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ONSOZ

Adacik hiicre nakli, tip I diyabet tedavisinde son zamanlarda oldik¢a giincel bir
yaklasim  olmustur.  Ancak  adacik  nakillerinden  sonra  hiicrelerin
vaskiilarizasyonundaki gecikmeler nakledilen adacik hiicrelerin  canliligim
azaltmakta ve islevsel hiicre sayisinda diisiise neden olmaktadir. Ayrica nakledilen
hiicrelere karsi gelisen immun atak nakilden Once verilen immmunsupresanlara
ragmen hiicre sayisin1 azaltmaya devam etmektedir. Bu nedenle adacik nakillerinde
hem revaskiilarizasyonun bir an 6nce saglanmasi hem de immun reddi azaltmak igin
calismalar devam etmekte olup, yapilan bu arastirma da bu amaca yonelik olarak

planlanmustir.

Tez calismamin tiim agsamalarinda bana giivenen ve destegini esirgemeyen,
Doktora tezim boyunca benimle beraber tezin her asamalarina katilip benimle
beraber olan ve akademik alanda gelismem icin destegini esirgemeyen saygideger
danisman hocam Prof. Dr. Ayse Arzu YIGIT’e, tez deneylerim sirasinda yardimei
olan ve benimle beraber deneylerime katilan Safiye BOYUK e ve bilimsel alanda
gelismemi saglayan ve bu konuda egitim aldigim tiim hocalarima bana verdikleri

degerli katkilarindan dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Hem egitimim sirasinda hem de sosyal yasantimda benim her zaman yanimda
olan, maddi manevi her zaman destek veren ve benim {iizerimde emegi ¢ok olan

canim aileme her zaman yanimda olup destek verdikleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora tezim sirasinda 2214 A Tiibitak bursu ile Baylor Universitesi Tip
Merkezinde bulunan Adacik hiicre laboratuvarinda 6 ay siireligine bulunmam
saglayan Tiibitak’a hem Doktora tezim i¢in hem de bilimsel anlamda edindigim bu
giizel tecriibeye katki sagladiklar1 ve ufkumu genisletip bilimsel faaliyetlerde daha
istekli olmami sagladiklar i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica Amerika da bulundugum
siire boyunca Adacik hiicre laboratuvarinda bana ¢alismalarim boyunca destek olan

ve yardim eden laboratuvar direktorii Bashoo Naziruddin’e de ¢ok tesekkiir ederim.

Vi
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OZET

Ratlarda Adacik Hiicreleri ile Kokiiltiire Edilen Luteal Hiicrelerin, Hiicre

Canlilig1, Revaskiilarizasyon ve Immun Yamita Etkileri

Diyabet tedavisinde cesitli tedavi yontemleri denenmis olmasma ragmen, uzun
donem  komplikasyonlar1  Onleyebilecek ve kisinin  hayat standartlarim
yiikseltebilecek yeni tedavi yontemleri aranmaya devam etmektedir. Bu
alternatiflerden biri olan pankreas adacik hiicrelerinin nakli, gelecek icin diyabet

tedavisinde bir umut olmaya devam etmektedir.

Bu amagla, luteal hiicreler ve adacik hiicreleri izole edilerek, hem ayr1 ayri
hem de birlikte kiiltiire edildi. Hiicrelerin birlikte inkubasyonunun 0. 48. ve 96.
saatlerinde adaciklara canlilik ve glukoz stimiilasyon testleri yapildi, total insiilin
salimimlart belirlendi, ayrica luteal hiicre ve kokiiltiir medyumlarinda progesteron,
VEGF, bFGF ve IL-10 diizeyleri 6l¢iildii. Adacik hiicre kiiltiirlerinde de progesteron
hari¢ diger parametrelerin Ol¢iimii yapildi. Adacik hiicrelerinde damarlanmanin
baslayip baslamadigi da CD 31 markin ile belirlendi. Ayrica, pratikte 48 saatlik bir
kiiltiirden sonra infiize edilen adacik hiicrelerinin, luteal hiicre salgilarinin etkisiyle

daha uzun siire kiiltiire edilebilirlikleri arastirildi.

Adacik hiicrelerinin canliligi ve fonksiyonelliginin, luteal hiicreler ile kiiltiire
edilmis grupta 48. saatte arttigi goriildii (P<0.05). Damarlasmanin belirtisi olarak
VEGF hem 48 hem de 96. saatlerde luteal hiicreler ile kokiiltiire edilen grupta yiiksek
bulundu (P< 0,001). bFGF degeri ise 96. saatteki kokiiltiir grubunda adacik grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (P< 0.001). Hem 48. saatte hem de 96.
saatlerdeki adacik gruplart ve kokiiltiir gruplarnn karsilastinldiginda  kokiiltiir
gruplarinda CD 31 diizeyinin yiikseldigi goriildii (P<0.05). IL-10 diizeyi ise 48.
saatte adacik grubuna kiyasla kokiiltiir grubunda daha azalmisken 96. saatte tam tersi
etki ederek kokiiltiir grubunda adacik grubuna gore anlamli olarak yiikseldi (P<
0,001). Luteal hiicrelerin salgiladiklar1 progesteron diizeyleri inkubasyonun 48. ve
96. saatlerinde artmis olmasina karsin inkiibasyonun ne 48. saat ne de 96. saatlerinde
kokiiltiir gruplariyla Iuteal hiicre gruplar1 arasinda istatistiksel bir farklilik
gozlenmedi. Sonug olarak, rutin prosediirde 48 saat inkiibasyondan sonra aktarimi

yapilan adacik hiicrelerinin luteal hiicreler ile kokiiltiire edildiklerinde canlilik ve



fonksiyonelliklerini koruyarak 96 saate kadar inkiibe edilebildikleri ve bu kokiiltiiriin
etkisiyle adacik hiicrelerinde damarlasmay1r uyaran CD-31, VEGF ve bFGF
diizeylerinin kokiiltiir ortaminda arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglarin, adacik
hiicrelerinin naklinden sonra bolgede bir an 6nce damarlasmanin baslatilmasi ve
adaciklarin canliliklarinin  ve fonksiyonlarinin korunarak insiilin = saliniminin
baslatilmasi i¢in luteal hiicreler ile kokiiltiire edilmis bigcimde aktariminin

yapilabilecegini gostermesi agisindan son derece onemli oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: adacik hiicreleri, canhilik, immun yamt, kokiiltiir, luteal

hiicreler, revaskiilarizasyon



SUMMARY

The effects of the luteal cells cocultured with islet cells on cell viability,

revascularization and immune response in rats.

Although various treatment methods have been tried in the treatment of diabetes,
new treatment methods that could prevent long-term complications and improve
people’s living standards still continue to be sought. One of these alternatives is the
transplantation of pancreatic islet cells, remain a hope to treat of diabetes for the

future.

For this purpose, luteal cells cultured separately and together with islet cells
and the islets viability and glucose stimulation tests wperformed and total insulin
secretion determined in the islet medium and cocultur medium, and progesterone,
VEGF, bFGF and IL- 10 levels measured in luteal cell medium and cocultur medium
at 0 th, 48 th and 96 th hours. Also, the latter prameters except progesteron measured
in islet cell cultures at the same incubation time and CD 31 marker in islet cells
determined for observing the revascularization. In addition, whether infused islet
cells after 48 hours culture in practice, cultured more than 48 hours in culture by the

effect of luteal cell secretion investigated.

It was observed that islet cocultured with luteal cell group’s islets increased
viability and function than islet group (P<0.05). VEGF, as a sign of vascularization,
was observed at both 48 and 96 hours found to be higher in the cocultured group
with luteal cells (P< 0,001). bFGF value was statistically significant at the 96. hour
in the coculture group compared to the islet group (P< 0,001). When compared with
islet groups and cocultural groups at both the 48. hour and the 96. hour observed that
CD 31 level was increased in coculture groups (P<0.05). IL-10 levels were lower in
coculture group compared to the islet group at 48 hours and it increased significantly
in the coculture group compared to the islet group by the opposite effect at 96 hours
(P< 0,001). Although progesterone levels secreted by luteal cells increased during the
48th and 96th hours of incubation no statistically significant difference was observed
between the luteal cell groups and the coculture groups at either 48 or 96 hours of
incubation. As a result, the routine procedure is that after 48 hours of incubation, the

transferred islet cells are cocultured with luteal cells can be kept up to 96 hours while



maintaining their viability and functionality and it was determined that CD-31,
VEGF, and bFGF, which stimulate vascularization in islet cells, increase with this
coculture effect.  These results suggest that cocultured form immediately
contributing start of the vascularity after transplantation of the islets and maintaining
the viability and functionalities of the islets to the initiation of insulin secretion is

extremely important from the point of view that luteal cells can be transplanted.

Keywords: cocultur, immune response, islet cells, luteal cells, revascularization,

viability



GIRIS
Kandaki glukozun hiicre i¢ine alinmasini saglayan insiilin hormununun sekresyonu,
etkisi veya her ikisinin birden bozuklugundan kaynaklanan diyabetes mellitus,
hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Baglica, pankreasin endokrin
dokusundaki beta hiicrelerinin kalic1 yikimina yol agan tip 1 diyabet ve insiilin
direncinden Kaynaklanan tip 2 diyabet olmak iizere 2 tipi goriiliir. Insiilin tedavisi
diyabet hastaligimin en c¢ok goriilen komplikasyonlarini azaltmakta ve onlemekte
yardimc1 olmakla birlikte uzun donemde bu etkinin korunmasi giigtiir. Adacik
hiicresi naklinin tip 1 diyabet hastalarinda glukoz homeostasisini korumada etkili
oldugu goriilmiistiir. Ancak, nakilden sonra adacik hiicrelerinin ¢ogu hipoksiden
dolay1 kayba ugrarken (% 60 kadar) yalnizca kii¢iik bir oran basarili bir sekilde uyum
saglamaktadir. Bu kaybin yaris1 nakilden sonraki 3 giin igerisinde gergeklesir. Bu
yiizden adacik hiicre naklinin bagarisini yiikseltmek i¢in hem revaskiilarizasyonun bir
an once baslamasi hem de gelisecek immun reddin en aza indirilmesini hedefleyen
calismalar yapilmaktadir. Bu amacla, luteal hiicrelerin adacik hiicrelerinin
canliligima, insiilin salinimina etkisinin olup olmadigini incelenmis, kokiiltiir
ortamina luteal hiicreler tarafindan revaskiilarizasyonu saglayacak olan faktorlerin ve
adactk  hiicrelerini  koruyacak  immunsupresanlarin  salimip  salinmadigin
belirlenmistir. Calismanin sonuglarinin, in vivo olarak yapilacak daha sonraki
arastirmalar i¢in bir temel teskil etmesi hedeflenmektedir. Ayrica, yapilan olan bu
kokiiltiir denemesi ile, basarili bir transplantasyon icin 48 saat kiiltiire edildikten
sonra aktarimi yapilan adacik hiicrelerinin in vitro olarak 48 saatten daha fazla

canliliklarini ve islevlerini koruyabildikleri de gdsterilmistir.

Bu arastirmanin amaci, pankreas dokusundan elde edilen adacik hiicrelerinin
canliligint ve islevini artirmak amaciyla luteal hiicreler ile kokiiltiire edilmesi ve
inkiibasyon sirasinda, luteal hiicrelerin adaciklarin canliligini, fonksiyonelligini ve
revaskiilarizasyonunu arttirict ve immun baskilayict rollerinin olup olmadiginin

incelenmesidir.



1. PANKREASIN HIiSTOLOJIiSi

Pankreas damarsal yapisi ile koordine olarak ekzokrin, endokrin ve duktal olmak

tizere 3 tip hiicreye sahiptir.

Ekzokrin hiicreler (Asiner hiicreler): Pankreas dokusunun biiyilk bir kisminm

olusturan lumeni kusatan bu hiicreler, tek sirali piramit seklinde olup, salgilarii
pankreasin ana kanali olan Wirsung kanalina birakir, oradan da duedonuma gecen
sindirim enzimlerini (amilaz, lipaz ve proteaz gibi) salgilarlar. Pankreasin duktuslar
ise; pankreatik sekresyona bikarbonat ve su ekleyen interkalar duktuslar,
Enteroendokrin hiicreler ve ara sirada goblet hiicrelerinde goriilen inralobuler duktus
ag1, cizgili duktus, ana pankreatik kanalina (wirsung kanali) agilan interlobuler
duktuslar bulunmaktadir (Young ve ark., 2001).

Duktal hiicreler; Asiner hiicreleri birbirine baglayarak bagirsak tiipii ile devamlilig

olan bir tlibiiler epitel ag olusturan hiicrelerdir. Asinerlerin iirettigi ekzokrin salgilar
bu kanallardan gecerek duedonuma ulasir. Duktal hiicreler midenin asidik yapisini
etkisizlestirmek icin bikarbonattan zengin sivi ve miisin Uretimi gergeklestirir.
Yapilan arastirmalarda, az miktarda da olsa duktal hiicrelerde endokrin hiicrelerin
varligindan bahsedilmis (Eurell ve ark., 2006) ve bu hiicrelerin ekzokrinden
endokrin hiicreye doniisebilen 6nciil hiicreler olabileceginden s6z edilmistir (Bonner-

Weir ve Smith, 1994).

Endokrin hiicreler (Langerhans adaciklar1): Langerhans adaciklarinin hormon

salgilayan epitel baglar1 ve bu hiicreler arasinda yerlesen zengin kapiller aglardan
olusan bir yapis1 vardir ve ekzokrin dokunun i¢inde kiimeler halinde ama daginik
halde bulunurlar. Ratlarda pankreas zars1 yapidadir ve bas kismi duedonuma sarili
kuyruk kismi ise dalaga dogru uzanir. izolasyon islemi ile ortalama agirliktaki bir
sigan pankreasindan 600 ile 1000 arasinda adacik hiicresi elde edilir (Comtet ve ark.,
1975). Adaciklar basglica 4 tip hiicreye sahiptir: o, B, A ve PP hiicreleri, ki bunlar

glikoz homeostazindan sorumlulardir.

Alfa (a) hiicreleri: Glukagon salinimi gergeklestirilir. Eriskin insan pankreasinda
yaklagik olarak adacik kiitlesinin %10-20’sini alfa hiicreleri olusturmaktadir. Alfa

hiicreleri adacigin dis kisminda bir tabaka seklinde goriiliir. Pankreasin, kuyruk,



govde ve bagin list bolimi glukagon bakimindan zengin ancak pankreatik polipeptid
bakimindan fakirdir. Pankreas basinin biiyiik bir boliimii ise glukagondan fakir ancak
PP bakimindan oldukga zengindir. (Chera ve ark., 2014)

Beta (P) hiicreleri: Endokrin pankreastaki hiicrelerin biliyiikk c¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Insiilin, amilin ve diger peptidlerin salinimindan sorumludur (Guest
ve ark., 1991). Insiilin salinnmi cogunlukla vyiiksek glikoz seviyeleri ile
uyarilmaktadir. Bunun yaninda glukagon, gastrik inhibe edici peptid ve epinefrin de
insiilin salinimini uyarir. Beta hiicreleri salgi graniilleri ile kaplidir. Birgcok memelide
beta hiicreleri adaci@in merkezine diger hiicreler ise periferine yerlesmislerdir (Ross
ve ark., 2014). Eriskin insan pankreasinda yaklasik olarak adacik kiitlesinin % 60-
70’ini beta hiicreleri olusturmaktadir. Yapilan ¢aligsmalarda, bir adacik hiicresindeki
tim beta hiicrelerinin ayn1 olmadigini ve insiilin duyarliliklarinin da birbirinden
farkli oldugu gosterilmistir. Tek bir izole adacik hiicresindeki beta hiicreleri ayr1 ayri
degerlendirildiginde her birinin glikoza verdigi yanitin ve glikoz esik degerinin farkl
oldugu gosterilmistir. Bu sebepten dolay1 daha fazla glikoz verildiginde daha fazla
instilin salmimi olmaktadir. Ayni1 adaciktaki beta hiicreleri heterojen olup beta
hiicresi basina diisen ortalama insiilin sekresyonu da adaciktan adaciga farklilik

gostermektedir (Hiriart ve Ramirez-Medeles, 1991).

Delta (A) hiicreleri: Somatostatin salinimi  gergeklestirilir.  Erigkin insan
pankreasinda yaklagik olarak adacik kiitlesinin  %35’ini  delta hiicreleri

olusturmaktadir, (Chera ve ark 2014).

Pankreatik polipeptid (PP) hiicreleri: Eriskin insan pankreasinda yaklasik olarak
adacik kiitlesinin %]1’ini PP hiicreleri olusturmaktadir. Somatostatin salgilanmasin
ve pankreasin dis salgisini durdurucu etki yapar. Safra kesesini gevsetir ve bunun
sonucu olarak da duodenuma aktarilan safra salgisinin miktarinda azaltici etki yapar

(Ellis, 2007).

G hiicresi: Midenin pilorik ucundaki sislik kisminda bulunan musin ve gastrin
salgilayan hiicrelerdir. Langerhans adaciklarinda dagmik halde bulunur ve 300 nm

capta graniillii yapidadir (Ellis, 2007).
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Sekil 1.1. Adacik hiicresinde bulunan hiicre tiplerinin sematize edilmesi (Efrat ve Russ, 2012)

1.1. Adaciklardaki Mikrodamar Yapisi

Adacik hiicrelerindeki mikro damar yapis1 6zellikle beta hiicrelerinin beslenmesi
acisindan onemlidir. Ciinkii insiilin salgilayan beta hiicreleri bir¢ok tiirde merkeze
yakin olarak i¢ kisimlarda bulunurlar. Dolayisiyla beta hiicrelerinin canliliginin
korunmas1 ve fonksiyonelligini devam ettirebilmesi i¢in adacigin damarlanmasi ¢ok
onemlidir. Adacigin boyutuna goére de adacigin damarlanmas1 farklilik
gostermektedir. Insan, maymun, kdpek ve sican adaciklarinda kan akiminin beta-

alfa-delta hiicreleri yoniinde oldugu saptanmustir (Stagner ve ark., 1988).

1.2.Adacik Hiicrelerinin Farkhlasmasi

Adaciklar da ekzokrin hiicreler gibi pankreatik duktal hiicrelerden farklilagsmaktadir.
Ancak onciil hiicrelerin ayn1 m1 yoksa farklt m1 oldugu halen arastirilmaktadir. Tek
hiicre haline getirilmis adacik hiicrelerinin kiiltiir ortaminda yeniden kiimelenme
gosterdigi ve bu kiimelerin ise pankreasta yer alan adaciklara benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (Halban ve ark., 1987). Dogumdan sonra pankreas dokusunun adacik
hacmine oraninda azalma olurken; fetustan eriskin doneme kadar pankreas dokusu
giderek artmaktadir. Yeni doganlarda adaciklar pankreas dokusunun yaklagik %20
sini, ¢ocuklarda yaklasik %7,5’ini, eriskinlerde ise %1 ni olusturmaktadir. Yani beta
hiicrenin ¢ogalmasi i¢in temel mekanizma boliinmedir ve postnatal donemde hem

neogenez hem de ¢ogalma devam etmektedir (Hellerstrom ve ark., 1988). Adacik



icerisindeki beta hiicrelerinin birbirleri ile iletisimi ve etkilesimi, hiicrelerin hayatta
kalmasi, insiilin salgilamasi ve fonksiyonelligi i¢in gereklidir (Liu ve ark., 2014).
Hormon sekresyonu ayni1 zamanda otonom sinirler tarafindan da kontrol edilir. Beta
hiicre c¢ogalmasin1 belirlemek i¢in insiilin ile immiin isaretleme yOntemi
kullanilmaktadir. Bu yoOntemler ile hiicrelere; niikleer isaretleme yontemi olan
timidin veya Bromodeoksiiiridin (BrdU) tutulmasi ve Ki67 gibi hiicre siklusu
proteinlerinin immiinoboyanmasi ile g¢ifte isaretleme yapilmaktadir. Beta hiicre
bliylimesinde prolaktin, bliylime hormonu ve glikoz etkili bir uyarandir. Gebelik
durumunda beta hiicrelerinde hem ¢ogalma hem de beta hiicre kitlesinde artis

meydana gelmektedir (Kahn ve ark., 2008).

1.3. Glikoz Homeostazi

Plazma glikoz seviyesi, normal ve saglikli insanlarda aglik i¢in 70—110 mg/dl, tokluk
icin 100—140 mg/dl arasinda, siganlarda ise 80-110 mg/dl araliginda seyretmektedir.
Glikoz seviyesi, plazmadan glikoz alimi, Kkaracigerde glikozun iretimi ve
bagirsaklardan glikoz emilimi arasinda olusan denge ile kontrol edilmektedir.
Glukoz, kanda bulunan temel bir karbohidrattir ve enerji kaynagi olarak viicudumuz

tarafindan kullanmaktadir (Aronoff ve ark., 2004).

Karaciger ve kas dokusunda glikozu glikojen halinde depolamak i¢in gerekli
sinyali saglayan ana hormon insiilindir. Kan glukozu yiikseldiginde, ilk olarak
insiiline duyarli periferal dokularda glikozun hiicre i¢ine alimi, karacigerde fazla
miktardaki glikozun glikojene doniiserek depo edilmesi, pankreas alfa hiicrelerine
sinyal gondererek glukagon saliniminin baskilanmasi ve hepatik glikoz iiretiminin
inhibisyonu ile olusur. Kanda glikoz seviyesinin diismeye basladig1 zaman glukagon
hormonunun kontrolii ile hem pankreastan salgilanan insiilin miktar1 azalir hem de
glikojen parcalanir ve glikoza doniismeye baslar. Glikojenin par¢calanmasiyla olusan
glikoz tekrar dolagima gegerek kan glikoz seviyesi yiikselir. Karacigerde olusan bu
mekanizma kas hiicrelerinde bulunmamaktadir. Kas hiicrelerinde depolanan glikojen
glikoza dontstiiriildiikten sonra yalmiz kas hiicreleri tarafindan acil durumlarda

ihtiyaci karsilamak tizere kullanilir (Aronoff ve ark., 2004).



1.4. Insiilin

Insiilin, pankreastaki beta hiicreleri tarafindan salgilanan, polipeptit yapili ve
viicuttaki karbonhidratlarin emiliminin diizenlenmesinde glukagon ile birlikte rol
alan anabolik etkili bir hormondur. insiilinin ekzositozla salinma siireci, pankreatik B
hiicreleriyle beraber aktinin hiicre iskeleti dinamikleri tarafindan diizenlenir (Aronoff
ve ark., 2004). Arastirmalar insiilin salimiminin, glikoz metabolizmasi gibi bir dizi
faktorlerle, membran depolarizasyonu ve insiilin ekzositozu GSIS (glikoz ile uyarilan
insiilin sentezi) ile kontrol edildigini gostermektedir. Bununla birlikte, insiilin
salgilanmasini1 diizenleyen bu faktorler arasindaki baglantilar da hala agikliga
kavusturulmus degildir (Liu ve ark., 2014). Insiilin geni, 4 ekzon 2 introndan
olusmaktadir. Insiilin molekiil agirligi yaklasik 5808 Da’dur ve 51 aminoasitten
olusur. Insulinin yapist N-ucu sinyal peptidi, insulin B zinciri, bir baglayict peptid
olan C peptid ve insulin A zincirinden olusmustur. A zinciri 21 B zinciri ise 30
aminoasitten olusur. Bu zincirler 3 adet disiilfit baglariyla (A7-B7, A20-B19 ve A6-
A11) birbirlerine baglanmistir (Komatsu ve ark., 2013).
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Sekil 1.2. Insiilin proteininin yapisi (Varewijck ve Janssen, 2012).

1.4.1. insiilinin Sentezlenmesi ve Salinimi

Cekirdekte insiilin kodlayan genlerde mRNA transkripsiyonu meydana gelir ve
graniillii endoplazmik retikuluma bagli bulunan polizom ile translasyona ugrar. N-
terminal sinyal polipeptidi olusumuyla beraber polipeptid sentezi baslar ve
endoplazmik retikulum membrani igine girmis olur. Polipeptid zinciri, endoplazmik
retikulum boslugu icine dogru uzanir ve sinyal peptidi ayrilarak sisternada proinsiilin

olusumu gergeklesir. Proinsiilin, endoplazmik retikulumdan golgi aygitina gecer.
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Golgi de proteazlarin da etkisi ile C-peptid segmentini yitirir ve insiiline doniisiir. Bu
doniisiim insiilin depo vezikiillerinde de devam eder. Bu asamadan sonra kristal
haldeki insiilin igeren vezikiiller depolanabilir, multigraniiler cisimciklerle birlesip
krinofaji yoluyla parcalanabilir ya da programli salgi yoluna girerek ekzositozla
salgilanabilir. Insiilin salinimi ekzositozla gerceklesirken beraberinde C-peptid ile

birlikte salinir (Hoang ve Thorn, 2015).

Insiilin iceren salg: graniilleri ise; mikrotiibiillerle birlesir ve hiicre yiizeyine
dogru ilerler. Stoplazmada kalsiyum artis1 olur ve kalsiyum ilk olarak kalmoduline
(CaM) ve CaM’a baglanmis kalsiyumda kalmodiilinazlara baglanir. Insiilinde,
kalmodiilinaz 2 bulunur ve bu kinaz mikrotiibiille iligkili proteini (MAP) ve sinapsin
I gibi proteinleri fosforiller. Bu proteinler hiicre membraninda bulunan vezikiil
¢oziiniir N-etilmaleimid-sensitivefusionprotein (NSF) Ek Protein Reseptori
(VSNARES) ve hedef ¢oziiniir N-etilmaleimid-sensitivefusionprotein (NSF) Ek
Protein Reseptorii (tSNARES) gibi graniillerin iskele olmasini saglayan anahtar

proteinleri de diizenleyebilir.
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Sekil 1.3. Insiilinin golgi aygitindan ayrilarak paketlenmesinin sematize edilmesi (Kahn ve ark.,
2008).

Glikoz, glukagon, oOzellikle arginin gibi aminoasitler, sekretin, gastrin,
vazoktif intestinal peptid, kolesistokinin gibi gastrointestinal hormonlar, biiylime
hormonu  (GH), glukokortikoidler,  prolaktin,  plasental laktojen  ve

parasempatomimetik ajanlar insiilin salinimini uyarirlar (Kahn ve ark., 2008).
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1.4.2. Insiilinin Salimimi Mekanizmasi

Insiilin iireten beta hiicreleri arasinda iletisim plazma membranma bagli molekiiller
ile yapilir. Bu molekiillerin alfa ve beta olmak iizere iki alt birimi vardir. Insiilin beta
alt birimini kullanir. Beta alt birimi kendi kendini fosforile etme 6zelligine sahiptir.
Fosforile olduktan sonra beta alt kuyrugu aktive olur. Insiilinin reseptoriine (IR)
baglanmas1 sonrasinda bu reseptdr tirozin kinazi aktiflestirir. Aktiflesme sonrasinda,
IR’lindeki substratlarda tirozin reziidiilleri fosforillenir. Bu fosforillenmis tirozin
substratlar da daha sonra insiilin sinyal kaskadinda birgok intraselliiler proteine
baglanir ve bu proteinlerin aktiflesmesini saglar. Metabolik olarak en 6nemli
fosfotidilinositol (P1)® kinazdir. Bu proteinlerin birbirlerine yaklasmasi ile spesifik
sinyal yolu aktif hale gelir ve insiilin hiicre igerisinde etki gostermeye baslar (Kahn
ve ark., 2008).

Hiicre icerisinde yiiksek kapasiteye sahip Na+ bagimsiz tasiyict GLUT 2
(6zellikle pankreasin B hiicrelerinde, ince bagirsaklarin bazolateral yiiziinde ve
karacigerde bulunan insiilin tsiyicit protein) ile tasindiktan sonra, glukoz enzim
glukokinaz ile fosforillenir ve glikoliz ve Krebs dongiisii igerisinde metabolize olur.
Enerji liretiminin artmast hiicreici ADP/ATP oraninin artmasina ve bu da adenin
niikleotid-sensitif potasyum kanallarinin inhibisyonuna sebep olur (Matschinsky ve
ark., 1993). Hiicrede depolarizasyon gergeklesir ve bunun sonucunda voltaja duyarlt
olan Ca*? kanallar1 agilir, sitozolik kalsiyum artis1 gergeklesir ve insiilin graniillerinin
salgilanmast gerceklesmis olur. Ayrica beta hiicreleri endoplazmik retikulumda

preproinsiilin biyosentezini arttirir.

1.4.3. Glukagon

Beyin, canliligini stirdiirebilmesi i¢in gerekli olan glikozu dolagimdan almaktadir.
Aclik ve tokluk durumuna gore insiilin ve glukagon hormonu hemeostaziyi saglamak
icin salinimlarmi ayarlarlar. Merkezi sinir sistemi glikopeniyi algilar ve
hipoglisemiye karst yanit vermek igin noral-sempatoadrenal hormonlart tetikler.
Ventromediyal hipotalamusun hipogliseminin iyi bir sensorii oldugu ve katekolamin,
bliyiime hormonu ve glukokortikoid salimimi ile kontr-regulatuvar hormonlarin
(glukagon, adrenalin, kortizol, biiylime hormonu) yanitlar1 uyaran ndral afferent

sinyalleri baslattig1 diisiiniilmektedir. Yemek sonrasinda insiilin hormonu artan kan
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glikozunu azaltmak i¢in aktif hale gelirken glukagon inaktif formda olur. Aclikta ise
bu durumun tam tersi gerceklesir. Insiilin yemek arasinda glikozun karaciger, kas ve
yag dokusundan alinmasini saglayarak dolasimdan glikozu uzaklastirirken glukagon
ise karacigerde glikozun olusumunu saglar ve dolasima glikoz gegmesi gergeklesir.
Hem bobrek (% 30) hem de karacigerde (% 20) glukagonun 5 dakika igerisinde
dolasimdan temizlenir. Geriye kalan glukagon ise; dolasimda bulunan serin, sistein
proteaz, DPP4 ve katepsin B gibi proteolitik enzimler tarafindan pargalanir.
Glukagonun en oOnemli fizyolojik fonksiyonlar1 ise, karaciger tarafindan
glukoneogenez, glikojenoliz ve ketogenezi ve depolanmis enerjiyi serbest birakmak
icin yag dokusunda lipolisis ve kas dokusunda glikojenolizi artirmasidir (Kahn ve

ark., 2008).

2. SEKER HASTALIGI

Seker hastaligi, viicudun kendisi i¢in gerekli olan insiilini yeteri kadar liretememesi
ve/veya var olan insiilini gerektigi gibi kullanamamasi sonucu olusan ciddi

komplikasyonlari olan bir metabolik hastaliktir. (Halban ve ark., 2001).
Seker hastaliginin 4 tipi seker hastaligi bulunmaktadir.

Tip 1 seker hastalig1

Tip 2 seker hastalig1

Gebelik donemi seker hastaligi
Diger tip seker hastaliklar1

2.1. Tip 1 Seker Hastalhigi

Tip 1 seker hastaliginda insiilin, beta hiicrelerinin otoimmiin olarak hasarlanmasina
ve karacigerde glikojenesize, lipolize ve keto cisimciklerinin artmasina neden olur.
Genellikle 15 yasimin altinda olan bireylerde goriildiigii i¢in “cocukluk ¢ag1 seker
hastalig1” olarak da isimlendirilir. Son yapilan arastirmalardan elde edilen verilere
gore, seker hastaliginin bu formunun her yasta goriilebilecegi ancak erken donemde

insiiline bagimli olmayabilecegi gosterilmistir (Gepts, 1965).

Tip 1 seker hastaliginda insiilin iireten Beta hiicrelerinin toplami veya

neredeyse tamami kaybedilir. Bu nedenden dolay1 hasta dmiir boyu eksojen insiiline
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bagimli olarak yasamini devam ettirir. Glisemiden korunmak ve seker hastaligi ile
iliskili komplikasyonlar1 en aza indirmek i¢in kullanilan insiilin temel bir tedavi
yontemidir. Ancak bazi hastalarda degisken bir metabolik kontrol goriiliip
istenmeyen hipoglisemik ataklar gosterebilmektedir. Tip 1 seker hastaliginda,
pankreatik beta hiicrelerinin otoimmiin harabiyeti sonucu glikozun kontrolsiiz
tiretimi, lipolize ve ketogenezde artisa neden olur. Tip 1 seker hastaliginin uzun
donemde ciddi komplikasyonlar1 olusmaktadir. Ozellikle gdz, bobrek, kalp ve
damarlar1 igeren g¢esitli organ yetmezlikleri, hasar ve fonkisyon azalmasi ile

karakterizedir (Seino ve ark., 2010).

2.2. Tip 2 Seker hastahigi

Bu tip seker hastaliginin sonucunda, yag dokusu ve karacigerde insiilin direnci ile
beta hiicrelerinde yetersizligin olusmasina ve dolayisiyla glikoz seviyesinde artisa,
lipit ve protein metobolizmasinda degisikliklere neden olmaktadir. Insanlari
etkileyen en yaygin metabolik hastaliktir. Uzun siireli komplikasyonlarin goriilmest;
hizlanmis atherosikleroz, nefropati, retinopati gibi hastaliklarin sikligini arttirmasi ve
bu hastaligin 6nemli bir saglik sorunu oldugunu bize gostermektedir (Diabetes
research working group, 1999). Tip 2 seker hastaliginda, beta hiicre fonksiyon
bozuklugunun ¢esitli nedenlere bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bunlardan biri yanlis
katlanmis insan adacik amiloid polipeptid (hIAPP) birikintileri ile olugsan adacik
amiloid adi verilen toksik protein agregatlaridir. hIJAPP'nin hatali katlanmasi ve
agregasyonu, endoplazmik retikulum (ER) hemostazini bozarak katlanmamis protein

cevabini (UPR) aktive eder (Cadavez ve ark., 2014).

2.3. Gebelik Donemi Seker Hastalig

Gebelik donemi seker hastaliginda ise; daha oOnceden seker hastaligi tanisi
konulmayan ve ilk olarak gebelik sirasinda tespit edilen bir seker hastalig: tiirtidiir.
Karbonhidratlara karst bireyin verdigi degisik oranlarda hiperglisemik ataklardan
olusur (Seino ve ark., 2010). Ozellikle gebeligin 4 ve 8. haftas: icerisinde meydana
gelen hiperglisemik durumlar konjenital anomalilere veya fetiisiin kaybina neden
olabilir (Comess ve ark, 1969). insanlarda, hamilelerde 24-28. haftalar arasinda aclik
plazma glikoz diizeyinin 126 mg/dl nin {izerinde olmasi veya herhangi bir zamanda

bakilan kan sekerinin 200 mg/dl nin iizerinde olmas1 durumunda gebelik sekeri tanisi
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konulmaktadir. Genellikle 25 yas istii, fazla kilolu olan ailesinde seker hastaligi
Oykiisii bulunan anormal glikoz tdleransi hikayesi olan kadinlara (Alberti ve ark.,

1998)

2.4. Diger Seker Hastahg Tiirleri

Diger seker hastaligi tiirlerinde ise; cogunlukla erken yaslarda kendini gosteren
hiperglisemik atak ve dominant kalittim 0&zelligi goriilmektedir. Bu hastalara
genellikle, gengligin eriskin baslangi¢h seker hastaligi (MODY) adi verilmektedir.
Bu seker hastaligi tiirtinde insiilinin etkinliginin ¢ok az olmasi veya insiilin
salimminda meydana gelen bozukluklar nedeniyle meydana gelmektedir. Insiilin
direncinden degil de, beta hiicresinde meydana gelen fonksiyon bozuklugu

MODY ’nin gostergesidir.

Pankreatit, kistik fibroz ve obezite gibi durumlar da ayn1 zamanda sekonder

seker hastaligina sebep olmaktadir (Association, 2010).

2.5. Hayvanlarda Diyabet

Seker hastaligi kedi ve kopeklerde de insanlardaki kadar yaygin goriilmektedir.
Hayvanlarda da seker hastaligi Tip 1 ve Tip 2 olarak 2’ye ayrilir. Tip 1
insanlardakine benzer olarak, juvenil seker hastaligi olarak adlandirilir. Tip 2 seker
hastalig1 ise pankreasin yeterli insiilin liretememesi sonucu sekillenir. Kopeklerde
seker hastaliginin genellikle olugma nedeni tam olarak tespit edilmistir. Ancak
genetik olarak yatkinlik varsa, insiilitis (mononiikleer inflamatuvar infiltrasyon) veya
pankreatiti varsa seker hastaligina yatkinliginin oldugu belirtilmektedir. Genel
belirtiler ise; asir1 yemek yeme istegi olan hayvanlarda buna ragmen asirt kilo
kaybinm, asir1 su igmesine ve sik sik idrar yapmanmn goriilmesidir. Idrar ve kan
ornegi alinarak kan sekeri ve idrarda glikoziiri tespiti ile seker hastaligi dogrulanir.
Kopeklerde siklikla goriilen seker hastalig: tipi Tip 1°dir ve disaridan eksojen insiilin
takviyesi ile tedavi edilir. Kedilerin biiyiik bir kisminda ise Tip 2 seker hastalig
goriiliir ancak yine de oral anti diyabetik ajanlar yerine tedavisinde insiilin alimi
gerekebilir. Beslenmenin diizenlenmesi ve dogru uygulanan bir tedavi ile kedilerde

kan sekerinde diizelme ve tamamen iyilesme goriilebilir (Ohlund ve ark., 2016).
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Kopeklerde ise tedavi siireci devam eder ve tam bir iyilesme goriillmez (Davidson,

2007).

3. SEKER HASTALIGININ KLASIiK TEDAVi YONTEMLERI

3.1. Beslenme Tedavisi

1987°de Amerikan Diyabet derneginin seker hastaligi tedavisi ve pratik egitim
kurumunun yapmis oldugu bir aciklamada, kisiye 06zgli 0giin planlamasinin
oneminden bahsetmis ve seker hastaliginin tedavisinde yeni bir goriis ortaya
atmiglardir (Ryan ve ark., 1984). Bu kapsamda olusturulan tibbi beslenme tedavisi
Ogeleri asagida belirtildigi gibidir.

Saglikli agirlikta olmak,

Tam tahill irtinleri her giin tiikketmek,

Her giin sebze meyve tiiketimi yapmak,

Doymus yag ve kolesterolii diisiik yag iirtinleri ile beslenmek,

Orta diizeyde seker iceren yiyecek ve iceceklerin tiiketilmesi,
Alkollii igecek igiliyorsa onun asgari miktara ¢ekilmesi.

3.2. Egzersiz

Tip 1 seker hastaligi goriilen hastalarda, egzersizin sonucunda glikoz homeostazisi ve
yakit metabolizmasin1 diizenlemek hedef alinmistir. Ayni zamanda tip 2 seker
hastaligina sahip kisilerde de egzersiz Onemlidir. Obez hastalarda ise viicut
agirligimin  korunmasi ve azaltilmasinda bununla birlikte insiilin duyarliliginin

diizeltilmesinde de 6nemli bir rol oynar (Whelton ve ark., 2002).

3.3. insiilin tedavisi

Insiilin kesfedildikten sonraki ilk 60 yilinda sigir ve domuz preparatlarindan elde
edilirken 1980 yilindan sonra ise rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak insan
insiilinleri elde edilmektedir. Bu kesiften sonra insiilinler ihtiyaca gore

tasarlanmustir. Insiilin tipleri ise;

e Hizl etkili insulin analoglari: Lispro ve Aspart
e Kisa etkili insiilinler: Regiiler
e Orta etkili insiilinler: NPH ve Lente
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e Uzun etkili insiilinler: Ultralente
e Uzun etkili insiilin analogu: Glargin

3.4. Oral Antidiyabetik ilaglar ile Tip 2 Seker Hastaliginin Tedavisi

Glinlimiizde kullanimda olan farkli tipte oral antidiyabetik ajanlar bulunmaktadir.
Bunlar; insiilin salintmini arttiranlar, insiilin direncini azaltanlar ve gastrointestinal

sistem igerisinde glikozun giris hizin1 degistiren ajanlar olarak gruplara ayrilmistir

(Krentz ve Bailey, 2012).

3.5. Seker Hastaliginin Alternatif Tedavi Yontemleri

3.5.1. Pankreas Nakli

Yukarida belirtilen tedavilerin yani sira ozellikle tip 1 seker hastalarinda
insiilin tedavisine ragmen devam eden komplikasyonlardan dolay: alternatif tedavi
yontemleri arastirilmaya baslanmistir. Bu alternatiflerden biri olan pankreas nakli ilk
defa 1893’de Dr. Watson—Williams ve Mr. Hansant isimli arastirmacilar tarafindan
koyun pankreasinin 15 yasinda olan bir seker hastasinin derialti dokusuna nakil
edilmesiyle yapilmistir. Bu tedavi sonucunda hasta 3 giin sonra kaybedilmistir.
192711 yillarda ise pankreasin tamaminin seker hastalarina nakli yapilmis ancak bu
nakiller sonrasinda pankreasin kendini sindirmesi, nakledilen pankreasin immiin
reddi, vaskiiler tromboz ve pankreas kanali drenaj gibi problemlerle karsilasilmstir
(Garcia ve ark., 2003). Ayrica pankreas nakillerinin basarili olmasi igin immiin
baskilayici ilaglarin kullanilmasi gerekliligi de ortaya ¢ikmustir (Burke ve ark., 2015).

Pankreas nakilleri ciddi bir cerrahi islem gerektirir ve belirli bir morbitide ve
mortaliteye sahiptir. (Fioretto ve ark., 1998).

Pankreas nakilleri doku uyumu uygun verici bulma sikintisi ve cerrahi
isleminin kompleks olmasi1 sebebiyle siklikla kullanilan bir yontem degildir. Ayrica
pankreas nakilleri sonrasinda dokunun rejeksiyonu da yine siklikla goriilen
olumsuzluklardandir. Pankreas transplantasyonu, diyabetik nefropatinin lezyonlarini
azaltabilir ancak normagliseminin saglanmasi i¢in 5 yildan fazla siireye ihtiya¢ vardir

(Fioretto ve ark., 1998).
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3.5.2. Adacik Hiicre Nakli

Adacik nakli, tip 1 seker hastaliginda alternatif bir tedavi seklidir. 1970’li yillarin
basinda kollejenaz enziminin adacik hiicrelerinin izolasyonunda basarili bir sekilde
kullanilmasindan sonra, kemirgenlerde adacik nakilleri basarili bir sekilde
yapilmustir. Boylelikle karmasik bir cerrahi islem gerektiren pankreas nakilleri yerine
daha basit ve kisa siireli yapilabilen adacik nakilleri umut vaat etmistir. Uluslararast
Adacik nakli kayitlarina gore, 1990-1998 yillar1 arasinda yapilan nakillerden sadece
%12’sinde 1 hafta insiilinden bagimsizlik goriiliirken, sadece %8’i 1 yildan daha
uzun insiilinden bagimsiz olarak yasamini devam ettirmistir. Hastalarin %30 unda ise

C peptid diizeylerinde belirgin azalmalar gézlenmistir (Bretzel ve ark., 1999).

Seker hastaligi, insiilin iireten beta hiicresinin kitlesinde meydana gelen yetersizlik
sonucu olustugundan beta-hiicre kiitlesinin geri kazanilmasini amaciyla uygulann
adacik nakillerinde ya kadavradan elde edilen adacik hiicrelerinin nakli ya da kok
hiicrelerden elde edilen adacik veya beta hiicre benzeri hiicrelerin nakli

yapilmaktadir.

Edmonton (1999) da yeni immiin baskilayici ilag protokolleri ile basarili
adacik naklini gergeklestirmis ve bu basari sayesinde pankreasin tamami yerine
sadece adacik hiicrelerinin naklini yeniden giindeme getirmistir. Edmonton grubu, kg
basina yaklasik 11.000 IEQ adacik nakli gerc¢eklestirmistir. Protokolleri anti IL-2R
antikorlari, rapamisin ve diisiik doz FK506 icermektedir. Nakil yapilan alicilarda
instilin antikorlar1 baskilanmig, GADG65 otoantikorlar1 degismemistir. Ayrica bu
protokol ile nakil yetmezligi ile ilgili olan adacik otoantikorlarinin olusumu da
engellenmis olmaktadir. Bu grubun yaptig1 nakiller sonrasinda yaklasik 17 hastada 2
yila yakin insiilinden bagimsizlik ve normaglisemi goriilmektedir. Dikkate deger bu
sonug¢ o zamana kadar yapilan nakiller i¢erisinde en basarili sonug olmustur (Shapiro

ve ark., 2006).

Cogunlukla pankreatiti olan ve bazi diger sebeplerden dolayr pankreasi
cikarilan hastalarin pankreaslari izole edilerek, ayni hastaya tekrar kendi hiicrelerinin
nakli gerceklestirilir. Bu islem otojenik nakil oldugundan dolay1 hastaya nakilden
sonra immiin baskilayict ilag kullanmaksizin basarili olunur. Ozellikle 300.000

adacik esdegeri (IEQ ) kadar adacik hiicresi elde edilip nakil gerceklestirildiginde
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hastalarin %70 kadarinda en az 1 yil siireligine insiilinden bagimsizlik elde edilir.
Bazi arastirmacilar 200.000 IEQ otoadacik naklinde bile basarili sonuglar alindigin
bildirmislerdir (White ve ark., 2001).

Pankreasin laboratuvara getirilirken korunma isleminin iyilestirilmesi,
kullanilan enzim komplekslerinin ve diger kollajenaz ve nodtral proteaz
kombinasyonunun gelistirilmesi, sindirim ve saflagtirmanin optimizasyonu, dijital
goriintliileme analizleri, oksijen tiiketim oraninin belirlenmesi gibi ¢alismalar adacik
izolasyon ve nakil basarisin1 arttirabilecek diger etkenleri olusturmaktadir

(Balamurugan ve ark., 2014).

Son 20 yildir, pankreas adacik hiicre izolasyonu ve klinik naklinin basaris ile
ilgili onemli gelismeler olmaktadir. Ludwig ve arkadaslar1 (2014) adacik naklinin
basarisini, hastadaki glikoza baglanmis hemoglobin Alc (HbA1c) seviyeleri ve kan
sekeri seviyeleri bakimindan degerlendirmislerdir. Calismada tiim hastalarda
hipoglisemi olmaksizin HbAlc’ de bir azalma oldugu ve kalic1 bir greft fonksiyonu
ve sabit bir glisemik kontroliin oldugu gosterilmistir. Tiim hastalarda ayn1 zamanda
disaridan minimal insiilin verilmistir. Sonug olarak, adacik naklinin, se¢ilmis hastalar
icin mitkemmel bir tedavi olabilecegi bildirilmistir. Adacik nakli i¢in birincil hedef,
insiilinden bagimsiz olmasindan ziyade sabit glisemi olusturmasi ve hipogliseminin
onlenmesi olmalidir. Ayni makalede, disaridan az da olsa eksojen insiilin vermeye
devam edilirse; adaciklarda olusacak metabolik stresi koruyabilecegi ve hatta adacik

greft fonksiyonunu uzatabileceginden de bahsedilmistir (Ludwig ve ark., 2014).

3.5.3. Adacik Naklinde immun Cevaplar

Nakil sonrasi gelisen inflamatuar yanitin erken adacik hasar1 ve greft kaybina, neden
oldugu bilinmektedir. Insiilin bagimli hastalarda doku adacigi naklinin yararlarim
artirmak igin nakil oncesinde ve sonrasinda inflamasyon kontrolii yapilarak adacik
hasari azaltilabilir. Donérle birlikte adacik hiicrelerinde apoptoz da baslar. Iskeminin
baslangicindan itibaren greft revaskiilarizasyonuna kadar adaciklar hipoksik kosullar
altindadir. Bu nedenle, iskemi siiresi nakil i¢in adacik kalitesini arttirmasi agisindan
Oonemli bir husustur. Yapilan calismalarda soguk iskemi siiresinin § saatin altinda
olmasi gerektigi soylenmektedir. Doku adacigi izolasyonu i¢in kullanilan enzimlerin

de adacik naklinden tatmin edici sonuglarin alinmamasinin nedenlerinden biri
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Enzimatik ve mekanik stres adacik i¢indeki inflamatuar

medyatorlerin savunmasina neden olabilmektedir (Kanak ve ark., 2014).

Adacik tahribatinin énemli nedenlerinden biri de nakil sirasinda anlik kan-
aracili inflamatuar reaksiyondur. Doku faktorii (TF) adaciklar {izerinde bu tiir bir
tepkime i¢in Onemli bir tetikleyici olabilir. Sitokinleri ve kemokinleri salgilayan
yerlesik antijen sunan hiicreler (APC'ler) ile birlikte adaciklar inflamatuar siirecte
onemli bir rol oynamaktadir. Lokositlerin ve makrofajlarin infiltrasyonu 6nce adacik
hiicrelerinin yikimini baglatir. Adacik inflizyon sonrasi trombin antitrombin seviyesi
ve kanda C-peptid seviyeleri ile ani artis gostermesinin anlik kan-aracili inflamatuar
reaksiyon (IBMIR)’ dan kaynaklandig1 bildirilmistir (Kanak ve ark., 2014).

Pihtilagma, adacik nakli esnasinda portal kan ile dogrudan temas edildigi
zaman hemen devreye girer. In vivo ve in vitro deneylerde, CD39 u asir1 eksprese
eden transgenik farelerden alinan adaciklar kullanilarak yapilan nakillerden sonra
daha az pihtilasma oldugu gosterilmistir (Dawyer ve ark., 2006). Adaciklardaki
yerlesik makrofajlar, karaciger Kuppfer hiicreleri ve IL-1B salgilayan noétrofiller
insiilin salgisini bozar ve adacik hiicre apoptozisini uyarir (Johansson ve ark., 2006).
Immiin reddi engellemek igin; baryum-alginat ve diger polimerler kullanilarak
adaciklarin yiizeyi makroenkapsiilasyon teknikleri ile kaplanmaktadir. Chen ve
arkadaslar1 (2015)’ nin yaptig1r bir calisma da, CXCL12 kanstirilmis aljinat ile
enkapsiile edilmis allo- ya da ksenoadaciklar transplante edildiginde sistemik
immiinosiipresyon kullanilmadan hiicrelerin bagisiklik sistemi hiicrelerinden

korundugu belirlenmistir (Chen ve ark., 2015).

Adacik naklinde kullanilan mevcut immun baskilayici ilag uygulamalar1 beta
hiicreleri i¢in toksik olabilir, adacik naklinin gelecegi ve basaris1 immiin baskilayici
tedavilerin gelistirilmesine baglidir. Baska bir ¢alismada (Lau ve ark., 2015) ise;
noral krest kok hiicreler (NCSC) ile adaciklarin yiizeyini kaplayarak adaciklarin
uyumunu ve islevini artirmak hedeflenmistir. Bu calismadan ¢ikan sonuglara gore;
adaciklarin NCSC ile biyomiihendisligi sonrasinda intraportal naklinin, adacik

uyumu ve islevini gelistirmek icin bir olanak sagladig1 ortaya ¢ikmustir.
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Farhangi ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada (2014), yetiskin si¢can adaciklar
izole edilmis ve Streptozotosin (STZ) ile seker hastaligi olusturulanerkek siganlarin
testis korteksine nakledilmistir. Testis korteksi, hiicrelerin nakilden sonra immiin
ataga karst daha korunakli bir alan oldugu diisiintilerek secilmistir. Calismanin
sonuclarinda; nakilden 20 giin sonra seker hastasi olan siganlarin kan sekeri ve C
peptid seviyesinin normal si¢anlarla benzer seyrettigi belirlenmistir. Dolayisiyla
testis korteksinin adacik naklinde potansiyel olarak kullanilabilecek alternatif immiin

ataktan arinmis bir alan oldugu gosterilmistir.

Adacik nakli tedavisinde hiicrelerin elde edilmesinde uygulanan rutin adacik
hiicre izolasyon tekniginde, adacik hiicreleri pankreasta sahip olduklari yogun
damarlanma profilini kaybetmeleri ile birlikte maruz kaldiklar1 oksijen yetersizligi
hiicreler iizerinde apoptotik etki olusturarak nakil sonrast donemde adacik hiicre
greftinin sag kalimini olumsuz yonde etkilemektedir. Schaschkow ve arkadaglarinin
(2015) tarafindan yapilan bir calismada, oksijen icerigi artirilmis plazma tabanli
matrislerin nakilden 6nce adacik kiiltiirti i¢in faydali olabilecegi ortaya konulmustur.
Boylelikle canlilik ve islevsellik azalmadan hipoksiyi azaltarak ve adacik
morfolojisini koruyarak kiiltiir sirasinda adacik dayaniklilifinin artirilabilecegi

sonucuna varilmistir.

3.5.4. Adacik Hiicreleri ile Kombine Edilen Hiicresel Tedavi Yontemleri

Rejeneratif tipta gelisen teknolojiler, mevcut tedavi stratejilerini ve organ tedarik
etmekteki yetersizlikleri asmak igin seker hastalarmda beta hiicre yenilemesini
saglamaya yonelik gelismeleri igermektedir. Adacik hiicre tedavisindeki yeni

yaklasimlardan bazilar1 asagida siralandig gibidir:

1- Enkapsiilasyon immiin sistemin atagindan korunmak i¢in; adacik hiicrelerinin
boyutuna uygun sekilde aljinat kapsiilleri veya diger biyouyumlu kapsiiller ile
kaplanmasi teknigidir.

2-Kok hiicre tedavisi ve hiicrelerin yeniden programlama teknigi ile; beta hiicre
yenilenmesinin saglanmast ve bu sayede daha fazla sayida alicinin tedavisinin
yapilmasi hedeflenmistir. Ayrica biiyiime faktorleri, hormonlar ve kiigiik

molekdillerin, beta-hiicre ¢ogalmasini ve fonksiyonunu artirdigi gosterilmistir. EK
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olarak, potansiyel, hastaya 6zel otolog beta-hiicre replasman tedavisi gelistirmek
icin, iPSC’den tiiretilen pankreas beta-benzeri hiicrelerinin kullanilmas: da

tartisitlmaktadir (Pouch, 2015).

3-Pankreas ekstraselliiler matriksi ile organ biyomiihendisligi; Ekstraselliiler matriks
(ECM)’nin son zamanlarda yapilan g¢alismalarda, adacik biyolojisinin gelisimini,
morfolojisini, farklilagmasini, hiicre i¢i sinyalini, gen ekspresyonunu, go¢ etmesini,
beta hiicre yenilenmesinin saglanmasini ve hayatta kalmasi gibi ¢esitli yonlerini

diizenledigi gosterilmistir. (Hiratsuka ve ark., 2014).

4-Rejeneratif tip, Tip 1 seker hastalarinda endokrin fonksiyonunu diizeltebilen bir
pankreas1 iiretmek i¢in biyomiihendislik calismalari halen devam etmektedir

(Hilderink ve ark., 2015).

3.5.5. Adaciklarin Nakil Yontemleri

Diger nakli yapilan organlar gibi adaciklar da iskemi reperflizyon hasarina yatkindir.
izole adaciklar kan dolasimi igine infiize edildiginde, oksijen metabolizmasi
nedeniyle liretilen birgok sitotoksik tiriinler, ksantin oksidaz tarafindan katalize edilir.
Reaktif oksijen radikalleri (ROS), Niiklear Faktér Kappa B (NF-kB ) inflamasyon
yolagi ve zararli ve parcalayici proteinler, lipidler ve niikleik asitler ile hiicre
Olimiinii tesvik eder. Oksidatif stres, adacik izolasyon islemi sirasindaki adacik
hasar1 ve kaybma neden olan Onemli bir etkendir. Hipoksik durum ve
vaskiilogenesizin gecikmesi nakledilen adaciklar1 nekroz ve apoptosise tesvik eder.
Adacik naklinde, bu sinirlamalar1 asmak i¢in, sigan adacik hiicreleri ve insan kemik
iliginden tiiretilmis mezenkimal kok hiicrelerin (hMSCs), heterospheroidler (HSS)
olusturduktan sonra bobrek ve karacigere nakli yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada,
HSS kiiltiirti sonrasinda hipoksik durumunu degerlendirmek i¢in adacik hiicre anti-
apoptotik gen ekspresyonuna bakilmis ve onemli bir artis sergiledigi gozlenmistir.
HSS kiiltiirinde hMSC’nin anjiyogenik ve anti-apoptotik proteinleri salgiladigi
gosterilmistir. Hem bobrek hem de karacigere yapilan HSS nakillerinde ayni oranda
basarili sonuglar elde edilmistir. HSS sisteminin Tip 1 seker hastaliginin tedavisi
icin, geleneksel yontemlere gore daha etkin bir nakil yontemi olabilecegi goriigiine

vartlmistir (Shin ve ark., 2015).
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Kok hiicre tedavisi seker hastaligi tedavisi i¢in yeni bir iimit vaat eden
yaklagimdir ama farklilagmis hiicrelerin insiilin salgilama orani adaciktaki beta
hiicreleri ile kiyaslandiginda diisiiktiir. Seyedi ve arkadaglari (2015) insan gobek
kordonundan elde edilen mezenkimal hiicrelerin (hUCMs) insiilin iireten hiicreye
(IPC) doniisiimii ile elde edilen hiicrelerin diger farklilasma protokollerine kiyasla
beta hiicrelerine yakin ve benzer insiilin salinimi yaptiklarin1 géstermislerdir (Seyedi
ve ark., 2015). Baska bir arastirma da ise kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinden (BM-MKH ) insiilin iireten hiicrelerin (IPC) farklilasmasi iizerine FG
scaffold (3D kiiltiir ortaminda) etkisi Khorsandi ve arkadaglar1 (2015)’ nin yaptig1 bir
calismada degerlendirilmistir. Bu c¢alismadan ¢ikan sonuglarda ise FG scaffold’un
ratlarda BM-MKH ‘lerden elde edilen IPCs farklilagsmasini arttirdigt gosterilmistir.
Villani ve arkadaslar1 (2014)’ nin yaptig1 bir ¢aligmaya gore, amniyotik sivi kaynakli
kok hiicrelerin beta hiicre hasarini1 engelledigi de bildirilmektedir. Endojen B hiicre
islevi ve proliferasyonunda amniyotik sivi kok hiicrelerinin tedavisel katkisi
miimkiindiir. Bu kok hiicrelerin koruyucu o6zellikleri yiiksek seviyede hiperglisemi
olusumundan 6nce nakil yapilirsa goriilmektedir. Bu da erken miidahalenin 6nemini
gostermektedir (Villani ve ark., 2014). Lau ve arkadaslar1 (2015)’ nin yaptigi bir
calismada, fare adaciklari, gelistirilmis yesil floresan proteini (EGFP) eksprese eden
fare noral krest kok hiicreleri (NCSC) ile inkiibe edilerek yiizeyleri kaplandiktan
sonra seker hastas1 yapilan farelerin tedavisi ig¢in portal ven i¢ine nakledilmistir.
NCSC biyomiihendisligi ile nakledilen fare adaciklar1 kontrole gore glikoza daha iyi
yanit verdigi goriildii. Nakledilen NCSC ler adacik greftinde glial ve noral hiicrelere
farklilasmistir. Adaciklarin NCSC ile biyomiihendisligi sonrasinda intraportal nakli,

adacik uyumu ve islevini gelistirmek icin bir olanak sagladig1 sonucuna varilmstir.

Kaslar, adacik naklinde tercih edilebilir nakil bolgesi olmasina ragmen,
nakilde basaris1 zayif olan bir bolgedir. Fakat yapilan bir calismada, mezenkimal kok
hiicrelerle (MKH) adaciklarin birlikte kas i¢cine naklinde tek basina adacik nakline
gore daha olumlu sonuglarin elde edilebilecegine dair caligmalar devam etmektedir.
MKH’ ler ile adaciklarin kokiiltiiri ve birlikte nakli sonrasi naklin o6zellikle
antiinflamatuar etki agisindan basarili oldugu, antiapoptotik etkisi  ve
neovaskiilarizasyon i¢in daha anlamli sonuglarin elde edildigi de belirtilmistir

(Yoshimatsu ve ark., 2015).
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Uc boyutlu (3D) hiicre kiiltiirleri; Bu hiicre kiiltiirleri, hiicre-hiicre ve hiicre-
matris etkilesimlerini ve daha sonra hiicre sinyal iletimini arttirici in vivo
mikrogevreyi taklit edebilmektedir. 3D hiicre Kkiiltiirii sistemleri, kok hiicre
farklilasmasin1  yonlendirebilmesi i¢in  gelistirilmistir. 3D  kiiltiir  sistemleri
mikrogevre kaynagi olusturmasi ve islevsel bakimdan adacik benzeri hiicre kiimeleri
icin ideal bir yontemdir. Ancak, heniliz bu islevselligi arttiran mekanizmalar
belirsizdir. Balb-c farelerden elde edilen adacik ve Sertoli hiicrelerinin agregasyonu
asili damla teknigi metodu ile hazirlanmistir. Bu agregasyon C57BL/6 farelerin
karacigerine insan adacik naklinde oldugu gibi portal damar yolu ile nakledilmistir.
Bu ko agregasyonun hem Sertoli hem de adacik hiicrelerinin fonksiyonlarini
korudugu belirlenmistir. Portal damar yolu ile 800 ko agregat C57BL/6 farelerin
karacigerine nakil edildiginde 100 giinii askin siirede nakil yapilan 7 farenin 6 sinda
normaglisemi goriilmiistiir. Ozellikle bu allojenik ko agregatlarin Streptozotosin
(STZ) ile indiiklenmis seker hastaliginda portal damar yolu ile naklinde sistemik
immiin baskilayic1 ila¢ kullanmaksizin uzun vadeli graft canliligi saglamistir

(Takemoto ve ark., 2014).

3.5.6 Adacik Hiicre Nakillerinin Basaris1 Uzerinde Etkili Olan Sitokinler ve
Damarlasma Faktorleri

Pankreas adaciklarinda damarlanma oldukga yiiksektir. Adaciklarda ekzokrin dokuya
gore bes kat fazla damarlanma mevcuttur. Son yapilan arastirmalarda kan damari
endotellerinin endokrin pankreas gelisimi tiizerinde etkili oldugu gosterilmistir
(Lammert ve ark., 2001). Lammert ve ark. (2003) nakil olan dokuda adacik
gelismesini, adaciklarin ¢evresinin kan damarlariyla ¢evrili olmasina ve yeni olusan
adaciklarda kilcal kan damari gelisiminin artmasina baglamaktadirlar. Adaciklar
daha Onceden olugsmus damarlarin endotel sinyalleriyle uyarilmaktadir ve
gelisimenin ileriki asamalarinda kilcal damarlarin  olusumunu artirmak icin
adaciklarda VEGF ekspresyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir (Yazir 2007). Jansson ve
Carlsson (2015) yaptiklart bir ¢alismada, saglikli siganlarda iki farkli adacik
populasyonunu incelemis ve biiyiik adaciklara sahip grupta yogun bir damar ag ile
1yl bir oksijenlenme, iyi beta hiicre ¢ogalmasi ve gii¢lii bir salgi islevi bulundugu

tespit edilmistir. Diger kiigiik boyutlu adacik hiicre grubunda ise iyi bir
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oksijenlenmenin olmadigi, bir beta hiicre ¢ogalmasinin ¢ok az oldugu ve iyi bir

salinmanin olmadig1 goriilmiistiir.

Hiicrelerin birbirleri ile bitisik olan ylizeylerinde bulunan PECAM-1 (CD 31)
damardaki hiicreler 6zellikle de bazi 16kosit tipleri ve trombositler tarafindan salinan
bir proteindir. Fibroblast, epitel hiicresi, kas ve damarsal olmayan diger hiicrelerin
yiizeyinde CD 31 bulunmaz. Endotel hiicre kiiltiirlerinde ise; PECAM-1 yaygin
olarak endotel hiicreleri tizerinde yerlesmistir. (Newman ve ark., 1990 ; Ergiiler,
Demir, ve Demir, 2002). Arastirmacilar endotel hiicre ve kok hiicreleri ayr1 ayri
izole edip endotel hiicre ile kaplayarak adacik hiicreleri elde etmis ve 6 giin kiiltiire
edildikten sonra damarlanma etkisine bakmiglardir. Calismalarinda CD 31
boyamasimni1 formaldehitle tespit ettikleri preparatlarda floresan 151k altinda
incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucuna gore CD 31 pozitifliginin endotel ve kok hiicre
ile kaplanan adaciklarda yiiksek oranda oldugu ve revaskiilarizasyonun arttigini
bildirmislerdir (Johansson ve ark., 2008). Insan endokrin pankreasindaki
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden koken alarak iiretilmis adacik hiicrelerinin uzun
siire kiiltiirii sonrasinda karakterizasyonu ve vaskiilarizasyonu arastirmacilar
tarafindan incelenmistir. Bu c¢alismada adacik benzeri hiicrelerinin CD 31
boyamasina flow sitometri kullanilarak bakilmistir. Calismada elde edilen adacik
benzeri hiicrelerin anjiogenik &zelliklerinin yiiksek oldugu bildirilmstir (Sordi ve
ark., 2017).

Gen dizi ¢aligmalar1 izolasyondan hemen sonra anjiyogenezis, enflamasyon ile
iligkili genlerin uyarilmasi, apoptoz ve hiicre biiylimesinin 72 saat kiiltiirden sonra
daha fazla artis gosterdigini bildirmislerdir. izolasyon ve adaciklarin kiiltiiriiniin de,
Interlokin 10b (IL-10) ekspresyonunu down regiile ettigi ayrica diizenleyici T
hiicrelerinin gelisimini uyardigi bu sitokin ekspresyonunun negatif diizenleyici
etkisinin de oldugu gosterilmektedir. Adaciklarin kiiltiire edilmesiyle saflik
yiizdesinde artma olusur ve hasarli adaciklar ile asiner hiicreleri pargalanir. Adacik
nakli sonrasi goriilen immun reddin baskilanmasi i¢in adacik naklini takiben
immunsupresan uygulamalar1 yapilmaktadir, ancak bu wuygulamalarin insiilin
sekresyonunu ciddi oranlarda bozdugu da goriilmiistir (Ricordi ve ark., 1990).

Interldkin 10; sitokin sentez inhibitér faktdr olarak da isimlendirilir, saliniminda B
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hiicreleri, timositler, Thl hiicreleri, monosit ve NK hiicreleri etkilidirler. IL-10
sayesinde makrofajlardan IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 ve Timdr Biiyime Faktori alfa
(TNF- o) salgilamasi baskilanirken, T lenfositlerden de IFN-a salgilamasi baskilanir.
Bunu TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin sentezini transkripsiyonel (TNF- o ve IL-
1) ve posttranskripsiyonel (IL-1 ve IL-6) diizeyde baskilayarak gergeklestirir
(Jeannin ve ark., 1998). IL-10 saliniminin in vitro ortamda insanlarda progesteron
tarafindan uyarildigi da bildirimler arasindadir Ancak ratlarda bu iliskiyi gosteren bir
literatiire rastlanilamamustir. Glukokortikoidlerin in vitro olarak pro-inflamatuar
sitokinleri ve doku faktoriinii azalttig1 ve nakledilen insan adaciklarinin islevlerini in
vivo iyilestirdigine yonelik yapilan bir ¢alismanin sonucunda, glukokortikoidlerle
beraber inkiibe edilen adaciklarda immiinomodiilator sitokin IL-10 ekspresyonunda
belirgin bir artis gozlemlenmistir. IL-10'un makrofajlar, dendritik ve T regiilator
hiicreler tarafindan salgilandigi bilinmektedir. IL-10’un saflastirilmis adaciklarda
meydana gelen artisginin tasiyict 16kositlerden kaynaklandiginibelirtmislerdir.
Diizenleyci T hiicrelerinin uyarilmas1 yoluyla nakledilen adaciklar tarafindan
indiikklenen immiin yanit tizerinde glukokortikoid kaynakli IL-10 ekspresyonunun

olumlu etkilere sahip olabilecegi bu calisma ile gosterilmistir (Lund ve ark., 2008).

Fibroblast biiyiime faktorlerii (FGF), polipeptit biiyiime faktorlerinin iginde
bliylilk bir aileyi olusturmaktadir. FGF’ler i¢inde ¢esitli mezoderm ve
noroektoderm’den kdéken alan hiicreler olan fibroblastlar, osteoblastlar, diiz kas
hiicreleri, endotel hiicreler, kondrositler, melanositler gibi hiicreler bulunur. Bu
hiicrelerin kuvvetli mitojenik aktiviteleri, norotropik 6zellikleri ve heparin baglama
ozellikleri belirgindir (Sucularli ve Pinarli, 2014). Diyabet tedavisinde insan fotal
pankreatik progenitor hiicrelerinden tiiretilen adaciklarin degerlendirilmesini yapan
bir grup bilim adaminin yaymladigi makaleye gore, adacik hiicre benzeri kiimeler
olusturmak i¢in kiltlir ortamina ekledikleri 10 pg/L dozunda bFGF ile bFGF’nin
embriyonik gelisim sirasinda hiicre proliferasyonunda ve farklilasmada ¢ok 6nemli
bir rol oynadigini belirtmislerdir. Bu nedenle bFGF kullanarak bu hiicrelerin
proliferasyonunun gergeklestigi one siiriilmiistiir. Yaptiklar1 ¢alismada insan fetal
pankreatik progenitér hiicrelerinin bu kiiltiir ortaminda kuvvetli bir c¢ogalma
kabiliyeti sergiledigini gostermislerdir (Zhang ve ark., 2013). bFGF ile tedavi edilen

adacik progenitor hiicrelerinin implantasyonu sigcanlarda streptozotosin kaynakli
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diyabeti iyilestirdigine yonelik yapilan bir diger ¢calismada ise, prolifere olan adacik
hiicreleri 20 ng/ml dozunda bFGF ile kiiltiire edildiginde asamali olarak endokrin gen
ekspresyonu  kaybedilmesine ragmen sigan adaciklarinda c¢ogalmayir uyardigi
belirtildi ve bununda ¢ogalmaya etki eden bir yan etki olabilecegini gostermislerdir

(Li ve ark., 2010)

3.5.7. Hayvanlarda Adacik Nakli Calismalar: ve Diyabet Tedavi Secenekleri

Kopek adaciklarinda, alfa hiicreleri sol lobda merkezden perifere dogru yayilim
gosterir ve beta hiicreleri ise tiim bolgelerde daginik olarak yerlesmistir. (Tsuchitani
ve ark., 2016). Aglik kan sekeri 148 dl/ml’den biiyiik olan kopekler seker hastasi
olarak kabul edilir. Obez kopeklerde insiilin resistansit goriiliir. Kopeklerde seker
hastalig1 etyopatogenezinin daha iyi anlasilmasi ile hastaligin erken evrelerinde
midahele etmek bu hastaligin ilerlemesinin yavaslamasina neden olmadigi gibi,
maalesef insiiline bagimliligindan kaginmak veya seker hastaligini tamamen onlemek
miimkiin degildir. Ancak kedilerde insiilinden bagimsizlik ve hatta diyabetin bile
tamamen iyilesmesi s6z konusu olabilmektedir. Bunu yaninda kopeklerde diyabetin
instilinden bagimsizlik olmamasina ragmen diger potansiyel giivenli tedavilerden
GLP-1 antagonistleri kullanilarak tedavi edilmesi miimkiindiir (Gilor ve ark., 2016).
Kopek seker hastaligi arastirmalarindaki gelismelerin anlatildigi ve eve adacik nakli
sonuglarinin verildigi ilk yayin 1988 yilinda yapilmistir. Calismada toplamda 18
kopek kullanilmis ve bu kopeklerden 8’ine nakil yapilmistir. Bes kopege siirekli
immiin rejeksiyonu engellemesi igin siklosporin verilmistir. Bir allogreft nakil
yapilan kopegin toplam kan sekerinin normal araliklarda olmast durumu (6glisemi)
231 giin siirmiistiir. Oglisemili bir kopegin nakilden 186 giin sonra pnémoniden
oldigi kaydedilmistir. Diger kopeklerde ise 6gliseminin, 253 ila 716 giin arasinda
degisen siireler boyunca devam ettigi bildirilmistir (Alejandro, ve ark, 1988). Daha
yenilerde yapilan bir diger ¢alismada ise (Yang ve ark., 2016)., farelerin adacik
hiicreleri sitosan ile aljinat kapsiilleri ile kaplandiktan sonra deneysel olarak diyabet
edilen kopeklere nakli yapilmigtir. Bu ksenojenik naklin amaci ise sitosan-aljinat
kapsiiliniin immiin rejeksiyona etkisini incelemektir. Sitosan-aljinat kapsiilii ile
yapilan adacik naklinde 1 yil oglisemi kaydedilmistir ve immiin rejeksiyon

gozlenmemistir.  Klinik  insan  pankreas transplantasyon programlarinda
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uygulanmadan Once ¢esitli muhafaza teknikleri veya immiinostipresif protokolleri
degerlendirmek amaciyla az sayida calisma kopeklerde yapilmistir. Tiim allograft
pankreas nakli yapilan kopeklerde, dglisemi saglanmasina ragmen %90 oraninda
immiin rejeksiyon tespit edilmistir ve nakledilen hayvanlarin yarisisnin 14 giinden
fazla hayatta kaldigi bildirilmistir. Ayrica ¢ok fazla cerrahi komplikasyonlarin
oldugu bunlarin; duodenal sizinti, yara enfeksiyonu, greft nekrozu ve greft vaskiiler
tromboz, chyle sizinti, karin i¢i apse ve pnomoni oldugu bildirilmistir (Shyr ve ark.,
2002). Bununla birlikte, kopek adaciklarinin izolasyonu, korunmasi ya da nakli ile
ilgili 40'dan fazla ¢alisma yapilmis ve biiyiik miktarda bilgi toplanmistir (Vrabelova
ve ark., 2014).

Cizelge 3.1. Kopeklerde yapilan adacik hiicresi nakli, naklin verimliligi, hangi bolgeye nakledildigi ve
Oglisemi oranlari ile ilgili daha 6nce yapilmis olan arastirmalarin sonuglar1 (Vrabelova ve ark., 2014).

# of Islets Mormoglycemia

# of Transplantedkg {# of Dogs and
Refs. Dogs Yield Body Weight Transplant Site Duration)
Horaguchi and Merrell®® 7 2-3 x 10° Pancreatic cells per pancreas Liver, spleen 57
Noel et al.® 3 3583 lslets per gram of pancreas Spleen 2/3 for 30 days
Algjandro et al % 15 57 % 10° Endocrine cells per pancreas Mesenteric vein 120600 days
\Wamaock™® 20 103,200 Islets per pancreas 1000-8000 Liver, spleen 12/19 for 30-180 days
Cattral® 20 5444-8645 3-30 days
Evans et al.* 22 Liver, spleen, kidney  0-30 days
Warmock™ 59 129,733 Islet per pancreas 4763-10,263 Liver, spleen, kidney  30-270 days
Evans™® 14 6811-7868 Liver, spleen, kidney  11/14 for 90 days
Kaufman et al.®® 25 92,500 lslets 3150-8350 B0-108 days
Kneteman et al *7 51 20-25% of beta cells Spleen 90-600 days
Ao et al® 36 101,188 IEQYpancreas 2264-5650 Spleen, pouch 10-80 days
Warmock et al.%2 29 9033-9050 Spleen 5-35 days
Tashiro et al &7 5 4300-10,000 Omentum 3/5 for 28-49 days
Kin et al.® [} 42,944 |[EQjpancreas 2733-5776 Omentum 0-143 days
lto et al.” 15 65,012 |[EQ/pancreas 3000 Liver 30 days

Spontan diyabetik kedi kemik iligi boslugundaki alana biyo yapay olarak elde
edilen adaciklarin nakledildigi ve in vivo olarak sonuglarin degerlendirildigi bir
calismada, diyabetik bir kedinin femur kemik iligi oyuguna on adet biyoyapay adacik
yerlestirilmistir.  Sonuglarma bakildiginda, kedinin ameliyattan sonra hala
hiperglisemisinin devam ettigi gozlenmistir. Bununla birlikte, kedinin fizyolojik
serum C-peptid seviyesinde bir artis olmustur. Bu ¢alisma, spontan diyabetik kediler
icin kemik iligi oyuguna implante edilen biyoyapay pankreatik hiicrelerin etkili
oldugunu ortaya koymustur (Yang ve ark., 2010). Kedi goziiniin subretinal uzantisina
yapilan Langerhans adaciklart naklinde de hayvanlarda nekroz ya da inflamasyon
gelismemistir. 21 giine kadar takip edilen hayvanlarda nakledilen alanlarda

damarlanma olusumu gézlenmistir (Hatchell ve ark., 1998).
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4. LUTEAL HUCRELER

4.1. Ratlarda Ovaryum Gelisimi ve Ostrus

Prepubertal ovaryum gelisimi gonadotropin seviyeleri ve morfolojik o6zelliklerine
gore 4 doneme ayrilmistir: Neonatal déonem dogumdan sonraki ilk hafta, infantil
donem dogumdan sonraki 1-3 hafta arasi, jiivenil donem dogumdan sonraki 3-4.5
haftalar arasindaki déonem ve peripubertal donem jlivenil donem sonrasindaki 3
giindiir. Neonatal donemde ovaryumlar Folikiil Sitimiile Edici Hormon (FSH) etkisi
ile testosteronu oOstradiol-173’ya metabolize ederler (Miilazimoglu ve ark. 2010).
Infertil donemde, FSH ve Luteinlestirici Hormon (LH) aktivitesi ile follikiilerde
gelisime olur. Jivenil donemde follikiillerde 0&strojen sekresyonunu olusur.
Peripubertal dénem siiresince uterus sivi ile kaplidir, follikiiller yiiksek oranda
Ostrojen sekrete eder ve gonadotropinlerdeki yiikselme ile ilk ovulasyon olur. Puberte

ya da ilk Ostrus 28-42. giinlerde meydana gelir. (Satie ve ark., 2011).

Fare ve ratlarda, Ostrus siklusu, vajinal agikligin gézlenmesiyle, vajinal smear
yontemi kullanilarak takip edilebilir. Yaklagik 4-5 giin siirer. Ostrus siklusu,
prodstrus (P), éstrus (O), metdstrus (M) ve didstrus (D) olmak iizere baslica 4 fazdan
olusur. Proostrus fazi 12 saat, Ostrus faz1 12-24 saat, metdstrus fazi1 6-8 saat, diostrus
faz1 ise 52-60 saat siirer (Petroianu ve ark. 2005). Korpus luteum maksimum
biiyiikliigiine erken didstrus doneminde ulagir. Siklusun diizenliligi, aydinlik-karanlik
siklusunun kontrolii altindadir. Bu yiizden deney hayvanlar1 laboratuvarlarinda 12
saat aydmlik (L): 12 saat karanlik (D) uygulamasi yapilir (Miilazimoglu ve ark .,
2010)

4.2. Korpus luteum

Korpus luteum (KL) ratlarda ovulasyondan 48 saat sonra ovaryum folikiiliiniin
duvarindan geligen, progesteron hormonu salgilayan gegici bir yapidir (Hubscher ve
ark., 2005). Kollegenaz kullanilarak birbirinden ayrilmis luteal hiicrelere
mikroskobik olarak bakildiginda iig tip hiicre tanimlanir. Bunlar:

1. Kiiciik luteal hiicreler (KLH)

29



2. Biiyiik luteal hiicreler (BLH) ve

3. Temel olarak vaskiiler hiicrelerden koken alan diger hiicre tipleridir. Bu hiicreler,
kapillar damarlarin kenarinda bulunan endotel hiicreler, alyuvarlar ve eozinofilleri de
icine alan cesitli l6kositler, T-lenfositler ve makrofajlar1 da bulundugu immiin

hiicreler ve fibroblastlardir (Meidan ve ark., 1999).

Yeni olugsan KL’ un biiyiik luteal hiicrelerinin kdkeni grantiloza hiicreleriyken,
kiiglik luteal hiicrelerin kokeni teka hiicreleridir (Milvae ve ark., 1996). Korpus
luteumun yaslanmasiyla bazi kiigiik luteal hiicreler biiyiik hiicrelere dontisiir (Hansel
ve Blair, 1996). Hem biiyiik hem de kii¢iik Iuteal hiicreler progesteron iiretimine
katkida bulunur. Biiyiik luteal hiicreler kiigiik luteal hiicrelere oranla az sayida olsalar
da daha fazla progesteron tiretmektedirler (Milvae ve ark., 1996). Kiiciik ve biiyiik
luteal hiicrelerin ko-inkiibasyonu (Milvae ve ark., 1991), biiyiik luteal hiicrelerle
endotelyal hiicrelerin  ko-inkubasyonu (Fields ve Fields, 1996) progesteron
sekresyonun artmasint saglamaktadir. Ayrica, Nelson ve arkadaslart (1992)
tarafindan yapilan bir arastirmada da biiyiik bir ¢ogunlugu vaskiiler kdkenli olan ve
progesteron salgilamayan hiicrelerin, biiyiik luteal hiicrelerle ko-kiiltiire edildiginde,
progesteron salgilanmasinda birka¢ kat artisa neden olduklar1 ortaya konulmustur

(Nelson ve ark., 1992).

Folikiillerin gelisimi sirasinda teka ve granuloza hiicrelerinin luteal hiicrelere
doniismesi ve luteal hiicrelerde progesteron iiretilmeye baslanmasi gibi bir dizi
olayin gergeklesmesi icin gereken ihtiyaglarin karsilanmasi i¢in de anjiogenez
esastir. Yeni olusan KL’ da vaskiiler gelismeler baslica vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorti (VEGFA) (Ferrara ve ark., 1998) ve temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF,
FGF-2) (Gospodarowicz ve ark., 1985) ile diizenlenir.

Korpus luteum ovulasyondan itibaren birka¢ giin icinde gelisir, ¢ap1 1,5 cm
kadar ulasir. Bundan sonraki gelisimi dollenme olup olmamasina gore degisir. Eger
dollenme olmamigsa; KL birkag giin sonra gerilemeye baslar, kiigiiliir. Zamanla
korpus albikans adi verilen beyazimsi bir yara izine doniisiir, daha da sonra yara izi

de kaybolur (Widmaier ve ark. 2010).
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Ratlarda yapilan c¢alismalarda KLH’ in 12-20 um ¢apinda oldugu belirlenmis
olup daha biiyiik ¢aptakiler de BLH olarak tanimlanmistir (Nelson ve ark., 1992).
Bahsedilen hiicreler yapisal olarak birbirinden farklidir (Wiltbank 1994).

Korpus luteum yaslandiginda bazi kiigiik luteal hiicreler biiyiik hiicrelere
doniiserek progesteron salimimina katkida bulunur. Bununla birlikte, &strus
siklusunun devam eden asamalarinda gozlenen biiyiik luteal hiicreler, teka kokenli
luteal hiicrelerdir (Hansel ve Blair, 1996). Makrofajlar, fagositik aktivite ve KL nin
regresyonuyla ilgili immiin cevapta rol almalar1 agisindan 6nemlidirler. Bu nedenle
bu hiicrelerin luteal fonksiyonun diizenlenmesinde tamamlayic1 rolleri vardir

(Meidan ve ark. 1999).

4.2.1. Korpus Luteum Hormonlari

4.2.1.1. Progesteron

Progesteron steroid yapida bir hormondur. Bu hormon progestinlerin en énemlisidir..
Kandan alinan kolesterolden az miktarda da asetil koenzim- A’ dan sentezlenir.
Progesteron kanda plazma albumini ve &zel progesteron baglayici globulinler
sayesinde tasinir. Progesteron salgilandiktan birkag dakika sonra tamamen,
progesteron etkisi bulunmayan diger steroidlere yikilir. Korpus luteumdan baska

plasenta ve bobrekiistii bezinden de progesteron salinimi gergeklesir.

Ratlarda gebeligin ilk donemi boyunca, koitus ile aktiflesen prolaktin
dalgalar1 sayesinde ovaryumdan stimiile olan progesteron salinir. Gebeligin 2.
doneminde ise plasenta da progesteron {iiretimine katilir. Gebeligin 7. ve 13.
giinlerinde progesteron en yiiksek seviyeye gelir. Ancak plasental salinan

progesteron ratlarda gebeligin devami i¢in yeterli degildir.

Rat embriyosu diger hayvan tiirlerinden farklidir ve Ostrojen {iiretimi
gerceklesmez. Anneden salinan Ostrojen gebeligi kontrol eder. Gebeligin 11.
giintinde serum LH seviyelerinde diger giinlere gore dikkate deger oranda artis olusur
ve plasental luteotrop hormonlarin da gebeligin 16. giinde gelisimi olur ve gebelikte

olusan KL nin biiyiikliigiinde bu donemde artma meydana gelir.
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Luteinlestirici Hormonun uyarisindan bagimsiz olarak biiyiik luteal hiicreler
de 6nemli oranda progesteron {iretimini gergektestirir. Biiyiik luteal hiicrelerde aktif
durumda olan protein kinaz A bu hiicrelerde bol progesteron salinimin nedeni olabilir
(Diaz ve ark. 2002). Ek olarak BLH’lar KHL’lardan daha az sayida LH reseptorii
bulundurdugundan, LH artigi zaman progesteron firetimini de artirir, minimal
diizeydeki LH’dan etkilenmeden bazal diizeydeki progesteron salinimini siirdiiriir.
BLH’lar uyarilmadiginda KLH’lara kiyasla 20 kat daha fazla progesteron salinimi
yaparlar (Luborsky ve Behrman 1985).

Biiyiime faktorleri de biiylik ve kiigiik luteal hiicreler arasinda hiicre ici
aracilar olarak islev goriirler. Temel fibroblast biiyiime faktoriiniin, transforme edici
biliylime faktoriin, sinir bliylime faktoriiniin ve insiilin benzeri biliylime faktoriiniin
korpus luteumda hiicreler arasi haberlesmede rol oynadigi belirtilmektedir (Pate,

1996).

Progesteronun etkileri:
e T-lenfositlerini baskilayip ayni zamanda da immiinolojik reddi onleyerek,
blastosist implantasyonunu kolaylastirir
Serviks salgisini azaltarak, viskoziteligini artirir
Tuba uterinalarin motilitesini azaltir
Is1y1 arttiricr etkisi bulunmaktadir
Natritiretik etki gosterir
Solunumu uyarir
Insiilin salgisin1 artirir
Progesteronuterus ve serviksin kasilmasini engeller, antiprogestinler erken
doguma neden olmaktadir
Nitrik oksit ile birlikte uterus kasilmasini baskilar
e Meme dokusunun gelisimini uyarir.

4.2.1.2. Ostrojen

Ostrojenler kimyasal yap1 olarak “steroid” yapida hormonlardandir ve én maddeleri
asetat ve kolesteroldiir. 17-Beta-Ostradiol, Ostriol ve Ostron olmak iizere baslica ii¢
cesit Ostrojen tipi bulunur. Gelismis follikiillerden, graniiloza ve teka interna
hiicrelerinden ve intersitisyel hiicrelerden strojen salinimi gergeklesir. Az miktarda
da korpus luteumdan Ostrojen salgilanir. Meme bezi ve iireme sisteminin biiylime ve

gelismesini saglar. Gebelik boyunca, rat plasentasi tarafindan strojen tiretilmez.
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4.2.1.3. Prolaktin

Siit tiretimi hipofizden salgilanan prolaktin (Laktotrop hormon, LTH) adli hormonun
etkisiyle gerceklesir. Progesteron prolaktinin bu etkisini engeller. Boylece dogum
olay1 gergeklesene kadar, memelerin biiylimesine karsin, siit iiretiminin
gerceklesmemesini saglar. Bunun sonucunda prolaktin hormonunun etkisi serbest

kalir ve siit iiretimi baslar.
4.3. Ovaryumlarda Anjiyogenez

Anjiyogenez oviilasyon sirasinda lireme sisteminde, korpus luteumun gelismesinde,
embriyogenesiste, laktasyonda, bagisiklik yaniti sirasinda, inflamasyon ve yara
onarimi sirasinda olusabilen fizyolojik bir siirectir. Anjiogenez filizlenme ve/veya
invajinasyonlarin kilcal damarlar i¢inde boliinmesiyle ya da dallanmalar seklinde
olusur. Bu siirecte, proteinler ve biiyiime faktorleri endotel hiicrelerin boliinmesini
tesvik eder, olusturulan uyarana dogru goc ederek tiibiiler yapilarina farklilasirlar.
Endotel hiicrelerinin kendileri de dahil olmak iizere, c¢esitli hiicreler tarafindan
salgilanan ekzojen veya endojen uyaranlara yanit olarak ve yerel olarak iiretilen
otokrin ve/veya parakrin fonksiyonlari da vardir. Endotel hiicre yiizeyi iizerindeki
reseptorler ile etkilesime giren proteinler ve biiylime faktorleri, dogrudan (Bhadada
ve ark., 2011) diger hiicreleri ¢ekerek ve etkilesime girerek ya da dolayli olarak
anjiyogenezi tesvik edebilir. Bunlardan FGF (acid FGF/FGF-1), bFGF (temel
FGF/FGF-2) ve VEGF giiniimiize kadar tanimlanmis en gii¢lii anjiogenik biiyiime
faktorleridir (Hyder ve Stancel, 1999).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii korpus luteumun olgunlagmasini uyararak
progesteron salgilanmasini saglar. Uterus anjiogenezi i¢in de progesteron ve VEGF
gereklidir. Ovaryumda korpus luteumun gelismesi ve endokrin fonksiyonu yeni
kapillerlerin biiyiimesine baghdir. Son ¢alismalar korpus luteumun erken evrelerinde
VEGF'in yiiksek miktarda eksprese edildigini gostermistir. Ekspresyon orta-luteal
fazda azalmakta olup, VEGF’in uterus anjiyogenezi ve korpus luteum gelisiminin
uyarilmasinda kilit bir role sahip oldugu bilinmektedir. VEGF inhibisyonu si¢anlarda
uterus anjiyogenezini, korpus luteum gelisimini ve progesteron salinmasini tiimiiyle

baskilamaktadir. Endotel hiicreleri i¢in 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine
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sahip bu faktdr, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen Once ovaryum
follikiillerinden salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan
sonra bu salgilama gorevini korpus luteum iistlenir. Erken implantasyon doneminde

ise embriyo trofoblastlarinca salgilanir (Tamanini ve De Ambrogi 2004).

Ovaryumlarda teka ve/veya graniiloza hiicreleri tarafindan VEGF’in iiretildigini
bildiren c¢aligmalara gére VEGF folikiil bliylimesinin diizenlenmesinde de onemli
olabilir. Gonadotropinlerin, granuloza hiicreleri tarafindan VEGF iiretimini tesvik
ettigi de gosterilmistir. Sicanlar ve primatlarda, granuloza hiicreleri tarafindan VEGF
ekspresyonun takibi ile LH ovulasyon dalgalanmalari kolayca gériiliir. Insanlarda LH
yiikkseldigi  zaman, folikiiler sivida VEGF konsantrasyonlarinda da artis
gosterilmistir. Buna ek olarak, FSH ve hCG uygulamasini takiben folikiiler sividaki
VEGF konsantrasyonu ile folikiiller sividaki progesteron konsantrasyonlari
birbirleriyle iliskili bulunmustur (Danforth ve ark., 2003). Sicanlarda KL olusumu
sirasinda  steroidojenik luteal hiicrelerde VEGF ekspresyonu belirgin olarak
artmaktadir. Dahasi, VEGF reseptor blokerleri luteal vaskiiler proliferasyonu

kesintiye ugratir (Reynolds ve Redmer 1998).

4.4. Ovaryumda Immiin Olaylar

Luteal hiicreler ile immun hiicreler arasinda iki yonlii bir iliski vardir. Korpus
luteumdaki immun hiicrelerin fonksiyonu, luteal hiicreler tarafindan {iretilen
prostaglandinler, peptidler ve steroidler tarafindan diizenlenir. Immun hiicreler INF-
Y, TNF-o ve IL-1P gibi sitokinlerin sekresyonunu arttiginda, INF-y, TNF-a gibi
sitokinler luteal hiicreleri dldiirerek tiretilen progesteron lretimini azaltirken ayni
zamanda prostaglandin sentezini artirirlar. Interferon-o da bunun aksine luteal
hiicrelerde progesteron sentezini artirma egilimindedir. Prostaglandinler (6zellikle
PGE;), immun hiicreleri sitokin sekresyonu ve hiicre proliferasyonu i¢in uyarmaya
egilimli iken, progesteron genellikle hem immun hiicre fonksiyonunu hem de

sitokinlerin neden oldugu prostaglandin tiretimini baskilar (Sekil 7) (Pate, 1996).
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IFN-y, TNF- a, IL-1B

->
PG’s, peptidler

Sitokin sekresyonu 1 Progesteron |

IFN-y, TNF-a, Prostaglandin 1
Sitokin sekresyonu | Progesteron MHC, Sitotoksite 1
Progesteron 1
IFN-a
>
IMMUN HUCRE LUTEAL HUCRE

Sekil 4.1. Bagisiklik hiicreleri ve luteal hiicreleri arasindaki etkilesim (Pate 1996).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Disi Ratlara Siiperovulasyon Yapilmasi

Arastirmanin etik onayr Diskapt Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma
Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alindi (2014/30). Deneyde
Spraue Dawley cinsi disi luteal hiicreleri izole etmek i¢in 25-30 giinliik, adacik
hiicreleriniz izole etmek i¢in ise 3 aylik erkek si¢anlar kullanildi. Siganlar ad libitum

olarak beslendi ve 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamlarda tutuldu.

Luteal hiicre elde etmek amaciyla her bir denemede 6 adet sican kullanildi ve

ayni prosediir 3 kez tekrar edildi.

Siiperovulasyon amaciyla 30 [U/kg PMSG ve 53 saat sonra 25 1U/kg hCG ip
olarak verildiginde korpus luteum maksimum etkinligine ulastigi i¢in 6. giinde

anesteziyi takiben ovaryumlar alind1.

5.2. Luteal Hiicre Kiiltiiriit Medialarinin Hazirlanmasi

Stok mediumu: Dulbecco’nun modifiye Kartal medyumu (DMEM) / HAM’S F-12
medyumu (Biological Industries SKU: 01-170-1A) + %1 antibiyotik antimikotik
(GIBCO kat no: 15140122) karisimu ilave edilerek hazirlands.

Enzim Solusyonu: 500 ul Pulmozyme Inhalasyon Soliisyonu (Roche) , % 0.5 BSA
(Sigma Aldrich kat no: A-3983-100G) ve stok medyumu 20 ml’si bir karistiricida

karigtirilda.

Kiiltiir Mediumu: F12/DMEM igine % 10 FBS (Gibco, kat no: 10082139) ve %1
pen-strep eklenerek, medyum kiiltiirden 6nce 22 pum lik filtreden siiziildii.

Daha sonra enzim soliisyonundan 5 ml alinip 10 mg tip 2 kollojenaz (Sigma-
Aldrich, kat no: C6885) iizerine koyuldu. Hiicreleri mediuma koymadan Once
kollojenazli mediuma en az 2 dakika % 95 O, ve %5 CO, verildi. Kollojenazli

karisim her seferinde taze olarak hazirlandi.
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5.3. Luteal Hiicrelerin Elde Edilmesi

Stiperovulasyon yapilan disi ratlarin ovaryumlar: anesteziyi takiben ¢ikarildu.
Ovaryumlar soguk zincir ile laboratuvara ulastirildiktan sonra ovaryumlar g¢evre
dokular1 temizlendikten sonra 26 G lik igne ovaryuma batirilarak ve PBS ile
yikanarak granulosa hiicreleri ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra ovaryum % 0.25
lik Tripsin-EDTA solusyonu igerisinde 37 C de %5 CO; li ortamda 15 dk inkiibe
edilerek ovaryum yiizeyindeki epitel hiicrelerden kurtulmasi saglandi. Sonrasinda da
PBS ile yikanip DMEM” e alind1, laminar flow altinda tiim dokular kiigiik parcalara
boliindii. Steril 70 um nylon cell strainer (BD Biosciences) den gegirilerek dokular
mediumdan ayrilarak tizerine biraz daha medium koyularak filtrenin tizerinden doku
iyice yikandi. Filtrenin {izerinde kalan kisim (doku pargalart) 25 ml lik bir
erlenmayere koyuldu. Hiicrelerin {izerine yukarida hazirlanmis olan 5 ml lik
kollojenazli karisimdan eklenerek ve daha sonra hiicreler 37 °C calkalamali su
banyosunda 1 saat inkubasyona birakildi ve her 10 dk da bir cam pastor pipeti ile
karistirildi. Supernatant alinarak bir falkon tiipiinde biriktirildi. Kalan doku tekrar 10
mg kollojenaz’ a eklenmis 5 ml medium ile karigtirildi ve 1 saat inkiibe edilerek ve
tistteki sivi tiipe aktarildi (bu islem 3 kez tekrarlandi). Filtre edilen hiicreler 200 g
(1400 devir/dk) de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Kalan hiicrenin
bulundugu tiipe 15 ml taze medium ilave edildi ve tekrar hafifce karigtirarak,
santrifiij islemi 3 kez tekrarlandi (O’Shaughnessy ve Wathes, 1985).

Sekil 5.1. Siiperoviilasyonun son giiniinde ovaryumlarin goriintiisii
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Sekil 5.2. Ovaryumlardaki folikiillerin patlatilarak enzimatik sindirime hazir hale getirilmesi

5.4. Percoll Dansitesi

1,5 M NaCl soliisyonu hazirlama: 0,88 gr 1 10 ml ye tamamland.

0.15 M NaCl soliisyonu hazirlama: 0,44 gr NaCl yi steril DS ile 50 ml ye

tamamlandi.

Percoll soliisyonu hazirlanisi:

Bir kisim 1,5M NaCl solisyonunu 9 kisim percoll ile karistirarak izotonik percoll
sollisyonu hazirlandi. Asagidaki tablodan yararlanarak 5’er ml % 20, 30 ve 40 lik

percoll soliisyonu etiketli ve steril tlip i¢inde hazirlandi.

Cizelge 5.1. Percoll dansite oranlar1 ve kullanilan NaCl miktarlari.

Oran SIP 0.15M NaCl | Dansite
Vj VY

%40 2,00 ml 3,00 ml 1.052

%30 1,5ml 3,50 ml 1.040

%20 1,00 ml 4,00 ml 1.028

Yukaridaki tabloya gore hazirlanan soliisyonlar iyice karistirildi. Tiipiin en
dibine % 40°lik soliisyon gelecek sekilde sirasiyla her bir soliisyondan 3 ml st tiste
tabaka olusturacak sekilde yerlestirildi. En iiste de daha 6nceden hazirlanmis hiicre

siispansiyonu (2 ml) eklendi. Hiicreler dansiteye eklenmeden Once hiicrelerin
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birbirine yapigmamis ve iyice ayrisik olduklarindan emin olunmalidir. Hiicreler 400
g de 10 dakika, frensiz olacak sekilde santrifiij edildi. Ayrisan hiicre tabakalar
incelenip degerlendirildi. BLH %30-40 arasi-KLH %30-20 arasindan bir falkon tiipe
toplandi.

Sekil 5.3. Yeni izole edilen luteal hiicrelerinin dansite islemi sonrasinda tabakalasmasi.

5.5. Hiicrenin Canlilik Oraninin Belirlenmesi ve Hiicre Sayim Protokolii

1 ml hiicre mediasi i¢inden 10 pl hiicre siispansiyonu alindi, tizerine 10 ul trypan
blue koyup, karistirilarak thoma lami ile canli-6lii hiicre orani belirlendi. Boya

almayan hiicreler canli hiicrelerdir. Son bulunan rakam sulandirma orani ile ¢arpildi.

Sekil 5.4 Taze izole edilen Luteal hiicrelerin Tripan blue boyasi ile boyanarak canlilik tayini ve
sayimi.
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5.6. Luteal Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Luteal hiicrelerin 0. saati: Luteal hiicreler izole edildikten sonra 3 wellin her birine
10° hiicre iizerine 5 ml %10 FBS iceren F12/DMEM olacak sekilde 6 kuyucuklu
pleytlere alindi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Boylece luteal hiicrelerin pleyte
yapigmasi saglanirken, 24 saat sonra bunlarin digindaki hiicreler ortamdan elimine
edildi.

Sekil 5.5. Kokiiltiir kabi igerisinde adacik ve luteal hiicrelerinn konumu.

5.7. Luteal Hiicrelerinin Steroid Boyamasi

Paraformaldehit Solusyonunun Hazirlanisi:

200 ml distile suya 2 gr formaldehit ve 1,8 gr NaCl eklendi. (Bao ve ark., 1995).

PBS (0.01 M) in Hazirlanis: (Sigma P4417)

200 ml distile su igine 1 adet PBS tableti eklendi. Manyetik karistiricida eriyinceye
kadar karistirildi.

Bova solusyonunun hazirlanmasi:

0.01 M ‘lik PBS ile 0.1 %BSA, 1.5 mM NAD, 0.25 mM nitro blue tetrazolium ve

etanolde hazirlanmig 0.2 mM 53-androsteneol-17 ile hazirlanir.

Hiicrelerin Boyanmasi

Wellere yapisan hiicreler paraformaldehitle 20 dk tespit edildikten ve 3 kez PBS ile

yikadiktan sonra. izerine 800 pl boya soliisyonu eklendi. Aliminyum folyo ile petri
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kab1 kaplandiktan sonra, 37 derecede, karanlikta 1 gece bekletildi. Inkubasyon

sirasinda boya alan hiicreler steroid hormon tireten hiicrelerdir (Payne ve ark., 1980).

o

- S ® -
‘ “-‘ 3.

Sekil 5.6. Taze izole edilen luteal hiicrelerin 3 beta HSD boyamas1 (10X)

Sekil 5.7. 48 saat kiiltiire edilen luteal hiicrelerin ~ Sekil 5.8. 48 saat kiiltiire edilen ve 3-beta HSD ile
3-beta HSD boyamasi (10X). boyanan luteal hiicreler ile Dithiozon ile boyanan
adacik hiicreleri (20X).

Sekil 5.9. 96 saat kiiltiire edilen luteal hiicrelerin 3-beta HSD boyamasi A. (10X), B. (40X)
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Sekil 5.10. 48 saat kiiltiire edilen ve 3-beta HSDile boyana luteal hiicrelerile Dithiozon ile boyanan
adacik hiicreleri.(A:10X; B:20X)

5.8 Adacik Hiicrelerinin Izolasyonu:

Yikama solusyonlarinin hazirlanmasi

Solusyon 1: 500 ml’lik Hank's Buffered Medium (fenol redsiz HBSS, Lonza) igine;
50 ml fetal bovine serum (%10) (FBS, Lonza) yavasca ve kopilirtmeden konuldu.
Ardindan ig¢ine 5 ml penisilin/ streptomisin/amp (%1) (Lonza) ve 5 ml L-glutamin
(%1) (Lonza) eklendi.

Solusyon 2: 500 ml Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640 with L

glutamin, Lonza) i¢ine 50 ml FBS (%10) kopilirtmeden yavasca konuldu.
(%1)(Lonza) ve 5 ml L-glutamin (%1) (Lonza) eklendi.

Ditizon (DTZ) boyasi: 10 g DTZ (Sigma) ile 5 ml DMSO tiipe eklendi. Karisimin

tizerine 25 ml HBSS eklenir. Tiim karigim bir enjektore ¢ekilerek ucuna 0,4 pum filtre
takilir ve filtreden gecirildi. DTZ boyas1 giinliik kullanim i¢in ependorf tiiplerine
alikotlandi.

Kollagenaz hazirlanmasi: 1000 g lik kollegenaz V (Sigma- C9263) i¢inden 50 mg

kollegenaz alinarak 50 mI*lik falkon tiipiine koyuldu. Uzerine 50 ml’ye kadar HBSS
w/Ca ilave edildi.

Adacik hiicreleri luteal hiicrelerin inkiibasyonunun 24. saatine denk gelecek
sekilde izole edildi. Bu amagla her bir izolasyonda 12 adet olmak {izere 36 adet erkek

sican kullanildi
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Oncelikle anestezi edilmis sicanlar bas yukarida sirt iizeri yatirildi karmn
bolgesi acildi. Karaciger gazli bez arasinda gogiis kafesine dogru alinip pankreatik
ductus belirlendi. Duodenuma agilan ampula water klemplendi. 10 ml vidal
enjektore daha onceden hazirlanan 7 ml kollegenaz tip V (Sigma Aldrich) ¢ozeltisi
alind1. Intraket ductusa yerlestirildi ve enzim yavas yavas enjekte edilip pankreas
sisirildi. Islem tamamlandiktan sonra, gogiis kafesi altindan kalp kesilirerek dtenazi
yapildi. Hizla pankreas diger dokulardan ve organlardan ayristirildi. Pankreas 50 ml
lik falkon tiipe alinarak 37 °C de su banyosunda 18 dakika inkiibasyonu yapild1 (Liao
ve ark., 2012).

Sekil 5.11. Sican pankreasinin duktusunun kantile edilmesi ve enzim ile sisirilmesi.
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Inkiibasyon sonunda %10 FBS, %1 lik antibiyotik antimikotik iceren RPMI
1640 mediumu ile yikama yapildi. Yavas frende 1000 rpm de 1 dakika santrifiij
yapilir. ¢elik elekten (425 pum'lik) siiziilirek huniden 50 ml lik falkon tiipe alindi.
Medium ile yikama islemi 3 kez tekrarlandi (Dagli Gul ve ark.,2013).

Sekil 5.12. Enzim ile sisirilen pankreasin bir biitiin olarak ¢ikarilmasi.

5.9. Dansite asamasi

Ficoll 1100 — 1077 ve serumsuz RPMI 1640 ile yapildi. 2400 rpm de 12 dakika
frensiz santrifiij edildi. Dansite asamasindan sonra, 1000 rpm de yavas frende 1

dakika santrifiij yapildi. Ayni islem iki kez daha tekrarland: (Liao ve ark., 2012).
5.10. Hiicrelerin sayilmasi

60x15 mm’lik petri kaplarina 5 ml hacminde hiicre ile media alindi. Mikropipet

yardimiyla hiicreler tek tek (Handpicking) toplandi.

5.11. Adacik+Luteal Hiicre Ko-Kiiltiir Calismasi

Luteal hiicreler inkiibasyonlarinin 24. saatine denk gelecek sekilde izole edilmis olan

adacik hiicreleri ile kokiltire edildi.

Kokiiltiir Mediumu: RPMI-1640 (25mM HEPES li) icine 22 pum lik filtreden
stiziilerek % 1 ITS ve %1 pen-strep, %1 L glutamin ve 2,5 ml HEPES eklenerek 100

ml ye tamamlandi.
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Deney planina gore gruplar asagidaki gibi hazirlandi.

1. Sadece luteal hiicre (5 well): Her wele 10° hiicre+5 ml F12/DMEM mediumu
olacak sekilde kiiltiire baglandi. Medyuma %1 antibiyotik ve %10 fotal sigir
serumu (FBS) eklendi. 24 saat sonra luteal hiicreler pleyte yapistiktan sonra
kiiltiir medyumu olarak RPMI degistirildi . Ilk 3 well ELISA analizleri icin,
4. well hiicrelerin 48. saatteki boyanmalarin1 gostermek icin, 5. well de 96.
saatteki boyanmalarini gostermek i¢in kullanildi.

2. Sadece adacik hiicre (9 well): Her bir wele 150 adet adacik hiicresi+5 ml
RPMI 1640 solusyonu eklenir. Medyuma %1 antibiyotik ve %1 ITS eklendi.
Ik 3 well medyumlar1 ELISA analizleri igin, 2. 3 welldeki hiicreler 48.
saatteki CD 31, tolerans, canlilik ve boyama igin, 3. 3 welldeki hiicreler 96.
saatteki CD 31, tolerans, canlilik ve boyama i¢in kullanildi.

3. Luteal hiicretadacik hiicresi kokiiltiirii (9 well): 24 saatte pleyte yapismis
olan luteal hiicrelerin {izerine kokiiltiir insert koyularak 150 adet adacik
hiicresi eklendi ve ilizerine %1 antibiyotik ve %1ITS igeren medium ilave
edildi. ilk 3 well medyumlar1 ELISA analizleri igin, ikinci 3 welldeki hiicreler
48. saatteki CD 31, tolerans, canlilik ve boyama i¢in, tigincii 3 welldeki

hiicreler 96. saatteki CD 31, tolerans, canlilik ve boyama i¢in kullanildi.

Cizelge 5.2. Gruplarda analizlerde kullanilan hiicre sayilar1 ve yapilan analizler

Oornek O.saat | 48.saat | 96.saat
IL-10 LH medyumu, adacik + +
VEGF hiicre medyumu, + "
kokiiltiir medyumu
bFGF T "
P4 LH medyumu, kokiiltiir | 4 + +
medyumu
Canlilik adactk hiicre, | + + +
Tolerans kokultiirdeki adacik
hiicre
+ + +
CD31
+ +

Her bir grubun 0., 48., ve 96. saatlerinde ilk 3 wellden medyum o6rnekleri
alinarak, medyumlar -20 C’ de depolanip ve media degistirme islemi yukaridaki gibi

tekrar edildi. Biitiin 6rnekler toplandiktan sonra elisa analizleri yapilda.
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5.12. Fluorescein Diacetate/Propidium lodide (FDA/PI) ile Hiicrelerin
Canhihigina Bakilmasi

Adacik hiicrelerinin canliliginin degerlendirilmesi iki reaktif boyanin belli oranlarda
karigtirilarak muamele edilmesi ile yapildi. 30x15 mm petri kabinin igerisine 918 pL.
PBS (pH 7.4) soliisyonu koyuldu. Uzerine 90 uL adacik érnegi eklendi. 20 pL FDA
stok soliisyonundan, 20 uL de PI stok soliisyonundan ilave edilerek karanlik ortamda
5 dakika saklandi. Fluoresan mikroskobunda 40-20-10 biiyiitmede canliliklart
belirlendi. Kullanilan fluoresan boyalarin yeni derisimleri 0.46 uM FDA ve 14.34
uM PI oldu. Her bir analiz i¢in en az 8-10 hiicre canlilifina bakildi. Fotograflari
cekilen canli ve 6lii hiicreler iist iiste ¢akistirilarak MATLAB programai ile % canlilik

hesab1 yapildi (Bank, 1987; Dagli Gul ve ark.,2013) (Sekil 6.1-5).

5.13. Glikoz Stimulasyon Testi

Yiikselen glukoz diizeylerine yanit olarak insiilin salinimi, adaciklarin kritik
biyolojik fonksiyonudur. /n vitro ortamda fonksiyonel adaciklarin diisiik glikoz
konsantrasyonuna diisiik oranda insiilin, yiiksek glikoz konsantrasyonuna ise yiiksek

oranda insulin salinim1 vermesi hedeflenmektedir.

Adacik hiicreleri izole edildikten hemen sonra taze olarak, diger saatlerde de
Kiilltirden petri kablarina alinarak iglemler yapilir. Diisiik 3,3 mM ve yiiksek 16,7
mM glikoz konsantrasyonlarini i¢eren krebs soliisyonu hazirlandi. 24 kuyucuklu
petri kablarina da ayr1 bir grup olarak 8 um lik elekler yerlestirildikten sonra {izerine
15 adet 100-150 pm boyutunda adacik yerlestirildi. Ik olarak diisiik glikozlu
ortamda inkiibe olduktan sonra ependorf tiipiine drnek alindi. insert yiiksek glikoz
iceren krebsin icine daldirildi ve 1 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

ependorf tiipiine 6rnekler alindi ve ELISA ¢alisilana kadar -20 derecede bekletildi.

5.14. ELISA

Kiiltiir siipernatanlarindan alinan 6rneklerde progesteron (DRG progesterone ELISA
EIA-1561), insiilin (Rat/Mouse Insulin ELISA, Millipore cat no: EZRMI 13K),
VEGF (Abcam abl100786 — VEGF Rat ELISA Kit), bFGF (RD system cat no:
MFBO00 Quantikine® ELISA) ve IL10 (Sigma AldrichRABO0246) analizleri yapildu.
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5.15. Flow Sitometri ile CD31 Analizi

Hiicrelerdeki damarlanmayi gosteren boyalardan biri CD31 boyasidir. Kontrol ve
numune olarak 2 tiip hazirlandi. Her ikisine de hiicreler (100 adacik) alindi ve 2 kere
soguk PBS ile 3500 rpm de 5 dk yikandi. Hiicreler 500 pl %0,25°1ik tripsin EDTA (1
ml) ile 15 dk ¢alkalamali su banyosunda tek hiicre haline getirildi. Hiicreler 2 kere (1
kez de olabilir) PBS (% 3 BSA h) ile yikandiktan (3500 rpm de 5 dk) sonra flow
tiipii igerisinde resuspanse edildi (100ul olacak sekilde 100 ul i¢indeki 100 adacik
iizerine Primer antikor (BD Mouse anti rat CD31, TLD 3A12) 10 ul / 10° hiicre ilave
edildi. Oda 1sisinda ya da 4 ° C'de karanlikta 40 dk inkiibe edildi. 3500 rpm de 5 dk
9 hiz 9 fren de hiicreler soguk PBS ile 3 kere yikandi. BD FITC rat antimouse 1gG
(A85-1) seyreltmeden hiicrelerin tizerine 4 pl konuldu. Oda 1sisinda ya da 4 ° C'de
karanlikta yarim saat inkiibe edildi. 3500 rpm de 5 dk 9 hiz 9 fren de hiicreler soguk
PBS ile 1 kere yikandi. 300 pl kadar sivi ile flow tiiplerine aktarilarak tiipler de
yikama islemi gergeklestirildi ve en son 600 ul kadar PBS kalacak sekilde BD Facs
Aria II cihazinda olgiime gotiiriildi. Karanlikta 4 ° C 'de hiicre siispansiyonlari
analize kadar saklandi. En iyi sonug i¢in, en kisa siirede flow sitometride hiicreleri

analiz edildi.

istatistiksel Analiz

Tiim degerler aritmetik ortalama+standart hata olarak verildi. Istatistiksel analizleri
Graphpad Prisim 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA) paket programi ile yapildi.
Gruplara ait istatistiksel hesaplamalar ve gruplarin ortalama degerleri arasindaki
farkliliklarin - 6nemliligini belirlemek i¢in tekrarli Olglimlerde varyans analizi
kullanildi. Gruplar aras1 farkin 6nemlilik kontrolii i¢in Tukey testi kullanildi. P<0.05

onemli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Canhilik Analizi

FDA ve Pl boyamasi yapildiktan sonra adacik hiicrelerine MAT-LAB program ile
canlilik tayini yapildi. Her grupta esit sayida hiicre incelendi. Canlilik sonuglari
incelendiginde o6zellikle 48. saatte lueal hiicrelere beraber kiiltiire edilen adaciklarin

canliliginin anlaml 6l¢giide arttig gorildi (p<0,005).

C

Sekil 6.1. 0. saatte kiiltiire edilmeden 6nce adacik hiicrelerinin canliligt

A. FDA ile yesil boyanmis canlt hiicreler, B: PI ile kirmizi boyanmis 6lii hiicreler
C. Matlab programi ile hesaplanan canli hiicre orani: %81

D. Matlab programu ile hesaplanan 6lii hiicre orani. (20X)
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Sekil 6.2. 48. saatte kiiltiire edilen adacik hiicrelerinin canliligi.

A. FDA ile yesil boyanmis canli hiicreler, B: Pl ile kirmiz1 boyanmig 6lii hiicreler
C. Matlab programi ile hesaplanan canli hiicre orani: %79.3

D. Matlab programu ile hesaplanan 6lii hiicre orani. (20X)

C D

Sekil 6.3. 48. saatte luteal hiicreler ile kiiltiire edilen adacik hiicrelerinin canlilig1.
A. FDA ile yesil boyanmis canli hiicreler, B: PI ile kirmizi boyanmus 6lii hiicreler
C. Matlab programi ile hesaplanan canli hiicre orani: %85
D. Matlab programu ile hesaplanan 6lii hiicre orani. (20X)
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C D

Sekil 6.4. 96. saatte kiiltiire edilen adacik hiicrelerinin canliligi.

A. FDA ile yesil boyanmis canlt hiicreler, B: PI ile kirmizi boyanmus 6lii hiicreler
C. Matlab programu ile hesaplanan canli hiicre orani: %70

D. Matlab programu ile hesaplanan 6lii hiicre orani. (20X)

Sekil 6.5. 96. saatte luteal hiicreler ile kiiltiire edilen adacik hiicrelerinin canlilig1.
A. FDA ile yesil boyanmis canlt hiicreler, B: PI ile kirmizi boyanmus 6lii hiicreler
C. Matlab programi ile hesaplanan canli hiicre orani: %83
D. Matlab programu ile hesaplanan 6lii hiicre orani. (20X)

50



Cizelge 6. 1. Adacik hiicrelerinin izolasyondan hemen sonra (0. saatte), 48. saatte ve 96. saatteki
FDAV/PI canlilik degerleriyle 48. ve 96. saat kokiiltiirlerdeki FDA/PI canlilik analizleri *: P<0.05

Canhilik
*
100+ —
80+
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20+
0 o
¥ ¥ > * >
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6.2.Glikoz Stimulasyon Testi Analizleri

Kokiiltiire edilen adacik hiicrelerinin yliksek glikoz konsantrasyonlarina karsi
verdikleri cevap istatistiksel olarak incelendiginde 0. saatte yliksek olan glukoz

salmiminin 48 ve 96. saatlerde 6nemli oranda azaldig1 goriildii (P<0.05).

Cizelge 6. 2. 48 ve 96. saatlerde 16.7 mM glikoza kars1 adacik hiicrelerinin verdigi cevap.*: P<0.05

Yuksek Glikoz

*kk
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48.ve 96. saatlerde adacik ve kokiiltiir gruplarinin yiiksek glukoza karsi insiilin

saliimlart ise istatistiksel olarak P<0.05 oraninda artt1 (Cizelge 6. 2).

Adacik hiicrelerinin diisiik glikoza verdikleri yanit incelendiginde ise, insiilin
salmiminindaki diislisiin 48. saatte daha belirgin oldugu belirlendi (P<0.05).

Kokiiltiir gruplarinda ise adacik gruplarina gore insiilin salinimi énemli oranda artti

(P<0.05) (Cizelge 6. 3).

Cizelge 6. 3. 48 ve 96. saatlerde 3.3 mM glikoza kars1 adacik hiicrelerinin verdigi cevap*: P<0.05

Dusuk Glikoz

insulin ng/mL

Stimiilasyon indeksleri (SI) yani yiiksek glikoz konsantrasyonunun diisiik glikoz
konsantrasyonuna oranlanmasi ile adaciklarin genel olarak islevsellik kapasitesi
oOlgiildii. Kokiiltire edilmeyen adacik grubunun 96. saate kadar kademeli olarak
islevselliginin azaldigir buna karsilik 6zellikle kokiiltiire edilen grubun 48. saatteki
stimiilasyon indeksinin neredeyse yeni izole edilen adaciklardakine benzer oldugu
gorlilmiistiir. Ayrica kokiiltiir grubunun 48. ve 96. saatlerdeki stimiilasyon indeksinin

yalniz adacik grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildii ( p <0.05). (Cizelge 6. 4).
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Cizelge 6. 4. 48 ve 96. saatlerde Stimiilasyon Indekslerine gore hiicrelerinin verdigi cevap. *: P<0.05
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6.3.ELISA Sonuglar

6.3.1. VEGF sonuclari

Luteal hiicre ile 96. saatteki kokdiltiir grubu; adacik hiicreleri ile hem 48 hem de 96.
saatteki kokiiltiir grubu ve, 48 ve 96. saatteki kokiiltiir gruplart karsilastirildiginda
VEGF salinimin belirgin olarak arttigi (P<0.001) goriildii (Cizelge 6. 5).
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Cizelge 6. 5. 48 ve 96. saatlerde siipernatant 6rneklerinde VEGF analizleri. * P< 0.001

VEGF
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S

6.3.2. bFGF Sonuglari

Cizelge 6. 6. Siiperntandan alinan Orneklerin 48 ve 96. saatlerde bFGF analizleri. * P< 0.001
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48. ve 96. saat adacik+luteal hiicre kokiiltiirleri ve 96. saat adacik ile kokiiltiir
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak P< 0.001 oraninda bir artig gozlendi. Ayrica

luteal hiicre gruplarinin 48 ve 96. saatleri arasinda da artis goriildii (Cizelge 6. 6).

6.3.3. IL-10 Sonuclar

Cizelge 6. 7 incelendiginde hem adacik gruplarinin hem de kokiiltiir gruplarinin 48.

ve 96. saatlerindeki IL-10 salinimlar1 arasinda anlamli bir fark gortildi (*P< 0.001).

Cizelge 6. 7. Siipernatanttan alinan 6rneklerin 48 ve 96. saatlerde IL-10 analizleri. *:
P<0.001

IL-10
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6.3.4. Progesteron Sonuclari

Luteal hiicrelerin 24. saatinde salgilanan progesteron degerleri 48. ve 96. saatlerde
artig gosterdi (p<0.001). Ancak 48. ve 96. saatlerde luteal hiicreden salgilanan
progesteron arasinda 6nemli bir farklilik goriilmedi. Her ne kadar 48. ve 96. saatlerde

luteal hiicrelerden salgilanan progesteron artis gosterse de bu artis kokiiltiire

yansimadi (Cizelge 6. 8).

Cizelge 6. 8. Siuiperntandan alinan orneklerin 48 ve 96. saatlerde progesteron
analizleri. *P<0.001

P4

6.4 CD31 Sonuclar:

Damarlagsmanin bir gostergesi olan CD31 diizeyi adacik ve kokiiltlir gruplarn

karsilastirildiginda yalnizca 48. saatte artis (p<0.05) gosterdi (Cizelge 6. 9).
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Sekil 6.6. 48. saat adacik CD31 boyamast
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Sekil 6.7. 48. saat adacik-+luteal hiicre kokiiltiirlii adaciklarin CD31 boyamast
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Sekil 6.8. 96. saat adacik CD31 boyamast
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Sekil 6.9. 96. saat adacik+luteal hiicre kokiiltiirlii adaciklarin CD31 boyamasi
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Cizelge 6. 9. 48 ve 96. saatlerde tek hiicre siispansiyonu haline getirilen adacik
hiicrelerinin flow sitometri analizleri. *: P<0.05
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7. TARTISMA VE SONUC

Seker hastaligi, viicudun kendisi i¢in gerekli olan insiilini yeteri kadar liretememesi
ve/veya var olan insiilini gerektigi gibi kullanamamasi sonucu olusan ciddi
komplikasyonlar1 olan bir metabolik hastaliktir. Pankreas adaciklarinin nakli, tiim
pankreasin nakline kiyasla daha kolay, cerrahi komplikasyonunun daha az olmasi ve
genellikle doku uyumu gibi parametrelere bakilmaksizin naklin gerceklestirilmesi
nedeniyle Tip 1 diyabet tedavisinde insiilin tedavisine karsi alternatif bir tedavi sekli
olmustur. Son 20 yildir, pankreas adacik hiicre izolasyonu ve naklinin klinik basarisi
ile ilgili dnemli gelismeler olmaktadir. Ozellikle immiin sistemi baskilayici ilaglarin
degistirilmesi ile nakledilen adaciklara karsi olusan apoptoz engellenmeye
calisilmigtir. Adacik hiicre naklinde immiin rejeksiyon, siirekli immiin siipresyon
kullanim1 ile baskilanmaktadir. Ancak immunsupresanlarin uzun siire kullanimi
kanser ve enfeksyon riskini arttirmaktadir. Bunun yani sira, 6zellikle nakilden 6nce
kiiltir ortaminda olusacak immiin atagi azaltmak ve hizlica damarlanmasini
saglamak amaciyla yaygin olarak caligmalar yapilmistir. Dogal yolla immiin
baskilayici ilag kullanmaksizin sadece immiin sistemi baskilayan hiicreler; hepatik
stellat hiicreler, Sertoli hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreleri gibi hiicreler ile tedavi

yontemleri gelistirmeye devam edilmektedir (Balamurugan ve ark., 2012).

Adacik naklinin basarisini etkileyen en dnemli unsur siiphesiz ki adaciklarin
insiilin  salgilayabilme yetenekleridir. Ozellikle uzun siiren adacik hiicre
kiiltiirlerinde, adacik hiicrelerinin insiilin salgis1 giderek azalmaktadir. Adaciklar taze
izole edildiginde de daha fazla insiilin salgilayabiliyorken hemen nakil
gerceklestirildiginde damarlanma yetene8i olmadigi i¢in fonksiyonel olsalar dahi
naklin basarist diismektedir. Kiiltiire edilen adaciklarda ise; az sayida hiicrenin hizla
damarlanmasi ancak buna paralel olarak da az sayida insiilin salinimina sahip
olmalar1 nedeniyle yine adacik hiicre naklinde istenilen basariya ulasilamamaktadir.
Bu yiizden yapilan ¢alismalarda hem adaciklarin canliligint hem de nakilden sonra
hiicrelerin damarlanarak adaptasyonunu saglamak ana hedef olmustur. Bu amacla
kullanilan araglardan biri de progesteron (P4) olmustur. Ahangarpour ve
arkadaslarinin  (2014) yaptiklar1 bir calismada H,O, hasarima karst adacik

hiicrelerinin 6nceden P4 ile muamele edilirse insiilin salinma kapasitelerinin
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korundugu oksijen radikalllerine karsi korundugu gosterilmistir. Dolayisiyla
progesteronun stres kosullarinda dahi adaciklardaki insiilin salgilama &zelligini
devam ettirerek adaciklarin fonksiyonelligini korumaya yardimci oldugu sonucuna
varilmistir. Steroid hormonlardan progesteron ve Ostrojenin kendi reseptorlerine
baglanarak insiilin sekresyonu ve adacik hiicre cogalmasi iizerine direkt etki
gostererek beta hiicre fizyolojisini etkiledigini gosteren yayimlar bulunmaktadir
(Dong ve ark., 2016). Ancak bazi aragtirmacilar (Picard ve ark., 2002) ozellikle
hamilelik doneminde progesteronun diyabetojenik etkisi oldugundan ve adaciklarda
az miktarda insiilin salgilama yeteneginin oldugundan da bahsetmektedirler.
Ozellikle hamilelik durumunda iskelet kasi ve yag dokusunda, GLUT4’iin
ekspresyonunda bir azalma olmast ile bu durumun etkisi ¢ogunlukla insiilin
direncinin arttirilmasiyla agiklanmaktadir (Sugaya ve ark.,, 2000). Yapilan
arastirmada adacik hiicrelerinin sitimulasyon indeksi (SI) hem 48 hem de 96. saatte
0. saate gore azalirken, kokiiltiire edilen grupta 6nemli oranda artig goriildii. SI'i 3 ve
tizeri olan adacik hiicrelerini nakil i¢in uygun oldugu bilindiginden (Komatsu ve
ark.,2013) luteal hiicreler ile kokiiltiire edilen grupta progesteron salinimi (~6000
ng/ml ve iizeri) oldugu zaman adaciklarin insiilin salinimlari adacik grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli ve nakil edilebilir diizeyde (48. saatteki SI= ~5 ng/ml ve

96. saatteki SI=~3 ng/ml) olarak yiiksek bulundu.

Adacik hiicre canliligi adacik hiicre naklinde onemli bir parametredir.
Adaciklarin islevselligi ile de paralel olarak gosterildigi icin ¢ok Onemlidir.
Nakledilecek adaciklarin ortalama canliliklarinin %80 ve iizerinde olmasi
hedeflenmektedir. Bu kosul genellikle izolasyon prosediirleri oturmus olan nakil
merkezlerinde kolayca saglanmaktadir. Ancak adaciklar kiiltiire edildikten sonra
hizla canliliginin azalmasi ve adacik merkezinde olusan hipoksiden kaynakli olarak
canlilifinda azalma ve dolayisiyla da islevsizlik goriilmektedir. Bu sorunu ortadan
kaldirmak amaciyla arastirmacilar cesitli hiicre tipleriyle; cogunlukla kok hiicre,
endotel hiicre ve skafoldlar ile uzun donem kiiltiir denemeleri yapmislar ve bu sayede
48 saatten sonra adacik hiicrelerinin in vitro ortamda uzun siire canli olarak
sagkalimlarint koruduklarimi gostermislerdir (White ve ark., 2001). Yapilan
arastirmada da adacik hiicrelerinin luteal hiicreler ile kokiiltiiri 6zellikle 48. saatte

adacik hiicrelerinin canliliklarinin dikkate deger oranda arttig1 (p<0.05), 96. saatte de
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bu etki goriilmesine ragmen istatistiksel bir anlam goriilmedigi (p>0.05) belirlendi.
Arastirma sonucunda luteal hiicreler ile kokiiltiire edilen adaciklarin canlilik
oranlarinin nakil edilebilir diizeyin (%80) iistiinde oldugu ve insiilin salinimlar1 da

dikkate alindiginda nakillerinde basarili sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii’niin endotel hiicrelerini apoptozise karsi
korudugu da bilinmektedir (Kleespies ve ark. 2004). Endotel hiicreleri ile kaplanan
ve Sertoli hiicreleri ile kokiiltiire edilen adacik hiicrelerinin tek basina kiiltiire edilen
adacik hiticreleri ile kiyaslandiginda VEGFA, TGF beta ve bFGF degerlerinin anlamli
olarak yiiksek ¢iktigi gosterilmistir (Li ve ark., 2013). Daha once yapilan bir
arastirmada da (Takemoto ve ark., 2014) bir germ hiicresi ile kokiiltiirii yapilarak
Balb-c farelerden elde edilen adacik ve Sertoli hiicrelerinin agregasyonu asili damla
teknigi metodu ile hazirlanmistir. Bu agregasyon C57BL/6 farelerin karacigerine
insan adacik naklinde oldugu gibi portal damar yolu ile nakledilmistir. Bu ko-
agregasyonun hem Sertoli hem de adacik hiicrelerinin fonksiyonlarmi korudugu
bulunmustur. Yapilan ¢alismada da bu amagla adacik hiicreleri luteal hiicreler ile
kokiiltiire edip fonksiyonellik ve damarlanma 6zellikleri dikkate alindi. Yetiskin rat
adaci@1 endokrin hiicreleri VEGF-A firetebilir (Inoue ve ark., 2002). VEGF-A
adacik mikrovaskiileritesinde insiilin salinimi i¢in 6énemli oldugundan adacik nakli
sonrasinda revaskiilarizasyon i¢in de onemlidir. Ovaryumdaki VEGF’ in, ratlarda
steroidojenik (steroid hormon salgilayan) luteal hiicrelerde lokalize oldugu da
gosterilmistir (Shweiki ve ark., 1993). Bu calismada ovaryumlarda hiperstimiilasyon
yapildiginda KL’ da VEGF expresyonunun arttig1 bildirilmistir. VEGF inhibisyonu
siganlarda da uterus anjiyogenezini, corpus luteum gelisimini ve progesteron
salinmasini tiimilyle baskilamaktadir (Tamanini ve De Ambrogi, 2004). Adacik
hiicrelerinde de VEGFA salimmminin oldugu bilinmektedir (Konstantinova ve
Lammert, 2004). Yapilan ¢alisma da oOzellikle izolasyon asamasinda adacigin
kaybettigi damarlanma yetenegini kokiiltiir ortaminda yeniden kazanmay1 hedeflemis
olup, kokiiltirlerde VEGF’in adacik hiicrelerine gore Onemli oranlarda artmis
olmasinin (p<0.05) luteal hiicrelerden salinan VEGF’in kokiiltiirlerdeki VEGF
salgisina olan pozitif etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Bu sayede adacik

hiicreleri 96. saate kadar kiiltiire edilse bile luteal hiicrelerden salimman VEGF

62



sayesinde, nakledildiginde adacik hiicrelerinin hizla damarlanma yetenegi

gosterecegi ve naklin basarisinin artacag diisiiniilmektedir.

Yapilan arastirmada flow sitometri teknigi ile CD31 pozitiflik oranlari
belirlenen adaciklarin damarlanma yetenekleri incelendi. Taze adaciklarda damar ag1
tamamen kopmus oldugu i¢in 48. ve 96. saatlerde alinan adaciklardan analiz yapildi.
Sonuglar hem istatistiksel hem de gorsel olarak degerlendirildiginde luteal hiicreler
ile kokiiltiire edilen adacik hiicrelerinin CD31+ degeri anlamli olarak yiiksek
bulundu (48.saatte p<0.05). Boylelikle VEGF analizlerine paralel olarak CD31
analizi de luteal hiicre kokiiltiiriiniin adacik hiicre damarlanmasini arttirici yonde

etkileyerek adacik grubuna kiyasla daha iyi sonuglar verdigi gosterdi.

Beta hiicrelerinde PAX6, NEURODL1, Glukokinaz ve insiilin gen ifadelerinin
daha yiiksek oldugu saptandi. Bununla beraber, beta hiicrelerinde FGF, FGFR, siklin
D1, TGF beta ve alfa, p53, IL- 8, laminin alfa, beta ve gamma genlerin ifadeleri daha
az olarak saptanmustir (Sucularli ve Pinarli, 2014). Yaptigimiz arastirmada da luteal
hiicrelerin bFGF salinimlarina bakildiginda da 96. saatte 48. saate gore oldukca
Oonemli oranda bir artis saptanmasi, kokiiltiir ¢alismasi sonucunda 6zellikle 96. saatte
hem adacik grubuna hem de 48. saat kokiiltiir grubuna kiyasla bFGF degerinin
anlaml1 olarak yiikselmesini agiklamaktadir (p<0.05). CD31 ve VEGF degerleri de
gozoniinde bulunduruldugunda luteal hiicrelerin adacik hiicrelerinde damarlanmay1

artirdigr goriilmektedir

Tip 1A seker hastasi olan bireylerde, adacik ve pankreas nakillerinde
karsilagilan en ciddi sorunlar ise otoimmiinitenin tekrarlamasi ve nakil
alloimmiinitesidir. Buna kars1 gelisen baslica sitokinler TGF- ve IL-10" dur. IL-
10’un diizenleyici T hiicre aktivitesine neden oldugu da bilinmektedir (Chen ve ark.,
2015).Timositlerin, B hiicrelerinin, mast hiicrelerinin aktivasyon ve proliferasyonunu
saglarlar. Progesteronun gebelikte immunsupresif etkisinin oldugu bilinmektedir
(Szekeres-Bartho ve Wegmann, 1996; Vollenhoven ve McGuire, 1994).Yapilan in
vitro caligmalarda da progesteron varliginda supresor hiicre aktivitesinin arttig
goriilmiis (Holdstock ve ark., 1982), gebe olan maymunlarda da uygulanan deri
homograftinin Omriiniin gebe olmayanlara gore daha uzun olmasinin nedeni

progesteron hormonuna baglanmistir. Progesteronun ayni zamanda, lenfositopeni,
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eozinopeni ve lokositoza neden olarak implantasyonu kolaylastiran bir
immunsupresor olarak gebeligin korunmasina yardimci oldugu diigiiniilmekte ise de
(Munroe, 1971), gebelikteki immunsupresif etkisini in vitro ortamda da gdsterip
gostermeyecegine dair herhangi bir bulguya heniiz rastlanilamamistir. Yapilan
calismada IL-10 diizeyi 48. saatten 96. saate kadar standart kiiltiire edilen adaciklarda
IL-10 diizeyinin azaldigi goriilmstiir. Buna karsilik luteal hiicreler ile kokdiltiire
edildiginde ise adacik hiicrelerinin 96. saatte 48. saatteki IL-10 miktarina yakin bir
IL-10 salimmm gosterdigi dolayisiyla azalma olmadigi tam tersine IL-10 miktarinin
korundugu goriillmiistiir. Ayrica 96. saatte hem luteal hem de adacik hiicre grubunda
I1-10 salinim1 azalmasina ragmen, kokdiltiirde sinerjistik bir etkiyle salinimin anlaml
olarak arttig1 (p<0.05) da belirlenmisti. Bu sonuglar IL-10’un 6zellikle 96. saatte
belirgin bir etki gostererek 96. saatten sonra adacik hiicrelernin luteal hiicreler ile
birlikte kokdiltiir yapilarak gercgeklestirilen nakillerinde immunsupresif etkilerinin
olabilecegini gostermesi acisindan O6nemlidir. Ancak bu gruplarda progesteron
diizeyinde Onemli bir degisim gozlenmemesi IL-10 diizeyindeki degisimin

progesteron iiretiminden kaynaklanmadigini diisiindiirmektedir.

Yapilan arastirma sonucunda, adacik hiicrelerinin luteal hiicreler ile kokiiltiire
edildiklerinde tek basina kiiltiire edilmelerine gore canliliklarini korumada daha
basarili olduklari, insiilin salinimlarimin daha yiiksek oldugu (fonksyonelliklerini
artirarak koruduklar1) ve damarlagma faktolerini artirdiklart ve o6zellikle 96. saatte
immunsupresan etkinin de goriilebilecegi kanisina varildi. Hatta normal prosediirde
inkiibasyon siiresi uzadiginda canlilik ve fonksyonellikleri azaldigindan dolay1 48
saatlik inkiibasyondan sonra nakilleri gergeklestirilen adaciklarin luteal hiicre ile

kokiiltiire edilerek bu siirenin 96 saate kadar cikarilabilecegi belirlendi.

Yapilan ¢aligma ayn1 zamanda adacik hiicrelerinin uzun siireli kiiltiirii i¢in de
bir optimizasyon calismasi oldu. Allojenik adacik hiicre nakillerinde dondriin 48 saat
oncesinden pankreasinin bagislanacagi haberinin gelmedigi veya Onceden alici
hastaya immiinsiipresan tedavisinin uygulanmasinin gerekli oldugu durumlarda
hiicrelerin daha uzun siire kiiltiire edilerek hem alicinin hem de izolasyon ve nakil
ekibinin sartlara uygunlugunun saglanmasi i¢in zaman kazandiracagi da

diisiiniilmektedir. Bunun yaninda luteal hiicrelerin daha ¢ok damarlanma {izerine
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olumlu etki gostermesi ancak immiin red {tzerindeki etkisinin ¢ok belirgin
olmamasindan dolay1 bu konu iizerinde daha farkli kiiltiir denemelerinin yapilmasina
da ihtiyag¢ duyulabilir. Yapilan bu kokiiltiir denemesinin in vitro etkisinin yani sira in
vivo etkilerinin de daha sonra yapilacak calismalarla degerlendirilmesi gerektigi de

distiniilmektedir.
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Ek 2: Baylor Arastirma Enstitiisii Basar1 Sertifikasi

Ek3: Baylor Arastirma Enstitiisiit Deney hayavm kullanim sertifikasi

The Members
Iakm’tmy Animal moafugement

Certify to all that

Gulbahar |

Has received spectes specific training &r ﬁmfollavang species: mouse

Training Included handling, restraint, IP injection, IC injection, retro orbital blead and anesthesia
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