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OZET

Tip 1 seker hastaliginin tedavisinde pankreas adacik hiicre nakli, bagisiklik sistemi
baskilayicr ilaglarin kullanimi sarti ile basarili bir tedavi yontemidir. Uzun siire bagisiklik
sistemi baskilayict ilaglarinin kullanilmasinin ciddi yan etkileri bulunmaktadir. Adacik
hiicrelerinin, bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini ve sitokin saldirisin1 engellemek,
hem bu ilaclarin kullanimini ortadan kaldiracak hem de naklin basarisini arttiracak
etmenlerdendir. Bu g¢alismada, bagisiklik sistemi saldirilarindan adacik hiicrelerini
korumak i¢in adacik hiicrelerinin yiizeyi biyouyumlu polimer olan poli-L-Glutamik asit
(PLGA) ve tiirevleri ile modifiye edildi. Sentezlenen biitiin polimerlerin yapilar1 *H-NMR
ve FT-IR ile aydinlatildi. PLGA’nin serbest karboksilik asit grubu N-hidroksisiiksinimit
(NHS) kimyasali ile aktiflestirildi. Aktiflestirilen PLGA ile adacik hiicre yiizeyindeki amin
gruplari arasinda kovalent bag olusturuldu ve adacik hiicre yiizeyi modifiye edildi. Yiizey
modifikasyonu igleminin adacik hiicre canliligi, fonksiyonelligi ve endoplazmik retikulum
stresi tizerine olumsuz bir etkisi olmadig1 gozlendi. NHS tiirevi bilesilerinin suda geg
¢coziilme problemini agmak ic¢in N-hidroksisiilfosiiksinimit (slilfo-NHS) kimyasali
kullanildi. Stlfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA kullanilarak adacik hiicrelerinin yiizey
modifikasyonu islemi gergeklesti. Yiizey modifikasyonu gerceklesen adaciklar sitokin
karisimi iceren besiyeri ile 48 saat kiiltiire edildi. Adacik hiicrelerinin % canliliklar
degerlendirildiginde PLGA ile ylizeyi modifiye edilen adacik hiicrelerinin canliliginin
kontrol grubundan % 12 daha fazla oldugu gézlendi (p<0.001). Yiizey modifikasyonu
isleminin gerceklestigini floresan grubu baglanarak sentezlenen PLGA ile ispatlandi.
Hiicre yiizeyindeki tabaka kalinligini streptavidin-biyotin etkilesimi ile arttirmanin ylizey
modifikasyonu isleminde etkinlii biyositin grubu baglanarak sentezlenen PLGA ile
arastirildi. Bu etkilesimin adacik hiicre fonksiyonelligi olan insiilin salinimi {izerine
olumsuz etkisinin oldugu gozlendi. Caligmanin in-vivo basarisini degerlendirmek igin
yiizeyi PLGA-siilfo-NHS ile muamele edilen sican adacik hiicreleri farelerin bobrek
kapsiilii altina nakil edildi. Kontrol grubunda 11 giinliik in-vivo basar1 gézlenirken PLGA
grubunda 17 giinliik basar1 gézlendi.
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ABSTRACT

Pancreatic islet cell transplantation is a considerable successful treatment method for the
treatment of type 1 diabetes with the usage of immune suppressing drugs. However, there
are serious side effects of prolonged use of immune suppressing drugs. To prevent the
recognition of islet cells by the immune system and to prevent the cytokines attack are the
factors, which will both eliminate the use of these drugs and also increase the success of
the transplantation. In this study, the surface of islet cells are modified with poly-L-
glutamic acid (PLGA), a biocompatible polymer and its derivatives, to protect the islet
cells from the immune system attack. The structure of all synthesized polymers was
clarified by *H-NMR and FT-IR. The free carboxylic acid group of PLGA was activated
with N-hydroxysuccinimide (NHS) chemicals. A covalent bond was formed between
amine groups on the surface of islet cells and activated PLGA, and the surface of islet cells
was modified. Any kind of adverse effect of surface modification processes was not found
on the viability of the islet cells functionality or endoplasmic reticulum stress. N-
hydroxysulfosuccinimide (sulfo-NHS) chemical was used to overcome the problem of late
disintegration of NHS derivatives component in water. The surface modificaiton of islet
cells was done by using PLGA activated by Sulfo-NHS. The modificated islets were
cultured for 48 hours in medium containing cytokine mixture. By the assesment of the %
viability of islet cell viability, it is determined that the viability rates of islet cells with
surface modificaiton with PLGA are 12% more than control group (p<0.001). The surface
modification process was demonstrated with PLGA synthesized by fluorescence group
binding. The operation of increase of layer thickness of cell surface with streptavidin-
biotin interaction on surface modification process was studied with PLGA synthesized by
connecting biocytin group. Adverse effect of this interaction was found on insulin
secretion, which is islet cell functionality. To evaluate the in-vivo success of the study, the
rat islet cells, whose surface was treated with PLGA-sulfo-NHS, was transplanted under
the kidney capsule of mice. A 11-days success was observed in control group, while it was
17-days for PLGA-group.
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1. GIRIS

Seker hastalig1 (Diabetes Mellitus, DM), binlerce yildir bilinen bir rahatsizliktir. Diabetes
kelimesi Kapadokya’da yasamis olan Areteus tarafindan koyulmus bir antik yunan
kelimesidir ve idrara gecen anlamindadir. Mellitus kelimesi ise tathi idrar ile iligkili olan
Latince tatli baldan gelmektedir [1]. Seker hastaligi, pankreas adacik hiicrelerindeki beta
hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin, insiilinin etkisinin ya da bunlarin kombinasyonlariin
bozulmasindan kaynaklanan ve kan glukoz seviyesinin ylikselmesi ile karakterize edilen bir
kronik metabolik hastalik grubudur [2]. Bu hastalik, tim diinyada onemli bir saglk
problemidir. Yasam siiresini ortalama 15 y1l azaltmaktadir. Kalp-damar hastalik riskini iki ile
dort kat arttirmakta, hipertansiyon, sinir sistemi rahatsizliklari, dis problemleri, hamilelik
sorunlari, bobrek yetmezligi ve eriskin baslangicli korlikk gibi birgok hastaliga neden
olmaktadir [3].

Pankreas adacik hiicreleri pankreasin endokrin islevini goren ve viicut i¢in 6nem arz eden
hormonlarin salgilandigi bir hiicre tiiriidiir [4]. Adacik hiicresinin bu 6nemi fonksiyonelligi

seker hastalig1 ortaya ¢iktiginda daha belirgin hale gelmektedir.

Tip 1 seker hastalig1 i¢in rutin olarak kullanilan insiilin tedavisi tek basina adacik hiicresinin
sagladig1 fonksiyonelligi saglayamamaktadir [5]. Adacik hiicre nakli ile gergeklesen tedavi
yontemi, seker hastasinda kaybolan hiicrelerin tekrar viicutta yer almasi sonucu ile daha
basarili bir tedavi yontemidir. Adacik hiicre nakli i¢in viicutta ¢esitli nakil bolgeler aranmakta
ve su an i¢in en uygun karacier on goriildiigii i¢in nakiller karacigere yapilmaktadir [6].
Ancak nakil edilen adacik hiicrelerinin yaklasik olarak % 50°lik bir kismi nakil sonrasi
Olmektedir [7-9] . Bu kaybin ¢esitli nedenleri bulunmaktadir. Bunlar; adacik hiicrelerinin
hemen damarlanamamasi, nakil bolgesindeki oksijenin yetersizligi, hiicrelerin yeni ekstra
seliiler ortama ge¢ adaptasyonu, bagisiklik sistemi saldirisi gibi nedenlerdir [10]. Bunlarin
icerisinde en énemlilerinden biri olan bagisiklik sistemi saldirisi, nakil edilen hiicrelerin viicut
tarafindan yabanci algilanmasi sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Buna neden olan ise adacik
hiicrelerinin yiizey antijenleridir. Bagisiklik sisteminin saldirisin1 engellemek i¢in bagisiklik
sistemi baskilayic1 ilaglar kullanilsada bunlarin viicutta baska sorunlara neden oldugu

belirtilmektedir [11].



Adacik hiicrelerinin ylizey antijenlerininin bagisiklik sistemi tarafindan tanimmasini
engellemeye yonelik biyouyumlu yar1 gegirgen bir membran igerisine hapsedilmesi islemleri
biyoyapay pankreas olarak tanimlanmaktadir. Adacik hiicrelerinin makroenkapsiilasyonu ve
mikroenkapsiilasyonu biyoyapay pankreas tiplerini olusturmaktadir. Biyoyapay pankreas
tiplerinin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi, adacik hiicrelerinin
kapsiillenmesi sonrasit hacimlerinin artmast ve sonucunda nakil edilme zorlugunun
yasanmasidir. Bu problemi asmak igin, biyoyapay pankreasa alternatif olarak adacik
hiicrelerinin yiizeyinin konformal kaplanmasi yontemi kullanilmaktadir [12]. Konformal
kaplama nanoboyutta oldugundan hacim artist olmamaktadir. Konformal kaplama
yonteminde adacik hiicrelerinin yiizey antijenleri biyouyumlu polimerler kullanilarak
modifiye edilmektedir [13]. Adacik hiicre yiizey modifikasyonu; kovalent baglanma,
elektrostatik etkilesim veya hidrofobik etkilesim yontemleri ile gerceklesmekte ve adacik
hiicre yiizey antijenlerini maskelenmektedir [14]. Bu yontemler kullanilarak ve iyilestirmeler
yapilarak adacik hiicrelerinin bagisiklik sistemi saldirilarmma karsi canliligi arttirilmaya

calisiilmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, adacik hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini
engellemek i¢in adacik hiicre yilizeyi kovalent baglanma yontemiyle modifiye edildi.
Modifikasyon islemi i¢in biyouyumlu polimer olan ve daha once adacik hiicre ylizey
modifikasyonu igsleminde kullanilmayan poli-L-Glutamik asit (PLGA) kullanildi. PLGA’nin
serbest karboksilik asit grubu aktiflestirdikten sonra adacik hiicre yiizeyindeki kolajen
tabakada bulunan amin gruplar1 ile kovalent bag olusturmasi saglandi. Adacik hiicre
yiizeyinin modifiye edildigi floresan grup takili olan poli-L-Glutamik asit ile belirlendi.
Yiizey modifikasyonu isleminin endoplazmik retikulum stresine neden olup olmadigi
degerlendirildi. Adacik hiicre ylizey modifikasyonu isleminde yiizeyin tabaka kalinliginin
arttirtlmasiin etkinligi biyotin-streptavidin etkilesiminden yararlanilarak incelendi. In-vitro
calismalar tamamlandiktan sonra ylizey modifikasyonu isleminin bagisiklik sistemi
saldirilarina karst koruma basarist in-vivo nakil c¢alismalart ile degerlendirildi. In-vivo
caligmada, siganlardan izole edilen yilizeyi modifiye adacik hiicreleri diyabetli farelere nakil

edildi ve farelerin kan glukoz degerleri takip edilerek nakil basaris1 degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

Uluslararas: diyabet federasyonunun (IDF) verilerine goére, 2015 yilinda diinyada yaklasik
olarak 415 milyon diyabetli yasadigi ve 6nlem alinmazsa 2040 yilina gelindiginde bu saymin
642 milyona ¢ikacag diistiniilmektedir. Yaklasik 5 milyon kisinin seker hastaligindan 6ldigi
ve saglik harcamalari ile iligkili yillik maliyetin eriskinlerde 673 milyon dolar oldugu tahmin
edilmektedir [15].

Diinya saglik orgiitii verilerine gore 2000 yilinda Tiirkiye’de 2.920.000 diyabetli bulundugu
belirlenmis olup bu saymin 2030 yilinda 6.442.000 olacag diisiiniilmektedir.

Seker hastaliginin 3 ana tipi vardir [15]. Bunlar; Tip 1 seker hastaligi, Tip 2 seker hastaligi ve
Gestasyonel seker hastaligidir.

2.1. Seker Hastalig: Tipleri

2.1.1. Tip 1 seker hastahgi

Tip 1 seker hastaligi, insiiline bagimli seker hastaligi olarak da bilinir. Her yasta tespit
edilebilmesine ragmen erken ¢ocukluk ve genc¢ eriskin baslangichidir. Pankreasin adacik
hiicrelerindeki insiilin iireten beta hiicrelerinin otoimmiin hasarlanmasi sonucu ortaya

cikmaktadir. Seker hastalig1 vakalarinin yaklasik %5 ila 10°nu olusturur [16, 17].

Tip 1 seker hastaliginin patojenezi bir otoimmiin yanit oldugunu gostermektedir. Bu hastaligi
tetikleyen mekanizma halen bilinmemektedir, fakat genetik ve c¢evresel faktorlerin etkili
oldugu 6ngoriilmektedir. Pankreas adacik hiicrelerindeki beta hiicrelerinde dogal olarak agiga
cikan proteinlere karst kisinin T hiicreleri duyarlilagir ve immiin sistem, pankreas adacik
hiicrelerinin harabina yol acacak spesifik bir ataga baslar. GADG65, insiilin ve ZnT8 de iceren

bircok protein tanimlanmustir [18, 19].

Yakin zamana kadar, Tip 1 seker hastalig1 icin mevcut tedavi ekzojen insiilin tedavisi olarak
bilinmekteydi. Ancak, Diyabet Kontroli ve Komplikasyonlar1 Arastirmasi (DCCT)

gostermistir ki, insiilin yerine koyma tedavisi seker hastaligi iligkili komplikasyonlari



geciktirebilmesine ragmen tamamen ortadan kaldiramamaktadir ve zamanla ikincil saglik
problemlerinin gelismesine neden olmaktadir [11]. Kan glukoz seviyesinin diisiiriilmesi i¢in
¢ok fazla insiilin kullanimi1 da hipoglisemik ataklara neden olabilmektedir [20]. Bu ataklar
ketoasidozis ile tamimlanabilmektedir. Hipoglisemik ataklar komaya hatta &liime yol
acabilmektedirler. Mikrodamarlarin zarar gérmesinden dolay1 korliik, periferal néropati ve

kardiyovaskiiler komplikasyonlar gibi birgok sekonder hastaliklara da neden olmaktadir.
Uygun beta hiicre tedavisi i¢in hem deneysel hem de kliniksel metotlar bulunmaktadir.
Bunlardan ilki klinik olarak basari ile uygulanan pankreas nakli, digeri ise pankreas adacik

hiicre naklidir.

Tip 1 seker hastalig1 tedavisinde pankreas nakli

Pankreasin ilk klinik nakli 1966 yilinda Minnesota {iniversitesinde yapilmgtir. ilk alt1 aylik
sonuglarda % 5’ten daha az nakil basaris1 elde edilmistir. Bu olumsuz sonucun basarisini
arttrmak i¢in uygulanan immiin sistem baskilayict ilaglara mikofenolat mofetil ve
takrolimus’da eklenmistir. 1 yillik pankreas nakil basaris1 % 20’den % 80’e artmustir. Uluslar
aras1 pankreas nakil kayitlarina gore 2010 yilimin sonuna kadar 35.000°den daha fazla
pankreas nakli yapilmistir. Bunlardan 24.000 kadar1 Amerika’da 12.000 kadar1 diger
tilkelerde yapilmistir. Amerika’da bobrek nakli ile birlikte yapilan pankreas nakillerinde,
nakilden sonraki ilk yi1lda basar1 oran1 % 86 iken bes yilda % 60 oranina diistiigii gézlenmistir

[21].

Pankreas nakli avantajli ve basarili bir tedavi yontemidir. Ancak, ciddi cerrahi operasyon yan
etkilerine yol agmasi, nakil sonrasi erken donemde damarlarin igerisinde piht1 olusumunun
gozlenmesi, oniki parmak barsaginda sizintilarin olmasi, pankreas g¢evresinde sivi toplanmast,
hastanede kalma siiresinin uzun siireli ve maliyetli olmasi, her pankreasin nakil edilememesi

gibi birgok dezavantaja da sahiptir [22].



Tip 1 seker hastalig1 tedavisinde adacik hiicre nakli,adacik hiicre naklinin tarihsel gelisimi,

giincel durumu ve yontemi

Adacik hiicre nakli

Pankreas adacik hiicre nakli, vericiden alinan pankreasa ¢esitli kimyasal ve mekanik islemler
uygulayarak elde edilen adaciklarin aliciya naklini i¢eren bir tedavi yontemidir. Pankreas
nakli ile karsilastirildiginda, adacik hiicre naklinin daha kolay ve basit olmasi, uygulanan
cerrahi yontemin giivenli, minimum operasyon alaninin olmast ve nakil iligkili 6lim ve
hastaliklarin olmamasi, nakil sonrasi doku uyumu sonucu doku reddinin daha az olmasi,
ihtiyag duyuldugunda operasyonun birkag¢ kez daha tekrarlanabilmesi, uzun siireli c-peptit
pozitiflik goézlenmesi, siddetli ve sik hipoglisemik ataklarin ortadan kalkmasi, yasam
kalitesinin artmasi, kronik komplikasyonlarda gerileme ve stabilizasyon gozlenmesi gibi
bir¢ok olumlu yanit adacik hiicre nakli tedavisinin basari kriterlerini olusturmakta ve bu

yontemin uygulanmasina yonelik katki saglayan faktorleri olusturmaktadir.

Tarihsel gelisimi ve giincel durumu

1893 yilinda Watson-Williams ve Harshant tarafindan, kiyilmis koyun pankreasinin diyabetik
ketoasidozlu geng bir hastanin uyluk kismina nakli ile ilk adacik hiicre nakli rapor edilmistir.
Hastanin 24 saat igerisinde gecici olarak glikoziirisi artmasma ragmen, bagisiklik sistemi
baskilayict ilaglarin olmamast ve nakil edilen bolgenin damarlanmasinin az olmasi

nedenleriyle nakil basarisiz olmustur [23].

1921 yilinda Best ve Banting, pankreas transplantasyon deneylerini biraktiktan sonra ‘sekerle

ilgili madde’ olarak tanimladiklari insiilini kesfettiler [24].

1923’ten itibaren insiilin’in kullaniminda hipoglisemik insiilin reaksiyonlar1 rapor edilmesine

ragmen, insiilin 1970'lere kadar insiilin eksikligi i¢in tek tedavi olarak kalmigtir.
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1965 yilinda Moskalewski, glukozun insiilin salinimina etkisinin olup olmadigmni in-vitro
incelerken, kolajenaz enzimi ile enzimatik parcalama ile pankreasin mekanik pargalamasini

birlestirerek kobay adacik hiicrelerini izole edebildi [25].

1967 yilinda Lacy, pankreas: intraduktal sisirme yontemini kullanarak adacik hiicre

izolasyonu gerceklestirmislerdir [26].

1969 yilinda Lindall ve arkadaslari, yogunluk gradiyent yontemi kullanarak adacik hiicrelerini

saflastirmiglardir [27].

1972 yilinda Ballinger ve Lacy, normal ratlardan adacik hiicre izole ettikten sonra bu
hiicreleri streptozitosin ile indiiklenmis diyabetli ratlara nakil ederek basari saglamislardir
[28].

1980 yilinda baslangi¢ denemesi olarak Najarian ve arkadaslari, agrili kronik pankreatitli 10
hastanin pankreaslarini ¢ikarip, izole ettikleri adaciklar saflagtirmadan portal venden otogreft
nakil yapmislardir. Insiilin bagimsizlik sadece 3 hastada sirasiyla 1, 9 ve 38 ay saglanmustir
[29].

1981 yilinda Horaguchi ve arkadaslari, pankreasa duktus kanali araciligiyla kolajenaz enzimi

enjekte ederek adacik hiicre izolasyonunu gergeklestirmislerdir [30].

1984 yilinda Gray, genis bir yelpazede adacik hiicre izolasyonu gergeklestirmistir [31].

1992 yilinda Pyzdrowski, 265.000 adacik nakil ederek insiilinden bagimsizlik saglamistir
[32].

2000 yilinda Shapiro ve arkadaglari tarafindan, Edmonton protokolii olarak bilinen
glukortikoit igermeyen bagisiklik sistemi baskilayici ilag kullanimi ile 7 diyabetli hastaya
adacik hiicre nakli yapilmis. Uygulanan bu protokol sonucunda 1 yilda instilinden bagimsizlik

% 10 olarak gozlenmistir [33].



2000 yilinda elde edilen bu basar1 ile adacik hiicre nakli ¢aligmalar1 hizlanmistir. Uluslararasi
Adacik Hiicre Nakil (CITR) verilerine gore; 864 diyabetli hastaya yapilan nakil sonrasinda; 5
yillik insiilinden bagimsizlik oran1 % 25 olarak tespit edilmistir. Giinliik insiilin ihtiyac1 <0,43
U/kg olan, T hiicre deplesyonu ve TNF-alfa inhibisyonu gerceklestirilebilen 96 diyabetli
hastaya yapilan adacik hiicre nakli sonrasinda 5 yillik insiilinden bagimsizlik oran1 % 55
olarak tespit edilmistir. 2011-2014 verilerine gore, yapilan nakil iglemlerinde herhangi bir
hasta 6limii gézlemlenmemistir [34]. Baz1 adacik hiicre nakil merkezleri, 5 yil sonundaki

insiilinden bagimsizlik oranlarinin % 80 oranlarina ulastigini bildirmislerdir.

Adacik hiicre izolasyonu yontemi

Insan pankreasinin farkli kisimlardan olusmasi nedeniyle [35, 36] adacik hiicre izolasyon
yontemi farkli yontem gelisimlerine ihtiyag duymaktaydi. Yapilan bir ¢ok optimizasyon
calismalar1 (kullanilacak kolajenaz enziminin belirlenmesi, enzim i¢in optimum sicaklik olan
37 °C’nin ayarlanmasi, saflastirma basamaklarinda kullanilacak olan ¢ozeltilerin ve
yontemlerin secilmesi gibi) ile adacik hiicrelerinin izolasyonu ve elde edilen adacik

hiicrelerinin kaliteleri, safliklari, sayilari 1iyi duruma getirilmeye caligildi.

Pankreasin tamami igin kullanilan Ricordi metodu, adacik hiicrelerinin daha fazla miktarda
izole edilmesi ile sonuglandi. 1986 yilinda tantildigindan bu yana, adacik hiicre
izolasyonunun optimizasyonu i¢in bir takim modifikasyonlar yiiriirliige koyuldu. Gelistirilen
otomatize metot (Sekil 2.1) pankreasin asir1 sindirimin Onleyerek, sindirim fazi boyunca

adacik hiicrelerinin biiyiik miktarlarinin siirekli eldesine imkan sagladi.

Adacik hiicre izolasyonu Sekil 2.1°de &zetlendigi gibi yapilir. Dondrden alinan pankreas
organ tagima kabi ile laboratuvara ulastirilir. Pankreas baglantili oldugu dokulardan
temizlendikten sonra, pankreasin enzimatik par¢alanmasinda kullanilan enzim pankreasa
enjekte edilir. Pankreas kiigiik pargalara ayrilarak, Ricordi sindirim g¢emberinin igerisine
yerlestirilir. 37 °C’de yaklasik 10 dakika mekanik ve enzimatik sindirime maruz birakilir.
Sindirim sonras1 diliisyon ¢ozeltisi ile yikama islemleri yapilir. Sindirilen pankreas
dokusundaki hiicreler COBE 2991 cihazinda yogunluklarina gore ayrilir ve adacik hiicreleri

saflastirilir. Saflagtirilan hiicreler direkt olarak ya da kiiltiire edilerek aliciya nakil edilir.



00 0O
o

. N
COBE 2991
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Safl Islemi

Sekil 2.1. Pankreas’in dondrden alinmasi, laboratuvara tasinmasi, sindirimi, saflastirilmasi,
kiiltiire edilmesi ve naklinin sematik gosterimi

2.1.2. Tip 2 seker hastahgi

Insiiline bagimli olmayan seker hastali1 olarak da bilinmektedir. Seker hastaliginin en sik
goriilen tipidir. Gelismis lilkelerde toplumun % 5-10’u Tip 2 seker hastasidir. T2DM, son
yillarda kiiresel bir boyuta ulasan saglik problemidir.

T2DM, iskelet kasi, karaciger ve adipoz dokuda g¢evresel insiilin direnci ile karakterize edilen
ve ¢evresel insiilin direncini telafi etmek i¢in yorulan pankreas adacik hiicrelerindeki beta
hiicrelerin kaybi1 ile sonuglanan kronik ilerleyici bir hastaliktir. Periferik insiilin direnci
genellikle hiperglisemi baslangicindan 6nce goriiliir. Dokulardaki insiiline yanit
bozuklugunun nedeni hiicre membranindaki insiilin reseptoriidiir. Azalan insiilin etkisi, iskelet
kaslarindaki glukoz alinnminin azalmasina, adipoz dokudaki lipolizisin artmasina, glikojen

sentezinin azalmasma ve karacigerden glukoz ¢ikisinin artmasina yol agar. Sonucunda,
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plazma glukoz ve yag asit seviyeleri artar [37, 38]. Insiilin duyarliligin arttiran ve karacigerde

glukoz salinimini azaltan ilaglarin kullanimi ile geri ¢evrilebilir.

Tip 2 seker hastalarimin yaklasik % 55’1 obezdir [39]. Bu hastalik genellikle 40 yasindan

sonra ortaya ¢ikar ve yaslanma ile goriilme siklig1 artar.

2.1.3. Gestasyonel seker hastahg:

Hamilelik esnasinda aciga c¢ikan seker hastaligi tipidir. Anne ve cocuk i¢in ciddi saglik
problemlerine yol agabilmektedir. Anne ve ¢ocugun, ileriki donemlerde Tip 2 seker hastasi

olma riski ile iliskili oldugu belirtilmektedir [15].

2.2. insan Pankreasi

Insan pankreast makroskopik olarak bas, kuyruk ve govde olmak iizere 3 ana bdliime
ayrilabilmektedir [40]. Insan pankreasi, 14-18 cm uzunlugunda, 2-9 cm genisliginde ve 2-3
cm kalinliginda ve 50-100 g kiitleye sahip bir organdir [41-43]. Pankreas, hem endokrin hem
de sindirim (ekzokrin) fonksiyona sahip gastrointestinal sistem i¢inde midenin altinda, karin
arka duvart boyunca uzanan, oniki parmak barsagi ve dalaga baglantisi olan bir organdir
(Resim 2.1).

Oniki parmak barsag;

Resim 2.1. Insan pankreasinin anatomik yapisi
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2.2.1. Ekzokrin pankreas
Mezensim hiicreler ile birlikte toplam pankreas hacminin yaklasik % 96-99’unu ekzokrin
pankreas olusturmaktadir [44, 45]. Ekzokrin pankreas yaygin olarak asiner doku olarak

adlandirilmaktadir. Bunun ana gorevi oniki parmak barsagi igerisine, baglantili oldugu duktus

kanali araciligiyla sindirim enzimlerini salgilamaktir.

Cizelge 2.1. Pankreas ekzokrin enzimleri

Enzimin Ad1 Islevi
Karboksipeptidaz A Proteinleri karboksilik grubu ucundan yikar.
a-amilaz Amilozun 10-O-4' glikozidik bagini maltoz

ve dekstrin’e pargalar

Tripsinojen Proteinlerdeki lizin ve arjinin karboksilik

bolgelerini ayirir.

Kimotripsinojen Proteinlerdeki  fenilalanin, tirozin ve

triptofan’in karboksilik bolgelerini ayirir.

Pankreatik elastaz (ELA-1) Bag dokudaki c¢ogu proteindeki -elastini
ayirir.

DNAz ve RNAz Niikleik asitleri yikar.

Pankreatik lipaz Lipitlerin ester baglarini hidrolizler.

Bu enzimlere ilaveten duktal hiicreleri bikarbonat soliisyonlar1 salgilamaktadir. Bu
sollisyonlar mide asit salgilarindan sonra oniki parmak barsagi pH ayarlanmasina yardimci

olurlar [46].

2.2.2. Endokrin pankreas

Pankreasin endokrin igerigi 1869 yilinda Alman biyolog Paul Langerhans tarafindan
tanimlanmistir. Bu yiizden endokrin pankreas hiicreleri Langerhans adaciklar1 olarak
adlandirilmaktadir [47]. Langerhans adaciklarmin fonksiyonu ise 1893 yilinda Edouard
Laguesse tarafindan belirlenmistir [48]. Toplam pankreas hacminin % 1 ila 4’ii endokrin

pankreastir ve pankreasin bu kismi ‘mikroorgan’ olarak da kabul edilmektedir. Diisiik hacme
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sahip olmasina ragmen, pankreasin kan desteginin % 15’ini almaktadir [49-51]. Adacik
hiicrelerine ilaveten asiner ve duktal hiicreler boyunca dagilmis tekli endokrin hiicrelerde
bulunmaktadir. Insan pankreasinin endokrin kismi yaklasik olarak 1 milyon adacik hiicresi
icermektedir [49]. Adacik hiicresinde polipeptit hormon salgilayan hiicrelerin en az 5 tip
bulunmaktadir. Bu hiicreler; beta (83), alfa (o), delta (8), pankreatik polipeptit (PP) ve epsilon
(¢) hiicreleridir (Resim 1.2).

@ pB-hiicresi
@ o-hiicresi
d-hiicresi
() pp-hiicresi
© c-hiicresi

Adacik Hiicresi

Resim 2.2. Pankreas adacik hiicresinin yapisi

Cizelge 2.2. Pankreas adacik hiicresindeki hiicrelerin ad1 ve salgiladigi hormonlar

Hiicrenin Adi Salgiladig1 Hormon
Beta Insiilin

Alfa Glukagon

Delta Somatostatin

PP Pankreatik polipeptit
Epsilon Grelin

Beta hiicresi

Beta hiicresi, insan pankreasinin endokrin pankreas igeriginin % 50-70’ini olusturur [52, 53].
Beta hiicresi insiilin hormonu ve amilin polipeptiti salgilar.
Insiilin 51 aminoasitten olusan iki zincirli bir polipeptitdir ve dncii protein olan proinsiilinden

meydana gelir (Resim 2.3). Temel olarak insiilin, glukoz hemostasizinden sorumludur.
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C-peptide

A chain: Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-
Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn

B chain: Phe-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-
Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-
Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr

Resim 2.3. Insiilin’in yapisi

Beta hiicreleri bu peptiti ¢esitli stimiile edicilere yanit olarak sentezler. Bunlar, parasempatik
sinyaller [54], glukoza bagl insiilinotropik polipeptit (GIP) ve glukogan-benzeri peptit-1
(GLP-1) [55], kolestikonin (CCK) [56], glukagon ve yliksek kan sekeridir.
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Sekil 2.2. Beta hiicreleri igerisine glukozun girisi ve insiilinin salgilanma mekanizmasi

Beta hiicrelerindeki Tip 2 Glukoz Tasiyicilar (GLUT 2) araciligiyla glukoz hiicre igerisine
alinir. Glikoliz sonucu hiicre i¢i ATP/ADP oram artar. Yiiksek ATP seviyesi K* kanallarim
kapatir. Voltaj bagimh Ca®" kanallar1 acilir. Hiicre icerisine giren Ca®", insiilin graniillerinin
ekzositozunu indiikler ve insiilin salinir. Insiilin salmmi 2 fazlidir. Tk faz hizlidir, 6nceden
mevcut olan graniillerin ekzositozu ile sonuglamir. Ikinci faz daha uzundur, kan glukoz
seviyesi yiiksek oldugu siirece insiilin sentezlenme fazidir. Daha sonra tekrar insiilin

graniillerini depoladiktan sonra tamamlanir.

Amilin, adacik iligkili polipeptit (IAPP) olarak da bilinen 37 aminoasitli bir polipeptitdir [57].
Patalojik kosullarda IAPP molekiilleri polimerleserek adacik i¢i amiloid birikintilerine neden

olur. Bu durumda Tip 2 diyabete ve insiilinoma’ya neden olmaktadir. Son yillarda, adacik



14

nakli sonrasi beta hiicre fonksiyon bozuklugunun nedenlerinden biri olarak, adacik i¢i amiloid

birikintisi kaynakli inflamasyon indiiklenmesi oldugu tanimlanmistir [58].
Alfa hiicresi

Alfa hiicresi, insan pankreasinin endokrin pankreas igeriginin % 20-40’1m1 olusturur [52, 53].
Glukagon hormonu adacik hiicresindeki alfa hiicrelerinden sentezlenen 29 aminoasitten

olusan bir polipeptitdir (Resim 2.4).
NH3; ¢0000000000000000000000 000 COOH

His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-
Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr

Resim 2.4. Glukagonun’un yapisi

Glukagon hormonu kanda insiilin seviyesi yiiksek oldugunda ve/veya kan glukoz seviyesi
diisiik oldugu zaman kana salinir. Hem glukoz hem de keton diizenlenmesini etkilemektedir

[48, 59, 60].
Delta hiicresi

Delta hiicresi, insan pankreasinin endokrin pankreas iceriginin % 10’undan daha azini
olusturur [52, 53]. Orjinali hipotalamustan izole bir hormon olan somatostatin hormonunu
salgilar [60, 61].
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Resim 2.5. Somatostatin hormonunun molekiil formili
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Bu peptit, glukagon, insiilin ve pankreatik polipeptitin potansiyel inhibitdriidiir [49, 62]. Delta
hiicreleri, bolgesel ve parakrin etkiledigi Onerilen, salgilayict graniiller igeren noéronlara

benzemektedir [63, 64].

Pankreatik polipeptit hiicresi

Pankreatik Polipeptit (PP) hiicreleri pankreatik polipeptit salgilar. Adacik hiicre igeriginin %
5’inden daha azini olusturur [52, 53]. Pankreastan ekzokrin salgilarin inhibisyon etkisi oldugu

kanitlanmustir.

Epsilon hiicresi

Epsilon hiicreleri, grelin hormonu salgilamaktadir. Insan adacik hiicre igeriginin % 1’inden
daha azini olusturur. Bu hiicreler, bolgesel insiilin salinimini diizenlemek ile gorevlidir. Bu
hiicreler dogum sonras1 adacik hiicrelerinde azalir, yetiskin adacik hiicrelerinde ¢ok az
bulunmaktadir. Epsilon hiicrelerinden salgilanan grelin hormonu insiilin salinimini inhibe
etmekle gorevlidir [65]. Ayrica biiyiime hormonu salinimindan, metabolik diizenlemeden ve

enerji dengesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [66].

2.3. Biyoyapay Pankreas

Insan donérlerden alinan pankreas adacik hiicrelerinin tip 1 seker hastalarina nakli bagisiklik
sistem baskilayici ilaglarin kullanimi sart1 ile bagsarili bir tedavi yontemidir. Ancak, uzun
donem bagisiklik sistem baskilayic1 ilaglarin  kullanilmasinin  olumsuz yan etkileri
bulunmaktadir. Adacik hiicrelerinin yiizey antijenlerini maskeledikten sonra nakil etmek bu
problemi ¢ozebilir. Immiin sistem baskilayici ilaglarin kullanimini kaldirabilir. Bu amagla
Onerilen ve gelistirilen yontemler biyoyapay pankreas olarak adlandirilmaktadir.

Biyoyapay pankreas, pankreas adacik hiicrelerini immiin reaksiyondan korumak, yiizey
antijenlerini maskelemek ve viicudun farkli bolgelerine naklini kolaylastirmak amaciyla bir
bariyer olusturulmasi olayidir. Bu sistem glukoz, oksijen, besinler, insiilin, glukagon gibi
hormonlarin gegisine izin verirken, immiinoglobiilinler ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin

gegisini engellemektedir (Resim 2.6).
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Resim 2.6. Adacik hiicrelerinin yari-ge¢irgen membran ile enkapsiilasyonu [67]

Baglica 3 tip biyoyapay pankreas bulunmaktadir. Bunlar; diflizyon ¢emberi, bos fiber {initesi

ve mikrokapsiil tipidir (Resim 2.7). Biyoyapay pankreasin difiizyon ¢emberi ve bos fiber iinit
tipleri makrokapsiil tip olarak smiflandirilir [67].

Bivoyapay Pankreas
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Resim 2.7. Biyoyapay pankreas tipleri
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Biyoyapay pankreasin makrokapsiil ve mikrokapsiil tiplerinin dezavantajlart bulunmaktadir.
Ormnegin, mikrokapsiilasyon teknigi ile elde edilen kapsiiliin boyutu ortalama adacik boyutunu
3 kat arttirmaktadir. Yapilan hesaplamalara gore ise toplam hacim 27 kat arttig1 belirlenmistir
[12].

Mikroenkapsiilasyon tekniginde hiicrelerin hipoksik o6liimleri, hiicrelerin merkezine oksijen
ve besinin yetersiz ulasmasi, immiin korumadaki yetersizlik, kullanilan materyallerin
yeterince biyouyumlu olmamasi, kapsiil ylizeyine protein adsorpsiyonu ve fibroblast

kaplamasi bu teknigin problem yonlerini belirtmektedir [67].

Biyoyapay pankreas tiplerinde karsilasilan problemlere alternatif olarak adaciklarin
konformal kaplanmasi (nanoenkapsiilasyonu, nanokaplanmasi) yani adacik hiicrelerinin ylizey

modifikasyonu yontemi kullanilmaktadir (Resim 2.8).

Makroenkapsiilasyon
. | Mikroenkapsilasyon Nanoenkapsiilasyon
Membran boyutu azalr
Besinlerin difizyonu artar

Resim 2.8. Enkapsiilasyon boyutlarinin karsilastirilmasi [68]

Hiicreler veya dokular dondrden alinarak aliciya nakil edildiginde, alicinin immiin sistemi
onlar1 yabanci madde olarak algilayarak saldirmakta ve onlar1 yok etmektedir. Doku veya
organlarin hiicre yiizeyindeki antijenlerin sunumu ile T hiicreleri aktive olur ve viicut
tarafindan immiin yanit baslatilir. Ancak, immiin yanit daha baglamadan once erken nakil

sonrast donemde kan ile bulusan doku ya da hiicreya kars1 kan pihtilasmasi ve kompleman
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sistemi (kemotaktik faktorler, doku faktorii, kemokinler ve diger inflamatuvar aracilar) kana
salinir. Ani kan aracili inflamatuvar reaksiyon (IBMIR) aktive olur ve nakil edilen hiicre ya
da organ zarar goriir [69, 70]. Hiicre yiizeyindeki antijenlerin maskelenmesi ya da modifiye

edilmesi olusan bu reaksiyonlari inhibe edebilir veya azaltabilir.

2.4. Konformal Kaplama Yoéntemi ile Adacik Hiicrelerinin Yiizey Modifikasyonu

Konformal kaplama yontemi, polimer zincirleri ile hiicre yiizeyini kaplamak ya da ince bir
membranla hiicre yiizey antijenlerini maskeleyerek hiicre ylizeyinin modifikasyon iglemidir.

Kaplama ¢ok ince (nanometre boyutunda) oldugundan oksijen ve besinin diflizyon mesafesi
oldukg¢a azalir, sonug olarak hiicre canliligi ve fonksiyonu artar. Diger 6nemli bir avantajida,
adaciklar kaplandiklarinda hacimleri artmaz, bdylelikle intraportal nakillerde sikinti

gerceklesmez.

2. 4. 1. Adacik hiicre yiizey modifikasyonu yontemleri

Pankreas adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonlar1 3 baslik altinda incelenebilir (Resim
2.9). Bunlar;

A. Kovalent baglanma

B. Hidrofobik etkilesim

C. Elektrostatik etkilesim

(A) (B) (C)
g( ,
O-NO b ¥ i k/gv,?:f E—
<N'H2aw b Qﬁ? VAUAV!
E— [ B

| | +
y
|

Kovalent Baglanma Hidrofobik Etkilesim | Elektrostatik Etkilesim

Resim 2.9. Adacik hiicre yiizey modifikasyon yontemleri [71]
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Kovalent baglanma

Kovalent baglanma, adacik hiicre yiizeyindeki kolajen tabakada ya da membran proteinlerinde
bulunan amin, stlfhidril, karboksil ve karbonil gruplari ile ger¢eklesmektedir [72, 73]. Amin
gruplarindan genellikle primer aminler, kolay baglanma ajanlarinin bulunmasi ve tepkime
kosullarinin hiicre uyumlu olmast nedeniyle kovalent baglanma ile gergeklestirilen hiicre
yiizey modifikasyonu i¢in kullanilan gruplardan en ¢ok tercih edilenidir. Sekil 2.3 de hiicre

yiizeyindeki amin gruplari ile gergeklestirilen yiizey modifikasyonu gdsterilmektedir.

O
H
NHS ester

) it *YY

=N Siyaniirik Kloriir
T Fonksiyonize Molekiil

Cl
R R

Karbonil i¢eren
molekiil

Hiicre yiizeyi

primer aminleri CI

.

Sekil 2.3. Amin reaktif molekiillerin hiicre ylizeyindeki primer aminler ile kovalent baglanma
tepkimeleri [71]

Hiicre yiizeyindeki primer aminleri modifiye etmek i¢in en ¢ok kullanilan reaksiyon N-
hidroksil-siiksinimidil (NHS) ester grubu ile gerceklestirilen reaksiyondur. NHS ile aktive
edilen bilesikler 1limli alkali kosullarda (pH 7,2-8,5) primer aminler ile amit bagi
olusturmaktadir. NHS kovalent baglanma tepkimeleri igin genellikle pH 7,2-8,0 fosfat
tamponu kullanilir ve tepkime oda sicakliginda ya da +4 °C’de gerceklestirilir. NHS-ester
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molekiillerinin sulu ¢ozeltilerde ¢oziintirliigiini arttirmak igin NHS grubu yerine —SO3 grubu
iceren sililfo-NHS ester gruplart kullanilmaktadir. Bu yiikli grup tepkime kimyasini
etkilemeden tepkime ajanlarmin suda ¢oziiniirliigiinii arttirmaktadir. Ayrica, bu yikli grup
siilfo-NHS bilesiklerinin hiicre membranindan gegisini engeller ve baglanmanin hiicre

yiizeyinde gerceklesmesini saglar.

® o O o)
Na O\ //
// S
N—OH o N—OH
(@] (@]
N -Hidroksistiksinimit N -Hidroksisiilfostuksinimit

Sekil 2.4. N-hidroksisiiksinimit’in ve N-hidroksisiilfosiiksinimit’in kimyasal yapisi

Amin grubu ile karboksilik asit reaksiyona girdiklerinde amin tuzu olustururken, NHS veya
stilfo-NHS ile aktiflestirilmis karboksil grubu amin grubu ile amit bag1 olugturmaktadir.
Karboksilik asiti, NHS veya siilfo-NHS ile aktiflestirmek i¢in N, N -disiklohekzilkarbodiimit
(DCC) ya da etil (dimetilaminopropil) karboimit (EDC) gibi baglayicilar kullanilir.
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Sekil 2.5. Karboksilat gruplarinin EDC ve NHS / siilfo-NHS ile aktiflestirilme, amin
molekiilleri ile kararli amit bagi olusturma tepkimeleri [71]

Hiicre yiizeyi amin gruplarinin modifikasyonu i¢in kullanilan diger bir kimyasal ise siyantirik
Klorir aktive molekiillerdir. Siyaniirik kloriir aktive molekiillerin membran protein
modifikasyonundaki etkinligi ve uygun tepkime kosullarinda kullanilabilmesi avantaj
yonlerini olusturmaktadir. Bir diger yontem ise hiicre ylizeyindeki amin gruplari ile karbonil
grubu iceren molekiiller arasinda olusan imin bagi (Schiff bazi) dir. Ancak, bu metot hiicre

yiizey modifikasyonunda yaygin kullanilan bir teknik degildir.
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Hiicre yiizeyindeki en Onemli ikinci fonksiyonel grup siilthidril gruplari yani tiyollerdir.
Hiicre yiizeyinde tiyol gruplari ya oksidize disiilfiir kdpriileri ya da indirgenmis tiyol kdpriileri

olarak bulunmaktadir. Hiicre ylizeyindeki tiyol modifikasyonu i¢in kimyasal tepkime sekil 2.6

\ o)
N
R \/
N
(o] \
Maleimit fonksiyonelize . S
molekiil
o]
Hiicre ylizeyi

tiyolleri ./ ~ /

s =
R \s N
Piridil disiilfidler

da gosterilmistir.

A

Sekil.2.6. Tiyol reaktifi molekiillerin hiicre yiizeyindeki tiyoller ile kovalent tepkimeleri [71]

Tiyol (-SH) gruplar ile maleimit aktive molekiilleri arasinda yapilan en yaygin kovalent
tepkime pH 6,5-7,5 arasinda gergeklesir ve kararli tiyoeter bagi olusur. Bu tepkimeler fosfat
tamponu igerisinde ya da 37 °C’de 90-120 dakikada gerceklesmektedir.

Amin ve tiyol bazli hiicre yiizey modifikasyonlar1 yogun olarak kullanilmasina ragmen hiicre
yiizeyinde bulunan aldehit ve ketonlarin hiicre yiizey karbonilleri kovalent olarak fonksiyonel
olabilmektedirler. Karbonil gruplari, fosfat tamponu igerisinde oda sicakligi ya da 37 °C de
pH 5-7 de hidrazitler ile hidrazon bagi olusturabilirler. Ayni tepkime kosullarinda, karbonil
gruplar1 alkoksi aminler ile oksim bagi olusturabilirler. Ancak, hiicre yilizeyinde karbonil
grubunun sinirlt bulunmasi nedeniyle yiizeyde karbonil grup sayisinin arttirilmasi i¢in ilave
basamaklara ihitiya¢ duyulmaktadir. Bu basamaklar ya periyodat aracili kimyasal yontem ile

ya da galaktoz oksidaz aracili enzimatik yontem ile genellikle polisakkarit ve



23

glikoproteinlerin diollerinin oksidasyonunu igeren islemlerdir. Oksidasyon araciligiyla hiicre
yiizeyinde indiiklenen karbonil gruplari hidrazit aktive molekiiller ile hidrazin bagi ya da
alkoksi amin aktive molekiiller ile oksim bagi olusturabilirler. Sekil 2.7 de bu basamaklar
Ozetlenmistir.  Bu islem hiicre yiizeyine hidrazit modifiye boyalarin baglanmasinda
kullanilmistir [74]. Benzer uygulama hidrazit aktive biyotin kullanarak hiicre ylizey

biyotinlenmesinde kullanilmaktadir.

A X

o @,
)J\ _NH> °©

R N HO~ OH
O _H y
HO OH Galaktoz oksidaz ol R
- LN~ -
O ©) O

e} (0]
HO~ OH HO™ OH o
—O~nNH

R 2
Alkoksiamin OH
Hiicre yiizeyindeki ‘\
galaktoz gruplari

HO~ OH

’ i )I\
)j\ _NH, COOH

N o o NHA

Hidrazit H
COOH . O OH COOH / OH
@\O o NHAc Perlyodat

OH
OH 10, OH * \ cooH A\ N_ _R
Hiicre yiizeyindeki Alkoksiamin H
siyalik asit gruplari OH

Sekil 2.7. A. Galaktoz oksidaz ile hiicre yiizeyindeki galaktoz grubunun aldehit grubuna
doniis tepkimesi. B. Periyodat ile hiicre ylizeyindeki siyalik asit gruplarinin aldehit
grubuna doniis tepkimesi. Her iki tepkime sonucu olusan aldehit gruplar1 hidrazit
grubu ile hidrazon bagi, alkoksiamin grubu ile oksim bag1 olusturur

Kovalent immobilizasyon, membran proteinlerine kovalent baglanma sebebiyle uzun siire

dayanikli ve kimyasal bozunmalara karsi dayanikli olmasina ragmen, zamanla bu gruplar

hiicre ylizeyinden kaybolmaktadir [75].
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Hidrofobik etkilesim

Diblok, dallanmis ve kopolimer i¢eren yap1 amfifilik polimerler hiicre yiizeyi modifikasyonu
icin kullanilabilmektedir. Plazma membranindaki dogal lipitler ve diacil lipitler arasindaki
yiiksek etkilesim sebebiyle polimer-fosfolipit konjugeleri hiicre yilizey modifikasyonu igin
kullanilan en yaygin polimerlerdir [76].

Bu hiicre yiizey modifikasyonunda, poli(etilen glikol) konjuge fosfolipitler (PEG-lipit) ve
hidrofobik alkil yan zinciri igeren poli(vinil alkol) gibi amfifilik polimerler kullanilir.
Amfifilik polimerlerin hidrofobik alkil zincirleri, hidrofobik etkilesim ile ¢ift katmanl lipit
membranina kendiliginden tutunurlar. PEG-lipit’in kendiliginden birlesmesi fosfolipitin alkil

zincirinin uzunlugu ve hidrofobikliginden oldukga etkilenir.

biyotin, oligo DNA)

Hiicre membrani ile birlesen Hiicre yiizeyinde bulunan hidrofilik grup
hidrofobik grup

]

Hiicre membrani
lipit tabalcas

O—1u—20Q

o
R:Fonksiyonel grup
(Amin, malemit,
14

B

Sekil 2.8. A. PEG-Lipit tlirevlerinin kimyasal yapisi, B. . PEG-lipit’in hiicre yiizeyine
hidrofobik etkilesim ile tutunmasi
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Elektrostatik etkilesim

Hiicre membrani, fosfatidilserin ve fosfatidilinositol lipitleri gibi negatif yiikli lipitlerin
yogun bulunmasi nedeniyle negatif yiikliidiir. Negatif yilikli hiicre ylizeyi ve katyonik
polimerler arasindaki elektrostatik etkilesimlerle hiicre ylizeyi iizerinde ince bir polimer
membran olusturmak miimkiindiir ve daha sonra anyonik ve katyonik polimerler kullanilarak
tabaka-tabaka teknigi ile modifiye edilebilir [77-81]. poli-(stiren siilfat), poli-L-lizin, poli-
(allilamin hidrokloriir) ve poli-(etilenimin) elektrostatik etkilesim i¢in kullanilan pozitif yiiklii
polimerlerdendir. Elektrostatik etkilesim kullanilarak gergeklestirilen tabaka-tabaka yontemi
hiicrelerin yiizey modifikasyonu igin kullanilan basit ve tizerine ¢alisilan bir yontemdir [82].

Tabaka kalinlig1 ve en dis tabakanin yiikii kontrol edilebilir 6zelliktedir. Ancak, poli-L-lizin
ve poli-(etilenimin) gibi ¢ogu polikatyonlar sitotoksiktir ve uygulanan hiicrenin hiicre zarini
pargalayabilmektedirler. Katyonik polimer aracili sitotoksititeyi engellemek igin, katyonik
polimerin yiizey yiikii dlizenlemesi yapilmaktadir. Ancak, zayif elektrostatik etkilesim hiicre

yiizeyinde polimerin tutunma direncini azalttig1 i¢in diisiik verim elde edilmektedir.

Tabaka-Tabaka Y 6ntemivle

Izole Adacik Hiicreleri Yiizeyi Modifiye Edilmis Adacik Hiicreleri
P
LOoT o) & L '_},sy
o <o O IR CES S , _ .
&8 00 EE poli-katyon poli-anyon poli-katyon
s —_— — —
' NaFy ==oe rad

Adacik Hijcre Yiizeyi

Sekil 2.9. Pankreas adacik hiicre yiizeyinin tabaka-tabaka yontemi ile modifikasyonu [83]

2.4.2. Araci molekiiller ile biyoaktif maddelerin immobilizasyonu

Biyoaktif molekiiller hiicre yiizeyi iizerine immobilize edilebilir. Bu metot i¢in 2 ydntem

vardir (Sekil 2.10).

Birinci yontem; hiicre yiizeyine amit bagi ile kovalent bag olusturarak baglanan araci molekiil

ile biyoaktif maddenin immobilizasyonudur. Ornegin, biyotin molekiilii membran
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proteinlerinin amino gruplarina ¢apraz baglayicilar ile kovalent olarak baglanir. Yiizey daha

sonra sirast ile avidin ve heparin soliisyonlar1 ile muamele edilir.

Ikinci yontem; cesitli fonksiyonel grup tasiyan PEG-lipit ve PVA-alkil gibi amfifilik
polimerler kullanilarak hidrofobik etkilesim ile yiizeye biyoaktif —molekiillerin

immobilizasyonudur.

Ikinci Yontem

Birinci Yontem PN — o

Sekil 2.10. Aract molekiiller ile biyoaktif molekiillerin immobilizasyonu [12]

2.5. Poli-aminoasitler

Poli-aminoasitler, tek tiir aminoasitlerden olusan poliamitlerdir ve ¢esitli yonleri ile
proteinlerden farklidirlar. Ornegin, proteinler cesitli aminoasitlerden olusurken, poli-
aminoasitlerin iskeleti tek tiir aminoasitten olusmaktadir. Proteinler, aminoasitlerin o-amino
ve a-karboksilik gruplari arasinda o-amit bagi olusturarak baglanirken, poli-aminoasitler
arasinda yan zincir gruplarida bag olusturur (B- ve y-karboksilik asit ve e-amino gruplar1 gibi)
(Candela, 2006).

2.5.1. Poli(L-glutamik asit) (PLGA)

Poli(L-glutamik asit) (PLGA), biyobozunur, toksik olmayan, hidrofilik, immiinojinete 6zelligi

olmayan iistiin biyolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri olan bir poli-aminoasittir. PLGA, kolay
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fonksiyonellenebilen karboksil gruplar1 igermektedir. Mikkemmel hidrofilik 6zellikleri
sebebiyle hiicrelerin tutunmasini kolaylastirir. Bozunma iiriinii olan L-glutamik asit, viiclitun
onemli bilesenlerindendir. Biyomedikal uygulamalar ig¢in umut verici bir polimerik
materyaldir. Son zamanlarda, PLGA ila¢g salim sistemlerinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. PLGA ve ko-polimerleri doku miihendisliginde iskele olarak

kullanilmaktadir [84].

ZT

HO O
Sekil 2.11. Poli(L-glutamik asit)’in yapisi

2.6. Endoplazmik Retikulum ve Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), salgilanan ve ER’de yerlesik proteinlerin katlanmasindan,
olgunlagmasindan, hiicre i¢inde islev gosterecekleri bolgelere tasinmasindan ve bu siirecte
proteinlerin kalite kontroliinden sorumlu 6nemli bir organeldir. Salgt yolaklarina gidecek olan
proteinler sitoplazmadan ER’e transfer edilir. Bu proteinler ER’de katlanir ve translasyon

sonrasi degisikliklere ugrar.

Memeli proteomunun yaklasik %30’unun salgi yolaklar1 ile baglantili oldugu ve bu
proteinlerin ER’de islendigi diisiiniildiiglinde ER’in protein trafigi ve islenmesi siirecindeki
roliinlin son derece dnemli oldugu goriilmektedir. Proteinlerin katlanamamasi ya da hatal
katlanmasi durumunda ER i¢inde bulunan ERAD (ER-associated degredation) kontrol sistemi
hasarl1 ve hatali katlanmis proteinlerin yikimini saglayarak proteinlerin ER iginde birikimini

onlemektedir. ER’de katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin birikmesi ve ER
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homeostazisinin bozulmasit durumunda ortaya c¢ikan hiicresel cevap ER stresi olarak

tanimlanmaktadir [85].

Adacik hiicrelerinin bagisiklik sistemi saldirilarindan korunamamasi sonucu saldirida bulunan
sitokinler adacik hiicrelerinde ER stresine neden olmaktadir. ER stresi de hiicreyi 6liime

gotiirebilmektedir [86].

Katlanmamis protein cevabi 3 farkli ana doniisiimciiyii aktive ederek ER stresine yanit verir.
Bunlar; protein kinaz RNA (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK), inositol gerektiren enzim-1
(IRE1), ve aktiflestirici transkripsiyon faktor-6 (ATF6) dur.

2.6.1. Protein kinaz RNA (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK)

PERK, ER’de bulunan bir tip 1 transmembran kinazdir. ER stresi esnasinda PERK’in
aktivasyonu; protein sentezini azaltir, ER igerisine yeni proteinlerin girisini azaltir, PERK’1
fosfo-PERK’e (P-PERK) doniistiirtir. Bir hiicre 6rneginden elde edilen proteinlerde P-PERK

ve P-elF2a proteinlerinin miktarinin artist hiicrede ER stresinin oldugunu gostermektedir.

Endoplazmik
Retikulum

o\—,"

‘)

Sekil 2.12. ER stresi esnasinda PERK’in elF2a’y1 fosforlama islemi [87]
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Lee ve arkadagslar:, 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada adacik hiicrelerinin kovalent baglanma
ile yiizey modifikasyonunu gerceklestirmek icin PEG polimerini kullanmistir. Spraque
Dawley tiirii ratlardan izole edilen 1200 adacik hiicresini streptozitosin kimyasali ile diyabet
yaptiklar1 Fisher 344 tiirii ratlarin bobrek kapsiilii altina naklinde poli-etilen glikol (PEG) in
etkisi incelenmistir. Yapilan nakillerde; sadece adacik nakil edilen gruplarda 5 giinliik basar1
saglanirken PEG ile muamele edilerek gergeklestirilen nakillerde basar1 14 giine kadar
ulasmistir. PEG ile kaplanmis nakil edilen adacik hiicrelerinin etrafinda immiin hiicreler
gozlenmezken, PEG ile muamele edilmemis nakil edilen hiicrelerin etrafinda immiin hiicreler
gozlenmistir. Ayrica, bu ¢alismada ek olarak diisiik doz immiin sistem baskilayici ilaglarin
kullaniminin nakil basarisina etkiside incelenmistir. Disilk doz Cyclosporine A (CsA) (3
mg/kg/giin) nakil ile ayni siirede baslayarak uygulandiginda PEG’lu adaciklar 100 giin canl
ve kararh aktivitede kalirken yalniz adacik ile gerceklesen nakillerde 14 giinliik basar1 elde

edilmistir [88].

Islet cells PEG-SPA,

-
2 ! Y
wnks (pH 8.0)

arec, m‘

HO—N

4
%/ > j\
i bl 4

Collagen matrix

Unmodified islet PEGylated islet
Sekil 3.1. Adaciklarin PEG ile kaplanmasi [88]

Kizilel ve arkadaglarimin, 2010 yilinda yaptiklart ¢alismada adacik hiicrelerinin yiizeyini
biyotinlemek i¢in biotin-PEG-NHS polimeri ile kovalent modifikasyon gergeklestirilmistir.
Pankreas adacik hiicrelerini insiilinotropik ligand olan GLP-1 (7-37)’yi biotin-PEG-NHS ile
muamele ederek adacik hiicre yiizeyine tutturmuslardir. Bu yontemle yiizeyleri modifiye
edilmis adaciklarin kontrol adaciklarina gore daha fazla insiilin salgiladiklar1 gozlenmistir

[89].
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Sekil 3.2. a) Biyotin-PEG-GLP-1 (7-37) sentezi. b) Biyotin-PEG-NHS’in membran
proteinlerindeki amin gruplari ile NHS grubu arasindaki kovalent tepkimesi ile
adacik ylizeyine tutunmasi. Daha sonra, biyotin ve streptavidinin birbirlerine
olan yiiksek affinitesi ile streptavidinin biyotine tutunmasi ile biotin-PEG-GLP-
I’in streptavidine tutunmasi. ¢) Adacik hiicre yiizeyine GLP-1 baglanmasi ile
daha fazla insiilin salgiladiginin ispati [89]

TR Islet membrane
ARl

Wilson ve arkadaslarimin 2010 yilinda adacik hiicrelerinin yiizeyini kovalent baglanma
yontemi ile biyotinlemek i¢in siilfo-NHS-LC-biyotin kullanmislardir. Yaptiklar1 optimizasyon
caligmasinda optimum konsantrasyonu 4 mM, biyotinleme siliresini ise 1 saat olarak

bulmuslardir [90].

SoRelle ve arkadaslarinin, 2015 yilinda kovalent baglanma yontemini kullanarak yaptiklari
calismada adacik hiicrelerinin yiizeyini agilasyon, yiikseltgenme ve indirgenme yontemleri ile
modifiye etmislerdir. Yiizey modifikasyonunun gergeklestigini floresan boyalar ile ispat
etmiglerdir. 7 gilinliik takipte agilasyon yontemiyle gerceklesen modifikasyonda isimanin en
iyi oldugu yani agilasyonun adacik hiicre ylizey modifikasyonunda basarili olarak

kullanilabilecegini gosterilmistir [91].
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Sekil 3.3. Adacik hiicre yiizey biyotinleme yontemleri [91]

Meier ve arkadaslarimin, 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri sican adaciklarini
streptozosin ile diyabet edilmis farelerin bobrek kapsiilii altina nakil etmiglerdir. Yapilan kan

glukozu takiplerinde ortalama 14 giinliikk normoglisemi basarisi saglanmistir [92].

Teramura ve arkadaglarimin, 2009 yilinda yaptiklar1 g¢alismada adacik hiicre ylizey
modifikasyonunu gergeklestirmek i¢in hidrofobik etkilesim yontemi kullanilmistir. Hamster
adaciklarim1 PEG-lipit ile modifiye etmisler. Bu adaciklar daha sonra diyabetli farelerin
karacigerine nakil edilmistir. Nakil sonrasindaki 60 dakikada kan insiilin seviyeleri
incelendiginde PEG-lipit ile kapli adacik grubunda insiilin seviyesi daha diisiik gézlenmistir.
Bu veride yiizey modifikasyonu gerceklesmis olan adacik hiicrelerinin nakil sonrasi

hasarlanmasinin daha az oldugu belirtilmistir [93].

Panza ve arkadaslar;, 2000 yilinda PEG-izosiyonat kullanarak adacik hiicre ylizeyine
kovalent baglanma islemini gerceklestirmisler. Rat pankreas adaciklarint PEG ile muamele

etmislerdir. Bu ¢alismada PEG ile muamele edilen adaciklarin canliliklar1 ve islevsellikleri
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degerlendirilmistir. Kiiltirdeki adaciklarin 2. ve 5. gilinlerdeki canliliklariin kontrol
adaciklarina gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Statik ve dinamik glukoz stimiilasyonu ile
adaciklardan salinan insiilin miktarlarinda herhangi bir farklilk gozlenmemistir. Sonug

olarak, PEG molekiiliiniin adaciklara zarar vermedigi belirlenmistir [94].

Takemoto ve arkadaslari, 2011 yilinda hidrofobik etkilesim yontemini kullanarak adacik
hiicre yilizeyini Oligo(dT),0-PEG-lipit ile modifiye etmislerdir. DNA hibridizasyonu ile de
adacik hiicre yiizeyine fibronilitik irokinazi baglamislardir. Oligo(dT)-PEG-lipit’i
sentezledikten sonra adacik hiicre yiizeyine immobilize etmislerdir. Oligo(dA)o’yi iirokinaza
tutturduktan sonra her iki oligo niikleotitin eslesmesini saglayarak tirokinaz adacik hiicre
ylizeyine immobilize edilmistir. Eslesme sonrasi adacik morfolojisi ve fonksiyonelliginde
olumsuz bir etki gézlenmemistir. Urokinaz aktivitesi 4 giin sonra gézlenmemis. Bunun sebebi
olarak 1,2-distearil-sn-gliserol-3- fosfatidiletanolamin (DSPE) veya 1,2-dipalmitoil-sn-
gliserol-3-fosfatidiletanolamin (DPPE)’nin hidrofibikliginin, hidrofilik protein benzeri yiiksek
molekiil agirhigina sahip tlirokinaz (54 kDa) ile konjugasyonunun yetersiz olabileceginden

kaynaklandigi diistiniilmistiir [95].

Chen ve arkadaslari. 2011 yilinda pankreas adacik hiicre yiizeyine hidrofobik etkilesim
yontemini kullanarak DNA hibridizasyonu ile antikoagulant (argatroban) yiiklii lipozomlarin
immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Oligo(dA),o-PEG-lipit adacik hiicre yiizeyine
tutturulduktan sonra oligo(dT),-PEG-lipit tutturularak lipozom ile baz eslesmesi
saglanmigtir. Boylelikle adacik hiicre yiizeyine lipozom yiiklii ilag immobilize edilmistir.
Adacik hiicre morfolojisi ve fonksiyonu iizerine olumsuz herhangi bir etki gézlenmemistir.
Yapilan bu in-vitro ¢alisma nakillerin basarisini arttirabilecegi diisiiniilmiistiir [96].

Wilson ve arkadaslari, 2011 yilinda elektrostatik etkilesim yontemini kullanarak ¢okkatmanli
polielektrolit ince filmler ile ilgili ¢alisma yapmislardir. Hiicreler i¢in zararli olan
polikatyonlarin toksitisitesini azaltmak i¢in yeni polimer sentezlemislerdir. Sentezledikleri
poli(L-lizin)-graft-poli(etilen glikol) (PLL-g-PEG)’in hiicre igin toksikligini azalltigini
bulmuslardir [97].

Wilson ve arkadaslar:, 2008 yilinda elektrostatik etkilesim yontemini kullanarak yaptiklari

intraportal adacik hiicre naklinde tabaka-tabaka yontemiyle nano incelikte PEG kaplamasi
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yapmuglardir. Poli-(L-lizin)-g-poli(etilen glikol)(biotin) ve streptavidin kullanarak tabaka-
tabaka kaplama yapmigslardir. Yapilan calismada elde edilen verilere gore bu kaplama
yonteminin adacik hiicresinin canlilik ve fonksiyonelligine olumsuz bir etkisi gostermedigi

gbzlenmistir [98].

Brozzi ve arkadaslari, 2015 yilinda yaptiklart ¢alismada adacik hiicrelerini IFN-y, IL-18,

TNF-o sitokinlerine maruz biraktiklarinda endoplazmik retikulum stresinin olustugunu

belirlemislerdir [99].

Guthrie ve arkadaslari, 2016 yilinda yaptiklart ¢alismada bagisiklik sistemi yanitinin
endoplazmik retikulum stresi yolaklarindan olan PERK sinyal yolagi ile etkilesimini

gostermiglerdir [100].

Yan ve arkadaslari, 2014 yilinda kendiliginden g¢apraz baglanan poli-L-Glutamik asit ve
aljinat polimerleri ile hidrojel olusturma iizerine yaptiklar: ¢aligmada olusturduklari enjekte

edilebilir hidrojelin kikirdak hasari ¢aligmalarinda kullanilabileceklerini géstermislerdir [101].

Cao ve arkadaslart, 2011 yilinda poli-L-glutamik asit polimerinde bulunan karboksilik asit
gruplarint EDC ve NHS kimyasallar1 ile aktiflestirmislerdir. Daha sonra kitosanda bulunan
amin gruplari ile kovalanet bag olusturarak goézenekli bir doku iskeleti olusturmuslardir. Elde
ettikleri doku iskeleti ile kondrosit hiicrelerini in-vitro kosullarda kiiltiir etmislerdir. Doku
miihendisligi uygulamalarinda umut verici bir metot olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir
[102].

Zhang ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada poli anyon olarak poli-L-glutamik
asit, poli katyon olarak kitosan kullanmiglardir. Her iki polimeri karigtirarak elektrostatik
etkilesim ile elde ettikleri doku iskeletine adipoz kaynakli kok hiicreleri yiiklemisler ve eklem

kikirdagi hasarlanmalarinda kullanilabilecegini gostermislerdir [103].

Ozcan ve arkadaslari, 2004 yilinda Science dergisinde yayinladiklar1 ¢alismada hiicre kiiltiirii
ve fare deneyleri ile tip 2 diyabet insiilin eylemi ve endoplazmik retikulum stresi arasindaki

baglantiy1 gostermislerdir [104].
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Ozcan ve arkadaslart, 2006 yilinda Science dergisinde yayinladiklari ¢alismada Tip 2 seker
hastas1 fare modellerinde kimyasal saperonlarin glukoz homeostasizini diizenledigini ve ER

stresini azalttigini bulmuslardir [105].

Christina M. ve arkadagslar:, 2013 yilinda yaptiklart bir ¢alisma ile IL-1B + IL-6’nin ER

stresine ve adaciklarin fonksiyonel bozukluguna neden oldugunu bulmuslardir [106].

Miani M. ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢alisma ile IL-1p ile indiklenmis

apopitozis ile pankreas adacik beta hiicrelerinin ER stresini ¢alismislardir [107].



35

4. DENEYSEL CALISMALAR

Deneysel ¢aligmalarin islem basamaklart,

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler

Deneylerde kullanilan cihazlar

Deneysel asamalar

Sicanlardan pankreas adacik hiicre izolasyonu

Adacik hiicrelerinin canliliklarinin degerlendirilmesi

Adaciklarin statik glukoz stimiilasyonu ile insiilin salinimlarinin belirlenmesi
Poli-L-Glutamik asit-NHS sentezi

pH’s1 8 olan HBSS igerisinde Poli-L-Glutamik asit-NHS’in hazirlanmasi
Poli-L-Glutamik asit-NHS ile adacik hiicrelerinin muamele edilmesi

Western blot analizi ile endoplazmik retikulum stresinin belirlenmesi

Poli-L-Glutamik asitin sodyum tuzunun poli-L-glutamik asite (PLGA) doniistiiriilmesi
Poli-L-Glutamik asitin (PLGA) N-Hidroksistilfosiiksinimit ile aktiflestirilmesi
Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA ile adacik hiicre yiizey modifikasyonu

Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA ile adacik hiicre yiizey modifikasyonu
yapilan adaciklarin sitokinlere maruz birakilmasi

Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA polimerine fluoresan grup takilmasi

Fluoresan grup takilan siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA polimerinin adacik
hiicre ylizeyine baglandiginin testi

Poli-L-Glutamik asit-Biyositin sentezi

Poli-L-Glutamik asitin sodyum tuzunun poli-L-glutamik asite (PLGA) doniistiiriilmesi
Poli-L-Glutamik asitin karboksilik asit grubunun aktiflestirilmesi

Aktiflestirilen PLGA’dan Poli-L-Glutamik asit-Biyositin sentezi

Poli-L-Glutamik asit-Biyositin ile adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonu

Biyositin grubu baglanan PLGA ile adacik hiicrelerinin yiizeyinin kaplandiginin ispati
Pankreas adacik hiicrelerinin yiizeyinin modifikasyon ylizdesinin belirlenmesi
Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA nin belirlenen uygun derisimi ile kaplanan

adacik hiicreleri diyabetli farelerin bobrek kapsiilii altina nakli
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4.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Cizelge 4.1. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasalin Adi Kimyasalin Markas1
Hanks’in Dengeli Tuz Cozeltisi (HBSS) Lonza
Roswell Park Memorial Enstitiisii ¢zeltisi (RPMI) Gibco

Fetal Sigir Serumu (FBS) Gibco
Penisilin-Streptomsin-Amfoterisin B ¢6zeltisi (Pen-Strep-Amp) Lonza
L-Glutamin ¢ozeltisi Lonza

HEPES ¢o6zeltisi Lonza
Kolajenaz Tip 5 Sigma-Aldrich
Floresein Diasetat Sigma-Aldrich
Propidiyum lodiir Sigma-Aldrich
Biocoll 1100 ¢ozeltisi Biochrome
Biocoll 1077 ¢ozeltisi Biochrome
Aseton Sigma-Aldrich
n-hekzan Sigma-Aldrich
D-Glukoz Sigma-Aldrich
Rat-Fare Insiilin Eliza Kiti Millipore
Sodyum Kloriir Merck
Sodyum Bikarbonat Merck
Potasyum Klortir Merck
Magnezyum Kloriir Hekza Hidrat Merck
Kalsiyum Kloriir Dihidrat Merck

Sigir Serum Albumini (BSA) Sigma-Aldrich
Poli-L-Glutamik Asit (M 50000-100000) Sigma-Aldrich
N-Hidroksisiiksinimit (NHS) Sigma-Aldrich
Siilfo-N-Hidroksisiiksinimit (Siilfo-NHS) Sigma-Aldrich
N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-ethilkarbodiimit hidrokloriir (EDC) | Sigma-Aldrich
4-Morfolinethansulfonik asit (MES) Sigma-Aldrich
10X Hanks’in Dengeli Tuz Cozeltisi (10X HBSS) Lonza




Cizelge 4.1. (devam) Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi
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Kimyasalin Adi Kimyasalin Markas1
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) Sigma-Aldrich
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich
Sodyum Hidroksit Sigma-Aldrich
Tris Sigma-Aldrich
Sodyum Dodesil Stilfat Merck

Glisin Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
3-Merkaptoetanol Sigma-Aldrich
Bromofenol mavisi Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich
Borik Asit Sigma-Aldrich
4-Nonilfenil-polietilen glikol (NP-40) Sigma-Aldrich
Proteaz ve Fosfotaz Inhibitérii Roche
Interlokin-18 (IL-1B) BioLegend
Tiimo6r Nekroziz Faktor-o (TNF-a) BioLegend
Interferon-y (IFN- y) BioLegend

Fluoreseinil Glisin Amit (FGA)

Fisher Scientific

Biyositin

Sigma-Aldrich

Trietilamin

Sigma-Aldrich

Siilfo-N-hidroksisiiksinimidil-6-
(biyotinamido)hekzanoat

Fisher Scientific

Streptavidin

Sigma-Aldrich

Steptavidin-Floreseinizotiyosiyonat (FITC)

Sigma-Aldrich

D-Destiyobiyotin (DSB-X Biyotin)

Fisher Scientific

Horseradish peroksidaz-streptavidin (HRP- | Millipore
Streptavidin)
Tetrametil Benzidin (TMB) Millipore

Dulbecco’nun fosfat tampon ¢ozeltisi

Biological Industries
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4.2. Deneylerde Kullamilan Cozeltiler

4.2.1. Kolajenaz tip 5 ¢ozeltisi

7 mg/pankreas olacak sekilde sigan sayisina gore tartilan kolajenaz tip 5 enzimi 1 mg/mL

derisiminde HBSS ¢dzeltisi icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

4.2.2. HBSS (+) cozeltisi

440 mL HBSS c¢ozeltisi iizerine 50 mL FBS eklendi. Uzerine 5 mL Pen-Strep-Amp ve 5 mL
L-Glutamin 0,22 um’lik filtreden siiziilerek eklendi. +4 °C de muhafaza edildi.

4.2.3. RPMI 1640 (+) cozeltisi

427,5 mL HBSS c¢ozeltisi iizerine 50 mL FBS ve 12,5 mL HEPES eklendi. Uzerine 5 mL
Pen-Strep-Amp ve 5 mL L-Glutamin 0,22 pm’lik filtreden siiziilerek eklendi. +4 °C de
muhafaza edildi.

4.2.4. Stok floresein diasetat ¢ozeltisi (24 pM)

1 mg FDA, 100 mL asetonda ¢oziildii. -20 °C de aliiminyum folyo sarili kapta muhafaza
edildi.

4.2.5. Stok propidiyum iyodiir c¢ozeltisi (750 pM)

5 mg PI, 10 mL PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi igerisinde ¢dziilerek hazirlandi. +4 °C de aliiminyum
folyo sarili kapta muhafaza edildi.

4.2.6. 3,3 mM ve 16,7 mM glukoz iceren RPMI 1640 ¢ozeltileri

100 mL’lik D-Glukozsuz RPMI dan 14,5 mL alindi. Yerine 2,5 mL HEPES, 10 mL FBS, 1
mL Penisilin-Streptomisin, 1 mL L-Glutamin ilave edildi. 59,4 mg D-Glukoz tartilirak ve 100
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mL’ye hazirlanan ¢ozeltiye eklendi. 0,22 um lik filtreden gegirilerek 3,3 mM derisiminde
glukoz iceren RPMI 1640 (+) besiyeri hazirlandi. 16,7 mM derisiminde glukoz igeren RPMI
1640 besiyeri hazirlamak i¢inde, 100 mL lik D-Glukozsuz RPMI dan 14,5 mL alindi. Yerine
2,5 mL HEPES, 10 mL FBS, 1 mL Penisilin-Streptomisin, 1 mL L-Glutamin ilave edilecek.
300 mg D-Glukoz tartildi ve 100 mL’ye hazirlanan ¢ozeltiye eklendi.

4.2.7. 3,3 mM ve 16,7 mM glukoz iceren krebs ¢ozeltileri

1,68 g NaCl (final derisimi 115 mM); 0,50 g NaHCOj3 (final derisimi 24 mM); 0,09 g KCl
(final derisimi 5 mM); 0,05 g MgCl,-6 H,O (final derisimi 1 mM); 0,09 g CaCl,—2 H,0 (final
derisimi 2,5 mM); 0,25 g BSA (final derisimi % 0,1); 6,25 mL 1M HEPES c¢ozeltisinden
eklendi. Hacim deiyonize su ile 250 mL’ye tamamlandi1 ve ¢oziiliinceye kadar karistirildi. pH
=7,3—-17,5 araligina 1M NaOH veya 1M HCI kullanilarak getirildi. 0,22 pm filtre sisteminden
hazirlanan ¢ozeltisi gegirilerek steril edildi ve krebs ¢ozeltisi hazirlandi. 59,4 mg D-Glukoz
tartilirak ve 100 mL krebs ¢ozeltisine eklendi. 0,22 pm lik filtreden gegirilerek 3,3 mM
derisiminde glukoz igeren krebs ¢ozeltisi hazirlandi. 300 mg D-Glukoz tartilirak ve 100 mL
krebs ¢ozeltisine eklendi. 0,22 um lik filtreden gegirilerek 16,7 mM derisiminde glukoz iceren

krebs ¢ozeltisi hazirlandi.

4.2.8. MES tampon cozeltisi

976,2 mg MES ve 29,2 g sodyum kloriir tartildi. 100 mL deiyonize suda ¢oziildii.

4.2.9. Tris ¢ozeltisi

IM, pH 6.8 tris ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 121,1 g Tris 1000mL deiyonize suda ¢oziildi. 1,5M,
pH 8.8 tris ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 181,7 g Tris 1000mL suda ¢oziildii.

4.2.10. Stacking ¢ozeltisi (2X)

250 mL 1 M tris ¢ozeltisi ve 20 mL %10 SDS ¢ozeltisi 1L ye su ile tamamlandi.
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4.2.11. Resolving tamponu (3X)

750 mL 1,5 M tris ¢ozeltisi ve 30 mL %10 SDS ¢ozeltisi 1L ye su ile tamamlandi.

4.2.12. Transfer cozeltisi (5X)

30.3 g glisin, 15,4 g tris, 5 mL % 20’lik SDS ¢ozeltileri 1L ye su ile tamamlandi.

4.2.13. Transfer tamponu (SDS ilavesiz) (10X)

144.1 g glisin, 30,3 g tris 1L su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

4.2.14. Yiiriitme tamponu (5X)

30.3 g tris, 142,5 g glisin, 5 g SDS, 2,9 g EDTA 1L su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

4.2.15. Yiikleme ¢ozeltisi (laemlie) (5X)

10 g SDS, 50 mL gliserol, 30 mL 1M tris, 20 mL B-merkaptoetanol, 1 mL % 1’lik BPB 100

mL su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

4.2.16. Stripping tamponu

980 mL TBS (1X) tizerine 20 mL % 20 SDS eklendi.

4.2.17. TBST cozeltisi (5X)

6 g tris, 43,9 g NaCl, 5 mL Tween 20, 1,5 g EDTA 1L su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi (pH
7,4).
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4.2.18. TBS ¢ozeltisi (1X)

2,4 gtris, 17,5 g NaCl, 0,6 g EDTA 2 L su igerisinde ¢6ziilerek hazirland: (pH 7,5).

4.2.19. TBE ¢ozeltisi (5X)

53 g tris, 27,5 g borik asit, 20 mL 0,5 M EDTA 1L su igerisinde ¢oziilerek hazirlanir (pH 8,0).

4.2.20. RIPA tamponu

50 mM Tris—HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, % 1 NP-40 ve % 0,1 SDS), 1’er

tablet proteaz ve fosfotaz inhibitorleri ilave edilir ve 50 mL olarak hazirlanir.

4.2.21. Sitokin cozeltilerinin hazirlanmasi

TNF-a, IL-18 ve IFN-y sitokinleri DPBS ¢6zeltisi igerisinde ¢oziilerek 10 pg/mL derisiminde
stok ¢ozeltiler hazirlandi. 50 mL RPMI 1640 (+) ¢ozeltisi icerisine 5 pL IL-18, 25 pL TNF-a
ve 25 uL IFN-y eklendi ve 1 ng/mL IL-18, 5 ng/mL TNF-a ve 5 ng/mL IFN-y igeren sitokin
¢Ozeltisi hazirlandi.

4.3. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

4.3.1. Floresan mikroskobu

Adacik hiicrelerinin canliligini ve morfolojisini degerlendirmek i¢in Leica marka, DMI 3000

B model floresan mikroskobu kullanildi.

4.3.2. Santrifiij

Adacik hiicre izolasyonu esnasinda Hettich marka, Rotina 420 R model santrifiij kullanildi.
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4.3.3. Manyetik karistirici

Deneyde kullanilan polimerlerin tepkimelerini gergeklestirme esnasinda Heildolph marka,

MR Hei model manyetik karistirict kullanildi.

4.3.4. CO; inkiibatorii

Adacik hiicrelerinin in-vitro ortamda canli kalmalarin1 saglamak igin Sanyo marka, MCO-
5AC model CO, inkubatoru kullanildi.

4.3.5. Su banyosu

Adacik hiicre izolasyonu esnasinda GFL marka, 1083 model su banyosu kullanild1.

4.3.6. Biyogiivenlik kabini

Adacik hiicre izolasyonu ve kiiltiir islemlerinde sterilizasyon kosullarini saglamak igin Telstar

marka, Clean Air model biyogiivenlik kabini kullanildi.

4.3.7. Coklu kuyucuk okuyucu

Adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonunun ispati esnasinda absorbans degerlerinin 6lgiimii

i¢cin Tecan marka, M200 Pro model ¢oklu kuyucuk okuyucu kullanildi.

4.3.8. NMR cihazi

Sentezlenen polimer tiirevlerinin karakterizasyonu i¢in Bruker marka, Ultrashield 300 MHz
model NMR cihazi kulanildi.
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4.3.9. FT-IR cihaz1

Sentezlenen polimer tiirevlerinin karakterizasyonu i¢in Thermo marka, Nicolet is50 model
FT-IR cihazi kullanildi.

4.3.10. Cerrabhi set

Sicanlardan pankreas ¢ikarma isleminde FTS marka cerrahi set kullanildi.

4.3.11. Kan glukozu 6l¢me cihazi

Farelerin kan glukozun 6l¢gmek i¢in On Call Plus marka glukometre kullanildi.

4.4. Deneysel Asamalar

4.4.1. Sicanlardan pankreas adacik hiicre izolasyonu

Deneysel calismalar, Diskapt Yildirnrm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney
Hayvanlar {initesinde 2013/58 protokol no’lu Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karari
(Ek 1) alinarak gerceklestirildi. Ad-libitum olarak beslenen si¢anlar ketamin/ksilazin
anestezik maddesi ile uyutulan Wistar albino tiiri erkek siganin karin bolgesindeki tiiyler
temizlenip batikon ile silindi. Dis deri kesildikten (Resim 4.1.A) sonra karacigere bastirilarak
pankreasin duktus kanali belirginlestirildi. Pankreastan oniki parmak barsagina agilan kanal
klemplendi. Mavi renk yada sar1 renk katater kullanilarak duktus kanalina girildi (Resim
4.2.B) ve pankreasa 7 mL 1 mg/mL derisimindeki soguk kollajenaz tip 5 enzimi enjekte
edildi.

Ratin kalbi kesilerek oldiiriildii. Pankreas baglantili oldugu dokulardan ayrilarak 50 mL lik
falkon tiipiin igerisinde buza koyuldu. Hazir olan 37 °C’deki su banyosunda pankreaslar 18
dakika inkiibe edildi.
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Resim 4.1. Sigan pankreas adacik hiicre izolasyonunda yapilan cerrahi iglemler. A. Sican’in
dis derisinin kesilmesi islemi, B. Pankreasin duktus kanalindan kolajenaz
enziminin enjeksiyonu

Inkiibasyon sonrasi pankreas ¢alkalanarak homojenize edildi. 25 mL soguk HBSS (%10 fetal
bovine serumu (FBS), % 1 L-Glutamin, % 1 Penisilin-streptomisin-Amfotersin B) [HBSS
(+)] cozeltisi eklendi ve kuvvetlice ¢alkalanarak pankreas pargalandi. 1300 rpm’de 3 dakika 3
hiz 1 frende 4 °C’de santrifiij edildi. Stipernatan atildi. Pellet galkalanarak homojenize edildi.
25 mL soguk HBSS (+) ¢ozeltisi eklendi ve kuvvetlice ¢alkalandi. 1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz
1 frende 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatan atild1. Pellet ¢alkalanarak homojenize edildi. 50
mL soguk HBSS (+) ¢ozeltisi eklendi ve kuvvetlice calkalandi. 425 pm’lik ¢elik elekten
pankreas dokusu 50 mL’lik falkon tiip igerisine siiziildi. 1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende
4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Pellet calkalanarak homojenize edildi. Pellet
lizerine 5 mL Biocoll 1100 ¢bzeltisi ilave edildi. Calkalanarak homojenlik saglandi. Uzerine
yavas¢a 10 mL Biocoll 1077 g¢ozeltisi ilave edildi. En son olarak 10 mL RPMI 1640 ¢6zeltisi
ilave edildi. 2400 rpm’de 20 dakika 1 hiz 0 frende 4 °C’de santrifiij edildi. 1077 yogunlugu ve
RPMI c¢ozeltisi tabakalarinin arasindaki adacik hiicreleri RPMI 1640 (%10 fetal bovine
serumu (FBS), % 1 L-Glutamin, % 1 Penisilin-streptomisin-Amfotersin B, 25 mM HEPES)
[RPMI 1640 (+)] ¢ozeltisi igerisine toplandi. 2 kez 1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende 4
°C’de santrifiij edilerek yikama yapildi ve adacik hiicreleri elde edildi. Adacik hiicreleri

mikropipet ile RPMI 1640 (+) ¢ozeltisi igerisine mikroskop altinda toplandi [108].
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Resim 4.2. izole edilen adacik hiicrelerinin 151k mikroskobu altinda 20X goriintiisii

4.4.2. Adacik hiicrelerinin canliliklarinin degerlendirilmesi

35 mm’lik petri kabmin igerisine 910 uL DPBS (pH 7.,4) ¢ozeltisi eklendi. Uzerine 90 pL
adacik Ornegi eklendi. 20 pL floresein diasetat (FDA) stok c¢ozeltisinden, 20 pL de
propidiyum iyodiir (PI) stok ¢ozeltisi igerisinde ¢Oziilerek hazirlanir) ilave edilerek karanlik
ortamda 5 dakika saklandi ve floresan mikroskobunda 20 X ve 40 X biiyiitmede canlilik
belirlendi. Floresein diasetat adacik hiicresindeki canli hiicrelerin membranindan gegerek
sitoplazmadaki esteraz enzimleri tarafindan floreseine doniiserek mavi fluoresan eksitasyon
151k altinda yesil renkli 1s1ma yaptigi gozlendi. Boylelikle canli hiicreler belirlendi (Resim
4.3.A). Propidyum iyodiir, canli hiicrelerin membranindan gegemedigi ic¢in adacik
hiicresindeki 6lii hiicrelerin DNA’larma baglanarak yesil fluoresan eksitasyon 151k altinda

kirmizi renkli 1s1ma yaptigr gézlendi. Boylelikle 6lii hiicreler belirlendi (Resim 4.3.B) [108].



A

Resim 4.3. Adacik hiicrelerinin canlilik degerlendirilmesinde kullanilan FDA (A) ve PI (B)
boyalarinin adacik hiicre igerisindeki 1s1malari

Her iki 1s1ma altinda da hiicrenin fotograflar1 ¢ekildi ve ¢ekilen fotograflar MAT-LAB

programi kullanilarak birbirine oranland1 ve hiicrenin % canliligi hesaplandi (Resim 4.4).
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Resim 4.4. MAT-LAB programu ile canlilig1 hesaplanan adacik hiicreleri

4.4.3. Adaciklarin statik glukoz stimiilasyonu ile insiilin salimimlarinin belirlenmesi

Deneye baglamadan once glukoz stimiilasyonunda kullanilacak olan RPMI 1640 ya da Krebs
cozeltileri hazirlandi. Cozeltiler hazirlandiktan sonra 24 gozenekli kiiltiir kabinin 1 ve 2
numarali kuyularina 1’er mL 3,3 mM glukoz ¢o6zeltisi, 3 numarali kuyusuna 1 mL 16,7 mM
glukoz ¢ozeltisi eklendi. 1 numarali kuyuya 8 um gézenek ¢apina sahip membran yerlestirildi
ve membran icerisine 25 adet yaklasik 150 pm capinda adacik hiicresi koyuldu. 30 dakika 37
°C’de % 5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Daha sonra membran bu gézenekten alinarak
3,3 mM glukoz derisimine sahip ¢6zelti bulunan 2. gdozenege alind1 ve 60 dakika 37 °C’de %
5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edildi. 60. dakikada membran 16,7 mM glukoz derisimine
sahip ¢ozelti bulunan 3. gozenege yerlestirildi ve 2. gézenekteki ¢ozeltiden insiilin Slgtiimii
icin 500 pL ornek alindi. Membran 3.gozenekte 60 dakika 37 °C’de % 5 CO; igeren
inkiibatorde inkiibe edildi ve 60. dakika sonunda da 3. gozenekten 500 pL insiilin 6rnegi
alindi. Alinan 6rneklerdeki insiilin miktarlar1 Rat/Mouse insiilin eliza kiti kullanilarak ELISA
yontemi ile caligildi. 16,7 mM glukoz derisiminde elde edilen insiilin miktari, 3,3 mM glukoz

derisiminde elde edilen insiilin miktarina oranlanarak stimiilasyon indeksi hesaplandi [108].
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4.4.4. Poli-L-Glutamik asit-NHS sentezi

0,025 g poli-L-Glutamik asit sodyum tuzu (PLGA-Na) 2,5 mL taze hazirlanan 0,5 M NaCl
iceren 50 mM MES tamponu (pH=6,5) igerisinde ¢oziildii. Uzerine 0,375 mmol (0,075 g) N-
(3-Dimetilaminopropil)-N -ethilkarbodiimit hidrokloriir (EDC) ilave edildi. Tiip igerisine
balik atilarak +4 °C’de 30 dakika karistirildi. Uzerine 0,188 mmol (0,022 g) N-
hidroksisiiksinimit (NHS) ilave edildi. +4 °C’de 1 gece balik ile karistirildi. Daha sonra
PLGA-NHS karigimi, gecirgenligi Ma 12000-14000 olan diyaliz membranina koyuldu ve 500
mL deiyonize su igerisinde 3 giin +4 °C’de diyaliz edildi. Hergiin su degistirildi. Diyaliz
edilen PLGA-NHS, 15 mL’lik falkon tiip igerisine alindi. Elde edilen ¢ozelti +4 °C’de

saklandi.
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Sekil 4.1. PLGA-NHS sentez reaksiyonu
4.4.5. pH’s1 8 olan HBSS icerisinde Poli-L-Glutamik asit-NHS’in hazirlanmasi
+4 °C’de bekletilen PLGA-NHS iizerine 0,4 mL HBSS 10X eklendi. PLGA-NHS’in hacmi 4

mL oldu. % 0,625°lik PLGA-NHS elde edildi. PLGA-NHS’in pH’1 0,1 M NaOH ile pH 8’¢

ayarlandi.
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4.4.6. Poli-L-Glutamik asit-NHS ile adacik hiicrelerinin muamele edilmesi

Sican adacik hiicre izolasyonu yapildiktan sonra, adacik hiicrelerine canlilik ve glukoz
stimiilasyon testleri yapildi. Elde edilen hiicreler 24 saat 37 °C’de % 5 CO3 iceren inkiibatorde
inkiibe edildiler. Hiicrelerin 24. saat canliliklarina bakildi. Kalan hiicrelerden 250 tanesi 8 um
gbzenek capina sahip membran kiiltiir kabi igerisine yerlestirildi. HBSS 1X ile 3 kez yikandi.
24 gbzenekli kiiltiir kabinin bir géziine 1 mL pH=8 PLGA-NHS eklendi ve iizerine adacik
iceren membran yerlestirildi. 1 saat 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde inkiibasyon yapildi.
Membranlar 24 gozenekli hiicre kiiltiir kabindan alindi ve 2 kez HBSS 1X ile yikandu.
Membranin i¢ine pipetaj yapilarak hiicreler RPMI 1640 (+) ile membrandan alindi. Kontrol
grubuna 24., 48., ve 72. saatlerde, PLGA grubuna 24. ve 48. saatlerde canlilik ve glukoz

stimiilasyonu testleri yapildi.
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Kolajen Matriks

Sekil 4.2. Adacik hiicrelerinin poli-L-Glutamik asit ile kovalent modifikasyonu
4.4.7. Western blot analizi ile endoplazmik retikulum stresinin belirlenmesi

2000 adacik ornegi iizerine 400 uL soguk RIPA tamponu eklendi. Adacik hiicrelerini lizis
etmek icin 20” boyutundaki igne ucu kullanildi. Adaciklar bu igne ucu kullanilarak 20 kez
pipetaj edildi. Homojenize edilen hiicreler 30 dakika 4 °C’de inkiibe edildi. 20000 g’de 30
dakika santrifiij edildiler. 1,5 mL’lik ependorf tiiplerin her birine 80 ug protein eklendi.
Proteinler Laemmli tamponu kullanilarak 100 °C’de 5 dakika denatiire edildiler. Tiiplerdeki
proteinler SDS-PAGE jele yiiklenmeden once 15 dakika oda sicakliginda tutuldular. Daha
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sonra proteinler jele yiiklendiler ve yiiriitiildiiler. Daha sonra proteinler jelden membrana
aktarildilar. Membran % 10 bloklama ¢o6zeltisi iceren TBS ¢ozeltisinde 1 saat inkiibe edildi.
Membran daha sonra % 5 bloklama ¢ozeltisi ile birincil antikor igeren TBST ¢o6zeltisinde 4
°C’de 1 gece inkiibe edildi. Son olarak membran %10 bloklama ¢ozeltisi ile ikincil antikor
iceren TBST ¢ozeltisinde 1 saat inkiibe edildi. Membran 3 kez TBST tamponu ile yikandi.
Kemiliiminesans test sistemi ile immunoblotlama yapildi. Bantlar Kodak yansitma filminde

gorlntiilendi. Bantlarin yogunlugu Image J programi ile degerlendirildi.

4.4.8. Poli-L-Glutamik asitin sodyum tuzunun (Ma 50000-100000) poli-L-glutamik asite
(PLGA) doniistiiriilmesi

Ependorf tiip icerisine 20 mg poli-L-glutamik asit sodyum tuzu (PLGA-Na) koyuldu. Uzerine
112 pL deiyonize su eklendi. PLGA-Na ¢oziildii. Cozeltinin {izerine 26 pL derisik HCI
eklendi. Kisa bir siire sonra beyaz jel halinde ¢okelek olustu [109].

Olusan ¢okelek 3 kez 4500 rpm de 3 dakika santrifiij edildi. Her santrifiij sonrasi siipernatan

miimkiin oldugunca atild:.
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Sekil 4.3. PLGA-Na un asidik forma doniisiim reaksiyonu
4.4.9. Poli-L-Glutamik asitin (PLGA) N-Hidroksisiilfosiiksinimit ile aktiflestirilmesi
Olusturulan PLGA {izerine 500 pL. DMSO eklenerek ¢oziildii. Cam beher igerisine bu PLGA

cozeltisi eklenerek hacmi 5 mL’ye DMSO ile tamamlandi. Manyetik karistiricida karistirild.
0,045 ¢ N-Hidroksistilfosiiksinimit sodyum tuzu (Siilfo-NHS) eklendi. Siilfo-NHS
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¢oziildiikten sonra 0,074 g N-(3-Dimetiylaminopropil)-N’-etilkarbodiimit hidrokloriir (EDC)
ilave edildi. Oda sicakliginda 20 saat karigtirildi. Cozelti beher igerisinde bulunan 20 mL
aseton iizerine dokiildii. 2-3 dakika sonra ¢okelek olugsmaya basladi. Cokelek olgunlagmasi
icin yaklasik 5 dakika beklendi. Karisimlar cam deney tiiplerine koyuldu ve 1300 rpm 3 hiz 1
frende 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atildi. Olusan iiriin 3 kez aseton, 1 kez n-hekzan
ile yikand1 ve santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Uriin kuruduktan sonra tartild: ve ependorf

tiip icerisine koyularak silika jel ortaminda +4 °C’de saklandi. Toplam 35,5 mg iiriin olustu
[110].
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Sekil 4.4. PLGA-Siilfo-NHS sentez reaksiyonu

4.4.10. Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA ile adacik hiicre yiizey modifikasyonu

Wistar rat’lardan izole edilen adacik hiicreleri T25 kiiltiir flaskinda 37 °C %5 CO,
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Karboksilik asit grubu aktiflestirilen poli-L-glutamik asit-N-
hidroksistilfosiiksinimit (PLGA-Siilfo-NHS) 11 mM glukoz igeren DPBS ¢ozeltisi
(DPBSWQG) igerisinde 3 mg/mL, 2 mg/mL ve 1 mg/mL derisiminde 3 ayr1 ¢ozeltisi
hazirlandi. Hiicreler 2 kez DPBSWG ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 4 parcaya boliindiiler.
Hazirlanan c¢ozeltiler ile 30 dakika 37 °C %5 CO, inkiibatdriinde inkiibe edildiler. Hiicreler 2
kez DPBSWG c¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 6’11 hiicre kiiltiir kabinda 3 mL RPMI 1640 (+)
besiyeri ile 48 saat 37 °C %5 CO; inkiibatdriinde kiiltiire edildiler. 0, 24 ve 48. saatlerde
hiicrelerin % canliliklar1 belirlendi. 48. saat de raporun 4.2.7 kisiminda anlatildig1 gibi Krebs

¢ozeltisi ile glukoz stimiilasyon testi yapildi.
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Adacik Hiicresi
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Kolajen Matriks

Sekil 4.5. PLGA-Siilfo-NHS ile adacik hiicresinin yiizey modifikasyonu

4.4.11. Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA ile adacik hiicre yiizey modifikasyonu yapilan

adaciklarin sitokinlere maruz birakilmasi

Yiizey modifikasyonu gergeklesen adacik hiicreleri kiiltiire kaldirildiktan 3 saat sonra ayr1 bir
6’11 hiicre kiiltiir kabinda IL-16 (1 ng/mL), TNF-a (5 ng/mL) ve IFN-y (5 ng/mL) [83] i¢eren
3 mL RPMI 1640 (+) ¢ozeltisi ile kiiltiire edildiler. Hiicreler 48 saat 37 °C %5 CO;

inkiibatoriinde inkiibe edildiler. 0, 24 ve 48. saatlerde hiicrelerin % canliliklar1 tespit edildi.

4.4.12. Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA polimerine fluoresan grup takilmasi

10 mg PLGA-Siilfo-NHS 2,5 mL DMSO’da ¢oziildii. Uzerine 1 mL DMSO’da ¢dziilen 0,5
mg Fluoresenil Glisin Amit (FGA) c¢ozeltisinden 10 pL eklendi. 3 pL trietilamin eklendi.
Karanlik ortamda 24 saat karistirildi. Cozelti beher icerisinde bulunan 20 mL aseton iizerine
dokiildii. 2-3 dakika sonra ¢okelek olugsmaya basladi. Cokelek olgunlasmasi i¢in yaklasik 5
dakika beklendi. Karisimlar cam deney tiiplerine koyuldu ve 1300 rpm 3 hiz 1 frende 3 dakika
santrifiij edildi. Stipernatan atildi. Olusan iiriin 3 kez aseton, 1 kez n-hekzan ile yikandi ve
santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Uriin kuruduktan sonra tartildi ve ependorf tiip icerisine

koyularak silika jel ortaminda +4 °C’de saklandi. Toplam 3,3 mg iiriin olustu.
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Sekil 4.6. PLGA-FGA sentez reaksiyonu

4.4.13. Fluoresan grup takilan siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA polimerinin adacik

hiicre yiizeyine baglandiginin tespiti

Izole edilen pankreas adacik hiicreleri 24 saat kiiltiire edildikten sonra 15 mL’lik falkon tiip
icerisine koyuldu. 3 kez 11 mM glukoz i¢eren DPBS ¢ozeltisi (DPBSWGQG) ile yikandi. Her
asamada 15 mL lik falkon igerisinde 1300 rpm de 3 hiz 1 frende oda sicakliginda 1 dakika
santrifiij edildi. Siipernatantlar atildi. 15 mL lik falkon igerisindeki adaciklarin {izerine
karanlikta tartilip DPBSWG igerisinde ¢oziilerek hazirlanan 2 mg/mL derisimindeki fluoresan
grup takilan poli-L-Glutamik asit-Siilfo-NHS (PLGA-Siilfo-NHS-FGA) adaciklarin tizerine
koyuldu. Tiipler aluminyum folyaya sarildiktan sonra kapaklari gevsek halde 30 dakika 37 °C
CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Tiipler her 10 dakikada bir ¢alkalandi. 1300 rpm de 3 hiz 1
frende oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi Hiicreler 2 kez DPBSWG ¢ozeltisi ile
yikandiktan sonra, 3 mL RPMI 1640 (+) besiyeri ile 37 °C CO; inkiibatdriinde inkiibe
edildiler. Adaciklarin yiizeylerinin kaplanip kaplanmadigi mavi fluoresan 151k altindaki

fotograf ¢ekimi ile belirlendi.

4.4.14. Poli-L-Glutamik asit-Biyositin sentezi

Poli-L-Glutamik asit-Biyositin sentezinin ilk basamaginda Poli-L-Glutamik asitin sodyum
tuzunun poli-L-glutamik asite (PLGA) doniistiiriildii, daha sonra Poli-L-Glutamik asitin
karboksilik asit grubu aktiflestirildi. En son basamak olarak aktiflestirilen PLGA ve Biyositin

kullanilarak Poli-L-Glutamik asit-Biyositin sentezlendi.
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4.4.14.1. Poli-L-Glutamik asitin sodyum tuzunun poli-L-glutamik asite (PLGA)

doniistiiriilmesi

Ependorf tiip icerisine 15 mg poli-L-glutamik asit sodyum tuzu (PLGA-Na) koyuldu. Uzerine
5,6 uL deiyonize su/mg PLGA-Na olacak sekilde 84 puL deiyonize su eklendi. PLGA-Na
¢oziildii. Uzerine 0,65 pL hidroklorik asit (HCI)/mg PLGA-Na olacak sekilde 9,75 pL derisik

HCI eklendi . Kisa bir siire sonra beyaz jel halinde ¢okelek olustu.
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Sekil 4.7. PLGA-Na un asidik forma doniisiim reaksiyonu

Olusan ¢okelek 3 kez 4000 rpm de 3 dakika santrifiij edildi. Her santrifiij sonrasi siipernatan

miimkiin oldugunca atildu.

4.4.14.2. Poli-L-Glutamik asitin karboksilik asit grubunun aktiflestirilmesi

Elde edilen PLGA iizerine 150 uLL. DMSO eklenerek ¢6ziildii. Cam beher igerisine bu PLGA
cozeltisi koyuldu ve hacmi 5 mL’ye DMSO ile tamamlandi. Manyetik karistiricida
kanigtirildi. 0,045 g NHS eklendi. NHS ¢oziildiikten sonra 0,074 g EDC koyuldu. Oda
sicakliginda 20 saat karigtirildi.
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Sekil 4.8. PLGA-NHS sentez reaksiyonu

Karigim beher igerisinde bulunan 20 mL aseton lizerine dokiildii. 2-3 dakika sonra ¢okelek
olugsmaya bagsladi. Cokelek olgunlagmasi i¢in yaklasik 5 dakika beklendi. Karigimlar cam
deney tiiplerine koyuldu ve 1300 rpm 3 hiz 1 frende 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
atildi. Olusan {irlin 2 kez aseton, 1 kez n-hexan ile yikandi ve santrifiij edildi. Siipernatan
atildi. Tiiplere biraz egim verilerek kurumalar1 saglandi. Uriin kuruduktan sonra tartild1 ve
kryotiip icerisine koyularak silika jel ortaminda +4 °C’de saklandi. Toplam 12,1 mg iiriin

olustu.

Aktiflestirilen PLGA’dan Poli-L-Glutamik asit-Biyositin sentezi

7 mg Biyositin, 5 mL DMSO’da ¢ziildii. Uzerine 1 mL DMSO’da ¢dziilen 7 mg PLGA-NHS
eklendi. 3 pL trietilamin eklendi. Oda sicakliginda 24 saat kanstirildi.  Cozelti beher
igerisinde bulunan 10 mL aseton {izerine dokiildii. 2-3 dakika sonra ¢okelek olugsmaya basladi.
Cokelek olgunlasmasi i¢in yaklasik 5 dakika beklendi. Karisimlar cam deney tiiplerine
koyuldu ve 1300 rpm 3 hiz 1 frende 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atild1.

Olusan iiriin 3 kez aseton, 1 kez n-hekzan ile yikandi1 ve santrifiij edildi. Stipernatan atild.
Uriin kuruduktan sonra tartildi ve ependorf tiip igerisine koyularak silika jel ortaminda +4

°C’de saklandi. Toplam 4 mg iiriin olustu.
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Sekil 4.9. PLGA-BIyositin sentezi

4.4.15. Poli-L-Glutamik asit-Biyositin ile adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonu

Wistar rat’lardan izole edilen adacik hiicreleri T25 kiiltiir flaskinda 37 °C %5 CO,
inkiibatoriinde kiiltlire edildi. 11 mM glukoz iceren DPBS c¢ozeltisi (DPBSWG) igerisinde 4
mM derisiminde sNHS-LC-biyotin ¢6zeltisi hazirlandi. Hiicreler 2 kez DPBSWG ¢ozeltisi
ile yikandiktan sonra oda sicakliginda 1 saat siilfo-NHS-LC-biyotin ¢ozeltisi ile inkiibe
edildiler [90]. Hiicreler 2 kez DPBSWG ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra DPBSWG de
¢oziilerek hazirlanan 0,01 mg/mL derisiminde streptavidin ¢ozeltisi ile 10 dakika inkiibe
edildiler [89]. Hiicreler 2 kez DPBSWG ¢ozeltisi ile yikandilar. DPBSWG ile hazirlanan 2
mg/mL derisiminde ki Poli-L-Glutamik asit-Biyositin ile 10 dakika 37 °C %5 CO,
inkiibatoriinde inkiibe edildiler. Hiicreler 2 kez DPBSWG ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra
RPMI 1640 (+) besiyeri ile kiiltiire edildiler.
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Sekil 4.10. Adacik hiicre yiizeyinin biyotinlenme, streptavidinlenme ve PLGA-Biyositin ile
kaplanma iglemlerinin sematik gosterimi

4.4.16. Biyositin grubu baglanan PLGA ile adacik hiicrelerinin yiizeyi kaplandiginin

ispati

Wistar rat’lardan izole edilen adacik htcreleri T25 kiiltur flaskinda 37 °C %5 CO»
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. 11 mM glukoz igeren DPBS c¢ozeltisi (DPBSWG) igerisinde 4
mM derisiminde sSNHS-LC-biotin ¢6zeltisi hazirlandi. Hiicreler 2 kez DPBSWG c¢ozeltisi ile
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yikandiktan sonra oda sicakliginda 1 saat sNHS-LC-biotin ¢ozeltisi ile inkiibe edildiler.
Hiicreler 2 kez DPBSWG c¢ozeltisi ile yikandiktan sonra DPBSWG de ¢oziilerek hazirlanan
0,01 mg/mL derisiminde streptavidin-FITC ¢ozeltisi ile 10 dakika inkiibe edildiler. Hiicreler 2
kez DPBSWG ¢ozeltisi ile yikandilar. Daha sonra RPMI 1640 (+) besiyeri ile kiiltiire
edildiler.

NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH,

006008060 0806008008060600606806068066068

Adaclk Hiicre Yiizeyi

siilfo-NHS-LC-biyotin O

Sekil 4.11. Adacik hiicre yiizeyinin biyotinlendiginin ispati olarak streptavidin-FITC ile
muamelesinin sematik gosterimi
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4.4.17. Pankreas adacik hiicrelerinin yiizeyinin modifikasyon yiizdesinin belirlenmesi

Aktiflestirilen poli-L-glutamik asitin adacik hiicresinin yiizeyine kovalent bag ile baglandigini
tespit etmek i¢in, karboksilik asit grubu aktiflestirilmis olan biyotinin baglanma derecesi
karsilagtirildi. Hipotezimize gore, eger yiizey modifikasyonu gergeklestiyse aktiflestirilmis
biyotinin baglanma oraninda diisiis gerceklesecekti. Bu islem i¢in asagidaki sekilde bir

deneysel asama planlandi.

200 pg DSB-X biyotin igerisine 900 uL DPBSWG eklendi. Vortekslendi. 24 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kabimin ayr1 kuyularina 300 pL eklenerek 3 parcaya boliindii. Bu ¢ozeltilere, kontrol, 1
mg/mL ve 2 mg/mL gruplarinin hiicrelerini igeren insertler koyularak 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. 15 dakikada bir c¢alkalandilar. inkiibasyon sonrasinda 4 kez 700 uL. DPBSWG
ile insertteki adaciklar yikandi. 3 adet 1:50 oraninda diliisyon yapilan (14 pL HRP-SA / 700
uL toplam hacim) Horseradish peroksidaz-Streptavidin (HRP-SA) ¢ozeltileri 1,5 mL lik
ependorf tiipte, adaciklar son yikama islemindeyken hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kabinin ayr1 kuyularina eklendi, izerine insert igerisindeki adaciklar yerlestirildi.
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildiler. inkiibasyon sonrasinda 4 kez 700 uL DPBSWG
ile insertteki adaciklar yikandi. Pipetaj yapilarak kuyucuklu hiicre kiiltiir kabimin ayri
kuyularina her bir gruptan n=3 olacak sekilde 100 uL hiicre eklendi. Hiicrelerin ¢6kmesi igin
plate santrifiijiinde spin ettirildiler. Her bir kuyuda 100 uL 6rnek kalacak sekilde siipernatan
atildi. Uzerlerine karanlikta 100 uL. TMB substrat1 ilave edildi. Kér numune iginde 3 kuyuya
100 uL. TMB substrat1 eklendi. Aluminyum folyoya sarildi. 300 rpm de 20 dakika oda
sicakhiginda ¢alkalayici cihaz ile calkalandilar. Uzerlerine 50 pL Stop ¢ozeltisi ilave edildi.
Hiicrelerin ¢okmesi i¢in santrifiij ettirildiler. Her bir kuyucuktan 100 uL 6rnek alinarak yeni

96 lik plate koyuldu. Absorbans degerleri ¢oklu kuyucuk okuyucuda 450 nm’de okundu [90].
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NH, NH, NH, NH, NH, NH; NH, NH, NH, NH,

$00606606006008066068068060068060060660)

Adaclk Hiicre Yiizeyi

DSBX-Biyotin-NHS O

HRP-Streptavidin f

H,0,
HsC, CHs HsC, CHj
HoN NH, HN NH
HsC CH, HaC CH;
3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidin 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidin diimin

HRP-Streptavidin : Horseradish peroksidaz-Streptavidin (HRP-SA)

Sekil 4.12. Adacik hiicre ylizeyinin modifikasyon yiizdesinin belirlenmesinin sematik
gosterimi
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4.4.18. Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA nin belirlenen uygun derisimi ile kaplanan

adacik hiicreleri diyabetli farelerin bobrek kapsiilii altina nakli

Deneysel c¢alismalar, Diskapt Yildirnrm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney
Hayvanlar {nitesinde 2016/32 protokol no’lu Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karari
(Ek 2) alinarak gerceklestirildi. 6 saat a¢ birakilan Balb-c farelere 150 mg/kg dozunda
streptozosin pH 4,5 sitrat tamponu igerisinde ¢Oziilerek intraperitonal olarak enjekte edildi.
Enjeksiyondan 3 giin sonra kan glukoz degeri 300 mg/dL’den yiiksek olan fareler diyabetli
olarak kabul edildi. 10 giin siiresince 300 mg/dL’den yiiksek kan glukoz degerine sahip
fareler nakil ¢calismalarinda kullanildi. Wistar siganlardan izole edilen adacik hiicreleri 24 saat
kiiltiire edildikten sonra 3 kez DPBSWG c¢ozeltisi ile yikandilar. Kontrol grubu hiicreleri
DPBSWG ¢ozeltisinde, kaplama grubu hiicreleri DPBSWG ¢o6zeltisinde ¢oziilerek hazirlanan
2 mg/mL PLGA-Silfo-NHS igerisinde 37 °C de 30 dakika inkiibe edildiler. 3 kez HBSS
cozeltisi ile yikandilar. Daha sonra PE 50 kaniil igerisine yerlestirilen 500 adet adacik
Hamilton siringas1 yardimiyla Streptozosin ile diyabet edilen Balb/c farelerin sol bobrek
kapsiilii altina nakil edildiler. Kan glukoz degerleri 30 giin boyunca farelerin kuyruk veninden
On Call Plus glukometre cihazi ile Olgiildii. Nakil basarisi giinleri, farenin kan glukoz
degerinin 200 mg/dL ve altinda oldugu giinler olarak belirlendi [111].

A B

Resim 4.5. Diyabetli farenin bobrek goriintiisii (A), diyabetli farenin bobrek kapsiilii altina
nakil edilen adacik hiicreleri ve kapsiile girilen bolgenin koterle yakma islemi (B)
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4.5, istatiksel Analiz

Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek icin GraphPad Prism 6 programi kullanildi.
Student’s t test, One-Way ya da Two-Way ANOVA testleri kullanildu.
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5. SONUCLAR

Seker hastaligi her gegen giin sayisi artan bir metabolik rahatsizliktir. Bu metabolik hastaligin
tedavilerinden birisi olan pankreas adacik hiicre nakli seker hastalari i¢in umut vaat eden bir
tedavi yontemidir. Uygulanan bu tedavi yonteminin kisitlayict yonleri bulunmaktadir.

Nanotip uygulamalar1 tedavi basarisini arttirict yonde bu kisitlamalara katki saglamaktadir.

Bagisiklik sistemi saldirilarini engellemek ve nakil edilen hiicrelerin daha uzun Omiirli
olmalarini desteklemek adacik hiicresinin nakil basarisini arttiracak olan bir etkendir. Bizde
calismamizda bu amaca uygun olacak sekilde pankreas adacik hiicrelerinin ylizey
modifikasyonunu, aktiflestirilen poli-L-glutamik asit tiirevleri ile gergeklestik, Endoplazmik
retikulum (ER) stresi ile olan iliskisini degerlendik ve farelerin bobrek kapsiilii altina adacik

hiicre nakli yaparak ¢alismamizin in-vivo basarisini degerlendirdik.

ER stresinin degerlendirilmesi ¢alismalar1 ‘TUBITAK 2214-A Yurt Disi Doktora Sirasi
Arastirma Bursu Programi’ destegi ile gidilen Amerika Birlesik Devletler1 Harvard
Universitesi Tip Fakiiltesi Ozcan laboratuvarinda gerceklestirdik. Tezdeki diger ¢alismalar
‘TUBITAK 3001- Baslangic Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi’ destegi ile Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimii ve Diskapt Yildirrm Beyazit Egitim ve Arastirma

Hastanesi Adacell Adacik hiicre aragtirma merkezi ortak caligmasi olarak devam ettirdik.

Tezin bu kisminda yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglar1 agagidaki basliklar altinda verildi.
Bu basliklari; izole edilen adacik hiicrelerinin % canlilik sonuglari, adacik hiicrelerinin
aktiflestirilen PLGA ile muamelesi, adacik hiicrelerine glukoz stimiilasyon testinin yapilmasi,
ylizey modifikasyonunun hiicrede endoplazmik retikulum stresi olusturup olusturmadigi,
Biyotin-streptavdin etkilesimi ile adacik hiicre yilizeyindeki tabaka kalinligmin arttirtlmasi,
yiizey modifikasyonunun gergeklestiginin ispat yontemleri ve yilizeyi modifiye edilen adacik

hiicrelerinin in-vivo basarisinin degerlendirilmesi olusturmaktadir.
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5.1. Adacik Hiicrelerinin PLGA-NHS ile Yiizey Modifikasyonu Isleminin Sonuclar

5.1.1. Adacik hiicrelerinin % canhlik sonuclari

Herbir gruptaki adaciklarin fotograflari floresan mikroskobu ile ¢ekildi ve fotograflar resim
5.1 de gosterildi. Resim 5.1.A. da adacik hiicrelerinin beyaz 1sik altindaki goriintiisii
goriilmektedir. Resim 5.1.B. adacik hiicrelerinin FDA ile boyanarak mavi fluoresan 1sik
altindaki gortintiisiinii gostermektedir. Resim 5.1.B. incelendiginde FDA ile boyanmis adacik
hiicresindeki canli hiicrelerin yesil renkli oldugu goriildii. Resim 5.1.C. PI ile boyanan adacik
hiicrelerinin yesil fluoresan 1g1k altinda g¢ekilen goriintiisiinii gostermektedir. Resim 5.1.C

incelendiginde PI ile boyanmis adacik hiicrelerinin kirmizi renkli olmast 6li hiicreler

oldugunu gostermektedir. Goriintiiler 40X biiyiitmede alinmistir.

A

Resim 5.1. Adacik hiicrelerinin floresan mikroskobu altindaki goriintiileri A. Adacik
hiicrelerinin beyaz 1s1k altindaki goriintiisii. B. Adacik hiicrelerinin FDA ile
boyanarak mavi fluoresan 151k altindaki goriintiisii. C. PI ile boyanan adacik
hiicrelerinin yesil floresan 1sik altinda ¢ekilen goriintiisii
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FDA ve PI fotograflari ¢ekilen adacik hiicreleri MAT-LAB programi kullanilarak iki fotograf
iist iiste koyuldu ve adacik hiicrelerinin % canliliklar1 belirlendi ve ¢izelge 5.1 de sonuglar

verildi.

Cizelge 5.1. FDA ve PI ile boyanmis olan adacik hiicrelerinin MAT-LAB programi ile analiz
edilen canliliklart.

0.saat 24. saat 48, saat
Kontrol 83,9 92,5 92,1
PLGA -- 94,0 95,1

Cizelge 5.1 incelendiginde yapilan 48 saatlik in-vitro takipte kontrol grubunun % canliliklar
ile PLGA grubunun % canliliklarinin benzer ¢iktigi goézlendi. PLGA kaplamasinin, adacik

hiicre canlilig1 iizerine herhangi bir olumsuz etkisi olmadig1 belirlendi.

Elde edilen % canlilik sonuglarinin istatiksel analizi yapildiginda sekil 5.1 de goriildiigii lizere

gruplar arasinda istatiksel fark gézlenmedigi belirlendi.

% Canlilik Sonucglari

Sekil 5.1. Adaciklarin izolasyondan sonra, 24 ve 48 saat kiiltiirden sonraki canliliklari. n.s :
istatiksel olarak fark bulunmamaktadir



66
5.1.2. Glukoz stimiilasyonu testi sonuclari
Adacik hiicrelerinin fonksiyonelliklerini belirlemek i¢in glukoz stimiilasyon testi yapildi.

Glukoza yanit olarak salgiladiklar1 insiilin miktarlarlar1 ile stimiilasyon indeksi hesaplandi ve

sonuglar Cizelge 5.2°de verildi.

Cizelge 5.2. Adaciklarin izolasyondan sonra, 24 ve 48 saat kiiltiirden sonraki stimiilasyon
indeksi sonuglari

0.saat 24. saat 48. saat
Kontrol 2,39 2,54 2,50
PLGA 2,60

Cizelge 5.2 incelendiginde kontrol grubu ve PLGA grubunun stimiilasyon indeksi
degerlerinin benzer degerlerde oldugu gbzlendi.
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda Sekil 5.2°de gosterildigi gibi kontrol grubu ile PLGA

grubu arasinda istatiksel farkin olmadig1 gozlenmistir.

Stimiilasyon indeksi Sonuglari
n.s

1

X X X X
2 2> > 2
o . ?’b ?fo . ?fo
\Q \'1' \bfb I
& «° &0 VC’V
~{~° 4~o° {~o° N

Sekil 5.2. Adaciklarin izolasyondan sonra, 24 ve 48 saat kiiltiirden sonraki stimiilasyon
indeksi sonuglari. n.s: istatiksel olarak fark bulunmamaktadir



5.1.3. Endoplasmik retikulum stresi sonugclari

Adacik hiicrelerine yapilan ylizey modifikasyonu isleminin endoplazmik retikulum stresine
neden olup olmadig1 western blot protein miktar1 belirleme yontemi ile tespit edildi. Bunun
i¢in endoplazmik retikulum stres yolaklarindan olan elF2a ve PERK yolag: incelendi. Ilk
olarak; Ser51 aminoasiti iizerinden fosforile olan elF2a (p-elF2a) protein miktari ve toplam
elF2a protein miktarina, ikinci olarak da Thr980 amino asiti iizerinden fosforile olan PERK
(p-PERK) protein miktarina ve toplam PERK protein miktarina bakildi. Filme yansitilan
protein miktarlarinin hesaplanmasi Image J programi ile gergeklestirildi. Her bir yolaktaki
protein miktarlar1 hiicrenin temel proteinlerinden olan B-Aktin ile standartize edildi.

Resim 5.2 incelendiginde kontrol grubuna ve PLGA grubuna yapilan western blot analizinde
fosforile olan elF2a (p-elF2a) protein miktarlarinin ve toplam elF2a protein miktarlar: ile

benzer ¢iktig1 gozlendi.

Kontrol1 Kontrol2 Kontrol3 PLGA1 PLGA2 PLGAS3

p-elF2a

elF2a

B-Aktin

Resim 5.2. Kontrol grubu ve PLGA ile yiizey modifikasyonu ger¢eklesen adacik hiicrelerinin
western blot ile belirlenen Ser51 iizerinden elF2a fosforilasyonu (p-elF2a) ve
toplam elF2a protein miktarlari. Herbir grup 3 kez tekrarland1

Protein miktarlar1 B-Aktin proteini ile standardize edildikten sonra sekil 5.3 de gorildiigi
tizere grafige gegirildi ve istatiksel analiz yapildi. Kontrol grubu ve PLGA gruplar1 arasinda

herhangi bir istatiksel fark gézlenmedi.
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Sekil 5.3. Kontrol grubu ve PLGA ile yiizey modifikasyonu gerceklesen adacik hiicrelerinin
western blot ile belirlenen Ser51 iizerinden elF2a fosforilasyonu (p-elF2a) ve
toplam eIF2a protein miktarlarinin B-Aktin protein ile normalize edilmesi. Herbir
grup 3 kez tekrarlanmistir. n.s : istatiksel olarak fark bulunmamaktadir

Resim 5.3 incelendiginde kontrol grubuna ve PLGA grubuna yapilan western blot analizinde
fosforile olan PERK (p-PERK) protein miktarlarinin ve toplam PERK protein miktarlari ile

benzer ¢iktig1 gozlenmistir.

Kontrol 1 Kontrol2 Kontrol3 PLGA1 PLGA 2 PLGA 3

p-PERK
PERK

B-Actin

Resim 5.3. Kontrol grubu ve PLGA ile yiizey modifikasyonu gergeklesen adacik hiicrelerinin
western blot ile belirlenen Thr980 {izerinden PERK fosforilasyonu (p-PERK) ve
toplam PERK protein miktarlari. Herbir grup 3 kez tekrarlanmistir. n.s: istatiksel
olarak fark bulunmamaktadir



69

Protein miktarlar1 B-Aktin proteini ile standardize edildikten sonra sekil 5.4°de gorildigi
tizere grafige gegirildi ve istatiksel analiz yapildi. Kontrol grubu ve PLGA gruplar1 arasinda

herhangi bir istatiksel fark gozlenmedi.

n.s
2.0  —
1.5+ n.s
RS RS RS RS
& & & &
2° 2° 2° 2°
~l~\Qz ~t~\Qe ~l~\QE ~l~\Qé
& & & &
R Q R Q
& \,Cov & Vo"
+o° Q +o° Q

Sekil 5.4. Kontrol grubu ve PLGA ile ylizey modifikasyonu gergeklesen adacik hiicrelerinin
western blot ile belirlenen Thr980 iizerinden PERK fosforilasyonu (p-PERK) ve
toplam PERK protein miktarlarinin 3-Aktin protein ile normalize edilmesi. Herbir
grup 3 kez tekrarlanmistir. n.s : istatiksel olarak fark bulunmamaktadir

5.2. Sentezlenen Poli-L-Glutamik Asit Tiirevlerinin Karakterizasyonu

Deneysel asamanin bu kisminda, aktiflestirilmis Poli-L-Glutamik asit ve tiirevlerinin

karakterizasyonu FT-IR ve "H-NMR kullamlarak yapildi.
5.2.1. Poli-L-Glutamik asit sodyum tuzu’nun karakterizasyonu

Ticari olarak satin alinan poli-L-glutamik asit sodyum tuzu (PLGA-Na)’nun (Ma 50000-
100000) FT-IR ve 'H-NMR ile karakterizasyonu yapildi. Sekil 5.5 incelendiginde yaklagik
1397 cm™ de gozlenen gerilme titresiminin poli-L-glutamik asit’deki -COO™ e ait oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 5.5. Poli-L-Glutamik asit sodyum tuzu’nun FT-IR goriintiisii

PLGA-Na’un "H-NMR’1 suda ¢oziilerek alind1. Sekil 5.6 incelendiginde 1,8 ppm’de gdzlenen
coklu yayvan pikin PLGA-Na’da bulunan B karbonundaki hidrojenlere ait oldugu, yaklasik
2,2 ppm de gozlenen ¢oklu pikin NH protonu ile -CH,COO" grubundaki protonlara ait oldugu
ve yaklasik 4 ppm’de gozlenen pikin -NHCHCO grubundaki karbon protonuna ait oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 5.6. Poli-L-Glutamik asit sodyum tuzu’nun *H-NMR gériintiisii
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5.2.2. Poli-L-Glutamik asit’in karakterizasyonu

Dimetilsiilfoksit’de ¢Oziiniirliigiinii saglamak i¢in HCI asit ile Poli-L-glutamik asit sodyum
tuzundan Poli-L-glutamik asit formu elde edildi. Poli-L-glutamik asit’in FT-IR ve *H-NMR
ile karakterizasyonu yapildi. Sekil 5.7 incelendiginde 1643 cm™ de gdzlenen gerilme titresimi
poli-L-glutamik asit’deki COOH grubundaki C=O grubuna ait oldugu gozlendi. 1169-1250
araligindaki gerilme titresimleri poli-L-glutamik asit’deki COOH grubundaki C-O grubuna ait

oldugu gozlendi.

951
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701

65+
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60+
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Sekil 5.7. Poli-L-Glutamik asit’in FT-IR goriintiisi

PLGA’nin *H-NMR’1 DMSO-dg’da ¢oziilerek alind. Sekil 5.8°deki *H-NMR incelendiginde
PLGA-Na’un 'H-NMR goriintiisiinde (Sekil 5.6) olmayan piklerden yaklasik 8,2 ppm’de
gozlenen pikin —-NH grubundaki protona ait oldugu, yaklasik 12 ppm’de gozlenen pikin —
COOH grubundaki protona ait oldugu gozlenmistir. 12 ppm’deki pikin gézlenmesi PLGA’da

bulunan —COO" grubunun protonlandigini géstermektedir.
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Sekil 5.8. Poli-L-Glutamik asit’in *H-NMR gériintiisii

5.2.3. Poli-L-Glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit’in (PLGA-Siilfo-NHS)

karakterizasyonu

Poli-L-glutamik asit’in suda ¢oziiniirliigiinii arttirmak ve adacik hiicre yiizeyine kovalent bag
ile baglanmasini saglamak i¢in karboksilik asit gruplar siilfo-NHS ile aktiflestirildi. PLGA-
Siilfo-NHS’in karakterizasyonu FT-IR ve "H-NMR analizleri ile yapildi.

Sekil 5.9 incelendiginde 1736, 1786 ve 1816 cm™ de gdzlenen gerilme titresimlerinin poli-L-
glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit’deki NHS grubundaki C=0O grubuna ait oldugu
gozlendi. Bu FT-IR goriintiisiine gore poli-L-glutamik asidin karboksilik asit grubunun siilfo-
NHS ile aktiflestirildigi belirlendi.
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Sekil 5.9. Poli-L-Glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit’in (PLGA-Siilfo-NHS) FT-IR
goruntisu

PLGA-siilfo-NHS’in 'H-NMR’1 DMSO-d¢’da ¢oziilerek alindi. Sekil 5.10°daki *H-NMR
gorlintiisiini PLGA’nin 'H-NMR goriintlisii (Sekil 5.8) ile karsilastirildiginda yaklasik 2,8
ppm’de goziiken pikin N-hidroksisiilfosiiksinimit grubundaki CH, protonlarindan, 4 ppm’deki
pikin N-hidroksisiilfosiiksinimit grubundaki CH protonundan, 12 ppm’de gézlenen pikin ya
polimerin u¢ grubunda bulunan —COOH daki protana ait ya da aktive olmamis —COOH
gubundaki protondan geldigi gozlenmistir. 12 ppm’deki pikin siddetinin azalmasi1 —COOH
grubunun siilfo-NHS ile yerdegistirdigini ispatlamistir.
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Sekil 5.10. Poli-L-Glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit’in (PLGA-Siilfo-NHS) 'H-NMR
goruntiisu

5.2.4. Poli-L-Glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit-Floresein Glisin Amit’in (PLGA-
Siilfo-NHS-FGA) karakterizasyonu

Poli-L-Glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit (PLGA-Siilfo-NHS) ile floresein glisin amit
(FGA) tepkimeye sokularak poli-L-Glutamik asit’e floresan grup takildi. Tepkimeye
PLGA:FGA (2000:1) oraninda koyuldu. PLGA-Siilfo-NHSin karakterizasyonu FT-IR ve *H-
NMR analizleri ile yapildi. Sekil 5.11°deki FT-IR analizi incelendiginde 3205 cm™ de
gozlenen pikin yayvan hale gelmesi FGA grubundaki —COOH grubundan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. 1732, 1786 ve 1817 cm™ de gozlenen piklerin siilfo-NHS grubundaki —C=0
cift bagina ait gerilme titresimi oldugu gozlenmistir. Tepkimeye giren FGA miktariin az

olmasindan kaynakli FGA grubuna ait piklerin net olarak gozlenemedigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.11. PLGA-Siilfo-NHS-FGA’nin FT-IR goriintiisii

PLGA-siilfo-NHS’in 'H-NMR’1 DMSO-d¢’da ¢oziilerek alindi. Sekil 5.12°deki *H-NMR
goriintlisti PLGA-stiilfo-NHS 'H-NMR gorilintlisti (Sekil 5.10) ile karsilastirildiginda 8
ppm’den baslayan yayvan pikin poli-L-glutamik asitdeki NH protonuna ve FGA grubundaki
benzen halkasi protonlarina ait oldugu, 9 ppm’deki pikin PLGA ile FGA arasinda olusan amit
bagindaki NH protonuna ait oldugu, yaklasik 10,6 ppm’de gozlenen pikin FGA’daki —OH

grubu protonuna ait oldugu gozlenmistir.
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Sekil 5.12. PLGA-Siilfo-NHS-FGA’nin 'H-NMR goruntiisu
5.2.5. Poli-L-glutamik asit-N-hidroksisiiksinimit’in (PLGA-NHS) karakterizasyonu

PLGA polimerinin karboksilik asit grubu NHS ile aktifilestirilerek biyositin ile arasinda
kovalent bag olusturuldu. PLGA-NHS’in karakterizasyonu FT-IR ve ‘H-NMR analizi ile
yapildi. Sekil 5.13 incelendiginde 1728, 1780 ve 1811 cm™ de gbzlenen gerilme titresimi poli-
L-glutamik asit-N-hidroksisiiksinimit’deki NHS grubundaki C=0O grubuna ait oldugu

gozlendi.
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Sekil 5.13. Poli-L-glutamik asit-N-hidroksisiiksinimit’in (PLGA-NHS) FT-IR gériintiisii

PLGA’nin *H-NMR’1 DMSO-dg’da ¢ziilerek alindi. Sekil 5.14°deki *H-NMR gdriintiisii
PLGA’nin *H-NMR gorlintiisii (Sekil 5.8) ile karsilastirildiginda yaklasik 2,8 ppm de

goziiken yayvan pikin N-hidroksisiiksinimit grubundaki protonlarindan geldigi ve poli-L-

glutamik asitdeki -CH,COO grubundaki protonlara ait oldugu, 12 ppm de gozlenen pikin ya

polimerin u¢ grubunda bulunan —COOH daki protana ait ya da aktive olmamis —COOH

gubundaki protona ait oldugu goriilmektedir. 12 ppm’deki pikin siddetinin azalmasi —-COOH

grubunun siilfo-NHS ile yerdegistirdigini ispatlamstir.
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Sekil 5.14. Poli-L-glutamik asit-N-hidroksisiiksinimit’in (PLGA-NHS) *H-NMR gériintiisii
5.2.6. Poli-L-Glutamik asit-Biyositin’in (PLGA-Biyositin) karakterizasyonu

Adacik hiicre yiizey modifikasyonunda tabaka kalinligin1 arttirmak i¢in biyositin-streptavidin
etkilesiminden faydalandik. Bu amagla, Poli-L-Glutamik asit-N-hidroksisiilfosiiksinimit
(PLGA-Siilfo-NHS) ile biyositin’in NH; grubunu tepkimeye sokarak kovalent bag olusturduk.
PLGA-Biyositin’in karakterizasyonu FT-IR ve 'H-NMR analizleri ile yapildi. Sekil 5.15
incelendiginde poli-L-glutamik asit-N-hidroksisiiksinimit’deki NHS grubundaki C=0 grubuna
ait olan 1736, 1786 ve 1816 cm™ de gozlenen gerilme titresimlerinin kayboldugu gozlendi. Bu
piklerin kaybolmasi kovalent bag olustugunu gostermektedir. 3277 cm™ de gozlenen pikteki

yayvanlagmada biyositin grubundan kaynakli olacag diistintildi.
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Sekil 5.15. Poli-L-Glutamik asit-Biyositin’in (PLGA-Biyositin) FT-IR goriintiisii

Sekil 5.16°daki 'H-NMR goriintiisiinde  goriildiigi iizere  PLGA-NHS’nin  'H-NMR
gorlintiisiinde (Sekil 5.14) goziikmeyen yaklagik 1,5 ppm ile 2 ppm arasinda gozlenen ¢oklu
piklerin biyositin grubundaki —CH, protonlarindan geldigi goriilmektedir. PLGA-NHS’ nin
'H-NMR gériintiisindeki 2,8 ppm de goziiken yayvan pikin kaybolmasi N-hidroksisiiksinimit
grubunun polimerden ayrildigini gostermektedir. 3,5 ppm’deki pikin yayvanlasmasi biyositin
grubundaki —CH,S protonlarina ait oldugunu géstermektedir. Yaklasik 4,3 ppm’de gbzlenen
coklu pikleri biyositin grubundaki halkali yapida bulunan —CH, protonlarina ait oldugu
gorilmektedir. 6,5 ppm’deki pikler biyositin grubundaki halkali yapida bulunan N-H

gruplarina ait oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.16. Poli-L-Glutamik asit-Biyositin’in (PLGA-Biyositin) *H-NMR gbriintiisii

5.3. Farkli Derisimlerde PLGA-Siilfo-NHS ile Yiizey Modifikasyonu Gerceklesen
Adaciklarin % Canlilik Sonuclar

Siilfo-NHS ile aktiflestirilen PLGA polimeri 3 mg/mL, 2 mg/mL ve 1 mg/mL
derisimlerindeki 3 farkli dozda DPBSWG c¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan bu
¢ozeltiler adacik hiicrelerinin yiizeyini modifiye edebilmek igin, adacik hiicreleri ile 30 dakika
inkiibe edildi. Yiizey modifikasyonu gerceklesen adaciklar hem RPMI 1640 (+) ¢ozeltisi ile
hemde sitokin karisimii iceren RPMI 1640 (+) ¢6zeltisi ile 48 saat inkiibe edildi. 0., 24. ve 48.
saatlerde her bir grubun % canliliklart tekrar sayisi 3 (n=3) olacak sekilde degerlendirildi.

Sekil 5.17°de % canlilik sonuglar1 verildi.



100,00

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

% Canlilik Sonuclar1 (n=3)

0.saat
Kontrol

0.saat 3
mg/mL

0.saat 2
mg/mL

0.saat 1
mg/mL

24 .saat
Kontrol

24.saat 3
mg/mL

24 .saat 2
mg/mL

24.saat 1
mg/mL

24.saat
Sitokinli
Kontrol

24 .saat
Sitokinli
3 mg/mL

24.saat
Sitokinli
2 mg/mL

24 saat
Sitokinli
1 mg/mL

48.saat
Kontrol

48.saat 3
mg/mL

48.saat 2
mg/mL

48.saat1
mg/mL

48.saat
Sitokinli
Kontrol

48.saat
Sitokinli
3 mg/mL

48.saat
Sitokinli
2 mg/mL

48.saat
Sitokinli
1 mg/mL

|lSeri 1

79,27

77,57

83,57

80,20

77,50

68,57

75,23

71,93

58,37

56,50

57,20

54,17

78,67

70,77

77,23

78,87

47,70

58,50

59,13

51,60

Sekil 5.17. Farkli derisimlerde PLGA-Siilfo-NHS ile yiizey modifikasyonu gerceklesen adaciklarin % canlilik sonuglari

18
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% Canliklarin istatiksel analizi GraphPad Prism programi ve Two-Way ANOVA metotu
ile yapildi. Yiizey modifikasyonunun basarist adaciklarin sitokin saldirisina karst % canli
sag kalimlan ile belirlendi. Sekil 5.18 incelendiginde 48 saat boyunca sitokin ile kiiltiire
edilen adaciklarda 3 mg/mL ile kaplanan adaciklarin canliliklar1 kontrol grubundaki
adaciklarin canlililarindan % 10,8 daha fazla, 2 mg/mL ile kaplanan adaciklarin canliliklar
kontrol grubundaki adaciklarin canliliklarindan % 11,4 daha fazla oldugu gozlenmistir. 2
mg/mL derisimindeki PLGA ile modifiye edilen adaciklarin % canliliklar1 kontrol grubuna

gore istatiksel olarak daha anlamli ¢ikmustir.
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Sekil 5.18. Farkli derisimlerde PLGA-Siilfo-NHS ile yiizey modifikasyonu gerceklesen
adaciklarin % canliliklarinin istatik sonuglari (** p<0,05 ve *** p<0,001)
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5.4. Farkh Derisimlerde PLGA-Siilfo-NHS ile Yiizey Modifikasyonu Gergceklesen

Adaciklarin Stimiilasyon indeksi Sonuglar

PLGA-siilfo-NHS’in 3 farkli derisimi ile ylizey modifikasyonu islemi yapilan adacik
hiicreleri 48 saat boyunca kiiltiire edildi. 48 saat sonra adacik hiicrelerine 3,3 mM ve 16,7
mM glukoz ¢ozeltileri ile glukoz stimiilasyon testi yapildi. 16,7 mM glukoz ¢ozeltisi ile
inkiibasyon sonucu elde edilen insiilin miktar1 3,3 mM glukoz ¢dzeltisi ile inkiibasyon
sonucu elde edilen insiilin miktarina oranlanarak stimiilasyon indeksi (SI) hesaplandi. Sekil
5.19 incelendiginde 3 mg/mL derisiminde PLGA ile yiizeyi modifiye edilen adacik
hiicresinin stimiilasyon indeksi degeri ile kontrol grubu arasindaki sonuglar benzer
cikarken, 2 mg/mL ve 1 mg/mL PLGA ile modifiye edilen adacik hiicrelerinin stimiilasyon
indeksi daha yiiksek degerde cikti. Her bir grubun SI tekrar sayis1 3 (n=3) olacak sekilde
degerlendirildi.

Stimiilasyon Indeksi Sonuclar

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Kontrol 3 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL
|- Seri 1 4,71 4,36 6,82 6,78

Sekil 5.19. PLGA-Siilfo-NHS ile yiizey modifikasyonu gerceklesen adaciklarin
stimiilasyon indeksi sonuglari

Elde edilen stimiilasyon indeksi degerlerinin istatiksel analizi GraphPad Prism programi ve

Two-Way ANOVA metotu ile yapildi. Sekil 5.20 incelendiginde 2 mg/mL ve 1 mg/mL

PLGA derisimlerinin SI sonuglar1 kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli ¢ikt1 (**

p<0,05)
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Stimiilasyon indeksi Sonuglari
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Sekil 5.20. PLGA-Siilfo-NHS ile yiizey modifikasyonu gerceklesen adaciklarin
stimiilasyon indekslerinin istatiksel analiz sonuglari
5.5. Fluoresan Grup Baglanan Siilfo-NHS ile Aktiflestirilen PLGA Polimerinin
Adacik Hiicre Yiizeyine Baglandiginin Tespiti

Adacik hiicrelerinin ylizey modifikasyonunun gergeklestigini ispatlamak i¢in PLGA-siilfo-
NHS-FGA kullanildi. PLGA derisimi belirleme c¢aligmalarinda optimum derisim olarak
belirlenen 2 mg/mL derisimi PLGA-siilfo-NHS-FGA iginde kullanildi. Resim 5.4.A
incelendiginde hiicrenin ylizeyinde floresan 1simanin goézlenmesi ile PLGA’nin adacik
hiicre yiizeyine baglandigi ispatlandi. 10. giine kadar yapilan takipte Resim 5.4.B’deki
fotografda goriildiigli gibi floresan 1s1manin varligt PLGA nin adacigin hiicre yiizeyinde

oldugunu gosterdi.
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Resim 5.4. PLGA-siilfo-NHS-FGA ile yiizey modifikasyonu yapilan hiicrelerin goriintiisii.
A. Yiizey modifikasyonunun yapildigr giin floresan mikroskobu goriintiisti,
B. Yiizey modifikasyonu yapilan adaciklarin kiiltiiriin 10. giiniinde alinan
ornegin floresan mikroskobu goriintiisii

5.6. Biyositin Grubu Baglanan PLGA ile Yiizeyi Kaplanan Adacik Hiicrelerinin %
Canhilik Sonuclar:

Adacik hiicrelerinin tabaka kalinligini arttirmak icin biyositin-streptavidin etkilesiminden
yararlandik. Adacik hiicrelerinin yiizeyini biyotinlendikten sonra streptavidin ile muamele
ettik. Daha sonra biyositin grubu baglanan PLGA ile adacik hiicresi muamele edilerek
yiizey modifikasyonu islemini tamamladik. Adacik hiicreleri 48 saat hem normal RPMI
1640 (+) besiyeri ile hem de sitokin karisimii igeren RPMI 1640 (+) besiyeri ile kiiltiire
edildi. Sekil 5.21 incelendiginde 48 saat kiiltiir isleminin sonunda kontrol grubu ile
biyositin ile ylizeyi modifiye edilen grubu adacik hiicrelerinin % canliklar1 arasinda fark
gozlenmedi. Sitokinli grupta ise biyositin grubunun canliligi yaklasik % 3,6 daha fazla

oldugu gozlendi.
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Sekil 5.21. Biyositin grubu baglanan PLGA ile yiizey modifikasyonu yapilan adacik
hiicrelerinin % canlilik sonuglari

1001

% Canlilik Sonuglari (n=3)

Sekil 5.22. Biyositin grubu baglanan PLGA ile yiizey modifikasyonu yapilan adacik
hiicrelerinin % canlilik istatiksel analiz sonuglar1

Sekil 5.22°de goriildiigii tizere % canlilik sonuglarinin istatiksel analizi yapildiginda 48.

saatde gruplar arasinda istatiksel fark gézlenmedi.
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5.7. Biyositin Grubu Baglanan PLGA ile Yiizeyi Modifiye Edilen Adacik Hiicrelerinin

Stimiilasyon Indeksi Sonuclar

Adacik hiicrelerinin yiizeyi PLGA-Biyositin ile modifiye edildikten sonra 3,3 mM ve 16,7
mM glukoz derisimine sahip Krebs ¢ozeltileri ile glukoz stimiilasyonu yapildi. Daha sonra
alman insllin Ornekleri Olglilerek stimiilasyon indeksi hesaplandi. Sekil 5.23
incelendiginde tabaka kalinliginin arttirilmasi adacik hiicrelerinin insiilin salinimini

azalttig1 goriildii.

Stimiilasyon Indeksi Sonuclar

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

kontrol biyositin
®Seri 1 3,43 1,93

Sekil 5.23. Biyositin grubu baglanan PLGA ile yiizeyi modifiye edilen adacik hiicrelerinin
stimiilasyon indeksi sonuglar1

Sekil 5.24’de goriildiigli lizere stimiilasyon indeksi sonuglarinin yapilan istatiksel
analizinde, biyositin grubunun stimiilasyon indeksi sonucunun kontrol grubunun
stimiilasyon indeksi sonucundan istatiksel olarak anlamli derecede az oldugu goriildii
(*** p<0,05).
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Stimiilasyon indeksi Sonuglari
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Sekil 5.24. Biyositin grubu baglanan PLGA ile yiizeyi modifiye edilen adacik hiicrelerinin

stimiilasyon indeksinin istatiksel analiz grafigi (*** p<0,05)

5.8. Adacik Hiicrelerinin Yiizeyinin Biyotinlendiginin ispati

Adacik hiicrelerinin yiizeyinin biyotinlendigini ispatlamak icin adacik hiicreleri
biyotinlenditen sonra floresan boya takili olan streptavidin-FITC ile muamele edildi.
Floresan mikroskobu ile ¢ekilen resim 5.5.A da adacik hiicresinin yiizeyinin modifikasyon
islemi yapildiktan sonraki fotografi goriilmektedir. Adacik hiicrelerinde goriilen yesil
isimalar hiicrenin yiizeyinin biyotinlendigini gostermektedir. Floresan mikroskobu ile
cekilen resim 5.5.B goriintiisii ise 30 giin kiiltiire edilen yiizeyi biyotinlenmis ve boyanmis

adacik hiicrelerinin fotografi goriilmektedir.
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Resim 5.5. Adacik hiicrelerinin yiizeyinin biyotinlendiginin ispati. Adacik hiicreleri
biyotinlendikten sonra streptavidin-FITC ile muamele edildi. A. Adaciklarin
yiizey modifikasyonu yapildiktan sonraki floresan goriintiisii, B. Adaciklarin
yiizey modifikasyonu yapildiktan 30 giin sonraki floresan goriintiisii

5.9. Pankreas Adacik Hiicrelerinin Yiizeyinin Modifikasyon Yiizdesinin Belirlenmesi

Sonuglar:

Adacik hiicrelerinin yiizeyi 1 mg/mL ve 2 mg/mL PLGA-NHS ile modifiye edildikten
sonra hiicrelerin yiizeyinin modifikasyon yiizdesini belirledik. ilk olarak adacik hiicresinin
ylizeyine kovalent bag olusturacak olan NHS grubu igeren DSB-X biyotin ile adacik hiicre
yiizeyi biyotinlendi. Daha sonra HRP enzimi bagli olan streptavidin ile hiicreler muamele

edildi.

— - —_—

i | sl ‘wﬁ

Resim 5.6. Pankreas adacik hiicrelerinin yiizeyinin modifikasyon ylizdesinin belirlenmesi
icin yapilan deneysel islemlerin goriintiisii
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96 kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuk dizayni;

K : Kontrol

1:1 mg/mL PLGA-NHS ¢ozeltisinde inkiibe edilen adaciklar
2 : 2 mg/mL PLGA-NHS ¢ozeltisinde inkiibe edilen adaciklar
HRP : Hazirlanan HRP’den eklenen 6rnek

Kor : 100 pL. TMB substrat + 50 pL Stop ¢ozeltisi

Bu deneyde adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonu gerceklestiyse aktiflestirilmis
biyotinin baglanma oraninda diisiis gerceklesecekti. Sekil 5.25 incelendiginde yapilan OD
hesaplamalarina gore; eger biyotin kontrol grubundaki adaciklara %100 oraninda
baglandig1 kabul edilirse, bu baglanma 1 mg/mL PLGA-NHS grubunda %90 oraninda, 2
mg/mL PLGA-NHS grubunda %44 oraninda gergeklesmistir. Yani 2 mg/mL derisimindeki
PLGA-NHS ile modifiye edilen adaciklarda yiizey modifikasyonu % 56 oraninda
gergeklesmistir.

PLGA-NHS ile adacik hiicre yiizey kaplamasi

1,00
0.90
0.80

£ 0,70

€ 060

3 050

< 040

S 030
0.20
0.10
0,00

450

Kontrol 1 mg/mL 2 mg/mL
mOD 0,81 0,73 0,36

Sekil 5.25. Adacik hiicresinin ylizeyine baglanan HRP enzimi tarafindan kullanilan
substratin OD degerleri
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5.10. Diyabetli Farelerin Bobrek Kapsiilii Altina Gerceklestirilen Adacik Hiicre Nakli

Sonrasi Farelerin Kan Glukoz Degerleri

Adacik hiicre yiizey modifikasyonu isleminin in-vivo basarisini ve adacik hiicrelerine karsi
bagisiklik sistemi saldirilarin1 degerlendirmek i¢in sigan adacik hiicreleri diyabetli farelerin
bobrek kapsiilii altina nakil edildi. Fareler asagida tanimlanan 4 gruba ayrildi.

1. Adacik grubu: 500 adet sican adacig1 diyabetli farelerin bobrek kapsiilii altina nakil
edildi.

2. Yizeyi PLGA modifiye adacik grubu: 500 adet sican adaciginin yiizeyi 2 mg/mL
PLGA-siilfo-NHS ile modifiye edildikten sonra diyabetli farelerin bobre kapsiilii altina
nakil edildi.

3. Kontrol grubu: Herhangi bir islem yapilmayan saglikli fareler.

4. Diyabet grubu: Herhangi bir islem yapilmayan diyabetli fareler.

300 mg/dL ve iizerinde kan glukoz degerine sahip fareler diyabetli olarak kabul edildi. In-
vivo nakil basarist i¢in kan glukozu degerleri 200 mg/dL ve alt degerleri olarak kabul
edildi.

5.10.1. Adacik grubu farelerinin kan glukozu degerleri

Siganlardan izole edilen adacik hiicreleri 24 saat kiiltiire edildikten sonra 500 adet
adacik/fare olacak sekilde diyabetli Balb-c farelerin bobrek kapsiilii altina nakil edildi. 30
giin boyunca farelerin kan glukoz degerleri takip edildi. 200 mg/dL ve alt degerindeki kan
glukozu degerleri nakil basaris1 olarak kabul edildi. Sekil 5.26’daki kan glukoz degerleri
incelendiginde nakil basarisi, nakil yapilan 4 farede 7 ile 15 giine kadar gozlendi ve kan

glukoz degerleri sekil 5.26°da gosterildi.

5.10.2. Yiizeyi PLGA modifiye adacik grubu farelerinin kan glukozu degerleri

24 saat kiiltiire edilen sigcanlardan izole edilen adacik hiicrelerinin yiizeyi 2 mg/mL PLGA
ile modifiye edildi. 500 adet yiizeyi modifiye adacik/fare olacak sekilde diyabetli Balb-c
farelerin bobrek kapsiilii altina nakil edildi. 30 glin boyunca farelerin kan glukoz degerleri
takip edildi. 200 mg/dL ve alt degerindeki kan glukozu degerleri nakil basarisi olarak kabul
edildi. Sekil 5.27°deki kan glukoz degerleri incelendiginde nakil basarisi, nakil yapilan 4
farede 16 giin ile 30 giine kadar gézlendi ve kan glukoz degerleri sekil 5.27°de gosterildi.
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5.10.3. Kontrol grubu farelerinin kan glukozu degerleri

Sekil 5.28 incelendiginde herhangi bir islem yapilmayan saglikli farelerin 30 giin boyunca

takip edilen kan glukoz degerlerinin 91-126 mg/dL araliginda degistigi gozlendi.

5.10.4. Diyabetli grubu farelerinin kan glukozu degerleri

Sekil 5.29 incelendiginde streptozosin ile diyabet edilen farelerin 30 giin boyunca takip

edilen kan glukoz degerlerinin 300 mg/dL {izerinde oldugu gozlendi.

5.10.5. 4 farkh gruptaki farelerin ortalama kan glukozu degerleri

Sekil 5.30°da 4 farkli grupta bulunan farelerin ortalama kan glukoz degerleri verildi. 200
mg/dL ve alt degerindeki kan glukozu degerleri nakil basaris1 olarak kabul edildiginde,
adacik grubunda ortalama 11 giinliik basar1 mevcutken kaplamali adacik grubunda 17
giinliik basar1 elde edilmistir. Ayrica, ylizeylr modifiye adacik grubunun kan glukoz

degerlerinin kontrol grubundaki farelere daha yakin oldugu gozlendi.
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Sekil 5.26. Adacik grubu farelerinin 30 giinliik kan glukozu degerleri (mg/dL)
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Sekil 5.27. Yiizeyi PLGA modifiye adacik grubu farelerinin 30 giinliik kan glukozu degerleri (mg/dL)
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Sekil 5.28. Kontrol grubu farelerinin 30 giinliik kan glukozu degerleri (mg/dL)
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Sekil 5.29. Diyabet grubu farelerinin 30 giinliik kan glukozu degerleri (mg/dL)
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Sekil 5.30. 4 farkl1 gruptaki farelerin 30 giinliik ortalama kan glukozu degerleri (mg/dL)
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6. TARTISMA VE SONUCLARIN YORUMU

Seker hastaligimin tedavisinde pankreas adacik hiicre nakli bagisiklik sistemi baskilayici
ilaglarin kullanimi sart1 ile basarili bir tedavi yontemidir. Adacik hiicrelerinin bagigiklik
sistemi tarafindan taninmasimi1 engellemek i¢in yapilan adacik hiicrelerinin yiizey
modifikasyonu islemi kullanilan yontemlerdendir. Bu amagla bizde c¢alismamizda,
pankreas adacik hiicrelerinin yiizeyini biyouyumlu bir polimer olan poli-L-glutamik asit ile
modifiye ettik. Oncelikle poli-L-glutamik asit’in serbest karboksilik asit gruplarmi
aktiflestirerek N-hidroksisiiksinimit ve siilfo- N-hidroksisiiksinimit gruplarina cevirdik.
Daha sonra adacik hiicreleri ile bu polimeri muamele ederek adacik hiicrelerinin yiizey
modifikasyonunu gergeklestirdik. Son agsamada ise yiizey modifikasyonu isleminin in-vivo

basarisin1 degerlendirdik.

Calismamizda elde edilen sonuglari asagida yorumladik;

Adacik hiicrelerinin PLGA-NHS ile yiizey modifikasyonu, hiicrelerin izolasyonundan 24
saat sonra gerceklestirildi. Yiizeyi modifiye edilen hiicreler 48 saat kiiltiirde inkiibe
edildikten sonra canlilik testi yapildiginda kontrol grubunun canliligt % 92,1 iken yiizey
modifikasyonu gerceklesen grubun canliligt % 95,1 olarak belirlendi. 24. saat ve 48. saat
sonuclart birbirleri ile karsilastirildiginda iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark
ctkmadi. Istatiksel bir farkin ¢ikmamasi, yiizey modifikasyon isleminin adacik hiicre
canliligi izerine olumsuz bir etkisininin olmadigim1 gostermektedir. SoRelle ve
arkadagslarimin 2015 yilinda, kovalent baglanma ile yaptiklar1 adacik hiicre yiizey
modifikasyonunda modifikasyon isleminin % canlilik {izerine olumsuz bir etkisinin
olmadigimi ve adacik hiicrelerinin % canliliklarinin = % 90 iizerinde elde edildigini

belirlemislerdir [91].

Adacik hiicrelerinin PLGA-NHS ile yiizey modifikasyonu isleminden 48 saat sonra
fonksiyonellik testi yapildi. Bu testin sonuglari stimiilasyon indeksi cinsinden hesaplandi.
Stimiilasyon indeksi degerinin 2 ve iizerinde olmasi adacik hiicrelerinin fonksiyonel
oldugunu gdstermektedir. Iki grubu kendi arasinda karsilastirdigimizda kontrol grubunun
stimiilasyon indeksi 2,5 iken yiizey modifikasyonu gerceklesen grubun 2,6 olarak

belirlendi. 48. saat sonuclar1 birbirleri arasinda karsilastirildiginda iki grup arasindaki
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istatiksel olarak anlamli fark ¢ikmamustir. Istatiksel bir farkin ¢ikmamasi, yiizey
modifikasyon isleminin adacik hiicre fonksiyonelligi iizerine olumsuz bir etkisininin
olmadigimi gostermektedir. Dong ve arkadaglarimin 2012 yilinda yaptiklart ¢alismada,
kovalent baglanma ile ylizey modifikasyonu gerceklestirdikleri adaciklarda stimiilasyon
indeksi sonucunu 2 degerinin iizerinde elde etmisler ve kontrol grubu ile modifikasyon

grubu arasinda istatiksel fark gozlemlememislerdir [112].

PLGA-NHS ile adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonunun endoplazmik retikulum
stresine neden olup olmadigini arastirdik. Bunun i¢in, 48 saat kiiltiire edilen kontrol grubu
adacik hiicrelerinden ve yiizey modifikasyonu yapilan adacik hiicrelerinden protein
izolasyonu yapilarak western blot islemi yapildi. Endoplasmik retikulum stresi igin hem
kontrol grubu adaciklarinda hem de yiizey modifikasyonu ger¢eklesmis adaciklarda PERK,
p-PERK, elF2a ve p-elF2o markerlarina antikorlart kullanilarak bakildi. Sonuglar
hiicrenin temel protinlerinden olan B-aktin ile standardize edilerek yorumlandi. Her iki
grupta da elde edilen sonuglar istatiksel olarak anlamli ¢ikmadi. Istatiksel bir farkin
cikmamasi, yilizey modifikasyon isleminin adacik hiicrelerinde ER stresine neden
olmadigin1 gostermektedir. Lee ve arkadaglarmmin 2010 yilinda yaptiklar1 calismada
adaciklardaki ER stresini belirlemek i¢in bizimde ¢alismamizda inceledigimiz elF2a ve p-
elF2a proteinlerinin miktarlarina incelemisler [113]. Yapilan literatiir taramasinda adacik
hiicrelerinin ~ ylizey modifikasyonu isleminin  endoplazmik  retikulum  stresi
degerlendirmesine ait bir ¢calisma bulunmamaktadir. Calismamizda yiizey modifikasyonu
isleminin, kontrol grubuna goére farkli bir endoplasmik retikulum stresine de neden

olmadig tespit edildi.

N-hidroksisiiksinimit tlirevi polimerlerin suda ¢dziinmelerinin 1-2 saat siirmesi problemini
asmak i¢in poli-L-glutamik asit’in  serbest karboksilik asit gruplarmi  N-
hidroksisiilfosiiksinimit gruplarina ¢evirdik. Daha sonra adacik hiicrelerini, aktiflestirilen
bu polimerin farkli derisimleri ile muamele ettik ve adacik hiicrelerinin yiizey
modifikasyonunu gergeklestirdik. 3 farkli doz denemesi yapildi. Kontrol grubu hiicreleri
normal besiyeri ile 48 saat kiiltiire edildi. Yiizey modifikasyonu gergeklesen hiicrelerde
ayni anda TNF-a, IL-168 ve IFN-y sitokin karisimi igeren sitokinli besiyeri ile 48 saat
kiiltiire edildi. 24. saat de % canliliklar1 degerlendirildi. 48. saat de hem % canliliklar1 hem

de glukoza yanit olarak verdikleri insiilin salinimlar1 degerlendirildi.
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48.saat verilerine gore kontrol grubunun canliligi % 78,67 iken 3 mg/mL PLGA grubunun
% 70,77, 2 mg/mL PLGA grubunun % 77,23, 1 mg/mL PLGA grubunun % 78,87 olarak
hesaplanmustir. Sitokin ile muamele edilen adacik grubunda ise kontrol grubunun canlilig
% 47,70 iken 3 mg/mL PLGA grubunun % 58,50, 2 mg/mL PLGA grubunun % 59,13, 1
mg/mL PLGA grubunun % 51,60 olarak hesaplanmistir. Cizelge 6.1 incelendiginde
sitokinli grupta 3 mg/mL ve 2 mg/mL PLGA gruplarinin % canlilik sonug¢larinin kontrol
grubuna gore istatiksel sonuclarda anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). Istatiksel
sonuglarida anlamhi bir degisikligin olmasi, 3 mg/mL ve 2 mg/mL PLGA ile yiizeyi

modifiye edilen adaciklarin sitokinlere karsi daha dayanikli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 6.1. PLGA-siilfo-NHS ile yiizeyi modifiye edilen adaciklarin normal ve sitokinli
besiyeri ile 48 saat kiiltiir isleminden sonra % canliliklariin kontrol grubu
adaciklari ile karsilastirilmast

Gruplar Normal besiyeri Sitokinli Besiyeri
3 mg/mL % 70,77 % 58,50
2 mg/mL % 77,23 % 59,13
1 mg/mL % 78,87 % 51,60
Kontrol % 78,67 % 47,70

Shahbazov ve arkadaslarinin yaptiklar ¢calismada sitokin karigimi ile kiiltiire edilen adacik
hiicrelerinin canliliklarinin % 50°nin altinda oldugu gozlenmistir. Caligmamizda ise, yiizey
modifikasyonu gerceklesip sitokin karigimiine maruz birakilan adaciklarin % canliklart %

50’nin tizerinde ¢ikmustir [114].

Glukoz stimiilasyonu sonucunda elde edilen stimiilasyon indeksi (SI) degerlerinde kontrol
grubunun SI degeri 4,71 iken 3 mg/mL PLGA grubunun 4,36, 2 mg/mL PLGA grubunun
6,82, 1 mg/mL PLGA grubunun 6,78 olarak hesaplanmistir. Yapilan istatiksel analizde 2
mg/mL ve 1 mg/mL grubunun kontrol grubuna gére SI sonuglar anlamli artis oldugu
belirlenmistir. Gézlenen anlamli artisin PLGA kaynakli oldugu gézlenmistir.

Hem % canlilik hem de SI sonuglarina gore ideal derisimin 2 mg/mL PLGA-siilfo-NHS

derisimi oldugu belirlenmistir.
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Adacik hiicresinin yilizeyine PLGA polimerinin baglandigni, floresan boya grubu takarak
sentezledigimiz PLGA-Siilfo-NHS-FGA ile belirledik. PLGA ile yiizey modifikasyonu
icin optimum derisim olan 2 mg/mL derisimi, Sentezlenen PLGA-Siilfo-NHS-FGA
polimeri iginde kullanildi. 2 mg/mL derisimindeki PLGA-Siilfo-NHS-FGA ile adacik
hiicreleri muamele edildi. Kiiltiirde takip edilen yiizeyi modifiye adacik hiicrelerinin 10.
giin de dahil olmak iizere, yiizeyinde floresan 1simasit gozlendi. Bu yontemle adaciklarin
yiizeyini PLGA ile modifiye edildigi goriildi. Literatiir taramasinda PLGA-Siilfo-NHS-
FGA nin sentezini ve adacik hiicreleri ile muamelesini igeren bir c¢alisma

bulunmamaktadir, ilk defa bu ¢alismada yapilmistir.

Hiicrenin yilizey modifikasyonunda tabaka kalinligini arttirmanin etkinligini arastirmak i¢in
biyotin-streptavidin etkilesiminden yararlandik. Wilson ve arkadaslarimin 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada adacik hiicrelerinin yiizeyini biyotinlemek igin kullanilan Siilfo-NHS-
LC-Biyotin’in uygun derisimini 4 mM olarak belirlemisler. Bizde calismamizda bu
derigimi kullanarak adacik hiicrelerinin yiizey modifikasyonu gerceklestirdik. Daha sonra
0,01 mg/mL Streptavidin [89] ile muamele edildi ve en son olarak sentezledigimiz PLGA-
Biyositin’in 2 mg/mL dozu ile muamele edildi. Bu islemler sonucunda adacik hiicrelerinin

yiizey modifikasyonu isleminde tabaka kalinlig: arttirildi.

Kontrol grubu hiicreleri ve ylizey modifikasyonu gerceklesen hiicreler ayni anda TNF-a,
IL-1B8 ve IFN-y sitokin karigimi ile 48 saat kiiltiire edildiler. 24. saat de % canliliklar
degerlendirildi. 48. Saat de hem % canliliklar1 degerlendirildi hem de glukoza yanit olarak
verdikleri insiilin salinimlar1 degerlendirildi. 48.saat verilerine gore kontrol grubunun
canliligt % 81,07, biyositin grubunun canliligi % 82,57 olarak bulunmustur. Sitokin ile
muamele edilen adacik grubunda ise kontrol grubunun canliligt % 52,37 iken biyositin

grubunun canlilig1 % 55,93 olarak bulunmustur (Cizelge 6.2).

Cizelge 6.2. PLGA-Biyositin ile yiizeyi modifiye edilen adaciklarin normal ve sitokinli
besiyeri ile 48 saat kiiltiir isleminden sonra % canliliklariin kontrol grubu
adaciklari ile karsilastirilmasi

Gruplar Normal besiyeri Sitokinli Besiyeri
Biyositin % 82,57 % 55,93

Kontrol % 81,07 % 52,37
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Kizilel ve arkadaslarimin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubu adaciklart ile
yiizeyi streptavidin-biyotin tabaka-tabaka yontemiyle modifiye edilen adaciklarin %
canlilik sonuglarmin bizim ¢alismamizla uyumlu olacak sekilde benzer ¢iktig1 gozlenmistir
[89]. Shahbazov ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada sitokin karigimi ile
kiiltiire edilen adacik hiicrelerinin canliliklarinin % 80’lerden % 50’nin altina diistigiinii
gozlemlemigler [114]. Bizim sonuglarimizda bu literatiir ile uyumludur. Hatta sitokinli
grubumuzdaki adacik hiicrelerimizin % canliklar1 % 50’nin iizerindedir ve yiizey modifiye
grubumuzun % canliliklar1 kontrol grubuna gore % 3 daha fazla canlidir.  Glukoz
stimiilasyonu sonucunda elde edilen stimiilasyon indeksi (SI) degerlerinde kontrol
grubunun SI degeri 3,43 iken biyositin grubunun 1,93 olarak bulunmustur. Yiizey
modifikasyonu grubunun stimiilasyon indeksi degerinin kontrol grubuna goére daha diisiik

cikmasinin sebebi hiicrelerin glukoza karsi1 duyarliliginin azalmasi olarak diisiintilmiistir.

Adacik hiicre yilizeyinin Siilfo-NHS-LC-Biyotin ile biyotinlendikten sonra yiizeyin
biyotinlendigini ispatlamak i¢in floresan boya grubu takili olan Streptavidin-FITC ile
muamele edildi. 30. giin de dahil olmak tizere 1s1ma gozlendi. SoRelle ve arkadaglarinin
2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada adacik hiicrelerinin yiizeyini Siilfo-NHS-LC-Biyotin ile
biyotinlendikten sonra streptavidin-FITC ile muamele etmisler 7 giin siire ile takip

etmigler. 7 giin siiresinc 1s1ma gézlemlenmis [91].

Pankreas adacik hiicrelerinin yilizeyinin modifikasyon yiizdesini belirlemek igin kontrol
grubundaki adaciklar ile PLGA-NHS ile yiizey modifikasyonu gergeklestigi diisiiniilen
polimer grubundaki adacik hiicreleri, ilk olarak karboksilik asit grubu aktiflestirilmis
DSBX-biyotin ile daha sonra HRP enzimi igeren streptavidin ile muamele edildiler.
Ortama substrat olarak TMB koyuldugundaki renk degisimi ile ylizeye tutunan biyotin
orani tespit edilmis oldu. Bu islemde, biyotinin adacik ylizeyine baglanma orani
azaldiginda yiizey modifikasyonunun gergeklesme ylizde orami artmaktadir. Sonuglar
degerlendirildiginde, eger biyotin kontrol grubundaki adaciklara %100 oraninda baglandig1
kabul edilirse, bu baglanma 1 mg/mL PLGA-NHS grubunda %90 oraninda, 2 mg/mL
PLGA-NHS grubunda % 44 oraninda gergeklesmistir. Yani 2 mg/mL derisimindeki
PLGA-NHS ile modifiye edilen adaciklarda ylizey modifikasyonu % 56 oraninda
gerceklesmistir. Bu deneme, PLGA’nin adacik hiicre yiizeyine kovalent baglanma yontemi

ile baglandigin1 gostermistir. Literatiir taramasinda adacik hiicrelerinin  yiizey
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modifikasyon yilizdesini belirlemek iizere bu c¢alismaya benzer bir ¢alisma

bulunmamaktadir, ilk defa bu ¢alismada yapilmistir.

In-vitro ¢alismalar tamamlandiktan sonra yiizey modifikasyonu isleminin in-vivo
etkinligini aragtirmak i¢in in-vivo adacik hiicre nakil ¢aligmalari yapildi. Nakil ¢alismalari
deney gruplarindan sadece PLGA-siilfo-NHS ile modifiye adacik grubu i¢in yapild.
PLGA-biyositin modifiye adacik grubunun glukoz stimiilasyon indeksi sonuglar1 kontrol

grubuna gore diisiik ¢iktig1 i¢in bu grubun nakil ¢aligmalar1 yapilmadi.

Yiizey modifikasyonu gergeklesen adaciklarin bagisiklik sistemi saldirilarindan korunma
basarisin1 degerlendirmek i¢in sicanlardan izole edilen adacik hiicreleri diyabetli farelerin
bobrek kapsiilii altina nakil edildi. Caligmada adacik, ylizeyi PLGA modifiye adacik,
kontrol ve diyabetli olmak iizere 4 farkli nakil grubu olusturuldu ve her grupta 4 fare
kullanildi. Biitiin gruptaki farelerin 30 giin siireyle kan glukoz degerleri takip edildi. 200
mg/dL ve altindaki kan glukozu degerleri nakil basaris1 olarak kabul edildi.

Yiizey modifiye adacik grubunda ortalama 17 giinliik nakil basarisi elde edilirken adacik
grubunda ortalama 11 giinliik nakil basar1 elde edildi. PLGA ile yiizeyi modifiye edilen
adaciklarin ortalama nakil basarisi1 giintiniin yaklasik 1,5 kat daha fazla oldugu gézlendi.
Ayrica, yiizeyi modifiye adacik grubunun kan glukoz degerlerinin kontrol grubundaki

farelere daha yakin oldugu gozlendi.

Meier ve arkadaglarmmin 2014 yilinda yaptiklar1i calismada 1000 adet rat adacigim
diyabetik farelerin bobrek kapsiilii altina nakil etmiglerdir. Yaptiklart 30 giinliik takipte
nakil sonrasi ortalama 14 giinliik nakil basaris1 elde edilmisdir [92]. Bizim nakil
caligmamizda ise 500 adet adacik nakil edildi ve adacik grubunda ortalama 11 giinliik

basari edildi.

Aghajani-Lazarjani ve arkadaslarimin 2013 yilinda yaptiklart c¢alismada wistar tiirdi
ratlardan izole ettikleri adaciklarin yiizeyini poli-etilen glikol (PEG) kullanarak kovalent
baglanma yontemi ile modifiye etmislerdir. Daha sonra 1200 adet yiizeyi modifiye adacigi
ayni tiir ratlara nakil yapmislardir. Ortalama 24 giinliik nakil basarist elde etmislerdir.
Yiizeyi modifiye edilmeden nakil edilen adaciklarda ise ortalama 6 giinliik basari

saglanmistir [111]. Bizim g¢alismamizda farkli tiirler arasi nakil yapilmasina ragmen
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yiizeyi modifiye adacik grubunda 17 giinliikk basar1 saglanirken kontrol grubumuzda 11

giinliik basar1 saglandi.

Tip 1 diyabetin tedavi yontemlerinden olan adacik hiicre naklinin basarisini arttiracak olan
caligmalar gilincelligini koruyarak devam etmektedir. Adacik hiicre naklinde karsilasilan en
biiyilk problemlerden biri alicinin bagisiklik sisteminin nakil edilen adacik hiicrelerini
harap etmesidir. Biyoyapay pankreas, bu problemi asmak i¢in uygulanan yéntemlerdendir.
Bizde tez ¢alismamizda adacik hiicrelerinin yiizeyini biyouyumlu polimer olan poli-L-
Glutamik asit ile modifiye ettik. In-vitro ve in-vivo ¢alismalarda yilizey modifikasyonu ile
basar1 saglandigini ve bu ylizey modifikasyonu metodunun adacik hiicre nakli

caligmalarinda kullanilabilir, umut vaat eden bir metot oldugunu gézlemledik.
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EK 1. Hayvan deneyleri yerel etik kurul karar1 (Si¢an)

T.C.
SAGLIK BAKANLIGI
TURKIYE KAMU HASTANELERI KURUMU
Ankara 1. Bélge Kamu Hastaneleri Birliji Genel Sekreterligi
Diskap1 Yildinm Beyazit E§itim ve Arastirma Hastanesi

Saghk Bakanhg

DISKAPI YILDIRIM BEYAZIT EGITIM VE ARASTIRMA HASTANESi
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :04.11.2013

Protokol No. :2013/58

Proje yiiriitilciisiiniin ad1 soyadi: Dog. Dr. Fatma ARSLAN

Projenin baghg :Pankreas Adacik Hiicrelerinin Canhhfimn Korunmas:
lgin Kimyasal Yéntemlerin Geligtirilmesi

Proje ekibi : Prof, Dr. Tuncay Delibasi, Sercan Mercan

Deneyde kullamlacak hayvanin tiirii ve soyu : Wistar Hannover Rat

Deneyde kullanilacak hayvanin yag ve ortalama afirh§  : 3 aylik, 270-300 gr

Ad1 gecen aragtirmanin; araghrma protokoliine tamamen uyulmak, Digkap1 Yildinm Beyazit
Egitim ve Aragtirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi’nde belirtilen
hususlar yerine getirilmek ve sorumluluk aragtincilara ait olmak iizere ¢aligmanin
yapilmasinda herhangi bir etik sakinca bulunmadiina karar verildi.

(WLM?B ;
Prof. Dr. Tuncay DELIBASI Cf
(Kurul Bagkan)

Dog. Dr. Ekrem YETER Vet. Hek. B
(U e)
G/
Ecz. Ilhan CAYIR Ecz. Mine BARUT )
(Uye) B Oye) s .
¢ J
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EK 2. Hayvan deneyleri yerel etik kurul karar1 (Fare)

T.C.
SAGLIK BAKANLIGI x
TURKIYE KAMU HASTANELERT KURUMU
Ankara 2. Bélge Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi -?
Diskap1 Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi

T.C. Sadk Bakanhds

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi ; 14.06,2016

Protokol No : 2016 /32

Proje yiiriitiiciisiiniin Adi-Soyadi ;' Dog. Dr. Fatma ARSLAN

Projenin basligt . Pankreas Adacik Hiicrelerinin Canhliginin Korunmas: i¢in
Kimyasal Yontemlerin Gelistirlmesi

Proje ekibi - Kim.Sercan MERCAN

Deneyde kullanilacak hayvanin tiirii ve soyu . Balb/C, Fare

Deneyde kullanilacak hayvanin yag ve ortalama agirhgr  : 2-6 Aylik, 18-30 gr

Ad1 gegen aragtirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, Digkapt Yildirim Beyazit
Egitim ve Aragtirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi'nde belirtilen
hususlar yerine getirilmek ve sorumluluk aragtiricilara ait olmak tizere galigmamn yapilmasinda
herhangi bir etik sakinca bulunmadigma karar verildi.

Dog. Dr. Ahfret YESILYURT
gl Uzm. Vet Hekim Ziya KARAKULLUKCU Dr. Ferda ALPA ARLI
(Uye)
L (KATILMAD))
Dr. NEYunus P Bio. Hatice KANTAR
(Uye) (Uye)
Fatma KILIC
(Uye) .

[_— e
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