

diyabetik bireylerde bulunan hiicrelerin mikrogevresini taklit edebilmek amaciyla
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kullanilmigtir.  Siiphesiz ki tip 2 diyabetin olugmasinda en Onemli basamak olan
kompenzasyon sirasinda artan B-hiicre kiitlesinin en dnemli uyaricisi uzun siireli yiiksek
glukoz konsantrasyonudur. Bu anlamda uzun siireli yiiksek konsantrasyonda glukoz
uygulamasi PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine farklilasmasi i¢in uygun bir model
olabilecek niteliktedir. VPA ise sinif I HDAC’larin inhibitérii olarak bilinmektedir ve
bu gruptaki enzimlerin PAK-MKH’lerin [B-hiicre farklilasmasindaki rollerinin
arastirilabilmesi amaciyla kullanilmistir. Ayrica, uzun siire VPA kullanan kiiclik yastaki
epilepsi hastalarinda insiilin direnci ve tip 2 diyabet gelisimi ile ilgili belirtilerin tespit
edilmis olmas1 (Luef ve dig., 2002; Verotti ve dig., 2002) bize VPA’nin PAK-MKH’leri

B-hiicre farklilagmasina yonlendirebilecegini diisiindiirmiistiir.

Erigskin pankreas, asinar hiicrelerden olusan ve dalli bir kanal araciligiyla iiretilen
sindirim enzimlerini bagirsaga salgilayan ekzokrin doku ile insiilin iireten p-hiicreleri,
glukagon iireten a-hiicreleri, somatostatin iireten o-hiicreleri ve pankreatik polipeptid
iireten PP-hiicrelerinden olusan endokrin dokuyu igeren karmasik bir organdir.
Pankreas, midenin arkasinda konumlanan 6n bagirsak endoderminin dorsal ve ventral
bolgelerinden koken alir. Genetik olarak degistirilmis farelerle yapilan g¢alismalar
pankreatik G6zglinlesme, biiyiime ve farklilasmayr diizenleyen hiyerarsik bir
transkripsiyon faktor iligkisinin varhigini gdostermistir (Collombat ve dig., 2006;
Jorgensen ve dig., 2007). Pankreas olusumuna katilan endodermal bolge homeodomain
faktor PDX1 ifade eder (Offield ve dig., 1996). Gelisimin takip eden basamaginda
heliks-loop-heliks faktor neurogenin3 (NGN3), epiteliyal pankreatik progenitor
hiicrelerde endokrin farklilasma programini baslatir. Gergekten de NGN3 geni hasarli
farelerde endokrin hiicre olusumu s6z konusu degildir (Gradwohl ve dig., 2000) ve
calismalar NGN3 ifade eden hiicrelerin adacik hiicrelerinin progenitorii oldugunu
gostermektedir (Gu ve dig., 2002). Gelisimin ilerleyen basamaklarinda ilave
transkripsiyon faktorleri 6zgiin endokrin hiicre kaderini belirler. Pax4 ve Arx’in
antagonistik role sahip oldugu ve endokrin alt tiirlerin (Pax4 /5, Arx o/PP-hiicre
farklilasmasinda etkindir) 6zellestirilmesinde rol aldig1 gosterilmistir. Pax-4 geni hasarli
olan farelerde segici olarak [ ve d-hiicreleri azalirken, a-hiicreleri artmakta; Arx geni

hasarli olan farelerde ise zit fenotip gézlenmektedir (Collombat ve dig., 2003).
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Calismamizda PAK-MKH’lere 20 giin siireyle glukoz ve/veya VPA uygulanmasini
takiben B-hiicre farklilasmasinin tespiti i¢in insiilin iiretiminde rol alan transkripsiyon
faktorleri ve p-hiicrelerinin fonksiyonunu siirdiirmesinde Onemli olan diger bazi
molekiiller olan Pdx-1, Pax4-6, Nkx6.1, NRG3, ins2 ve Glut2’nin gen ekspresyon
seviyeleri qRT-PCR yontemiyle dl¢tilmiistiir.

20 giin boyunca yiiksek konsantrasyonda glukoz uygulanan hiicrelerin p-hiicre
farklilasmas1 ve fonksiyonlarmm devamliliginda rol alan bazi molekiillerin gen
ekspresyon diizeyleri agisindan tam medtum uygulanan kontrol PAK-MKH’lere benzer
bir profil ¢izdigi gozlenmistir. Literatirde bu bulguyu destekleyecek c¢alismalar
mevcuttur. Ornegin, sicanlarin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinde
yiiksek konsantrasyonda glukozun kok hiicre koloni olusumuna ve farklilasmaya negatif
yonde etki ettigi gosterilmistir (Stolzing ve dig., 2012). Insan eriskin vaskuler kok
hiicrelerde de benzer seklilde yiiksek glukoz konsantrasyonunda biiyiimenin durdugu ve
farklilasma potansiyelinin azaldigi gosterilmistir (Keats ve Khan, 2012). PAK-
MKH’lere yalnizca yiiksek glukoz uygulamasinin gen ekspresyon seviyesinde B-hiicre
farklilasmas1 ve fonksiyonu ile iliskili faktorler iizerinde etkili olmadigni séylemek

mumkindr.

VPA uygulanan hiicrelerde gen ekpresyon diizeylerinde meydana gelen en belirgin
artisin  Nkx6.1’de oldugu tespit edilmistir. Bu transkripsiyon faktoriiniin B-hiicre
farklilasmasinda énemli rol oynadig1 bilinmektedir. Ornegin, Sander ve arkadaslarmin
yaptiklar1 calismada farelerde Nkx6.1 geninde hasar olusturuldugunda [-hiicre
onclilerinin azaldigmmi1 ve [-hiicre neogenezinin Ozellikle ikinci ge¢is asamasinda
durdugunu gostermislerdir. Bu bilgiden yola ¢ikarak Nkx6.1’in B-hiicre farklilagsmasinin
erken donemlerinde fonksiyonel oldugu sdylenebilir. VPA uygulanan hiicrelerde daha
diisiik oranda, ancak kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilen
diger B-hiicre farklilagmasiyla iligkili genler ins2 ve pdx1’dir. Bu bulgu VPA uygulanan
hiicreler arasinda erken farklilagsma evresindeki hiicrelerden daha az sayida olmakla
birlikte ileri derecede farklilasan B-hiicrelerinin varligini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu
grupta Pax6 ve Glut2 mRNA seviyelerinde anlamli bir azalmanm oldugu tespit

edilmigtir. Bilindigi tizere her iki molekiill de B-hiicrelerinin fonksiyonlarinin
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devamlilig1 ile iliskilidir (Gosmain ve dig., 2012). VPA uygulanan hiicrelerin Pax6
mRNA seviyelerinde gozlenen azalma farklilasan B-hiicrelerinin heniiz fonksiyonel

olmadigin1 diisindiirmektedir.

Gen ekspresyon seviyelerinde en belirgin farkliligin VPA+G grubunda meydana
geldigi, ozellikle ins2, pdx-1 ve ngn3 mRNA seviyelerinde kontrol grubuna gore
belirgin bir artis oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. B-hiicre farklilasmasiyla ilgili diger
genler arasinda yer alan Nkx6.1, Pax4 ve Glut2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde de
kayda deger ve istatistiksel olarak anlamli artislar oldugu tespit edilirken, yalnizca Pax6
mRNA seviyesinde azalma oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular 20 giin
boyunca VPA+glukoz uygulanmasinin PAK-MKH’leri olgun B-hiicrelerine
farklilastirdigini, ancak farklilasan bu hiicrelerin heniiz fonksiyonel olmadigini
diisiindiirmektedir. Tiim gen ekspresyon bulgular1 bir araya getirildiginde, VPA’nin
PAK-MKH’lerde B-hiicre farklilagmasini baslattigi glukozun ise kok hiicre havuzunu
destekleyerek bu farklilasmayi artirdig: diisiiniilebilir.

Diger taraftan, 10, 20 ve 30 giinlik deney siireleri sonunda gerceklestirilen akim
sitometrik analizler insiilin® hiicre sayisinin glukoz ve/veya VPA uygulanan gruplardan
kontrole gore anlamli bir artis gdsterdigini, en yiiksek insiilin® hiicre oranmm ise
yalnizca VPA uygulanan grupta oldugunu ve Ozellikle 20 giinliik deney siirecinde
meydana geldigini gostermistir. Bu bulgu deneyin sonraki asamalarmda 20 gilinliik
deney siiresinin kullanilmasma karar vermemizi saglamustir. Ilging bir nokta, glukoz
uygulanan deney grubunda yiliksek oranda insiilin iireten hiicre bulunmasina karsin,
insiilin tiretiminde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon seviyelerinde
kontrol grubuna gére herhangi bir farkliligin olmamasidir. Bu durum, ilgili molekiillere
ait yeni mRNA {retilmeksizin, hiicrede var olan mRNA’larm kullanilarak proteine

doniistiiriilmiis olma olasiligini diistindiirmektedir.

Kok hiicre ile diyabet tedavisi embriyonik/iPS hiicreler veya kemik iligi/adipoz doku
kaynakli kok hiicrelere ardisik biiylime faktorleri uygulanarak gerceklestirilen ¢ok
basamakli B-hiicre farklilastirma protokollerinin gelistirilmesine odaklanmigtir. Son

olarak Milman ve arkadaslar1 tarafindan yaymlanip (2016) en ¢ok dikkat ¢eken ve
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gelecek yillarda Tipl diyabet tedavisinde uygulamaya geg¢mesi beklenen protokol
toplam 6 basamaktan olusup 14 giin slirmektedir. Bu protokole gore Tipl diyabetik
hastalardan elde edilen iPS hiicrelere 13 farkli madde ¢esitli kombinasyon ve siirelerde
uygulanmaktadir. Sonug olarak olgun ve fonksiyonel B-hiicrelerinin elde edilmesinin
miimkiin oldugu gosterilmistir. Calismamizda, 6zellikle VPA+glukozun tespit edilen
doz ve siirelerde MKH’lere uygulanmasi ile olgun B-hiicrelerinin elde edilebilecegi

literatiirde ilk defa tespit edilmistir. Bu hiicreler diyabetik bireylere transplante edilerek

bu hastaligin hiicresel tedavisinde kullanilabilir. Calismamiz bu yoniiyle yeni bir -

hiicre farklilastirma protokolii 6nerir niteliktedir.

Ayrica, 20 gilin boyunca glukoz ve/veya VPA uygulanmis olan deney gruplarma diistik
ve yiiksek konsantrasyonda glukozun uygulanmasi sonucu medyuma salman insiilin
miktarlar1 ELISA yOntemiyle Ol¢lilmiistiir. Bu testin amact PAK-MKH’lerin
farklilagsmasiyla olusan yeni B-hiicrelerinin glukoza duyarl insiilin sekresyonu yapma
kapasitelerinin Olgiilerek fonksiyonel olup olmadiklarinin arastirilmasidir. Elde edilen
sonuglar B-hiicre farklilagsmasi sonuglariyla paralel olarak VPA uygulanan gruplarda
daha fazla olmak iizere bazal glukoz uyarisina karsin insiilin sekresyonu yapildigini
gostermektedir. Ancak belirtilen deney sartlarinda PAK-MKH’lerden farklilasmis olan
B-hiicrelerinin yiiksek glukoz uyarisina karsi duyarli olmadigi yani bu hiicrelerin
fonksiyonel olmadig: tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda tip 1 diyabetin hiicresel
tedavisinde kullanilmak iizere yeni olusturulmaya calisilan [B-hiicrelerinin 6zellikle
embriyonik kok hiicreler (Pagliuca ve Melton, 2013) veya benzer karakterli iPS
hiicrelerden (Pellegrini ve dig., 2015) farklilastirildig1 dikkati cekmektedir. Pluripotent
karakterli embriyonik kok hiicre veya benzeri kok hiicrelerden tiiretilmis insiilin ifade
eden hiicrelerin yiikselen konsantrasyonlarda glikoza yanit olarak artan seviyelerde
insiilin salgilamasinda basarisiz olmalar1 bu tip hiicrelerin tedavide kullanilmasini
kisitlamaktadir (D’Amour ve dig., 2006). Embriyonik kok hiicrelerden veya iPS
hiicrelerden tiirevlendirilen endodermal progenitér hiicre hatlarindan olusturulan
insiilin® hiicrelerin insiilin salgiladiklar1 belirtilmistir (Cheng ve dig., 2012). Ancak,
bahsedilen insiilin salgilanmasinin kullanilan protokollerdeki farklilagmadan mi1
kaynaklandigi, yoksa bu hiicrelerin in vivo transplantasyon sonrasinda mi fonksiyonel

olduklar1 heniiz tam agiklanamamistir. Farkli yaslardaki geng fare adaciklarinda yapilan



74

analizler insiilin salgilanmasi ile iliskili olabilecek trokortin 3 (Ucn3) dahil olmak iizere
bazi genlerin regiilasyonunun kok hiicrelerden yeni tiiretilmis B-hiicrelerinde fonksiyon
edinimi ile ilgili ilerlemeler kaydedilebilmesi agisindan Onemli olabilecegini
diistindiirmektedir (Blum ve dig., 2012; Van der Meulen ve dig., 2012). Kok/progenitor
hiicrelerden in vitro sartlar altinda farklilagtirilan B-hiicrelerinin in vivo transplantasyonu
takiben yerlestikleri mikro ¢evrelerde bulunan diger tip hiicreler ile veya salinan bazi
faktorler ile olgunlagsmalarmi tamamlayarak fonksiyon kazanma ihtimali yiiksek
goriinmektedir. Millman ve arkadaslarinin  son olarak yaymladigi (2016)
caligmalarindan yola ¢ikilarak pluripotent karakterli embriyonik kok hiicre veya iPS
hiicrelerinden  tiirevlendirilen  B-hiicrelerinin  in  vitro kosullarda fonksiyon
kazanabilmesinin calisilan kok hiicrenin kaynagina bagli oldugu da diisiiniilmesi
gereken 6nemli noktalardan birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bahsi gegen ¢alismada
diyabetik olmayan ve tip 1 diyabetik hastalarn fibroblastlarinin  yeniden
programlanmastyla elde edilen iPS hiicrelerinden tiirevlendirilen B-hiicrelerinin in vitro
sartlarda ylikselen glukoz seviyelerine duyarli olarak artan seviyelerde insiilin

salgilayabildigi gosterilmistir.

Metabolik regiilasyonun merkezi yolaklarmdan birisi olan glikolizin eriskin kok hiicre
karakterinin korunmasindaki rolii dikkat ¢ekmektedir. Cogu memeli hiicresi glukozu
enerji kaynagi olarak kullanir. Glukoz, glikoliz ad1 verilen ¢ok basamakli reaksiyonlarin
sonucunda piruvat {lretlilen bir yolak araciligiyla metabolize edilir. Farklilasmis
hiicrelerde normal oksijen seviyelerinde iiretilen piruvatin ¢ogu mitokondriye gecer,
Krebs ¢evrimi ile okside edilerek ATP firetilir ve boylelikle enerji saglanir. Ancak, kok
hiicrelerde, glikoliz ile iiretilen piruvatin ¢ogu laktat dehidrogenaz ile laktata cevrilir.
Bu durum genel olarak diisiik oksijen varhiginda gergeklesip anaerobik glikoliz veya
Warburg etkisi olarak adlandirilir. K&k hiicrelerin besin algilama yolaklar1 araciligiyla
oksidatif fosforilasyonu baskilayip, glikolizi artirarak karakterlerini korudugu
bilinmektedir. Bu durumda, enerji kaynaklarinin artmasi veya degismesi kok hiicrelerin
karakterini etkileyerek farklilasmasina neden olabilmektedir (Ochocki ve Simon, 2013).
Farklilagan hiicrelerde siiregelen mitokodriyal elektron tagima sistemi, reaktif oksijen
tiirleri (ROS)’nin iiretilmesine neden olur. Dolayisiyla yiikselen ROS seviyeleri kok

hiicrelerin farklilagsmasiyla iliskilendirilmektedir (Ryu ve dig., 2015). Calismamizda
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ROS iiretimi seviyeleri PAK-MKH farklilasma diizeylerinin bir belirteci olarak
kullanilmistir. B-hiicre farklilagmasi bulgularia paralel olarak 20 giin boyunca glukoz
ve/veya VPA uygulanan gruplarda ROS iiretiminin kontrole gore anlamli bir artis

gosterdigi tespit edilmistir.

Deney siiresi sonunda hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler de farklilasma
bulgularmi desteklemektedir. Yalnizca glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin tam
medyum uygulanan hiicrelere morfolojik yonden benzerligi dikkatimizi ¢ekti. Her iki
grubun ortak oOzelligi cok sayida degisen biiyiikliiklerde kok hiicre kolonileri
olusturmasi idi. Bu goriintii pluripotent hiicre karakterine uymaktadir. Tiim bulgular,
yalnizca glukoz uygulanan gruptaki hiicrelerin farklilasmanin erken evrelerinde
oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsin, VPA ve VPA+glukoz uygulanan PAK-
MKH’lerde koloni benzeri yapilarda yogunlasmis yuvarlak hiicreler ¢cok sayidaydi. Bu
tip hiicrelerden olusan kolonilerin etrafindaki PAK-MKH’lerin sayica azalarak
kolonilerin etrafinin bosaldigi ve genel olarak bu kolonilerden ayrilan yuvarlak
hiicrelerin bu bosluklara yayildig1 gozlenmistir. Ayrilan yuvarlak goriiniimlii hiicrelerin
adherent formdan siispanse forma ge¢isi dikkat ¢ekicidir. Bu bakimdan VPA ve
VPA+glukoz uygulanan gruplardaki kolonileri olusturan hiicrelerin pankreatik adacik

hiicrelerine benzer sekilde yuvarlak olduklari tespit edilmistir.

Pankreatik gelisim ile ilgili ¢alismalar genel olarak 6zgiin transkripsiyon faktorlerinin
diizenleyici rollerini arastrmaya odaklanmis, HDAC’lar gibi epigenetik mekanizmada
onemli roller iistlenen diger es diizenleyicilerin rolii tam olarak ag¢iklanamamustir.
Haumaitre ve arkadaglar1 (2008) nukleozomal histonlarin asetilasyon durumunun
kromatin  yapisim1  degistirdigini  ve gen ekspresyonunun epigenetik olarak
diizenlendigini goz Onilinde bulundurarak bu mekanizmanin pankreatik farklilasma ve
embriyonik pankreastaki hiicrelerin kaderini kontrol edebilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu
hipotez ile ilgili yaptiklar1 ilk ¢aligmalarda siganlarin embriyonik pankreasinda I. sinifa
dahil olan HDAC1-3 ile II. sinifa dahil olan HDAC4-7’nin fiiretildigini gostermislerdir.
Pankreatik gelisim siirecinin ilerlemesi ve bu sirada gerceklesen farklilagsma ile birlikte
her iki smifa ait HDAC’larin seviyelerinde belirgin bir azalmanin oldugu ve buna total

HDAC aktivitesindeki azalmanin eslik ettigini tespit etmislerdir. Diger caligmalarda
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benzer bir degisikligin osteogenez (Lee ve dig., 2006) ve adipogenez (Yoo ve dig.,
2006) sirasinda da meydana geldigi gosterilmistir.

Haumaitre ve arkadaslar1 (2008) embriyonik pankreaslara in vitro kiiltiir sartlarinda
HDAC inhibitorleri uygulayarak bu enzimlerin pankreatik gelisimdeki roliini
arastrmiglardir. Bu uygulama hiicre proliferasyonunu etkilemezken, asinar hiicre
farklilagsmasin1 baskilayarak duktal hiicre farklilasmasini artrmigstir. Onemli bir nokta,
HDAC inhibitdrii uygulamasinin NGN3* endokrin progenitdrlerinin gelisimini artirdigi
ve endokrin alt tip hiicre hatlarmin modifikasyonuna yol ac¢tiginin belirlenmis olmasidir.
NGN3" progenitor hiicreler a, B, 8 ve PP-hiicrelerine farklilasma potansiyeline sahiptir
(Gradwohl ve dig., 2000). o/PP ve B/o hatlarina farklilasma NGN3’iin iki farkli hedefi
olan Arx ve Pax4 araciligiyla meydana gelir (Collombat ve dig., 2006). Haumaitre ve
arkadaslar1 (2008) uyguladiklar1 ¢ogu HDAC inhibitorlerinin Arx ekspresyonunu
artirdigini ve o/PP hattina farklilasmay1 ilerlettigini tespit etmislerdir. VPA veya MS275
uygulamasinin insiilin ve somatostatin lireten hiicrelerin indirgenmesine ve buna paralel
olarak Pax4 gen ekspresyonunda azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin
TSA veya sodyum butirat uygulamasinin /6 hatlarina farklilasmay1 pozitif yonde
etkiledigi ve Pax4 gen ekspresyonunda artisa neden oldugu belirtilmistir. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak 6zellikle TSA veya sodyum butirat uygulamasi ile elde edilen
NGN3" progenitor hiicrelerin diger HDAC inhibitdrlerine gére daha yiiksek oranda

endokrin hiicre havuzunu artirdig1 sonucuna varilmistir.

Calismamizda literatiirde ilk kez PAK-MKH’lerin sitoplazmik ve niiklear
fraksiyonlarda 1.smmif HDAC {iyeleri olarak bilinen HDACI ve 3 proteinlerinin varligi
gosterilmistir. Genel olarak 1. sinifa dahil olan HDAC’larin nukleusta konumlandig:
HDAC3’iin hem sitoplazmada, hem de nukleusta konumlandigi bilinmektedir (de
Rujiter ve dig., 2003). Bu bilgiye paralel olarak calisjmamizda HDACT’in PAK-
MKH’lerde nukleusta daha fazla bulundugu, ancak diisik oranda sitoplazmada da
konumlandigi belirlenmistir. HDAC3’{in ise PAK-MKH’lerin nukleus ve sitoplazmik
fraksiyonlarinda birbirine yakin seviyelerde bulundugu tespit edilmistir. HDAC’1n
substrat1 olan asetilenmis histonlarin da nukleusta yer aldig1 diisiiniildiigiinde bu bulgu

beklenen bir durumdur ve PAK-MKH’lerin karakterinin korunmasinda HDACI ve 3’in
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rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Farklilasmanin tespit edildigi glukoz ve/veya
VPA uygulanan gruplarda HDACI1 ve 3’iin seviyelerinde farklilagma ile orantili olarak

belirgin bir azalmanin tespit edilmis olmasi bu hipotezin dogrulugunu onamaktadir.

PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine farklilasmasinda histon asetilasyonunun roliinii
tanimlamak amaciyla ¢alismamizda in vitro bir kiiltir modeli kullanildi. Pankreas
gelisimi sirasinda biitiin HDAC ler ifade edildiginden, spesifik bir HDAC inaktivasyonu
yerine spesifik bir HDAC smifi inhibisyonu stratejisi tercih edildi. Deneylere
baslamadan 6nce bize rehberlik edebilecek tek calisma olarak gordiigiimiiz Haumaitre
ve arkadaglarinin (2008) gerceklestirdigi kapsamli arastirmalarin sonucglarina gore
esasen smif I ve II HDAC’larm NGN3" progenitdr hiicre havuzunu artirarak endokrin
hiicre farklilasmasimna katkida bulundugu tespit edildi. Buradan yola c¢ikarak PAK-
MKH’lerde smif I ve I HDAC’larin inhibe ederek calismaya baslamaya karar verildi.
Bu amacla PAK-MKH’lere yalnizca sinif | HDAC’lar1 ihibe eden VPA veya sinif [ ve
II HDAC’lar1 inhibe eden trichostatin A (TSA) farkli dozlarda ve uzun siireli
uygulanarak B-hiicre farklilagsmalar1 test edildi. Sonug olarak TSA’nin PAK-MKH’lerin
B-hiicrelerine farklilasmasinda bir etkisi olmadig1 belirlenerek (yayinlanmamis bulgu)

calismamiza smif I HDAC’larin arastirilmasina karar verildi.

Stirpriz bir sekilde, ad1 gecen calisma ile zit bulgular elde etmis olmamiz esasen deney
modellerindeki farkliliklardan ileri geliyor olabilir. Humaitre ve arkadaslarmin (2008)
yapmis olduklar1 ¢alisma in vitro embriyonik pankreasta yapilan arastirmalar1 kapsiyor
iken, bizim calismamizda eriskin PAK-MKH’ler kullanilmistir. iki calisma arasindaki
en 6nemli farkliliklardan biri hiicrelerin gelisim basamaklarmin farkli olmasi; digeri ise
cok sayida farkli hiicrenin birbiriyle etkilesimlerinin sonuglarini yansitan organ
kiiltiirtine karsilik tek hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalar1 kapsiyor olmasidir. Organ
kiiltiirlinde pankreasta yer alan ¢ok ¢esitli hiicrelerin neogenez yoluyla diger tip
hiicrelere farklilasarak veya proliferasyon yoluyla kendi sayilarmi artrrarak hiicre
havuzunu genisletebilecegi unutulmamalidir. Bu noktada yeni olusan hiicrelerin
kaynaginin net bir sekilde belirlenebilmesi icin tekli hiicre kiiltiirlinde yapilan

calismalardan elde edilen sonuglar olduk¢a 6nemlidir.
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Histon asetilasyonu genel olarak kromatin yapisint gevseterek transkripsiyon
faktorlerinin hedef DNA bdlgesine ulasimini kolaylastirir (Grunstein, 1997). Histon
deasetilasyonu ise aksine kromatini sikilastirarak transkripsiyonel baskilanmaya neden
olur (Kuo ve Allis, 1998). Bu sebeple, pankreas gelisimi sirasinda artan histon
asetilasyonu gen ekspresyonunu artirabilir. Bu bilgiden yola ¢ikarak HDAC’larin
baskilanmasi kok/6nciil hiicrelerin spesifik hiicre tiplerine farklilasmasi i¢in 6n kosul
olarak diisliniilebilir. Calismamizda VPA ile smif I HDAC’larin inhibisyonu sonucu
asetillenmis H3-K9 ve H4-K12 seviyelerinde belirgin bir artis gdzlenirken, metillenmis
H3K9 seviyelerinin azaldig: tespit edilmistir. Bu sonuca paralel olarak ayni1 gruplarda

belirledigimiz B-hiicre farklilasmasindaki artis bu hipotezi dogrular niteliktedir.

Calismamizda esas olarak histon asetilasyonunun PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine
farklilasmasmdaki etkileri lizerine yogunlagilmis, DNA metilasyonu ele alinmamustir.
Diger calismalarda genom Olceginde yapilan analizlerde DNA metilasyonunun
pluripotensinin 6nemli bileseni olmadig1r sonucuna varilmistir. Bu c¢aligmalardan bir
tanesine gore DNA metilasyonu olmayan farelerde embriyonik kok hiicrelerin
kendilerini yeniledikleri ve ¢ogaldiklar1 goriiliir, ancak bu hiicreler farklilagsmaya
girdiklerinde oliirler (Tsumura ve dig., 2006). Ancak, genel bilgiler kisminda ayrintili
olarak ele alindig1 tizere histon metilasyonunun kok hiicre karakterlerinin korunmasi ve
farklilagsma arasindaki iliskinin saglanmasinda olduk¢a 6nemli olduguna dair bilgiler
mevcut oldugundan, calismamizda metillenmis H3-K9 seviyeleri Olglilmiistiir.
Farklilagma ile paralel olarak asetillenmis histonlarin seviyesinde meydana gelen artigin

aksine, H3-K9 metilasyonunda belirgin bir azalma meydana gelmistir.

Kendini yenileme kapasitesi ve farklilasma potansiyeli kok hiicrelerin ayirict
ozelliklerindendir ve bu iki hiicresel olay arasindaki degisim, gen ekspresyonunda genis
kapsamli degisiklikler gerektirmektedir. miRNA’lar kok hiicrelerin 6zelliklerinin
korumasinda ve farklilagsma siireclerinde 6nemli rol oynayarak kok hiicre geligimini
diizenlerler (Yi ve dig., 2011). OCT4, Sox2, Nanog ve KIf4 gibi transkripsiyon
faktorleri, stemness olarak bilinen pluripotent karakterin korunmasi igin gereklidir. Bu
pluripotensi faktorleri kok hiicrenin farklilagmamis asamada kalmasimni saglarlar.

Farklilagmaya giden hiicrelerde bu faktorler etkilerini kaybederler (Yu ve dig., 2012).
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PAK-MKH’lerin OCT4 ve Sox2’yi gen ekspresyon seviyesinde ifade ettikleri
gosterilmis olmakla birlikte (Karaoz ve dig., 2010), PAK-MKH’lerde protein
seviyesinde bu faktorlerin varligmi gosteren bir c¢aligmaya rastlanmamuistir.
Calismamizda, PAK-MKH’lerin sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlarinda pluripotensi
faktorleri olarak bilinen OCT3/4, c-myc ve Nanog proteinlerinin varligi ve uygulanan
deney sartlarinda bu transkripsiyon faktorlerinin seviyelerinde meydana gelen
degisiklikler arastirilmistir. Beklenen bir sonu¢ olarak kontrol grubundaki
farklilasmamis PAK-MKH’lerde her {i¢ transkripsiyon faktoriiniin de farklilasan
gruplara gore ¢ok daha yiiksek oranda bulundugu ve farklilasma ile orantili olarak bu
faktorlerin seviyelerinde belirgin bir azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir.
OCT3/4 ve Nanog’un sitoplazmik ve nuklear protein oranlarinin birbirine yakin oldugu,
ancak, c-myc’in niiklear fraksiyonda daha fazla bulundugu tespit edilmistir. Bu bulgu
PAK-MKH’lerin pluripotent karakterinin korunmasinda OCT3/4 ve Nanog’un c-myc’e
gore daha etkin rol oynadigim diisiindiirmektedir. Genel olarak bu {ii¢ pluripotensi
faktoriiniin  sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlardaki seviyelerinde meydana gelen
degisimler paralel olmakla birlikte, tek istisna olarak c-myc’in glukoz uygulanan grubun
nuklear fraksiyonundaki artis dikkat c¢ekicidir. C-myc biiylime faktorii reseptorii
sinyalinden aldig1 uyariyla glikoz alimi ve glikoliz ile ilgili genlerin ekspresyonunu
diizenler ve genel olarak hiicre proliferasyonuyla dolayisiyla kok hiicre karakterlerinin
devamliligiyla iliskilendirilir (Vadlakonda ve dig., 2013). Glikoz uygulanan PAK-
MKH’lerdeki ROS seviyelerinin VPA uygulanan gruplardakine oranla daha diisiik
olmas1 bu grupta glikolizin artmis olabilecegini ve c-myc’in bu noktada fonksiyonel

olabilecegini diisiindlirmektedir.

Diger taraftan c-myc, OCT4, Nanog ve KIf4 ile birlikte somatik hiicrelerin yeniden
programlanarak uyarilmis pluripotent kok hiicreler (iPS)’e doniismesinde anahtar rol
oynamaktadir. S0z konusu yeniden programlama DNA metilasyonunda ve histon
ortintiisiinde, yani kromatin yapisinda bir takim epigenetik degisimleri gerektirir. C-myc
temelde diger li¢ faktoriin baglanamadigi bazi gen bdlgelerine baglanir ve lgiiyle
dengeli bir bigimde 06zgiin DNA bolgelerindeki metilasyonu azaltir ve kromatin
degisimlerine neden olur (Scheper ve Copray, 2009). Bu durum hiicrenin daha ileri bir

programlanma diizeyine gecisini saglar ve hiicre artik kendi programlama faktorlerini
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kullanarak otomatik olarak programlamayi siirdiiriir; digaridan verilen genler ise
baskilanir. Bu ag¢idan bakildiginda glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin nuklear
fraksiyonunda c-myc seviyesinin artmig olmasi gen ekspresyonunun artmasina ve
dolayistyla farklilasmaya zemin hazirlanmasma neden olmus olabilir. Yeniden
programlama caligmalarinda fare fibroblastlarinda VPA’nin c-myc yoklugunda bu
pluripotensi faktoriiniin yerini alarak etkin bir programlama yapmaya yardimci oldugu
gosterilmistir (Huangfu ve dig., 2008). Bu bulgu VPA uygulanan PAK-MKH lerin
nuklear fraksiyonundaki c-myc seviyelerinin daha diisik olma sebebini agiklar
niteliktedir. VPA wuygulanan hiicrelerde histon asetilasyonu saglanarak kromatin
acilmas1 gergeklesebildiginden hiicreler c-myc’ten bagimsiz olarak farklilasmaya

gidebilmektedir.

Kok hiicre biyolojisinde oldukga dikkat ¢eken ve nispeten yeni bir ¢aligma alani olarak
karsimiza ¢ikan miRNA'larin kok hiicrelerin kendini yenileme, Ozellesmis hiicre
hatlarina farklilasma ve somatik hiicrelerin yeniden programlanmas: da dahil olmak
tizere, hiicre kaderinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Choi ve
dig., 2013). Bu islevler miRNA'lar ve transkripsiyon faktorlerini igeren belirli bir gen
ekspresyon programu tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Kok hiicrelerin pluripotent
karakterinin korunabilmesi i¢in, belirli miRNA'lar farklilagsmay1 ilerleten transkripsiyon
faktorlerini baskilarken, bazi miRNA’lar ise kendini yenilemeyi saglayan transkripsiyon
faktorlerinin uyarilmasmi saglar. Kok hiicre kaderinin yonlendirilebilmesi i¢in dogal
miRNA'lar benzer bir sekilde kiigliik molekiiller iiretilip kullanilabilir. Bu anlamda dogal

ve sentetik bazi kiigiik molekiiller izole edilmis veya sentezlenmistir.

Calismamizda dort adet miRNA grubu olusturulmus ve uzun siireli glukoz ve/veya VPA
uygulanarak B-hiicrelerine farklilasmalar1 saglanan PAK-MKH oOrneklerinde bu
miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki degisimler arastiwrilmistir. Bu dort grup
miRNA asagida listelenmistir.

1-HDAC’lar ile iliskili miRNA’lar: miR-19b (Lepore ve dig., 2013), miR-146a
(Wang ve dig., 2013), miR-206 (Smirnova ve dig., 2014), miR-449a (Poddar ve dig.,
2016).
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2- Pluripotensi faktorleri ile iliskili miRNA’lar: miR-134 (Zhang ve dig., 2016),
miR-181al1/2 (Judson ve dig., 2013), miR -296 (Wang ve dig., 2015), miR-433 (Guo ve
dig., 2014).

3- Pankreas gelisimi ve kompenzasyon ile iliskili miRNA’lar: miR-7 (Rosero ve
dig., 2010), miR-15b, miR-16 (Joglekar ve dig., 2007), miR-18a (Yang ve dig., 2012),
miR-30d (Tang ve dig., 2009), miR-92b, miR-99b (Rosero ve dig., 2010), miR-124
(Zou ve dig., 2014), miR-142-5p (Sladitschek ve dig., 2015), miR-184 (Nesca ve dig.,
2013), miR-187 (Rosero ve dig., 2010), miR-195 (Joglekar ve dig., 2007), miR-338,
mMiR-342, miR-494, miR-503-5p, miR-3545 (miR-203b), let-7a2, let-7a2-1, let-7d, let-7f
(Rosero ve dig., 2010).

4- B-hiicre fonksiyonu ile iliskili miRNA’lar: miR-24 (Melkman-Zehavi ve dig.,
2011), miR-26a (Walker, 2014), miR-30a (Kim ve dig., 2013), miR-124a (Joglekar ve
dig., 2007), miR-145 (Kang ve dig., 2013), miR-148b (Melkman-Zehavi ve dig., 2011),
miR-335 (Vienberg ve dig., 2016), miR-375’tir (Kang ve dig., 2013).

Kismi pankreatektomi sonrasi rejenere olan pankreas dokusunda yapilan global miRNA
profilleme sonuglari miR-15a, miR-15b, miR-16 ve miR-195 olmak {izere 4 miRNA’nin
ekspresyon seviyelerinin bu siiregte yiikseldigini gostermistir. Bu dort miRNA’nin da
Nrg3 mRNA’sin1 hedefledigi tahmin edilmektedir, buradan yola ¢ikilarak bu
miRNA’larin Nrg3 transkripsiyon faktoriiniin posttranslasyonel diizenlenmesine katkida
bulunabilecegi diisiiniilebilir (Joglekar ve dig., 2007). Aslinda, hastada Nrg3’iin gegici
ifadesi adaciklar i¢indeki endokrin hiicre alt tiplerinin farklilagsmasi i¢in gerekli olan
progenitor hiicrelerin yonlendirilmesini saglayacak olan transkripsiyon faktorlerinin
fonksiyonuna izin verilmesi agisindan ¢ok onemlidir. “Genel Bilgiler” alt baghgmda
detayl1 bir sekilde bahsedildigi gibi progenitor hiicrelerde Nrg3’iin gecici ekspresyonu
adaciklarmn iginde konumlanan endokrin hiicre alt tiplerine farklilasma igin gereken
transkripsiyon faktorlerinin islevine izin verilmesi agisindan ¢ok Onemlidir.

Caliymamizda literatiirde ilk defa PAK-MKH’lere 20 giin siireyle VPA ve VPA+glukoz

uygulanmasi sonucu miR-15b’nin gen ekspresyon seviyelerinde bir artis oldugu, ancak

bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 tespit ettik. Bu gruplarda ayni zamanda
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yiksek oranda f-hiicre farklilasmasi oldugunu kaydettik. Bulgularimiz in vivo
kosullarda  gerceklestirilen  pankreas  rejenerasyonu  bulgularma  parallelik

gostermektedir.

En yiiksek oranda B-hiicre farklilagsmasi tespit edilen deney grubumuz olan 20 giin
stireyle VPA uygulanan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosteren
4 adet miRNA oldugu kaydedilmistir. Bu miRNA’lar miR-18a, miR-184, miR-335 ve
miR-433-5p’dir. Bu miRNA’lardan miR-18a ve miR-184 pankreas gelisimi ile; miR-
335 B-hiicre fonksiyonu ile; miR-433-5p ise kok hiicre potensisi ile iligkilidir.

Bazik helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon faktorii Ptfla pankreatik gelisim
asamasinda rol oynar. Erken pankreas gelisimi sirasinda, Ptfla diisiik seviyelerde,
tercihen, endokrin hiicrelerine pankreatik progenitor hiicrelerinin farklilagsmasini tesvik
ederken, yiiksek diizeyde pankreas progenitérlerin ekzokrin hiicrelere yonlenmesine
neden olmaktadir. Yetiskinlerde ise Ptfla pankreas asinar hiicreleri tarafindan ekzokrin
enzimlerin tiretimi i¢in gereklidir. Pankreatik progenitorlerde ve asinar hiicrelerde Ptfla
ifadesinin miR-18a tarafindan Ptfla mMRNA’sinin 3'UTR bélgesinden baglanarak
bastirildig1 gosterilmistir (Yang ve dig., 2012).

MiR-184 insiilin direnci durumunda pB-hiicre kiitlesi artis1 yani kompenzasyonun
diizenlenmesi i¢in 6nemlidir (Tattikota ve dig., 2014). Pankreatik adaciklarda miR-
184’iin hedefi olan Ago2, mRNA'larin hedeflenmesi i¢in gerekli olan RNA kaynakli
susturma kompleksinin bir par¢asidir. Ago2’nin kayb1 miR-375’in hedeflerinin ifadesini
artirarak insiilin direncine yanit olarak gelisen B-hiicrelerinin kompensatuvar artigini
engeller (Tattikota ve dig., 2013 ve 2014). Ilging bir sekilde, miR-184 insiiline direngli
fare ve insanlarin adaciklarinda baskilanmistir, bu durum Ago2’nin artan ekspresyonu
ile sonuglanir ve kompensatuvar B-hiicresi artis1 baskilanir (Tattikota ve dig., 2014).
Ob/ob diyabetik farelerde miR-184"iin fazlaca ifade ettirilmesi sonucu Ago2 diizeyleri
azalir ve kompensatuvar f-hiicre artist baskilanir. Bununla birlikte, normal veya
instiline direngli durumlarida miR-184 seviyelerini diizenleyen tam mekanizma
bilinmemektedir. Calismamizda elde edilen bulgular yukarida bahsi gegen sonuglar ile

ters diismektedir. Bulgularimiza gére VPA uygulanan gruplarda yiiksek diizeyde B-
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hiicre farklilagmasinin varlig1 6ne ¢ikmaktadir ve miR-184’iin ekspresyonundaki artig
hiicre farklilagmasi ile paraleldir. Bu farkliliga sebep olabilecek ilk akla gelen farklilik
siiphesiz ki deney modellerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Insiilin direngli
adaciklarin totali ile yapilan ¢aligmalar adaciklardaki degisik tip hiicrelerin miR-184
seviyelerini gosterirken, ¢calismamizda oldugu gibi tek hiicre kiiltiiriinde yalnizca PAK-
MKH tiirevli hiicrelerdeki miR-184 seviyeleri gozlenebilmektedir. Farkli sonug
dogurabilecek diger nokta epigenetik regiilasyonunun de§ismesine neden olan bir
maddenin uygulanmis olmasidir. Ancak, yalnizca glukoz uygulanan grupta da kayda
deger bir B-hiicre farklilasmasinin oldugu ve buna istatistiksel olarak anlamli olmayan
fakat belirgin bir miR-184 artisimin eslik ettigi géz ardi edilmemelidir. VPA+G
uygulanan grupta belirlenen B-hiicre farklilagsmasi diizeyi yalnizca VPA uygulanan
gruptakinden diisiik olmakla birlikte yalnizca glukoz uygulanan gruba gore yiiksektir.
Bu noktada VPA varhiginda glukozun miR-184 ekspresyon seviyelerini baskilayici
etkisinin olma olasilig1 ortaya ¢ikmaktadir. Oysa ki yalnmizca VPA uygulanan grupta
mMiR-184 seviyelerindeki artis istatistiksel olarak anlamhilik gosterirken en yiiksek f-
hiicre farklilasmasi da bu grupta goézlenmistir. Sonu¢ olarak, miR184’{in diisiik
seviyelerde PB-hiicre farklilagsmasini nispeten baskilarken, daha yiiksek seviyelerde bu

suireci ilerletmesi olasidir.

MiR-335, B-hiicre farklilasmasindan ziyade p-hiicre fonksiyonu ile iliskilidir. Bir
caligmada B-hiicre fonksiyon bozuklugu olan bir tip 2 diyabet modeli olarak kullanilan
Goto Kakizaki (GK) siganlardan adaciklar izole edilmistir. Bu adaciklarda miR-335
ekspresyonunun arttig1 ve hedeflerinin insiilin ekzositozu ile iliskili molekiillerin olan
Stxbpl, Sytll ve Snap25’in mRNA’lar1 oldugu tespit edilmistir (Esguerra ve dig.,
2011). Ayrica, miR-335’in fazla ekspresyonu glukoz ile uyarilan insulin sekresyonunda
azalmaya ve depolarizasyon ile uyarilan insulin ekzositozunun azalmasina yol acar
(Salunkhe ve dig., 2015). PB-hiicre farklilasmasi tespit ettigimiz VPA uygulanan
gruplarda glukoz ile wuyarilan insiilin  sekresyonuna yanitsizlik miR-335
ekspresyonundaki artig ile paraleldir. Literatiirde var olan bulgular g6z Oniine
alindiginda PAK-MKH’lere VPA uygulanmasiyla farklilasan f-hiicrelerindeki
fonksiyon kaybinin artan miR-335 ifadesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.



84

Mir-433-5p ve B-hiicre farklilagmasi iligkisi heniiz bilinmemekedir. Guo ve arkadaslar1
(2014) insan plasentasi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri tek tabakali ve {i¢ boyulu
sferoid kiltiir sartlarinda epigenetik degisiklikler ve o6zellikle pluripotensi genlerini
hedefleyen miRNA degisimleri acisindan kiyaslayan bir ¢aligma yapmiglardir. Sonug
olarak tic boyutlu sferoid hiicrelerin pluripotent 6zelliklerinin ve ndronal hiicrelere
farklilasma kapasitelerinin ¢ok daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ayrica, bu
degisikliklere uygun olarak, kok hiicre potensisinin devamliliginda rol alan iginde miR-
433’lin de yer aldig1 bazi miRNA'larin sentezleme seviyelerinin yiikseldigini ve Oct4,
Sox2 ve Nanog'un promotor bolgelerinde H3-K9 asetilasyon diizeylerinin de arttigini
tespit etmislerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak sferoid kiiltiiriin insan mezenkimal kok
hiicrelerinin potensisini artirdigin1 ve pluripotent genlerin epigenetik durumunu
degistirdigini belirtmislerdir. miR-433’ilin pontensiyi pozitif yonde etkiledigi fikrini
destekleyen bir baska ¢alisma Kim ve arkadaslar1 (2013) tarafindan gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismada C3H10T1/2 mezenkimal hiicre hattinda miR-433’iin 6strojen reseptorii ile
iligkili reseptor gama ile baskilanmis farklilasmaya aracilik ettigi tespit edilmistir.
Ilging olarak bizim galismamizda B-hiicre farklilasmasi tespit edilen tiim gruplarda miR-
433-5p’nin ekspresyonunda artis gozlenirken, bu artig yalnizca farklilasmanin en
yilksek oldugu VPA wuygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlidir. VPA’nin
epigenetik regiilasyonda ¢ok dnemli bir rol oynadig1 bilinen smif I HDAC’lar1 inhibe
ettigi goz oniinde bulunduruldugunda miR-433-5p’nin histon asetilasyonu ile iligkili bir

mekanizma iizerinden B-hiicre farklilagsmasina neden olabilecegi diisiiniilebilir.

Yalnizca VPA uygulanan deney grubundan sonra yliksek derecede B-hiicre farklilasmas1
tespit edilen deney grubu olan 20 giin slireyle VPA+glukoz uygulanan hiicrelerde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gosteren 2 adet miRNA oldugu
tespit edilmistir. Bu miRNA’lar miR-30d ve miR-19b’dir. MiR-30d pankreas gelisimi
ile iligkilendirilirken, miR-19b HDAC’lar ile iligkilidir. Ayrica bu grupta pankreas
gelisimi ile iliskili oldugu diisliniilen miR-503 seviyelerinde anlamli bir azalma

meydana gelmistir.

MiR-30 ailesinin iiyeleri, insan fetal pankreasinda yiiksek oranda {iretilip epiteliyal-
mezenkimal gecis ile iligkilidirler (Joglekar ve dig., 2009; Ozcan, 2009). Bu miRNA’lar
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vimentin ve Snaill gibi mezenkimal mRNA’lar1 inhibe edip pankreatik mezenkimal kok
hiicrelerin insiilin iireten hiicrelere degismesine olanak tanirlar (Joglekar ve dig., 2009).
Bu aileden miR-30d’nin, B-hiicresi transkripsiyon faktorii olan MafA’y1 diizenledigi
fakat Pdx-1 ve NeuroD1’e etki etmedigi gosterilmistir (Tang ve dig., 2009; Zhao ve
dig., 2012). MiR-30d, MafA seviyesini ve insiilin geninin transkripsiyonunu artirmistir.
Insan pluripotent kok hiicrelerden (hPSCs) insiilin iireten B-hiicrelerine farklilasma
asamalarinda da miR-30d’nin seviyesinin arttigi1 gosterilmistir. Calismamizda, yalnizca
VPA veya glukoz uygulanan gruptan farkli olarak VPA+G uygulanan hiicrelerde miR-
30d ekspresyonunun anlamli olarak arttigi tespit edildi. Bu grupta p-hiicre
farklilagsmasmin yalnizca VPA uygulanan gruba gore nispeten diisiik olmasi bahsi gecen
calismalarin aksine miR-30d’nin PAK-MKH’lerin [B-hiicre farklilagsmasi iizerinde

baskilayici bir etki gosterebilecegini diistindiirmektedir.

mMiR-19b’nin smif I ve II HDAC inhibitérii Vorinostat uygulanan akut myeloid 16semi
hiicrelerinde artig gosterdigi bildirilmistir (Lepore ve digerleri, 2013). Ancak, bu
calismadan bagska miR-19b’nin  HDAC ile iligkisini gosteren bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Ayrica, MiR-19b’nin pankreatik progenitor hiicrelerde yiiksek seviyede
ifade edildigini ve bu miRNA’nmn NeuroD1 mRNA’smmn 3> UTR bdlgesini
hedefleyerek bu transkripsiyon faktoriiniin protein ve mRNA diizeylerini azaltigini
gostermislerdir. MiR-19b’nin MIN6 hiicrelerinde insl ekspresyonunu inhibe ederken,
ins2’yi etkilemedigi ve pankreas progenitor hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde ¢ok az
etkisi oldugu da gosterilmistir. Bu sonuglar, miR-19b’nin transkripsiyon faktorii
NeuroD1’i hedefleyerek Insl ifadesini azaltarak [-hiicre farklilasmasini ve
fonksiyonunu diizenleyebildigini gostermektedir (Zhang ve dig., 2011). Calismamizda,
PAK-MKH’lere VPA ile birlikte glukoz uygulanmasinin yalnizca VPA veya glukoz
uygulanmasmdan farkl olarak B-hiicre farklilasmasina neden oldugu tespit edilmistir.
Bu grupta B-hiicre farklilagmasinin yalnizca VPA uygulanan gruba gére nispeten diisiik
olmas1 bahsi gegen caligmalarin sonuglarma benzer olarak miR-19b’nin PAK-
MKH’lerin B-hiicre farklilagmasi1 {izerinde baskilayic1 bir etki gdsterdigini

diistindiirmektedir.
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MiR-503’tin hem diyabetik, hem de obez bireylerin serumunda kontrollere gore anlaml
derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (Pescador ve dig., 2013). Diger taraftan, HDAC
ve NF-«xB sinyalinin epitel hiicrelerinde mikrobiyal uygulamaya cevaben miR-424 ve
miR-503"{in baskilanmasi1 yoluyla CX3CL1 ekspresyonunun diizenlendigi bildirilmistir
(Zhou ve dig., 2013). Calismamizda, miR-503 ekspresyonunda VPA+glukoz grubunda
istatistiksel olarak anlamli, yalnizca VPA uygulanan hiicrelerde ise anlamli olmayan bir
diisme tespit edilmistir. Bu grupta B-hiicre farklilasmasinin yalnizca VPA uygulanan
gruba gore nispeten diisiik olmasi bahsi gecen ¢alismalarin sonuglarina benzer olarak
miR-503’tin PAK-MKH’lerin B-hiicre farklilagmasi iizerinde uyaric1 bir etkisi

olabilecegini diistindiirmektedir.

Son olarak, yalnizca glukoz uygulanan deney grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
artig gosteren 2 adet miRNA oldugu kaydedilmistir. Bu miRNA’lar miR-124 ve miR-
146a’dir. Bu miRNA’lardan miR-124 hiicre farklilasmasi ile iliskilendirilirken, miR-
146a HDAC lar ile iliskilidir.

MiR-124 en iyi Kkarakterize edilmis olan ve en bol eksprese edilen noronal
miRNA'lardan biridir (Kim ve dig., 2004). MiR-124’lin asir1 ekspresyonu noronal
belirteglerin ifadesinin artisi ile sonuglanir ve buna paralel olarak néron farklilagsmasinin
gostergesi olan norit bliyiimesinin de morfolojik degisiklikler olarak kendini gosterdigi
belirtilmistir (Yoo ve dig., 2011). Omurgalilarda ger¢eklestirilen bazi ¢alismalarda miR-
124 noronal farklilasmanin uyarani Ve progenitor hiicrelerde meydana gelen kendini
yenilemenin inhibitorii olarak belirlenmistir (Weng ve Cohen, 2012;. Xia ve dig., 2012).
Ancak, miR-124’iin mezenkimal kok hiicrelerde noérogenezi nasil yonlendirdigi
bilinmemektedir. Calismamizda literatiirde ilk defa miR-124’tin glukoz uygulanan
PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine farklilagsmasma aracilik ettigini diisiindiiren bulgular

elde edilmistir.

Aragtirmalar histon deasetilaz inhibit6rii trikostatin A’nin makrofajlarda NF-kB’nin
DNA'’ya baglanma aktivitesini artirarak miR-146a’nin transkripsiyonel aktivasyonunu
diizenledigini gostermistir. Bu bulgu, miR-146a’nin smif I ve II HDAC'larin

diizenlenmesinde rol oynadigimni diisiindiirmektedir (Jiang ve dig, 2012). MiR-146a’nin
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B-hiicre farklilagmast ile olas1 iligkisine dair literatiirde a¢ik bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Yapilan bir ka¢ ¢alismada diyabetik bireylerin kaninda dolagan miR-
146’nin  varligmin belirlenmesi bu miRNA’nin tip 2 diyabetin tanis1 i¢in
kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmiistiir (Chien ve dig., 2015).
Calismamizda, literatiirde ilk defa miR-146a’nin glukoz uygulanan PAK-MKH’lerin -

hiicrelerine farklilagmasia aracilik ettigini diisiindliren bulgular elde edilmistir.

VPA+G ve yalnizca VPA uygulanan gruplar miRNA ekspresyon seviyeleri bakimidan
kiyaslandiginda anlamli bir farkhilik gozlemlenmezken, VPA+G ve yalnizca G
uygulanan gruplar kiyaslandiginda miR-30d seviyelerinde belirgin bir artis, buna karsin
miR-124 seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ilging olarak her iki
mMIRNA da pankreas gelisimi ile iliskiliyken seviyelerindeki degisiklikler birbirleriyle
zittr. VPA+G grubunda tespit edilen B-hiicre farklilasma orani yalnizca glukoz
uygulanan gruptan daha diisiik oldugundan, bu sonu¢ VPA+G grubunda miR-30d’nin (-
hiicre farklilagsmasinin baskilanmasma katkida bulunurken, miR-124’{in farklilagsmay1

destekledigini diisiindiirmektedir.
Sonuclar:

Calismamizda 20 giin siireyle 25mM glukoz, 1ImM VPA ve 1ImMVPA+25mM glukoz
PAK-MKH’lere uygulanmis ve bu maddelerin PAK-MKH’leri B-hiicrelerine

farklilagtirma potansiyelleri arastirilmistir. Sonug olarak,

1. Insiilin® hiicre sayilarma gére p-hiicre farklilasma oranlarmmn VPA>G>VPA+G
siralamasinda oldugu belirlenmistir.

2. ROS seviyelerinin VPA>VPA+G >G siralamasinda oldugu belirlenmistir. Bu
bulgu yalnizca VPA uygulamasinin en yiiksek oranda B-hiicre farklilasmasina
neden oldugu bulgusunu desteklemektedir.

3. B-hiicre farklilasmasinda ve fonksiyonlarinin devamliliginin saglanmasinda rol
oynayan faktorlerin gen ekspresyon seviyelerine gore PAK-MKH’lerin -
hiicrelerine farklilasma evrelerinin VPA+G grubunda en ileri, G grubunda ise en

erken kademede oldugu diisliniilmektedir.
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VPA velveya glukozun PAK-MKH’lere uygulanmasiyla olusan [-hiicreleri
yiikselen glukoz seviyelerine yanit vermekte yetersizdir, bir baska deyisle
fonksiyonel degildirler.

PAK-MKH’lerin pluripotensisindeki baskilanma oranlarmin VPA>VPA+G >G
siralamasinda oldugu OCT3/4, c-myc ve Nanog seviyelerindeki azalmanin hem
sitoplazmik hem de nuklear fraksiyonda tespit edilmesi ile belirlenmistir. Tek
istisna yalnizca glukoz uygulanan PAK-MKH’lerde tespit edilen c-myc
seviyesindeki ylikselmedir. Glikoz uygulanan PAK-MKH’lerdeki ROS
seviyelerinin VPA uygulanan gruplardakine oranla daha diistik olmas1 bu grupta
glikolizin artmis olabilecegini ve c-myc’in bu noktada fonksiyonel olabilecegini
diistindiirmektedir.

Sitoplazmik ve nuklear HDAC1 ve 3 seviyelerinin G>VPA>VPA+G
siralamasinda oldugu belirlenmistir. Bu bulgu glukozun HDACI1 ve 3 {iretimini
degistirmedigini, ancak VPA’ ni bu etkiyi baskiladigimi géstermektedir.
H3K9-Ace ve H4K12-Ace seviyelerinin VPA>VPA+G>G siralamasinda iken;
H3K9-Met seviyelerinin G>VPA+G>VPA siralamasinda oldugu belirlenmistir.
Bu bulgu beklendigi iizere PAK-MKH’lere VPA uygulamasinin histon
asetilasyonunu arttirirken, histon metilasyonunu baskilayarak kromatinin
acilmasina ve farklilasma ile ilgili genlerin anlatimina izin verilmesi yoluyla -
hiicre farklilasmasina neden oldugunu gostermektedir.

Yalnizca glukoz uygulanan grupta kontrol gruba kiyasla miR-124 ve miR-
146a’nin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artis gozlemlenmistir.

Yalnizca VPA uygulanan grupta kontrol gruba kiyasla miR-18a, miR-335, miR-
184 ve mIiR433-5p’nin ekspresyon seviyelerinde anlamli  bir artig
gbzlemlenmistir.

VPA+G uygulanan grupta kontrol gruba kiyasla miR-30d ve miR-19b’nin
ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artis gozlemlenirken, miR-503{in
ekspresyon seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. VPA+G ve
yalnizca VPA uygulanan gruplar miRNA ekspresyon seviyeleri bakimindan

kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gozlemlenmezken, VPA+G ve yalnizca G
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uygulanan gruplar kiyaslandiginda miR-30d seviyelerinde belirgin bir artig, buna
karsin miR-124 seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alismada, PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine farklilasmasini kontrol eden
epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmasina 6nemli katkilar saglanmigtir. Sinif I
HDAC’larm PAK-MKH’lerin B-hiicrelerine farklilasmasini diizenleyen 6nemli
faktorler oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular VPA ve diger Simf I HDAC
inhibitorlerinin pankreatik B-hiicre havuzunun artirilmasinda ve pankreatik
plastisitenin degistirilmesinde kullanilabilecek potansiyel ajanlar olabilecegini
acikca gostermektedir. Dolayisiyla ¢alismamiz, -hiicre farklilagsmasinin
kontrolii agisindan yeni bir bakis acis1 olusturarak diyabet hastaliginin terdpatik
ve hiicresel tedavisi i¢in kullanilabilecek yeni kii¢lik molekiillerin kesfine zemin
olusturabilir niteliktedir.

Ozellikle VPA+glukozun literatiirde ilk defa ¢calismamizda tespit edilen doz ve

stirelerde MKH’lere uygulanmasi ile erigkin B-hiicreleri elde edilip diyabetik
bireylere transplante edilerek bu hastalig hiicresel tedavisinde kullanilabilir.
Bu noktada, calismamizda yeni bir B-hiicre farklilastirma protokolii 6nerilmistir.
Uzun siire VPA kullaniminin kiigiik yastaki epilepsi hastalarinda insiilin direnci
ve tip 2 diyabet gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Insiilin direncinin
dogrudan B-hiicre kompenzasyonu, bir baska deyisle B-hiicre kitlesinin artisi, ile
ilgili oldugu tespit edilmistir. Calismamizda bahsi gegen in vivo sartlarm in vitro
taklit edilmesi yoluyla VPA ile uyarilmis B-hiicre kompenzasyonun molekiiler
mekanzimalar1 literatiirde ilk kez arastrilmistir. VPA ile uyarilan
kompenzasyonun bu mekanzimada yer alan miRNA’lar gibi anahtar
molekiillerin hedeflenmesi yoluyla baskilanarak bu ilacin 6nemli bir yan etkisi

olan tip 2 diyabet gelisiminin engellenmesi miimkiin olabilir.



90

KAYNAKLAR

Afelik, S., Chen, Y., Pieler, T., 2006, Combined ectopic expression of Pdx1 and
Ptfla/p48 results in the stable conversion of posterior endoderm into endocrine
and exocrine pancreatic tissue, Genes Dev., 20, 1441.

Ahlgren, U., Jonsson, J., Edlund, H., 1996, The morphogenesis of the pancreatic
mesenchyme is uncoupled from that of the pancreatic epithelium in IPF1/PDX1-
deficient mice, Development, 122, 14009.

Ahnfelt-Ronne, J., Jorgensen. M.C., Klinck, R., Jensen, J.N., Fuchtbauer E.M., 2012.
Ptfla-mediated control of DII1 reveals an alternative to the lateral inhibition
mechanism, Development 139, 339.

Almutawaa, W., Kang, N.H., Pan, Y., Niles, N.P., 2014, Induction of Neurotrophic and
Differentiation Factors in Neural Stem Cells by Valproic Acid, Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology, 115, 216-221.

Apelgvist, A., Li, H., Sommer, L., Beatus, P,, Anderson. D.J., 1999, Notch signalling
controls pancreatic celldifferentiation, Nature, 400, 877.

Assady, S., Maor, G., Amit, M., Itskovitz-Eldor, J., Skorecki, K.L., Tzukerman, M.,
2001, Insulin production by human embryonic stem cells, Diabetes, 50, 1691-
1697.

Baroukh, N., Ravier, M.A., Loder, M.K., 2007, MicroRNA-124a regulates Foxa2
expression and intracellular signaling in pancreatic p-cell lines. J Biol Chem.,
282(27), 19575-19588.

Berezikov, E., Chung, W.J., Lai, E.C., 2007, Mammalian mirtron genes, Moll Cell, 28,
328-336

Bernstein, B.E., Mikkelsen, T.S., Xie, X., Kamal, M., Huebert, D.J., 2006, A bivalent
chromatin structure marks key developmental genes in embryonic stem cells, Cell,
125, 315-326.

Bernstein, E., Kim, S.Y., Elledge, S.J., Hannon, G.J., 2003, Dicer is essential for mouse
development, Nat Genet, 35, 215-7.

Beucher, A., Martin, M., Spenle, C., Poulet, M., Collin, C., Gradwohl, G., 2012.
Competence of failed endocrine progenitors to give rise to acinar but not ductal
cells is restricted to early pancreas development, Dev. Biol. 361, 2771.

Bhushan, A., Itoh, N., Kato, S., Thiery, J.P., Czernichow, P., 2001, Fgf10 is essential
for maintaining the proliferative capacity of epithelial progenitor cells during
early pancreatic organogenesis, Development, 128, 5109.



91

Blaszczyk, J., Tropca, J.E., Waugh, D.S., Ji, X., 2001, Cyrstallographic and modeling
studies of RNase Ill suggest a mechanism for double-stranded RNA cleavage,
Structure, 9, 1225-1236.

Blum, B., Hrvatin, S., Schuetz, C., Bonal, C., Rezania, A., Melton, D.A., 2012,
Functional beta-cell maturation is marked by an increased glucose threshold and
by expression of urocortin 3, Nat. Biotechnol. 30, 261-264.

Bonner-Weir, S., Orci, L., 1982, New perspectives on the microvasculature of the islets
of Langerhans in the rat, Diabetes, 31, 883-889.

Bonner-Weir, S., Taneja, M., Weir, G.C., Tatarkiewicz, K., Song, K.H., Sharma, A.,
O’Neil, J.J., 2000, In vitro cultivation of human islets from expanded ductal
tissue, Proc Natl Acad Sci USA, 97, 7999-8004.

Bonner-Weir, S., Sharma, A., 2002, Pancreatic stem cells, J Pathol, 197, 519-526.

Bouwens, L., Kloppel, G., 1996, Islet cell neogenesis in the pancreas, Virchows Arch.
427, 553-560.

Bravo-Egana, V., Rosero, S., Klein, D., 2012, Inflammation-mediated regulation of
MicroRNA expression in transplanted pancreatic islets. J Transplant., 723614.

Bravo-Egana, V., Rosero, S., Molano, R.D., 2008, Quantitative differential expression
analysis reveals miR-7 as major islet microRNA, Biochem Biophys Res Commun.
366(4), 922-926.

Burlison, J.S., Long, Q., Fujitani, Y., Wright, C.V., Magnuson, M.A., 2008, Pdx-1 and
Ptfla concurrently determine fate specification of pancreatic multipotent
progenitor cells, Dev. Biol., 316, 746.

Cai, X., Hagedorn, C.H., Cullen, B.R., 2004, Human micro-RNAs are processed from
capped, polyadenylated transcripts that can also function as mRNAs, Rna, 10,
1957-66

Can, A., 2014 Kok Hiicre Biyolojisi, Tiirleri ve Tedavide Kullanimlari, Akademisyen
Tip Kitapevi, 145-173.

Carey, N., 2011, Epigenetic revolutions: How modern biology is rewriting our
understanding of genetics, disease and inheritance, Icon Books.

Cedar, H., Bergman, Y., 2009, Genetic Linking DNA methylation and histone
modification: patterns and paradigms. Nat Rev Gen, 10(5), 295-304.

Chen, Y., Pan, F.C., Brandes, N., Afelik, S., Sholter, M., Pieler, T., 2004, Retinoic acid
signaling is essential for pancreas development and promotes endocrine at the
expense of exocrine cell differentiation in Xenopus, Dev. Biol, 271, 144.



92

Chendrimada, T.P., Gregory, R.l., Shiekhattar, R., 2005, TRBP recruits the Dicer
complex to Ago2 for microRNA processing and gene silencing, Nature, 436, 740-
4.

Cheng, X., Ying, L., Lu, L., Galvao, A. M., Mills, J. A., Lin, H.C., Kotton, D.N., Shen
S.S., Nostro, M.C., Choi, J.K., 2012, Self-renewing endodermal progenitor lines
generated from human pluripotent stem cells, Cell Stem Cell, 10, 371-384.

Chien, H.Y., Lee, T.P., Chen, C.Y., Chiu, Y.H., Lin, Y.C., Lee, L.S., Li, W.C., 2015,
Circulating microRNA as a diagnostic marker in populations with type 2 diabetes
mellitus and diabetic complications, J Chin Med Assoc, 2015, 78, 204-211.

Choi, E., Hwang, K.C., 2013, MicroRNAs as novel regulators of stem cell fate. World J
Stem Cells Oct, 26;5(4), 172-87.

Claveria, C., Giovinazzo, G., Sierra, R., Torres, M., 2013, Myc-driven endogenous cell
competition in the early mammalian embryo, Nature, 500, 39-44.

Collombat, P., Hecksher-Sorensen, J., Broccoli, V., Krull, J., Ponte, I., 2005, The
simultaneous loss of Arx and Pax4 genes promotes a somatostatin-producing cell
fate specification at the expense of the microRNA as a lineages in the mouse
endocrine pancreas, Development, 132, 2969.

Collombat, P.J., Hecksher-Sorensen, P., 2006, Specifying pancreatic endocrine cell
fates, Mech. Dev. 123, 501-512.

Collombat, P., Mansouri, A., Hecksher-Sorensen, J., Serup, P., Krull, J., Gradwohi, G.,
Gruss, P., 2003, Opposing actions of Arx and Pax4 in endocrine pancreas
development, Genes Dev, 17, 2591-603.

Correa-Medina, M., Bravo-Egana, V., Rosero, S., 2009, MicroRNA miR-7 is
preferentially expressed in endocrine cells of the developing and adult human
pancreas, Gene Expr Patterns, 9(4), 193-199.

Cotterman, R., Lemen., J.M., Knoefler, P.S., 2008, N-Myc regulates a widespread
euchromatic program in the human genome partially independent of its role as a
classical transcription factor, Cancer, 68(23), 9654-62.

D'Amour K, A., Bang, A.G., Eliazer, S., Kelly, O.G., Agulnick, A.D., Smart, N.G.,
Moorman, M.A., Kroon, E., Carpenter, M.K., Baetge, E.E., 2006, Production of
pancreatic hormone-expressing endocrine cells from human embryonic stem cells,
Nat. Biotechnol, 24, 1392-1401.

Daschkey, S., Rottgers, S., Landgraf, P., 2013, MicroRNAs distinguish cytogenetic
subgroups in pediatric AML and contribute to complex regulatory networks in
AML-relevant pathways, Plos One. 8, 563-574.



93

Davie, J.R., 2003, Inhibiton of histone deacetylase activity by butyrate, J. Nutr. 133,
2485-2493.

Davis, T.H., Cuellar, T.L., Ulian, E.M., 2008, Conditional loss of Dicer disrupts cellular
and tissue morphogenesis in the cortex and hippocampus, J Neurosci, 28, 4322-
30.

Deering, T.G., Ogihara, T., Trace, A.P., 2009, Methyltransferase Set7/9 maintains
transcription and euchromatin structure at islet-enriched genes, Diabetes, 58, 185-
93.

Deltour, L., Leduque, P., Paldi, A., Ripoche, M., Dubois, P., Jami, J., 1991, Polyclonal
origin of pancreatic iclets in aggregation mouse chimaeras, Development, 112,
1115-1121.

de Rujiter, A.J., van Gennip, A.H., Caron, H.N., Kemp, S., van Kuilenburg, A.B., 2003,
Histone deacetylases (HDACS): characterization of the classical HDAC family,
The Biochemical Journal, 370, 737-49.

Dichmann, D.S., Miller, C.P., Jensen, J., Heller, R.S., Serup, P., 2003, Expression and
misexpression of members of the FGF and TGFm families of growth factors in
the developing mouse pancreas, Dev. Dyn., 226, 663.

Docherty, K., Bernardo, A.S., Valler, L., 2007, Embryonic stem cell therapy for
diabetes mellitus, Semin. Cell Dev. Biol., 18, 827-838

Erener, S., Mojibian, M., Fox, J.K., 2013, Circulating miR-375 as a biomarker of p-cell
death and diabetes in mice, Endocrinology, 154, 603-8

Esguerra, J.L., Bolmeson, C., Cilio, C.M. & Eliasson, L., 2011, Differential glucose-
regulation of microRNAs in pancreatic islets of non-obese type 2 diabetes model
Goto- Kakizaki rat, PLoS ONE 6, €18613.

Eulalio, A., Huntzinger, E., lzaurralde, E., 2008, Getting to the root of miRNA-
mediated gene silencing, Cell, 132, 9-14

Eun-Jung, Kim., In-Hong, Kang., Jeong, Woong, Lee., Won-Gu, Jang., Jeong-Tae,
Koh., 2013, MiR-433 mediates ERR-suppressed osteoblast differentiation via
direct targeting to Runx2 mRNA in C3H10T1/2 cells, Life Sci, 92, 562-568.

Evans-Molina, C., Robbins, R.D., Kono, T., 2009, Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma activation restores islet function in diabetic mice throughout
reduction of endoplasmic reticulum stress and maintanance of euchromatin
structure, Mol Cell Biol, 29, 2053-67.

Field, H.A., Dong, P.D., Beis, D., Stainier, D.Y., 2003, Formation of the digestive
system in zebrafish. Il. Pancreas morphogenesis, Dev. Biol., 261, 197.



94

Fisher, C.L., Fisher, A.G., 2011, Chromatin states in pluripotent, differentiated, and
reprogrammed cells, Curr Opin Genet Dev, 21, 140-146.

Frankel, L.B., Christoffersen, N.R., Jacobsen, A., Lindow, M., Krogh, A., Lund, A.H.,
2008, Programmed cell death 4 (PDCD4) is an important functional target of the
microRNA miR-21 in breast cancer cells, J Biol Chem., 283(2), 1026-1033.

Fujikura, J., Hosoda, K., Ilwakura, H., Tomita, T., Noguchi, M., 2006, Notch/Rbp-j
signaling prevents premature endocrine and ductal cell differentiation in the
pancreas, Cell Metab., 3, 59II.

Gezginci-Oktayoglu, S., Karatug, A., Bolkent, S., Ras Signaling In Ngf Reduction and
Tnf-a-Related Pancreatic  Cell Apoptosis In Hyperglycemic Rats, APOPTOSIS,
17, 14-24.

Gosmain, Y., Katz, L.S., Masson, M.H., Cheyssac, C., Poisson, C., Philippe, J., 2012,
Pax6 is crucial for B-cell function, insulin biosynthesis, and glucose-induced
insulin secretion, Mol Endocrinol., 26(4):696-7009.

Gradwonhl, G., A. Dierich, M. LeMeur, F, Guillemot., 2000, neurogenin3 is required for
the development of the four endocrine cell lineages of the pancreas, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 97, 1607-1611.

Greenwood, A.L., Li, S., Jones, K., Melton, D.A., 2007, Notch signaling reveals
developmental plasticity of Pax4+ pancreatic endocrine progenitors and shunts
them to a duct fate, Mech. Dev,. 124, 974.

Gregory, R.l.,, Chendrimada, T.P., Shiekhattar, R., 2005, Human RISC couples
microRNA biogenesis and posttranscriptional gene silencing, Cell, 123, 631-640.

Grunstein, M., 1997, Histone acetylation in chromatin structure and transcription,
Nature, 389, 349-352.

Gu, G., Dubauskaite, J., Melton, D.A., 2002, Direct evidence for the pancreatic
lineage:NGN3_cells are islet progenitors and are distinct from duct progenitors,
Development, 129(10), 2447-2457.

Guo, L., Zhou, Y., Wang, S., Wu, Y., 2014, Epigenetic changes of mesenchymal stem
cells in three-dimensional (3D) spheroids, J Cell Mol Med, 18(10), 2009-19.

Guz,Y,, Nasir, 1., Teitelman, G., 2001, Regeneration of pancreatic beta cells from intra-
islet precursor cells in an experimental model of diabetes, Endocrinology, 142,
4956-4968.

Hale, M,A., Kagami, H., Shi, L., Holland, A.M., Elsasser, H.P., 2005, The
homeodomain protein PDX1 is required at mid-pancreatic development for the
formation of the exocrine pancreas, Dev. Biol,. 286, 225.



95

Haumaitre, C., Lenoir, O., Scharfman, R.T., 2008, Histone Deacetylase Inhibitors
Modify Pancreatic Cell Fate Determination and Amplify Endocrine Progenitors,
Molecular and Cellular Biology, 2008, 28373-6383.

Henry, T.R., 2003, The history of valproate in clinical neuroscience, Psychopharmacol
Bull, 37, 5-16.

Hick, A.C., van Eyll, J.M., Cordi, S., Forez, C., Passante, L., 2009, Mechanism of
primitive duct formation in the pancreas and submandibular glands: a role for
SDF-1, BMC Dev. Biol,. 9, 66.

Holmstrom, S.R., Deering, T., Swift, G.H., Poelwijk, F.J., Mangelsdorf, D.J., 2011,
LRH-1 and PTF1-L coregulate an exocrine pancreas-specific transcriptional
network for digestive function, Genes Dev., 25, 1674.

Horn, S., Kobberup, S., Jorgensen, M.C., Kalisz, M., Klein, T., 2012, Mind bomb 1 is
required for pancreatic p-cell formation, Proc. Natl. Acad. Sci., 109, 7356.

Hsley, J., Nakashima, K., Kuwabara, T., Mejla, E., Gage, F.H., 2004, Histone
deacetylase inhibition-mediated neuronal differentiation of multipotent adult
neural progenitor cells, PNAS, 101:16659-16664

Hu, E., Dul, E., Hoffman, G., Jaye, M., 2003, Identification of novel isoform-selective
inhibitors within class | histone deacetylases, J. Pharmological. Exp. Ther., 307,
720-28

Huangfu, D., Maehr, R., Guo, D., 2008, Induction of pluripotent stem cells by defined
factors is greatly improved by small- molecule compounds, Nature
Biotechnology, 26, 795-797.

Hutvagner, G., Simard M.J., 2008, Argounate proteins: key players in RNA silencing
Nat Rev Mol Cell Biol, 9, 22-32.

Ito, K., Barnes, P., Adcock, I.M., 2000, Glucocorticoid receptor recruitment of hystone
deacetylase 2 inhibits interleukin -1beta —induced histone H4 acetylation on lysine
8 and 12, Moll. Cell Bio., 20, 6891-6903

Rukstalis, J.S., Habener, J.F., 2009, Neurogenin3: a master regulator of pancreatic islet
differentiation and regeneration, Islets, 177-184, 20009.

Jacquemin, P., Lemaigre, F.P., Rousseau, G.G., 2003, The Onecut transcription factor
HNF-6 (OC-1) is required for timely specification of the pancreas and acts
upstream of Pdx-1 in the specification cascade, Dev. Biol,. 258, 105.

Jeon, S.J., Kim, W.J., Kim, K.C., Han, M.S., Go, S.H., Seo, J.E., Choi, C.S., Ryu, J.H.,
Shin, Y.C, Song, M.R., 2013, Translational Regulation of NeuroD1 Expression by
FMRP: Involvement in Glutamatergic Neuronal Differentiation of Cultured Rat
Primary Neural Progenitor Cells, Cell Mol Neurobiolo., 34, 297-305.



96

Jiang, M., Xiang, Y., Wang, D., Gao, J,, Liu, D, Liu, Y., 2012, Dysregulated expression
of miR-146a contributes to age-related dysfunction of macrophages, Aging Cell,
11, 129-40.

Joffe, B., Leonhardt, H., Solovei, I., 2010, Differentiation and large scale spatial
organization of the genome, Curr Opin Genet Dev., 20: 562-5609.

Joglekar, M.V., Parekh, V.S., Mehta, S., Bhonde, R.R., Hardikar, A.A., 2009,
MicroRNA profiling of developing and regenerating pancreas reveal post-
transcriptional regulation of neurogenin3, Dev Biol., 311(2), 603-12.

Jonckheere, N., Mayes, E., Shih, H.P., Li, B., Lioubinski, O., 2008, Analysis of mPygo2
mutant mice suggests a requirement for mesenchymal Wnt signaling in pancreatic
growth and differentiation, Dev. Biol,. 318, 224-242

Jorgensen, M.C., Ahnfelt-Ronne, J., Hald, J., Madsen, O.D., Serup, P., Hecksher-
Sorensen, J., 2007, An illustrated review of early pancreas development in the
mouse., Endocr Rev., 28, 685-705.

Judson, R.L., Greve, T.S., Parchem, R.J., Blelloch, R., 2013, MicroRNA-based
discovery of barriers to dedifferentiation of fibroblasts to pluripotent stem cells,
Nat Struct Mol Biol., 20(10), 1227-35.

Kageyama, R., Ohtsuka, T., Kobayashi, T., 2007, The Hes gene family: repressors and
oscillators that orchestrate embryogenesis, Development, 134, 1243.

Kahn, S., 1996, Regulation of B-cell function in vivo, Diabetes Rev., 4, 372-387.

Kang, H.S., Kim, Y.S., ZeRuth, G., Beak, J.Y., Gerrish, K., 2009, Transcription factor
Glis3, a novel critical player in the regulation of pancreatic iticalhat orcheent and
insulin gene expression, Mol. Cell. Biol., 29, 6366.

Kang, M.H., Zhang, L.H., Wijesekara, N., 2013, Regulation of ABCALl protein
expression and function in hepatic and pancreatic islet cells by miR-145,
Arterioscler Thromb Vasc Biol., 33(12), 2724-2732.

Kanji, M.S., Martin, M.G., Bhushan A., 2013, Dicerl is required to repress neuronal
fate during endocrine cell maturation, Diabetes, 62, 1602-11.

Karaoz, E., Ayhan, S., Gacar, G., Aksoy, A., Duruksu, G., Okgu, A., Demircan, P.C.,
Sariboyaci, A., Kaymaz, F., Kasap, M., 2010, Isolation and characterization of
stem cells from pancreatic islet: pluripotency, differentiation potential and
ultrastructural characteristics, Ctotherapy, 12, 288-302.

Kazantsev, A.G., Thompson, L.M., 2008, Therapeutic application of histone
deacetylase inhibitors for central nervous system disorders, Nature Reviews Drug
Discovery, 7, 854-868.



97

Keats, E., Khan, Z.A., 2012, Unique responses of stem cell-derived vascular endothelial
and mesenchymal cells to high levels of glucose, PLoS One., 2012;7(6):e38752.

Khan, S., Jena, G., 2016, Valproic acid Improves Glucose Homeostasis by Increasing
Beta-Cell Proliferation, Function, and Reducing its Apoptosis through HDAC
Inhibition in Juvenile Diabetic Rat, J Biochem Mol Toxicol. 80, 1204-11.

Kim, J., Krichevsky, A., Grad, Y., Hayes, G.D., Kosik, K.S., Church, G.M., Ruvkun,
G., 2004, Identification of many microRNAs that copurify with polyribosomes in
mammalian neurons, Proc Natl Acad Sci USA, 101, 360-365.

Klinck, R., Fuchtbauer, E.M., Ahnfelt-Ronne, J., Serup, P., Jensen, J.N., Jorgensen,
M.C., 2011, ABAC transgenic Hesl-EGFP reporter reveals novel expression
domains in mouse embryos, Gene Expr. Patterns, 11, 415.

Kloosterman, W.P., Lagendijk, A.K., Ketting, R.F., Moulton, J.D., Plasterk,R.H., 2007,
Targeted inhibition of miRNA maturation with morpholinos reveals a role for
miR-375 in pancreatic islet development, PLoS Biol., 5(8), e203.

Kopp, J.L., Dubois, C.L., Schaffer, A.E, Hao, E., Shih, H.P., 2011, Sox9+ ductal cells
are multipotent progenitors throughout development but do not produce new
endocrine cells in the normal or injured adult pancreas, Development 138, 653.

Kopp, J.L., von Figura, G., Mayes, E., Liu, F.F., Dubois, C.L., 2012, Identification of
Sox9-dependent acinarto-ductal reprogramming as the principal mechanism for
initiation of pancreatic ductal adenocarcinoma, Cancer Cell, 22, 737.

Kredo-Russo, S., Mandelbaum, A.D., Lennox, K.A., Behlke, M.A., 2012, Pancreas
enriched miRNA refines endocrine cell differentiation, Development, 139(16),
3021-3031.

Kubicek, S., Gilbert, J.C., Fomina-Yadlin, D., Gitlin, A.D., Yuan, Y., 2012, Chromatin-
targeting small molecules cause class-specific transcriptional changes in
pancreatic endocrine cells, Proc Natl Acad Sci USA, 109, 5364-53609.

Kuo, M.H., and Allis, C.D., 1998, Roles of histone acetyltransferases and deacetylases
in gene regulation, Bioessays, 20, 615-626.

Lammert, E., Cleaver, O., Melton, D., 2001, Induction of pancreatic differentiation by
signals from blood vessels, Science, 294, 564.

Latreille, M., Hausser, J., Stutzer, 1., 2014, MicroRNA-7a regulates pancreatic p-cell
function, J Clin Invest. 124(6), 2722-2735.

Lee, HW., Sulh, JH., Kim, J.B., 2006, Histone deacetylase 1-mediated histone
modification regulates osteoblast differentiation, Mol. Endocrinol., 20, 2432-2443



98

Lee, J.C., Smith, S.B., Watada, H., Lin, J., Scheel, D., 2001, Regulation of the
pancreatic pro-endocrine gene, Neurogenin3. Diabetes, 50, 928.

Lee, Y., Kim, M., Han, J., Back, S.H., Kim, V.N., 2004, MicroRNA genes are
transcribed by RNA polymerase 11, Embo J., 23, 4051-60

Lenoir, O., Flosseau, K., Ma, F.X., Blondeau, B., Mai, A., 2011, Specific control of
pancreatic endocrine - and 6-cell mass by class Ila histone deacetylases HDAC4,
HDACS, and HDACY, Diabetes, 60, 2861-2871.

Lepore, I., Dell'Aversana, C., Pilyugin, M., Conte, M., Nebbioso, A., De Bellis, F.,
Tambaro, F.P., lzzo, T., Garcia-Manero, G., Ferrara, F., Irminger-Finger, 1.,
Altucci, L., 2013, HDAC inhibitors repress BARD1 isoform expression in acute
myeloid leukemia cells via activation of miR-19a and/or b, PLoS One., 8(12),
e83018.

Liu, J., Valencia-Sanchez, M.A., Parker, R., 2005, MicroRNA-dependent localization of
targeted mRNAs to mammalian P-bodies, Nat Cell Biol, 7, 719-723.

Looijenga, L.H., Stoop, H., de Leeuw, H.P., de Gouveia Brazao, C.A., Gillis, A.J., van
Roozendaal, K.E., van Zoelen, E.J., Weber, R.F., Wolffenbuttel, K.P., van
Dekken, H., Honecker, F., Bokemeyer, C., Perlman, E.J.,, Schneider, D.T.,
Kononen, J., Sauter, G., Oosterhuis, J.W., 2003, POU5F1 (OCT3/4) identifies
cells with pluripotent potential in human germ cell tumors, Cancer Research,
63(9), 2244-50.

Luef, G., Abraham, 1., Hoppichler, F., Trinka, E., Unterberger, 1., Bauer, G.,
Lechleither, M., 2002, Increase in Postprandial Serum Insulin Levels in Epileptic
Patients With Valproic Acid Therapy, Metabolism, 51, 1274-1278.

Maestro, M.A., Boj, S.F., Luco, R.F., Pierreux, C.E., Cabedo, J., 2003, Hnf6 and Tcf2
(MODYY5) are linked in a gene network operating in a precursor cell domain of
the embryonic pancreas, Hum. Mol. Genet., 12, 3307.

Magenheim, J., llovich, O., Lazarus, A., Klochendler, A., Ziv, O., 2011, Blood vessels
restrain pancreas branching, differentiation and growth, Development, 138, 4743.

Maniataki, E., Mourelatos, Z., 2005, A human, ATP-independent, RISC-assembly
machine fueled by pre-miRNA, Genes Dev, 19, 2979-90.

Mariadason, J., Corner, G.A., Augenlicht, L.H., 2000, Genetic reprogramming in
pathways of colonic cell maturation induced by short chain fatty acids:
comparison with TSA, sulindac, and curcumin and implications for
chemoprevention of colon cancer, Cancer Res., 60, 4561- 4572.

Marks, P.A., Richon, V. M., Kelly, W. K., 2004, Histone deacetylase inhibitors. Adv.
Cancer Res., 91, 137-168.



99

Martin, M., Gallego-Llamas, J., Ribes, V., Kedinger, M., Niederreither, K., 2005,
Dorsal pancreas agenesis in retinoic acid-deficient Raldh2 mutant mice, Dev.
Biol., 284, 399.

Martin, M., Kettmann, R., Dequiedt, F., 2007, Class Ila histone deacetylases: regulating
the regulators, Oncogene, 26, 5450-5467.

Mathis, D., Vence, L., Benoist, C., 2001, B-cell death during progression to diabetes.
Nature, 414, 792—798.

McMillen, 1.C., Robinson, J., 2005, Developmental origins of the mtabolic syndrome:
prediction, plasticity and programming, Phisology Rev., 85, 571-633.

Melkman-Zehavi, T., Oren, R., Kredo-Russo, S., Shapira, T., Mandelbaum, A.D.,
Rivkin, N., Nir, T., Lennox, K.A., Behlke, M.A., Dor, Y., Hornstein, E., 2011,
miRNAs control insulin content in pancreatic B-cells via downregulation of
transcriptional repressors, EMBO J., 30(5), 835-45.

Millman, J.R., Xie, C., Van Dervort, A., Giirtler, M., Pagliuca, F.W., Melton, D.A.,
2016, Generation of stem cell-derived B-cells from patients with type 1 diabetes,
Nat Commun., 7, 11463.

Min-Hao, Kuo., Allis, D.C., 1998, Roles of histone acetyltransferases and deacetylases
in gene regulation, BioEssays, 20, 615-626

Minucci, S., 2006, Histone deacetylase inhibitors and the promise of epigenetic (and
more) treatments for cancer. Nat. Rev. Cancer., 6, 38-51.

Miranda, K.C., Huynh, T., Tay, Y., 2006, A pattern-based method for the identification
of MicroRNA binding sites and their corresponding heteroduplexes, Cell, 126(6),
1203-1217.

Molotkov, A., Molotkova, N., Duester, G., 2005, Retinoic acid generated by Raldh2 in
mesoderm is required for mouse dorsal endodermal pancreas development, Dev.
Dyn., 232, 950.

Nakhai, H., Siveke, J.T., Mendoza-Torres, L., Schmid, R.M., 2008, Conditional
inactivation of Myc impairs development of the exocrine pancreas, Development,
135, 3191l.

Nesca, V., Guay, C., Jacovetti, C., Menoud, V., Peyot, M.L., Laybutt, D.R., Prentki, M.,
Regazzi, R., 2013, Identification of particular groups of microRNAs that
positively or negatively impact on beta cell function in obese models of type 2
diabetes, Diabetologia., 56(10), 2203-12.

Ochocki, J.D., Simon, M.C., 2013, Nutrient-sensing pathways and metabolic regulation
in stem cells, J Cell Biol, 203, 23-33.



100

Offield, M.F., Jetton, T.L., Labosky, P.A., Ray, M., Stein, R.W., Magnuson, M.A.,
Hogan, B.L., Wright, C.V., 1996, PDX-1 is required for pancreatic outgrowth and
differentiation of the rostral duodenum, Development, 122, 983-995.

Ozcan, S., 2009, MiIR 30 family and EMT in human fetal pancreatic islets, Islets., 1(3),
283-285.

Pagliuca, F.W., Melton, D.A., 2013, How to make a functional B-cell, Development,
140(12), 2472-83.

Pagliuca, F.W., Millman, J.R., Giirtler, M., Segel, M., Van Dervort, A., Ryu, J. H,,
Peterson, Q.P., Greiner, D., Melton, D.A., 2014, Generation of functional human
pancreatic -cells in vitro, Cell, 159, 428-439.

Pan, F.C., Bankaitis, E.D., Boyer, D., Xu, X., van de Casteele, M., 2013,
Spatiotemporal patterns of multipotentiality in Ptfla-expressing cells during
pancreas organogenesis and injury-induced facultative restoration, Development
140, 751.

Pan, F.C., Wright, C., 2011, Pancreas organogenesis: from bud to plexus to gland., Dev.
Dyn., 240, 530.

Paris, M., Tourrel-Cuzin, C., Plachot, C., Ktorza, A., 2004, Review: Pancreatic beta-cell
nogenesis revisited, Exp. Diabesity, 5, 111-121.

Park, J.H., Stoffers, D.A., Nicholls, R.D., 2008, Development type2 diabetes following
intrauterine growth reterdation in rats is associated with progressive epigenetic
silencing of Pdx1, J Clin Invest, 118, 2316-24..

Pellegrini, S., Ungaro, F., Mercalli, A., Melzi, R., Sebastiani, G., Dotta, F., Broccoli, V.,
Piemonti, L., Sordi, V., 2015, Human induced pluripotent stem cells differentiate
into insulin-producing cells able to engraft in vivo, Acta Diabetol., 52(6), 1025-
35.

Pictet, R.L., Clark, W.R., Williams, R.H., Rutter, W.J., 1972, An ultrastructural analysis
of the developing embryonic pancreas, Dev. Biol., 29, 436.

Pin, C.L., Rukstalis, J.M., Johnson, C., Konieczny, S.F., 2001, The bHLH transcription
factor Mist1 is required to maintain exocrine pancreas cell organization and acinar
cell identity, J. Cell Biol., 155, 519.

Poddar, S., Kesharwani, D., Datta, M., 2016, Histone deacetylase inhibition regulates
miR-449a levels in skeletal muscle cells, Epigenetics, 16, 134-139

Poy, M.N., Eliasson, L., Krutzfeldt, J., 2004, A pancreatic islet-specific microRNA
regulates insulin secretion, Nature, 432(7014), 226-230.



101

Poy, M.N., Hausser, J., Trajkovski, M., 2009, miR-375 maintains normal pancreatic a-
and B-cell mass, Proc Natl Acad Sci USA., 106(14), 5813-5818.

Prevot, P-P., Augereau, C., Simion, A., 2013, Let-7b and miR-495, stimulate
differentiation and prevent metaplasia of pancreatic acinar cells by repressing
HNF6, Gastroenterology, 586, 422-7.

Qu, X., Afelik, S., Jensen, J.N., Bukys, M.A., Kobberup, S., 2013, Notch-mediated
post-translational control of Ngn3 protein stability regulates pancreatic patterning
and cell fate commitment, Dev. Biol., 376, 154-159.

Rachel, E. J., Andrew A.B., James, P.S., David, T.G., Neil, A.H., 2015, Human
pancreas development, Development, 142, 3126-3137.

Ramiya, V.K., Maraist, M., Arfors, K.E., Schatz, D.A., Peck, A.B., Cornelius, J.G.,
2000, Reversal of insulin-dependent diabetes using islets generated in vitro from
pancreatic stem cells, Nat Med., 6(3), 278-82.

Rezania, A., Bruin, J.E., Arora, P., Rubin, A., Batushansky, I., Asadi, A., O’Dwyer, S.,
Quiskamp, N., Mojibian, M., Albrecht, T., 2014, Reversal of diabetes with
insulin-producing cells derived in vitro from human pluripotent stem cells, Nat.
Biotechnol., 32, 1121-1133.

Rice, J.C., Briggs, S.D., Ueberheide, B., Barber, C.M., Shabanowitz, J., Hunt, D.F.,
Shinkai,Y.,Allis,C.D.,2003,Histone methyltransferases direct different degrees of
methylation to define distinct chromatindomains, Cells,12(6), 1591-8.

Romero-Cordoba, S., Rodriguez-Cuevas, S., Hidalgo-Miranda, A., 2012, Identification
and pathway analysis of microRNAs with no previous involvement in breast
cancer, Plos One, 7, 319-324.

Romero-Cordoba, S.L., Salido-Guadarrama, 1., Rodriguez-Dorantes, M., Hidalgo-
Miranda, Alfredo., 2014, miRNA biogenesis: Biological impact in the
development of cancer, Cancer Biology & Therapy, 15:11, 1444-1455

Rosero, S., Bravo-Egana, V., Jiang, Z., Khuri, S., Tsinoremas, N., Klein, D., Sabates,
E., Correa-Medina, M., Ricordi, C., Dominguez-Bendala, J., Diez, J., Pastori,
R.L., 2010, MicroRNA signature of the human developing pancreas, BMC
Genomics., 11, 509.

Ruan, Q., Wang, T., Kameswaran, V., 2011, The microRNA-21- PDCD4 axis prevents
type 1 diabetes by blocking pancreatic B cell death, Proc Natl Acad Sci USA,
108(29), 12030-12035.

Ryu, J.M., Lee, H.J., Jung, Y.H., Lee, K.H., Kim, D.I., Kim, J.Y., Ko, S.H., Choi, G.E.,
Chai, I.1., Song, E.J., Oh, J.Y., Lee, S.J., Han, H.J, 2015, Regulation of Stem Cell
Fate by ROS-mediated Alteration of Metabolism, Int J Stem Cells, 8(1), 24-35.



102

Saltiel, A.R., Kahn, C.R., 2001, Insulin signalling and the regulation of glucose and
lipid metabolism, Nature, 414, 799-806.

Salunkhe, V.A., Ofori, J., Gandasi, N.R., Salo, S.A., Hansson, S., Andersson, M.E.,
Wendt, A., Barg, S., Esguerra, J.L.S. & Eliasson, L., 2015, MiR-335 regulates
exocytotic proteins and affects glucose-stimulated insulin secretion through
decreased Ca2+-dependent exocytosis in beta cells, Diabetologia, 58, S128-5128.

Sander, M., Neubuser, A., Kalamaras, J., Ee, H.C., Martin, G.R., German, M.S., 1997,
Genetic analysis reveals that PAX6 is required for normal transcription of
pancreatic hormone genes and islet development, Genes Dev., 11,1662 -1673.

Sandovici, 1., Hammerle, C.M., Ozanne, S.E., Constancia, M., 2013, Developmental
and environmental epigenetic programming of the endocrine pancreas:
consequences for type 2 diabetes, Springer, 70, 1575-1595

Santagana, S., Hornic, J.L., Ligon, K.L., 2006, Comparative analysis of germ cell
transcription factors in CNS germinoma reveals diagnostic utility of NANOG,
The American Journal of Surgical Pathology, 30(12), 1613-8.

Schaffer, A.E., Freude, K.K., Nelson, S.B., Sander, M., 2010, Nkx6 trancription factors
and Ptfla function as antogonistic lineage determinants in multipotent pancreatic
progenitors, Dev Cell, 18, 1022-1029.

Schaffer, A.E., Taylor, B.L., Benthuysen, J.R., Liu, J., Thorel, F., 2013, Nkx6.1 controls
a gene regulatory network required for establishing and maintaining pancreatic
beta cell identity, PLoS Genet., 9, e1003274.

Scheper, W., Copray, S., 2009, The molecular mechanism of induced pluripotency: a
two-switch, Stem Cell Rev., 5, 204-223.

Schwitzgebel, V.M., Scheel, D.W., Conners, J.R., Kalamaras, J., Lee, J.E., 2000,
Expression of neurogenin3 reveals an islet cell precursor population in the
pancreas, Development, 127, 3533l

Seymour, P.A., Freude, K.K., Tran, M.N., Mayes, E.E., Jensen, J., 2007, SOX9 is
required for maintenance of the pancreatic progenitor cell pool, Proc. Natl. Acad.
Sci., 104, 1865.

Shen, S., Li, J., Casaccia-Bonnefil, P., 2005, Histone modifications affect timing of
oligodendrocyte progenitor differentiation in the developing rat brain, J. Cell Biol.
169, 577-589.

Shi, X., Li, M., Cui, M., Gao, Y., Kong, W., Jin, H., 2016, Epigenetic suppression of the
antitumor cytotoxicity of NK cells by histone deacetylase inhibitor valproic acid,
Am J Cancer Res., 15;6(3),600-14.



103

Shih, H.P., Kopp, J.L., Sandhu, M., Dubois, C.L., Seymour, P.A., 2013, A Notch-
dependent molecular circuitry initiates pancreatic endocrine and ductal cell
differentiation, Development, 139, 2488l.

Slack, J.M., 1995, Developmental biology of the pancreas, Development, 121, 1569

Sladitschek, H.L., Neveu, P.A., 2015, The bimodally expressed microRNA miR-142
gates exit from pluripotency, Mol Syst Biol., 11(12), 850.

Smirnova, L., Block, K., Sittka, A., Oclgeschlager, M., Seiler, A.E., Luch, A., 2014,
MicroRNA profiling as tool for in vitro developmental neurotoxicity testing: the
case of sodium valproate, PLoS One, 9(6), e98892.

Stolzing, A., Bauer, E., Scutt, A., 2012, Suspension cultures of bone-marrow-derived
mesenchymal stem cells: effects of donor age and glucose level., Stem Cells Dev.,
21(14), 2718-23.

Takahashi, K., Yamanaka, S., 2006, Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors, Cell., 126(4), 663-76

Tao, R., de Zoeten, E. F., Ozkaynak, E., Hancock, W.W., 2007, Deacetylase inhibition
promotes the generation and function of regu- latory T cells, Nat. Med., 13, 1299—
1307.

Tattikota, S.G., Sury, M.D., Rathjen, T., 2013, Argonaute2 regulates the pancreatic -
cell secretome, Mol Cell Proteomics, 12(5), 1214-1225.

Tattikota, S.G., Rathjen, T., McAnulty, S.J., 2014, Argonaute2 mediates compensatory
expansion of the pancreatic f cell, Cell Metab., 19(1), 122-134.

Thompson, N., Gesina, E., Scheinert, P., Bucher, P., Grapin-Botton, A., 2012, RNA
profiling and chromatin immunoprecipitation-sequencing reveal that PTFla
stabilizes pancreas progenitor identity via the control of MNX1/HLXB9 and a
network of other transcription factors, Mol. Cell. Biol., 32, 1189.

Tou, L., Liu, Q., Shivdasani, R. A., 2004, Regulation of mammalian epithelial
differentiation and intestine development by class | histone deacetylases, Mol.
Cell. Biol., 24, 3132-3139.

Tsuklyama, T., Wu, C.,1997, Chromatin remodeling and transcription. Cun Opin Gen
Genel Dev., 7, 182-191.

Tsumura, A., Hayakawa, T., Kumaki, Y., Takebayashi, S., Sakaue, M., Matsuoka, C.,
Shimoohno, K., Ishikawa, F., Li, E., Ueda, H.R., Nakayama, J., Okano, M., 2006,
Maintainance of self-renewal ability of Mouse embryonic stem cells in the
absence of DNA methyltransferases Dnmtl, Dnmt3a and Dnmt3b, Genes Cells,
11, 805-14.



104

Vadlakonda, L., Pasupuleti, M., Pallu, R., 2013, Role of PI3K-AKT-mTOR and Wnt
Signaling Pathways in Transition of G1-S Phase of Cell Cycle in Cancer Cells,
Front Oncol, 12:3, 85.

van Arensbergen, J., Garcia-Hurtado, J., Moran, I., Maestro, M.A., Xu, X., 2010,
Derepression of Polycomb targets during pancreatic organogenesis allows insulin
producing beta-cells to adopt a neural gene activity program, Genome Res, 20,
722-732.

Van der Meulen, T., Xie, R., Kelly, O.G., Vale, W.W., Sander, M., Huising, M.O.,
2012, Urocortin 3 marks mature human primary and embryonic stem cell-derived
pancreatic alpha and beta cells, PLoS ONE, 7, e52181.

Verotti, A., Basicani, F., De Simone, M., Trotta, D., Morgese, G., Chiarelli, F., 2002,
Insulin Resistance in Epileptic Girls Who Gain Weight After Therapy With
Valproic Acid, J Child Neurol, 17:265-268

Vienberg, S., Geiger, J., Madsen, S., Dalgaard, L.T., 2016, MicroRNAs in Metabolism.
Acta Physiol, doi: 10.1111/apha.12681.

Vijayaraghavan, J., Maggi, E.C., Crabtree, J.S., 2014, miR-24 regulates menin in the
endocrine pancreas, Am J Physiol Endocrinol Metab., 307(1), 84-92.

Walker, M., 2014, MicroRNAs and Long Non-Coding RNAs in Pancreatic Beta Cell
Function, Cellular Endocrinology Health and Disease, Editors: Alfredo Uloa-
Aguirre, P. Michael Conn, 379-388.

Wang, J.H., Shih, K.S., Wu, Y.W., Wang, A.W., Yang, C.R., 2013, Histone deacetylase
inhibitors increase microRNA-146a expression and enhance negative regulation
of interleukin-1B signaling in osteoarthritis fibroblast-like synoviocytes,
Osteoarthritis Cartilage, 21(12), 1987-96.

Wang, Y., Liu, J., Liu, C., Naji, A., Stoffers, D.A., 2013, MicroRNA-7 regulates the
mTOR pathway and proliferation in adult pancreatic p-cells. Diabetes. 62(3),
887-895.

Wang, L., Su, W., Du, W., Xu, Y., Wang, L., Kong, D., Han, Z., Zheng, G., Li, Z.,
2015, Gene and MicroRNA Profiling of Human Induced Pluripotent Stem Cell-
Derived Endothelial Cells, Stem Cell Rev., 11(2), 219-27.

Weir, G.C., Bonner-Weir, S., 2004, Five Stages of Evolving B-Cell Dysfunction During
Progression to Diabetes, Diabetes, 53, 16-21.

Weng, R., Cohen, S.M., 2012, Drosophila miR-124 regulates neuro- blast proliferation
through its target anachronism, Development, 139, 1427-1434.

Xia, H., Cheung, W.K., Ng, S.S., Jiang, X., Jiang, S., Sze, J., Leung, G.K,, Lu, G,
Chan, D.T., Bian, X.W., Kung, H.F., Poon, W.S., Lin, M.C., 2012, Loss of brain-



105

enriched miR-124 microRNA enhances stem-like traits and invasiveness of
glioma cells, J Biol Chem, 87, 9962-9971.

Xu, C.R., Cole, P.A., Meyers, D.J., Kormish, J., Dent, S., 2011, Chromatin prepattern
and histone modifiers in a fate choice for liver and pancreas, Science, 332, 963—
966.

Xu, W., Marks, P. A., 2007, Histone deacetylase inhibitors: molecular mechanisms of
action, Oncogene, 26, 5541-5552.

Yang, Y.P., Thorel, F., Boyer, D.F., Herrera, P.L., Wright, C.V., 2011, Context-specific
a network of other transc by forced Pdx1 expression, Genes Dev., 25, 1680.

Yasuda, T., Kajimoto, Y., Fujitani, Y., 2002, PAX6 mutation as a genetic factor
common to aniridia and glucose intolerance. Diabetes, 51(1), 224-230.

Yang, Y., Ding, L., An, Y., Zhang, Z.W., Lang, Y., Tai, S., Guo, F., Teng, C.B., 2012,
MiR-18a regulates expression of the pancreatic transcription factor Ptfla in
pancreatic progenitor and acinar cells, FEBS Lett., 586(4), 422-7.

Yi, R., 2011, MicroRNAs and their roles in mammalian stem cells, J Cell Sci., 124,
1775-83.

Yi, R., Qin, Y., Macara, I.G., Cullen, B.R., 2003, Exportin-5 mediates the nuclear
export of pre-microRNAs and shor hairpin-RNAs, Genes Dev, 17, 3011-6.

Yoo, AS., Sun, A.X,, Li, L., Shcheglovitov, A., Portmann, T., Li, Y., Lee-Messer, C.,
Dolmetsch, R.E., Tsien, R,W,, Crabtree, G.R., 2011, MicroRNA-mediated
conversion of human fibroblasts to neurons, Nature, 476, 228-231.

Yoo, E. J., Chung, J. J., Choe, S. S., Kim, K. H., Kim, J. B., 2006, Down-regulation of
histone deacetylases stimulates adipocyte differentiation, J. Biol. Chem., 281,
6608-6615.

Yoshida, M., Kijima, M., Beppu, T., 1990, Potent and specific inhibition of mammalian
histone deacetylase both in vivo and in vitro by trichostatin A. J. Biol. Chem. 265,
17174-17179.

Yoshitomi, H., Zaret, K.S., 2004, Endothelial cell interactions initiate dorsal pancreas
development by selectively inducing the transcription factor Ptfla, Development,
131, 807.

Yu, K.R,, Yang, S.R., Jung, JW., Kim, H., Ko, K., Han, D.W., Park, S.B., Choi, S.\W.,
Kang, S.K., Scholer, H., Kang, K.S., 2012, CD49 enhances multipotency and
maintains stemness through the direct regulation of OCT4 and SOX2, Stem Cells,
30, 876-87.



106

Zaehres, H., Lensch, M.W., Daley, G.Q., 2005, High-efficiency RNA interference in
human embryonic stem cells, Stem Cells, 23(3), 299-305.

Zeng, Y., Cullen B.R., 2003, Sequence requirements for mi RNA processing and
function in human cells, Rna, 9, 112-123

Zhang, Z.W., Zhang, L.Q., Ding, L., Wang, F., Sun, Y.J., An, Y., Zhao, Y., Li, Y.H.,
Teng, C.B., 2011, MicroRNA-19b downregulates insulin 1 through targeting
transcription factor NeuroD1, FEBS Lett. 585(16), 2592-8.

Zhang, L., Zheng, Y., Sun, Y., Zhang, Y., Yan, J., Chen, Z., Jiang, H., 2016, MiR-134-
Mbd3 axis regulates the induction of pluripotency, J Cell Mol Med, 20(6), 1150-8.

Zhao, Y., You, W., Zheng, J., Chi, Y., Tang, W., Du, R., 2012, Valproic acid inhibits
the angiogenic potential of cevical cancer cells via HIF1a/VEGF signals, Clin
Transl Oncol., 1494-1498

Zhou, Q., Law, A.C., Rajagopal, J., Anderson, W.J., Gray, P.A., Melton, D.A., 2007, A
multipotent progenitor domain guides pancreatic organogenesis, Dev. Cell, 13,
103.

Zhou, Q., Brown, J.,, Kanarek, A., Rajagopal, J., Melton, D.A., 2008, In vivo
reprogramming of adult pancreatic exocrine cells to d-cells, Nature, 455, 627.

Zhou, W., Freed, C.R., 2009, Adenoviral gene delivery can reprogram human
fibroblasts to induced pluripotent stem cells, Stem Cells, 27, 2667-2674.

Zhu, Y., You, W., Wang, H., 2013, MicroRNA-24/MODY gene regulatory pathway
mediates pancreatic -cell dysfunction, Diabetes., 62(9), 3194-3206.

Zou, D., Chen, Y., Han, Y., Lv, C., Tu, G., 2014, Overexpression of microRNA-124
promotes the neuronal differentiation of bone marrow-derived mesenchymal stem
cells, Neural Regen Res., 9(12), 1241-8.

Zulewski, H., Abraham, E.J., Gerlach, M.J., Daniel, P.B., Moritz, W., Miiller, B.,
Vallejo, M., Thomas, M.K., Habener, J.F., 2001, Multipotential nestin-positive
stem cells isolated from adult pancreatic islets differentiate ex vivo into pancreatic
endocrine, exocrine, and hepatic phenotypes, Diabetes, 50(3), 521-33.



107

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi Soyadi Ediz COSKUN
Uyrugu TURKIYE CUMHURIYETI

Dogum tarihi, Yeri 1992, BURSA

Telefon +90 538 376 1855
E-mail cskn.ediz@gmail.com
Web adres www.iharfieksikligi.blogspot.com.tr
Egitim
Derece Kurum/Anabilim Dali/Program Y1l

Yiiksek Lisans | I.U. Fen Bilimleri Enstitiisii/ Biyoloji Anabilim Daly/ | 2016
Molekiiler Biyoloji Programi

Lisans 1.U Fen Fakiiltesi/ Biyoloji Boliimii 2014

Lise Bursa Siileyman Celebi Anadolu Lisesi 2010

Makaleler / Bildiriler

Coskun E., Oktayoglu S., Bolkent S., 2015, 4-methylcatechol prevents hyperglycemia-
induced inflammation and acute renal failure, FEBS, Berlin, ALMANYA



http://www.iharfieksikligi.blogspot.com.tr/



