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OZET

Pankreas Adacik Kaynakh MafA+/Pax4+ Kok Hiicrelerin Kullanilmasiyla
Deselliilerize Karaciger Doku iskelesinin

Insiilin Salgilayan Doku Parcasina Doniistiiriilmesi

AMAC: Sunulan tez ¢alismasinda sigan karacigerlerinin deselliilarizasyonuyla elde edilen
karaciger doku iskelesinin Pax4 (paired box gene 4) ve MafA (musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homolog A) genleri aktarilmis sican pankreatik adacik kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (MafA*/Pax4’-sPA-MKH) ile reselliilarizasyonu sonucu

endokrin pankreas iglevine sahip doku iiretimi amaglanmustir.

YONTEM: Cesitli deterjan serileri kullanilarak karaciger hiicrelerinden arndirilmistir.
Boylece doku ve organlar olusturmak i¢in iizerinde hiicrelerin tutunup cogalmalarina
olanak taniyan 3 boyutlu doku iskelesi elde edilmistir. Bu biyolojik materyalde hiicresel
bilesenlerin kalmadigi molekiiler, histokimyasal ve immiin floresan tekniklerle
gosterilmistir. Kiiltiirde cogaltilan MafA*/Pax4'-sPA-MKH’ler doku iskelesine ekilerek
yeni bir kiiltiir ortamina alinmiglar ve buraya tutunup cogalmalar1 saglanmistir. Hiicreler
doku iskelesine ekildikten sonra standart besi yeri ile kiiltire alindiklarinda yalnizca
matriksin farklilastirma etkisi, endokrin farklilastirma besi yeri ile kiiltiire alindiklarinda da
matriks etkisine ilaveten kimyasal uyarinin etkisi birlikte incelenmistir. Doku iskelesindeki
hiicrelerin pankreatik adaciklarda bulunan hiicrelere farklilasmalarini degerlendirmek igin
cesitli belirtegler incelenmistir. Bu inceleme immiin floresan yontemlerle boyanarak, Real
Time PCR ile gen ekspresyon seviyesinde, ELISA kullanilarak protein seviyesinde
yapilmistir. Elde edilen sonuglar 2 boyutlu standart ve endokrin farklilagtirma besi yeri
iceren Kkiiltiirler ve pankreatik adaciklar ile karsilagtirilarak yontemin etkinligi

incelenmistir.

BULGULAR: Elde edilen sonugclar deselliilarizasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini
gostermektedir. Karaciger doku iskelesinin hiicrelerin ¢ogalmalarmi engellemedigini ve
hiicre boliinmelerinin devam etigi goriilmiistiir. Matriks i¢inde kiiltiire alinan hiicrelerin 2
boyutlu hiicre kiiltiirii ile kiyaslandiginda insiilin gen ekspresyonunda ve insiilin iiretiminde

cok daha verimli oldugu gézlemlenmistir.



SONUC: Hiicresizlestirilen karaciger doku iskelesinde hiicresel herhangi bir bilesenin
kalmadign gosterilmistir. Bu doku iskelesinin MafA*/Pax4'sPA-MKH’ler ile yeniden
hiicrelendirilmesi asamasinda ise hiicrelerin matrikse tutundugu ve boliinlip ¢ogaldiklari,
matriksin etkisi ve endokrin yonde kimyasal uyarilma asamasi ile endokrin pankreas

dokusuna benzer karakteristik 6zellikler gosteren bir yapiya biiriindiikleri gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, reselliilarizasyon, ekstraselliiler matriks,

endokrin pankreas, doku miihendisligi



ABSTRACT

Development of Decellularized Liver Scaffold into Insulin Secreting Tissue by
MafA*/Pax4" Pancreatic Islet Derived Stem Cells

OBJECTIVE: In the proposed thesis study, it was aimed the production of tissue with
endocrine pancreatic function by the recellularization of decellularized rat liver tissue
scaffold with Pax4 ( paired box gene 4) and MafA ( musculoponeurotic fibrosarcome
oncogene homolog A) transfected pancreatic islet derived mesenchymal stem cells
(MafA*/Pax4*-sPA-MKH).

METHOD: By a serie of detergent applications, liver was removed from the cells. In this
way, 3D tissue scaffold were derived supporting the cell adhesion and proliferation to
generate tissue and organ structures. By molecular, histochemical and immunofluorescence
techniques, the remnant of cellular component, including nucleic acids, was shown in this
biological material. The cultured MafA*/Pax4’-sPA-MSCs was seeded onto the tissue
scaffold, and cell adhesion and proliferation was provided. Following the recellularization,
the effect of matrix was analyzed by culturing the cells in the standard culture medium, and
the effect of chemical signalling beside the matrix was evaluated by culturing the cells in
the endocrine differentiation medium. Various markers were analyzed for the evaluation of
cell differention in the tissue scaffold into the pancreatic islet cells. These analyses were
performed at protein level by immunoflourescence and ELISA methods and at gene level
by Real-Time PCR method. The efficacy of this method was evaluated by comparing the
observations to the 2D cultures supplemented with standard and endocrine differentiation

medium, as well as with rat pancreatic islet cells.

RESULTS: These results of study shows that decellularization was successfully completed.
The capability of liver tissue scafold in supporting maintenance and expansion of cells
were determined. In terms of insulin expressions and productions, 3D culture was much

more efficient compared to 2D.

CONCLUSIONS: it was demonstrated that none of the cellular components were
presented in the tissue scaffold of decellularized liver. At the recellularization stage of this
scaffold with MafA*/Pax4"-sPA-MSCs, the adhessione and proliferation of the cells were

vi



observed under the influence of the matrix and chemical induction of differentiation into

endocrine cells.

Keywords: Mesenchymal stem cells, recellularization, extracellular matrix, endocrine

pancreas, tissue engineering
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Enerji, yasamin temel kaynagidir. Her hareket hatta her diislince bile bir miktar enerji
kullanimii gerektirir. Giinlik yasamda yapilan onca eylem diisiiniildiigiinde ciddi bir
enerji gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir. Bu ihtiyag yiyeceklerden alinan karbonhidratlardan,
yaglardan ve proteinlerden karsilanir. Ancak, bu biiylik molekiillerin viicutta emiliminin
gerceklesebilmesi i¢in yapi taslarina kadar sindirilmeleri gerekmektedir. Karbonhidratlar
monosakkaritlere, proteinler aminoasitlere ve yaglar da yag asidi ve gliserollere... 6
karbonlu bir monosakkarit olan glukoz da s6z konusu yapi taslari iginde en 6nemlilerinden
birisidir. Basta beyin olmak iizere viicudun tiim organlari i¢in glukoz son derece 6nemli bir

besin kaynagidir.

Glukozun hiicreler tarafindan kullaniminda pankreas bezinden salgilanan bir
hormonun rolii oldukca biiyiiktiir. Insiilin olarak bilinen bu hormonun eksikliginde
ozellikle iskelet kasi, kalp kast ve adipoz dokuda glukozun hiicre i¢ine aliniminda ve

kullaniminda ¢ok ciddi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), pankreasta yer alan Langerhans adaciklarindaki
instilin tireten B-hiicrelerinin otoimmiin saldirilar sonucu hasar gormesinin veya 6lmesinin
bir sonucu olarak viicudun ihtiyag duydugu insiilini {iretememesi ile karakteriz
edilmektedir (Davies ve dig. 1994). Bu durumda hastalar mutlak veya goreceli olarak
instilin yetersizligi yasayacaklarindan dolayr 6miir boyu disaridan insiilin almak zorunda
kalirlar. Dolayisiyla TIDM, insiiline bagimli diyabet olarak da adlandirilmaktadir. Ancak,
omiir boyu disaridan insiilin takviyesine muhta¢ olmak hastalarin yasam kalitesini
diisirmektedir. Arzu edilen tedavi ise, hasar goren bolgenin onarimi ya da bir sekilde

viicudun kendi insiilinini ihtiyaci 6lgiisiinde iiretebilmesidir.

Son yillarda hiicresel tedavi baslig1 altinda kok hiicreler kendini yenileyebilmeleri,
yiiksek boliinebilme kapasiteleri ve diger hiicrelere farklilagabilme potansiyelleri ile
hastalarin umut 15181 olmaktadir. Ozellikle kisinin kendi viicudundan elde edilen (otolog)
hiicreler immiinolojik olarak reddedilmeyecegi icin deneysel ¢alismalarda siklikla

kullanilmaktadir.



Bu giine kadar hasar goren B-hiicrelerinin yerine konulmasi igin bircok uygulama
denenmis olsa da bu stratejilerden ti¢ii 6n plana ¢ikmustir: (i) hiicre nakli, (ii) adacik nakli
ve (iii) pankreas nakli (Watson 2015). Ancak pankreas ve adacik nakli hem dondr organ
bulma konusundaki sikintilardan dolay1 hem de immiin sistemin émiir boyu baskilanmasini
gerektirdiginden dolay1 ciddi sorunlar barindirmaktadir. Ayrica bu yaklasimlar dolagima
verilen hiicrelerin istenilen bolgeye go¢ etmelerindeki ya da ne kadarinin go¢ edecegi
hakkindaki soru isaretleri, hangi hiicre tipinin seg¢ilecegi ve uygulama yerinin neresi

olacag gibi kendi i¢inde cevaplar bekleyen sorular1 barindirmaktadir.

Yeni ve heyecan verici yaklasimlar1 ile hasarli ya da kayip organ ve dokularin
onarimini ya da yeniden yapilanmasini hedefleyen doku miihendisliginin kendine has
yontemleri ile organlarda ya da dokularda olusan sorunlarin ¢6ziimii igin ortaya koydugu
potansiyel giinden giine daha iyi anlasilmaktadir. Bu teknoloji laboratuvar ortaminda
otolog hiicreler ile kisiye uyumlu dokularin ve organlarin {retilmesini bizlere vaat
etmektedir. Doku miihendisligi, birgok farkli hastalikta oldugu gibi, TADM hastalar1 igin

de umut 15181 olmaktadir.

1.2. Kok Hiicreler

Kok hiicre kavrami dollenme ile baglayip yasamin sonuna kadar devam eden genis
bir yelpazedir. Bu yelpaze hem doku ve organlarin yapimini hem de yenilemek ve tamir
etmek amacini i¢inde barindirir. Kok hiicreler; kendini yenileyebilme ve gerektiginde
cogalabilme Ozelligine sahip olan, ihtiya¢ halinde farkli hiicre tiirlerine farklilagabilen
Ozellesmemis hiicrelerdir (Sangkum 2016). Giiniimiizde hiicresel tedavilerin olmazsa
olmazlar1 arasinda yer alan bu hiicreler hem yenileyici (rejeneratif) hem de tamir edici
(reperatif) tip olarak da adlandirilan ve hasarli doku ve organlarin onarimi ya da yeniden
yapilandirilmasin1 kapsayan bu alanda aktif roller listlenmektedir. Kok hiicreler -yogun
kendini yenileme ve farklilasabilme 6zelliklerinde dolayi- uzun yillar boyunca ilgi odag:
olacak ve s6z konusu amaglar igin ilk tercih edilecek hiicre tiirlerinin basinda gelmeye

devam edecektir.

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran 6nemli 6zelliklerden biri de yiiksek seviyede
boliinebilmeleri ve bu boliinmeler sonucunda 6zelliklerini hala koruyor olmalaridir. Bu

boliinme kapasitelerini “’telomer’’ olarak adlandirilan, kromozomlarin u¢ kisimlarinda



bulunan DNA dizileri belirler. Telomerler, 6karyotik dogrusal kromozomlarin fiziksel
uclaridir ve transkripsiyon acisindan faal olmayan (gen kodlamayan), heterokromatin
yapilaridir. Omurgalilarda bu yap1 3’-TTAGGG-5" hekzaniikleotit siralamasinin uzun
tekrarlarindan olusur. Bu say1 insanda 15 kb’ye ve kemirgenlerde 100 kb’ye kadar uzanir.
(Batista 2014). Hiicreler ne kadar uzun telomerlere sahipse o kadar fazla sayida
boliinebilmektedir. Ancak her boliinmenin sonunda telomer uzunlugu 50-150 baz ¢ifti
azalir (Reddel 2003). Ciinkii DNA polimeraz enzimi, ana zincirin 3’ ucunda yeni bir DNA
sentezi baglatamaz. Telomeraz enzimi ise, yapisinda tasidigt RNA’y1 (hTR) taslak olarak
kullanir ve -ters transkriptaz olan- protein katalitik alt birimi (hTERT) yardimiyla da
telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’ ucuna eklenmesiyle bu kisalma problemini

cozer (Cizim 1.1).
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Cizim 1.1. Telomeraz enziminin ¢alisma prensibi



Genel olarak somatik hiicrelerde telomeraz aktivitesi diisiik oldugundan ya da hig
olmadigindan dolayr ¢ok fazla boliinme kapasitesine sahip degillerdir. Ote yandan insan
germ hiicrelerinde, ¢ogu tiimor hiicrelerinde ve embriyonik kok hiicrelerde onemli bir
telomeraz aktivitesi bulunmustur (Kong ve dig. 2015). Bu hiicrelerin neredeyse sinirsiz
olan boliinme yeteneklerinin sebebinin telomeraz enzimi oldugu tahmin edilmektedir.
Benzer sekilde kok hiicrelerde de mevcut olan bu enzim aktivitesi “’kok hiicreler uzun

zaman boyunca boliiniip ¢ogalabilirler’’ ifadesini kurmamiza sebep olmaktadir.

1.2.1. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicrelerin 6nemli 6zelliklerinden biri viicutta 6zellesmis gorevleri yerine getiren
dokulardaki hiicrelere benzer yapida olmamalaridir. Ancak ihtiyag¢ halinde kan, kas, kemik
gibi Ozellesmis dokulari olusturan hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptirler. Tipik
olarak kok hiicreler, gelisimsel potansiyellerine gore siniflandirilir ve bu potansiyel,
onlarin farklilagabilme 6zelliklerini belirler (Batista 2014). Hiicrelerin diger hiicre tiirlerine

farklilagsabilme kabiliyetine potensi denir.

Farklilasma goreceli bir kavramdir ve farklilasan hiicrenin fenotipinde meydana
gelen degisimler baska bir hiicre ile kiyaslandiginda anlam kazanir. Giinimiizde epigenetik
mekanizmalarin, hiicre farklilagmasi {izerinde rol oynayan en 6nemli etmen oldugu artik
bilinmektedir. 1957 yilinda ilk kez C. Waddington tarafindan olusturulan modelde hiicre
farklilasmas1 {izerinde rol oynayan ve kalitilabilen genom 6tesi diizenlemeler hiicrenin
hangi farklilasma durumunda olacagini belirlemektedir (Goldberg 2007 alinti Waddington
1957). Ayrica bu mekanizmal etkilerin artmasi ya da azalmasi ile hiicre durum
degistirebilmektedir (Can 2013, s.45). Histon asetilasyonu, DNA metilasyonu, X

kromozom inaktivasyonu gibi etkenler bu siirecin aktif elemanlaridir.

Hiicrelerin farklilasma mekanizmasi bir cark sistemine benzer. Tek yonlii ¢alismayip
tersi yonde de calisabilmektedir. Genelde ileriye dogru farklilasan (diferansiyasyon)
hiicreler geriye farklilasma (dediferansiyasyon) da yapabilmektedir. Deneysel olarak elde

edilen uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPKH) bunun en iyi 6rneklerindendir.

1.2.1.1. Totipotent Kok Hiicreler



Kok hiicreler farklilasabilme kabiliyetlerine gore smiflandirdiginda ilk olarak
totipotent kok hiicreler karsimiza ¢ikmaktadir. Totipotensi, tek bir hiicrenin boliinebilme ve
ait oldugu organizmadaki tiim hiicre tiirlerine farklilasarak dokuyu hatta organizmay1
olusturabilme yetenegini ifade eden bir terimdir. Hiicre potansiyeli spektrumunda
tamamen, biisbiitin anlamindaki totus kelimesinden tiiretilen totipotensi en biiyiik
farklilagabilme kapasitesini temsil eder. Sporlar ve zigot totipotent hiicreye Ornek
verilebilir (Mitalipov ve Wolf 2009). Zigotun olusmasindan itibaren erken embriyonik

donemde 6rnegin 8 hiicreli asamada hiicreler totipotenttir.

1.2.1.2. Pluripotent Kok Hiicreler

Hiicre biyolojisinde, pluripotensi iic germ tabakasina da kaynaklik edebilen;
ektodermden, mezodermden ve endodermden olusan dokulardaki hiicrelere farklilasabilen
kok hiicrelerin ‘farklilagsabilme’ kapasitelerini ifade eder. Fertilizasyondan sonraki 4-5
giinliik embriyo blastokist asamasindadir. Bu asamada, blastokisti disaridan saran
trofoblastlar ve blastosdl sivisinin bulundugu bosluga bakan i¢ hiicre kitlesi olusur.
Trofoblast hiicrelerine donlisemeyen ve ii¢ germ tabakasina ait hiicrelere doniisebilme
potansiyeli olan i¢ hiicre kitlesi hiicreleri pluripotent hiicrelerdir. Implantasyon 6ncesi
donemde kiiltliir ortamina alinip g¢ogaltilan bu hiicrelere embriyonik kok hiicre (EKH)
denir. Ilk olarak 3,5 giinliik fare blastokistinin i¢ hiicre kitlesinden elde edilmislerdir.
Losemi inhibitdr faktor (LIF) varliginda ve uygun bir besleyici tabaka varliginda
pluripotent olarak kalabilirler (Evans ve Kaufmann 1981). Implantasyon ile birlikte ic
hiicre kitlesi, epiblast ve hipoblasta doniisiir. Buradaki epiblast hiicreleri de pluripotent
hiicrelerdir. Dolayisi ile hiicrelerin kiiltiir ortamina alindigi déneme gore farkli pluripotent
hiicre dizileri elde edilir. Ayrica embriyonik karsinoma hiicreleri, ilkel cinsiyet hiicreleri ve

bunlardan elde edilen embriyo germ hiicreleri de pluripotent hiicrelerdir.

2006 yilinda, Takahashi ve Yamanaka’nin c¢aligmalarini yayinladiklari makale
(Takahashi ve Yamanaka 2006) kok hiicre alaninda yeni bir ¢igir agmistir. Bir dizi
traskripsiyon faktorleri (Oct4, Sox2, KlIf4 ve c-Myc) somatik hiicrelere aktarilarak
hiicrenin geriye farklilasmasi saglanmistir. Bu yolla elde edilen pluripotent kok hiicreler,
UPKH olarak adlandirilmistir. Fare fibroblastlarindan uPKH elde edilmesinden bir yil
sonra yine Takahashi ve Yamanaka’nin da i¢inde bulundugu bir grup tarafindan insan
hiicrelerinden de uPKH eldesi basarilmistir (Takahashi ve dig. 2007). Ayni yil farkli



transkripsiyon faktorleri (Oct4, Sox2, Lin28 ve Nanog) kullanilarak uPKH dizileri elde
edilmistir (Yu ve dig. 2007).

Diger hiicrelere kiyasla pluripotent kok hiicrelerde kromatin yapist daha esnektir ve
daha kolay acilir. EKH’lerde histon proteinleri ve histon olmayan kromatin proteinleri
kromatine gevsek tutunur (Meshorer 2006). Hiicreler farklilastikga bircok gende

kapanmalar goriliir.

Cizelge 1.1. Insan ve fare kdkenli embriyonik kok hiicrelerin dzellikleri (Can 2013, 5.225)

Belirteg Insan EKH Fare EKH
SSEA-1 - +
SSEA-3, SSEA-4 r i
TRA-1-60, TRA-1-81 + -
TRA-2-54 + -
G6CTM-2 + -
TG343 + Bilinmiyor
T630 + Bilinmiyor
cD9 + +
CcD133 + +
Oct4 + +
Nanog + +
Sox2 + +
Telomeraz + +
Alkalin Fosfataz + +

1.2.1.3. Multipotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicrelerle kiyaslandiginda boliinme ve farklilagabilme yetenekleri

daha simirli olan, her ii¢ germ tabakasina ait hiicrelere farklilagabilmenin aksine birbirine



daha yakin hiicre gruplarina farklilasabilen ve pluripotent hiicrelerin 6zellesmesiyle olusan
kok hiicrelerdir. Multipotent kok hiicreler, genellikle birkag hiicre gurubuna farklilagabilme
yetenegine sahiptirler. Ornegin, multipotent bir hiicre olan hematopoetik kdk hiicreler
lenfositler, monositler, notrofiller gibi kan hiicrelerine farklilagabilirler. Fakat beyin
hiicrelerini olusturamazlar. Multipotent kdk hiicreler kordon kaninda (Zhao ve Mazzone
2010), adipoz dokuda (Tallone ve dig. 2011), kalpte (Beltrami ve dig. 2003) ve daha birgok

dokuda bulunurlar.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH)

Hematopoetik kok hiicrelerin kesfini takiben Friedenstein ve ark. tarafindan yine fare
kemik iligi dokusunda multipotent kok hiicrelerin farkli bir popiilasyonunun varligi
gbzlemlenmistir. Bu hiicre grubu, plastik ylizeylerde kiiltiire edildiginde fibroblastoid
koloniler olusturabilmesi ve baska dokulara nakledildiginde kemik, yag, retikulum
hiicrelerine farklilasabilmesi ile karakterize edilmistir (Friedenstein ve dig.1970),
(Friedenstein ve dig. 1966). Ilerleyen yillarda, hem in vivo hem de in vitro olarak yapilan
calismalar neticesinde MKH’ler her {i¢ germ yapragindan koken alan hiicre ve dokular
olusturan multipotent kok hiicreler olarak tanmimlanmistir (Karaoz ve Ovali, 2004). Bu
hiicreler viicutta ayrica immiin diizenleyici roller de listlenmektedir (Kyurkchiev ve dig,

2014).

Bircok farkli kaynaktan MKH elde etmek miimkiindiir. Muhtemelen bu sebepten
dolay1 MKH terimi birbirinden farkli oranlarda farklilagma yetenegine sahip heterojen bir
hiicre popiilasyonunu karsilamaktadir. Bu hiicrelerin ortak belirtecleri konusunda sikintilar
olsa da Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society for Cellular Therapy,
ISCT) CD73, CD90 ve CD105 molekiillerini bu hiicrelerin temel belirtegleri olarak
belirlemistir (Dominici ve dig. 2006).

Gilinlimiizde MKH elde edilmesi ve tanimlanmasi bazi standartlar {izerine
oturtulmustur. Baz1 belirteclerin yliksekligi, bazi belirteclerin yok denecek kadar azligi,
plastik yilizeylere tutunmalari, bu yiizeyler iizerinde ¢ogalmalar1 ve in vitro ortamda en az

ti¢ farklr hiicre serisine farklilagtirilabilmeleri bu standartlar1 olusturmaktadir.

Insan viicudunda MKH’ler &zellikle damarca zengin olan bag dokusu barindiran

dokularda bol miktarda bulunur. Ozellikle kemik iliginin bir mezenkimal kok hiicre deposu



oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira yag dokusu, gobek kordonu stromasi da bol
miktarda MKH i¢ermektedir (Ong ve Sugii 2013). Ayrica, 2010 yilinda Karadz ve ekibinin
pankreatik adaciklardan elde ettikleri kok hiicreler tizerinde yaptiklari bir ¢alismada bu
hiicrelerin tipik MKH olabilecegi ve 6zellikle TIDM’de hiicresel tedavi ¢alismalarinda
kemik iligi MKH’lerine gore daha iyi bir aday olacag: ileri siiriilmektedir (Karaoz ve dig.

2010a).

Elde edildigi kaynaga gore MKH’ler farkli genotiplere (Wagner ve dig. 2005), farkli
sitokin ve kemokin salgilama (Friedman ve dig. 2007) 6zelliklerine sahiptir. Huang ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada kemik iliginden elde edilen MKH’lerin kondrojenik
farklilasma yeteneginin adipoz dokudan elde edilen MKH’lere gére daha iyi oldugunu ileri
stirmislerdir (Huang ve dig. 2005). MKH’ler arasindaki bu fark onlarin elde edildikleri

kaynaga gore farkl 6zellikler tagidiklarini gostermektedir.

Ozellikle adipoz dokuda ve kemik iliginde bolca bulunan mezenkimal k&k hiicreler
en yaygin c¢aligilan multipotent kok hiicrelerdir. Hem elde edilebilmesi diger kaynaklara
gore goreceli olarak kolay olmasi hem de immiin diizenleyici 6zellikleri bunda etkili

olmaktadir (Kyurkchiev ve dig, 2014).

Viicuttaki tim ¢ekirdekli hiicrelerin yilizeylerinde bulunan ve islevi sitotoksik T
lenfositlerine bazi protein pargalarini sunmak olan MHC Simif [ molekiilii viicudun kendine
ait olan hiicreleri yabanci hiicrelerden ayirt etmesini saglamaktadir. Bu molekiiller belli
oranlarda MKH’lerde de bulunmaktadir. Ancak s6z konusu bu molekiiller MKH’lerde
diisiik oranda bulunmaktadir. Buna ek olarak MHC Sinif II antijeninden yoksun olmalari
sebebiyle MKH’ler oldukga diisiikk -hatta yok denecek- bir immiin yanita neden olurlar
(Gebler ve dig. 2012). Bircok calismada da MKH’lerin bagisiklik sistemi tarafindan
taninmadigini, bunun da 6tesinde immiin yanitlar1 engelledigi gosterilmistir (Noel ve dig.
2007). Bu ozellikleri onlarin immiin diizenleyici 6zellikleri (Kyurkchiev ve dig, 2014) ile
birlesince, MKH’lerin bilim insanlar1 arasinda neden bu kadar popiiler bir yere sahip
oldugunu acgiklamaktadir. Ciinkii diisiik bir immiin yanita neden olmalari onlar1 hem
allotransplantasyona hem de ksenotransplantasyona uygun bir hale getirmektedir (Karaoz
ve dig. 2013).

Mezenkimal kok hiicrelerden bahsederken {izerinde durulmasi gereken Onemli

konulardan biri de farklilagsma potansiyelleridir. Birgok aragtirmada bu hiicrelerin hem



mezoderm hem de mezoderm olmayan hiicre serilerine farklilastiklar1 gosterilmistir.
Adipositler, noroglial hiicreleri, osteositler (Karaoz ve dig. 2013), endotel hiicreleri
(Oswald ve dig, 2004), kardiyomiyositler (Makino ve dig. 1999), hepatositler (Snykers ve
dig. 2009) ve noron benzeri hiicreler (Phinney ve Prockop 2007, Arthur ve dig, 2008)
MKH’lerin farklilagtigi hiicrelerdendir. Ayrica bu hiicreler endokrin hiicrelere de
farklilagabilme potansiyeline sahiptir (Gabr ve dig. 2015, Neshati ve dig. 2010).
Dolayistyla, MKH’ler bu giine kadar bir¢ok kez diyabetin hiicresel terapi ¢alismalarinda
kullanilan hiicreler arasinda yer almistir. S6z konusu caligmalarin 6nemli bir boliimiinde
MKH’lerin insiilin salgilayan hiicrelere doniistiiriilmesi hedeflenmistir. Bu farklilagtirma
islemi bazen kimyasal indiikleme (Khorsandi ve dig. 2015, Karaoz ve dig. 2013) ile bazen
uPKH teknolojisi kullanilarak (Raikwar ve dig. 2015) ve bazen de gen aktarimi ya da
santral dogmay1 etkileyebilecek olan miRNA gibi teknolojiler kullanilarak yapilmistir
(Jafarian ve dig. 2015).

1.2.1.4. Oligopotent Kok Hiicreler

Oligopotent kok hiicreler, boliinme ve farklilasabilme 6zellikleri olduk¢a sinirli olan
ve yalnizca birkag hiicre tipine farklilasabilen kok hiicrelerdir. Lenfoid ve miyeloid kok

hiicreler oligopotent kok hiicrelere 6rnek olarak verilebilir.

Bunun disinda, iki hiicre tiiriine (hepatosit ve kolanjiosit) farklilagabilen hepatoblast
gibi hiicrelere bipotent (Chikada ve dig. 2015), tek bir hiicre tiirline farklilagabilen

hiicrelere ise unipotent kok hiicreler denmektedir.

1.3. Karaciger ve Pankreas Histolojisi

1.3.1. Karaciger Histolojisi

Karaciger insan viicudunda oldugu gibi fare, sigan gibi kemirgenlerin de en biiyiik
salg1 organidir. Hem endokrin hem de ekzokrin bir organdir. Yagamin devami i¢in gerekli
olan hayati fonksiyonlara sahiptir (Cizelge 1.2). Karaciger yoklugunda veya islev

yitiminde, diyalizle kisa bir siire fonksiyonlar1 devam ettirilebilir. Fakat karaciger



fonksiyonunun uzun siireli yoklugunda, telafi edebilmenin hicbir yolu yoktur. Karacigerin
biiyiik bir kism1 periton zari ile ¢evrilidir. Bu zar tunika seroza ve tunika fibroza olmak
tizere iki tabakadan olusmaktadir. Kollajen ve elastik liflerden olusan glisson kapsiiliiniin
(tunika fibroza) organin i¢ kisimlarina dogru uzamasiyla lob ve lobiiller olusmaktadir.
Insanda kemirgenlerde oldugu gibi sag ve sol loblar iki biiyiik lobu olustururken, kuadrat
ve kaudat loblar kii¢iik loblar1 olusturur. Kemirgenlerde ise kiiciik loblar median ve kaudat
loblardir. Her lobiil merkezi venin etrafinda karacigerin parankim hiicreleri olan
hepatositlerin dizilmesiyle olusur. Sig¢anlarda, insanlarda olanin aksine safra kesesi

bulunmamaktadir.

Cizelge 1.2. Karacigerin fizyolojik gorevleri

Viicudun plazma proteinlerinin gogunun iretimi

Cesitli vitaminlerin ve demirin depolanmasi ve doniistiirilmesi
Ilaglarin ve toksinlerin detoksifikasyonu

Onemli birgok metabolik yolagin iglevinin diizenlenmesi
Safranin retimi

Endokrin benzeri roller, birgok hormonun yapi ve fonksiyonunu modifiye etme

Karacigere kan iki kan damar yolu ile gelmektedir. Bunlardan biri ince bagirsak,
pankreas ve dalaktan gelen kani tagiyan ve karacigere gelen kanin yaklagik %75-80’ini
getiren portal vendir. Bu damar deselliilarizasyon tekniginin kullanildigt doku
miihendisligi calismalarinda da sik sik kullanilmaktadir. Karacigere gelen oksijenlenmis

kanin tagindig1 hepatik arter bu organdaki toplam kanin %20-25’ini getiren damar yoludur.

Karacigeri iyi bir sekilde anlayabilmek i¢in fonksiyonel ve yapisal birimlerini olan
karaciger lobiillerini iyi irdelemek gerekir (Cizim 1.2). Klasik bir karaciger lobiilii portal
triad ile merkezi ven (vena sentralis) arasinda kalan ve hepatositlerce doldurulan alandir.
Portal triad ise bir hepatik arter, bir portal ven ve bir safra kanalinin birbirine yakin
konumlanmasiyla olusan sisteme verilen isimdir. Portal venin kolu ile hepatik arterin kolu
birleserek karaciger lobiiliine yonelir. Bu birlesmeyle hepatositlerin arasindaki sintizoidler
olusur. Bir basgka ifade ile siniizoidler, lobiillerin kenarlarina kadar gelen portal ven ve

hepatik arterin hepatositlerin arasina girmis uzantilaridir. Bu ifadeden de anlasilacag: gibi,

10



siniizoidlerde hem hepatik portal ven araciligl ile bagirsak, pankreas ve dalaktan gelen
oksijen konsantrasyonu diisiik olan kan bulunurken hem de hepatik arter araciligi ile gelen
oksijence zengin kan bulunmaktadir. Kan akis1 periferden merkeze dogrudur. Safra akisi
ise merkezden perifere dogrudur. Siniizoidler bagirsakta emilen besin ve toksik maddeleri,
kan hiicrelerinin dalaktan gelen par¢alanma {iriinlerini, pankreastan gelen endokrin salgilar
ve arter ile gelen oksijeni hepatositlere iletir. Benzer sekilde, hepatositlerin iirettigi
yiizlerce sentez iiriiniinli de merkezi ven yardimiyla genel dolasima aktarir. Perisiniizoidal
aralik olarak da bilinen disse aralig1 endotel hiicreleri ile hepatositlerin arasinda kalan
alandir. Hepatositlerin bazal yilizeylerinden disse araligina kiigiik, diizensiz mikroviluslar
uzanir. Bu alanin temel islevi kan ile karaciger hiicreleri arasindaki madde aligverisini
saglamaktir. Endotel hiicreleri arasindaki bosluklar ve kesintisiz bazal laminanin olmamasi
disse araligina kan girisine izin vermektedir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

Portal Ven
Safra Kanali
- ~

7

Kupffer Hiicresi Siniizoid

/
Portal /aSif ks -
Ala: e, @ annnnu opln : l
\ AODOOD-20 0

ﬁ‘@‘{h “Merkezi Ven)

Sa'reIIiT
Disse Araligi  Hiicresi

Hepatik Arter Kolu

Hepatosit

Cizim 1.2. Bir karaciger lobiiliinlin sematik gdriinlimii. https://embryology.med.unsw.edu.au’dan
uyarlanmigtir.
Hepatositler, siniizoid endotel hiicreleri, kupfer hiicreleri, satellat (ito) hiicreleri

karaciger lobiiliinde bulunan farklilagmis hiicrelerdir.

Karaciger parankim dokusunun temel hiicreleri olan hepatositler karaciger agirliginin
%70-85’ini olustururlar (Lee ve dig. 2015). Yaklasik 20-30 um c¢apindaki hiicrelerdir.
Viicuttaki bir¢ok hiicrenin aksine graniilli endoplazmik retikulum (gER) agisindan
zengindirler. Protein sentezi ve depolanmasi, karbonhidratlarin doniistiiriilmesi, kolesterol
safra tuzlar1 ve fosfolipitlerin sentezi, detoksifikasyon gibi viicut i¢in hayati 6nem tasiyan

gorevleri yerine getirirler. Bir hepatositin ortalama yasam siiresi 150 giindiir. Bu yasam
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stiresi sindirim sistemi ile baglantili hiicreler i¢in olduk¢a uzun sayilabilecek bir siiredir.
Karacigerde bulunan hepatositlerin %30-40’1 poliploid hiicrelerdir (Celton-Morizur ve dig.
2010). Iki ¢ekirdekli hiicreler de yaygindir.

Sinizoid endotel hiicreleri, hepatik siniizoidleri gevrelerler. Ancak bu ¢evreleme ince

ve kesintilidir. Disse aralig1 ile siniizodin arasinda konumlanmislardir.

Kupfer hiicreleri, karacigerde bulunan ve retiikiiloendotelyal sistemin bir pargasi olan
makrofajlardir (Naito ve dig. 1997). Siniizoid endotel hiicrelerinin aralarinda yer

almaktadir.

Ito hiicreleri olarak da bilinen hepatik satellat hiicreleri disse araliginda bulunan
perisitlerdir. A vitamini metabolizmasinda ve depolanmasinda rol alirlar. Baz1 patolojik
durumlarda miyofibroblastlara farklilagirlar. Kollajen sentezlerler. Tip 1 kollajen sentezine
ek olarak laminin, proteoglikan ve biliylime faktorleri salgilarlar. Bu sayede karaciger
fibrozisine katkida bulunurlar (Bataller ve Brenner 2005). Bu hiicreler mezenkimal
kokenlidirler. Normal kosullarda sessiz fazda olup karaciger hasar1 oldugunda aktiflesirler.
Aktiflesmis satellat hiicresi proliferasyon ve kemotaksis ile ayirt edilebilir. Hasarli dokuya
goc ederek kollajen salgisi yaparlar. Bu sayede hasar goren doku iskelesinin (ekstraselliiler
matriks) onariminda aktif rol oynarlar. Zamanla senesense (hiicre yaslanmasi) ugrarlar ve
natural killer (NK) hiicreleri tarafindan yok edilirler. Buradan anlagilacag: iizere aktive
olmus satellat hiicrelerinin senesensi karaciger fibrozisini sinirlamaktadir (Krizhanoysky
ve dig. 2008). Ayn1 zamanda karaciger fibrozisi sirasinda CD8" T lenfositleri basta olmak

lizere immiin sistem hiicreleri ile de etkilesime girerler (Yi ve Jeong 2013).

1.3.1.1. Karaciger Ekstraselliller Matriksi

Hepatik ekstraselliiler matriks (doku iskelesi, scaffold) 6zellikle disse araliginin 6zel
konfigiirasyonu sebebiyle olduk¢a sira disi bir kompozisyona sahiptir. Genellikle
fibronektin ve tip 1 kollajen ve az miktarda da kollajen tip 3, tip 4, tip 5 ve tip 7’den olusan
zayif bir ekstraselliller matrikse sahiptir (Martinez-Hernandez ve Amenta 1993). Bu
konfigiirasyon -endotel hiicreleri arasindaki bosluklar ile birlikte degerlendirildigi zaman-
plazma ve hepatositler arasindaki ¢ift yonlii makromolekiil aligveriginin diizenlenisini

kolaylagtiran bir yapi1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Ekstraselliiler matriks karacigerin kiigiik bir bileseni olmasina ragmen, yapisal bir
iskele saglamasi ve hepatositlerin farklilasmis durumlarini korumalarinda, hayatta
kalmalarinda kritik role sahiptir. Bu kritik rol o6zellikle in vitro hiicre kiiltiirii
calismalarinda belirgindir. Hepatosit fenotipinin hiicreleri kiiltiire etmek i¢in kullanilan
ekstraselliiler matrikse gore degiskenlik gosterdigi birgok calismada ortaya konulmustur
(Katoonizadeh ve Poustchi 1994, Schuetz ve dig. 1988, Rojkind ve dig. 1980). Karacigeri
de iceren bircok dokuda ekstraselliiler matriks doku tamirini uyaran ve diizenleyen bir

bilesendir (Martinez-Hernandez 1985).

Karaciger ekstraselliiler matriksini degerlendirebilmek i¢in kapsiil, portal alan, disse

aralig1 ve merkezi alan1 igeren dort alt baslik icinde incelemek uygun olacaktir.

Kapsiil ince ve yar1 saydam bir yapiya sahiptir. Kollajen tip 1, tip 3, tip 5, tip 6 ve
fibronektinden olusur (Martinez-Hernandez ve Amenta 1993). Kapsiiliin karaciger
loplarinin i¢ine dogru gd¢ etmesiyle olusan parmak seklindeki g¢ikintilari ile lobiiler
ekstraselliiler matriksin kaynasmasi karaciger ekstraselliiler matriksinin temelini insa

etmektedir.

Portal alan safra kanali, ekstraselliiler matriks i¢ine gomiilii halde hepatik arter ve
portal venin kollarini igerir. Safra kanali epitel hiicreleri ¢ok ince bir bazal membran (30
nm) ile gevrilerek cevre parankimden ayrilir. Duktal epitelyal hiicrelerin kendi bazal
membran komponentlerinin sentezi ve salgilanmasindan sorumlu olduklar1 yillar 6nce
Martinez-Hernandez’in ¢alismalariyla ortaya konulmustur (Martinez-Hernandez 1991,
Martinez-Hernandez 1985). Hepatik arter ve portal ven kollar1 —diger organlarda bulunan
benzer ¢aptaki damarlar gibi- bazal membran ve diger ekstraselliiler matriks bilesenlerini
icermektedir. Portal alanin ekstraselliiler matriksi kollajen tip I, tip Ill, tip V, tip VI,
fibronektin ve elastik liflerden olusmaktadir. Portal alandaki ¢apraz bagl kollajen tip 1
lifleri hemen bitisikteki disse araligindaki benzer fibriller ile siireklilik halindedir. Bu
stireklilik merkezi alan1 da kapsamaktadir. Bu sekilde bir karaciger lobiiliiniin yapisal doku

iskelesini bahsi gecen kollajen lifleri ve demetleri olusturmaktadir.

Lobiil; siniizoidleri, 151k mikroskobuyla hemen hemen algilanamaz bir disse araligini
ve hepatosit kordonlarini iceren bir alandir. Iginde birgok farkli yapiyr barindirdig: igin bir
lobiiliin ekstraselliiler matriksini daha iyi anlayabilmek bu yapilar tek tek incelemekten

gecmektedir.
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Sinlizoidlerde bazal membran yoktur. Endotel hiicreleri arasinda bosluklar
mevcuttur. Bu nedenle aralarinda 6zel baglantilar da yoktur. Dolayisiyla, siniizoidler

oldukca gegirgen yapilardir.

Disse araligt i¢in yapilan elektron mikroskobu ¢aligmalarinda hem bazal
membraninin olmadigini hem de -az miktarda ¢apraz baglh kollajen lifleri harig- neredeyse
ekstraselliiler matriks agisindan yoksundur. Buna ragmen disse araliginda en bol bulunan
ekstraselliiler matriks bileseni fibronektindir (Martinez-Hernandez ve Amenta 1993).
Portal triadlardan merkezi vene kadar tiim hepatik siniizoid boyunca neredeyse kesintisiz
bir astar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fibronektin, kollajen tip 1°i kaplayacak sekilde ve
diger fibriller (kollajen tip 4, kollajen tip 5, kollajen tip 6) ile i¢ ice olarak ya graniiler ya
da ince filament yapilar halinde bulunur. Ayrica endotel hiicrelerinin intersitisyel
yiizeyleriyle temas halindedir. Karacigerde var olan egsiz doku mimarisinin olusmasinda
en aktif oyunculardan birisi fibronektindir. Endotel hiicrelerinin ve hepatosit hiicrelerinin
yiizeylerini arasinda kollajen tip 1 demetleri baglant1 kurar. Boylelikle hepatik lobiiliin
farkli 6gelerini tek tek fiziksel birimlere doniistiiriir. Disse araliginda kollajen tip 3 yaygin
degildir. Genellikle fibronektin ile kollajen tip 1‘in c¢apraz bagli oldugu yerlerde
goriilmektedir. Karacigerde kollajen tip 5’in lokalizasyonu 1980 yilinda 151k
mikroskobuyla ortaya konulmustur (Biempica ve dig. 1980). Daha sonra elektron
mikroskobu ¢aligmalari ile kollajen tip 5’in disse araligi boyunca kesintili ve diizensiz bir
sekilde bulundugu gosterilmistir. Yapilan kimyasal analizler kollajen tip 5’in hepatik
ekstraselliiler matriks i¢in olmazsa olmaz bir bilesen olmadigin1 gostermektedir. Kollajen
tip 6 ise hepatik ekstraselliiler matriks i¢inde kollajen tip 5’e gore nispeten daha bol
bulunur ve lobiil boyunca homojen bir dagilim gostermektedir. Karaciger lobiiliinde —
ozellikle de disse araliginda- bazal membran komponentlerinin durumu arastirmacilarin
ilgisini ¢eken noktalardan birisi olmustur. Bunlardan perlekan, disse araliginin
mimarisinde yer almamaktadir. Lamininin varli§1 ise tartismali konulardan birisidir.
Abrahamson, Bissell gibi baz1 yazarlar lamininin var oldugunu savunurken (Abrahamson
ve Caulfield 1985, Bissell ve dig. 1987) baz1 yazarlar ise karacigerde lamininin olmadig
goriisiindedirler (Sell ve Ruoslahti 1982, Martinez-Hernandez 1991). Bazal membranin
onemli bilesenlerinden birisi olan kollajen tip 4 ise disse araliginda ayr1 ayri, kesintili ve
agregat seklinde bulunur. Ancak, bu agregatlar diger tiim organlarda olanin aksine ne
laminin ne de perlekan ile iligkili degildir. Yani bazal membranin diger elemanlarindan

bagimsiz halde bulunmaktadir. S6z konusu bu durum disse araligini essiz kilmaktadir.
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Hepatositleri intersitisyumdan ayiran bir bazal membran yoktur. Ancak o6zellikle
fibronektin olmak tizere diger ekstraselliiler matriks elemanlar1 hepatositlere yakin bir

sekilde lokalize olmaktadir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

Merkezi alan merkezi venleri (terminal hepatik venler) kapsayan, bir karaciger
lobiiliiniin orta kismina yakin yerleri incelemek i¢in kullanilan terimdir. Bu venler laminin,
kollajen tip 4 ve perlakani igeren ince bir bazal membran ile sinirlandirilmis tek tabaka
endotel hiicreleri olusturulur. Bu bazal membranin disinda bol miktarda kollajen tip 1 ve

fibronektine ilaveten kollajen tip 3, kollajen tip 5 ve kollajen tip 6 da bulunmaktadir.

1.3.2. Pankreas Histolojisi

Pankreas omurgalilarin sindirim ve endokrin sisteminde yer alan bez seklindeki bir
organdir. insanda midenin arkasinda, karin boslugunda (abdominal bosluk) yer alirken
siganlarda daha ¢ok mide, duodenum ve dalagin altinda yerlestigi goriiliir. Pankreas;
insiilin, glukagon, somatostatin, pankreatik polipeptit gibi ¢ok O6nemli hormonlarin
tiretildigi endokrin kisma sahiptir (Ross MH ve Pawlina W, 2014). Bunun yaninda bir
sindirim sistemi elemani olarak da gorev yapar. Bu kapsamda ince bagirsakta besinlerin
sindirilmesi ve emilmesine yardimei olan ve iginde pargalayict enzimler bulunan pankreas
Ozsuyu salgilar. Bu enzimler karbonhidratlar, lipitler ve proteinleri daha kii¢iik pargalarina

ay1rir.

Tipk: karaciger gibi pankreas da endoderm kokenli bir organdir. Erken embriyonik
donemde (insanda 26. giin, siganlarda embriyonik donemim 8.5’inci goniinde) (e8.5) 6n
bagirsagin arkaya dogru tomurcuklanmasi ile olusmaya baglar. Altinda bulunan epitel
dokusu mezoderme dogru uzanir. Bu uzanim dorsal ve ventral pankreas tomurcuklarinin
olusmasini1 saglar. el4.5 ve el5.5 aralifinda duktal epitel hiicreleri ekzokrin pankreasa
dogru farklilasirlar. e15’te asiniisler agikca goriintiilenebilmektedir. Endokrin hiicreler ise
pankreas gelisiminin bagladigi andan itibaren gelismeye baslarlar. el4’te duktal epitel
icinde tek hiicre halinde dizilmis olurlar. Daha sonra burada cogalmaya baslarlar.
Embriyonik dénemim 16. giinlinde endokrin hiicreler adacik benzeri kiimeler olusturmaya
baslarlar. Adaciklar dogumdan kisa bir siire Oncesine kadar (el8 el9) tamamen
olusmamiglardir dogumdan 2-3 hafta sonrasina kadar bir olgunlasma siireci

icerisindedirler. Endokrin hiicreler bagirsak endoderminde bulunan kok hiicrelerden gelisir.
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Onceleri endokrin hiicrelerin noral krest kdkenli olduklar1 savunulmus ancak bildircin-
civeiv kimera deneyleri bu algiy1 yok etmistir. Artik iyi bilinmektedir ki, endokrin hiicreler
endodermden koken almaktadir. Embriyonik sican pankreaslarindan elde edilen endoderm
kokenli pankreatik kanal hiicreleri in vitro ortamlarda fetal mezenkim varhiginda direkt
olarak hormon Treten hiicrelere farklilastigi gosterilmistir (Dudek ve dig. 1991).
Embriyonik donemin erken safhalarinda (e9.5) dnbarsaktaki pankreatik taslakta hiicrelerin
glukagon, pankreatik polipeptit ve noropeptit Y eksprese ettikleri goriiliir. Kisa bir siire
sonra (e10-e10.5), bu hiicrelerin glukagon ve insiilini birlikte eksprese ettikleri ve ilerleyen
embriyonik gelisimde bu hiicrelerin glukagon {iireten oa-hiicrelerine ve insiilin tireten -
hiicrelerine doniistiigii gozlemlenir. Yaklagik olarak el4’te somatostatin iireten hiicreler

ortaya ¢ikar.

Endokrin ve ekzokrin bolgelerin ayrimini saglayan sinyal faktorleri de arastirmacilar
tarafindan biiytik ilgi gérmiistiir. 12.5 gilinliik sican embriyolarindan elde edilen pankreatik
tomurcuklarinin pankreatik mezenkim varhiginda kiiltiire edilmesiyle -yalnizca insiilin
tireten olgunlasmamig birkac¢ hiicre disinda- ekzokrin pankreatik doku gelisimi oldugu
gosterilmistir. Pankreatik tomurcuklarinin pankreatik mezenkim olmadig1 ortamda kiiltiire
edilmesiyle endokrin doku gelisiminin oldugu, ekzokrin gelisimin ise durdugu

gbzlemlenmistir (Miralles ve dig. 1998).

Geegmis yillarda, pankreatik gelisimin diizenlenmesinde bazi transkripsiyon
faktorlerinin kritik roller oynadig1 kesfedilmis ve arastirmalarin bir boliimii arastirmalarini
bu yone dogru kaydirmistir. Bu ekspresyon faktorleri gelisen pankreasin simirlarin
belirlemekle kalmayip ayni zamanda tek tek hiicre soylarinin farklilasma programlarini
diizenlerler. Transkripsiyon faktorleri erken hiicresel gelisimin belirlenmesine ve bu sayede
terminal farklilasmis hiicrelerin fenotiplerinin korunmasina hizmet ederler (Habener ve
dig. 2005). Tranksripsiyon faktorlerinin insandaki birtakim hastaliklarin patolojisiyle
iligkili olduklarinin gosterilmesi -tipki diger organlarda oldugu gibi- pankreas gelisiminin
diizenlenmesine katilan bu faktérlerin tanimlanmasinin 6nemini ortaya koymaktadir (bu

faktorlere iligkin detayli bilgi boliim 1.4.2°de kapsamli bir sekilde ele alinmistir).

Pankreas1 daha detayli ve sistematik bir sekilde incelemek i¢in ekzokrin ve endokrin

panksreast ayr1 ayr1 ele almak uygun olacaktir.
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Ekzokrin pankreas ser6z bir bez olup asiner ve tiibiiloasiner sekilli salgi birimleri
bulunmaktadir. Bu birimler ser6z hiicrelerden olusmaktadir. Pankreasin ekzokrin bolimi
lopcuklu bir yap1 gostermektedir. Bu lopcuklar ‘asiniis’ denen kiigiik birimlerden meydana
gelmektedir. Lopcuklar ve asiniisler arasim1i bag dokusu doldurmaktadir. Ancak bu
yapilardaki bag dokusu oldukg¢a azdir. Asiniislerin duvarlarini pankreasin dig salgisini
tireten epitel hiicreleri olusturmaktadir. Pankreatik asiner hiicreler olarak adlandirilan bu
hiicrelerde yaygin bir gER, serbest ribozomlar ve iyi gelismis golgi cisimcigi goze
carpmaktadir. Asiner hiicreler apikal kisimlarindan birbirlerine baglanti kompleksleriyle
baglanirlar ve bu sekilde izole bir liimen olustururlar. Bu liimene, asiner hiicreler
tarafindan {iretilen enzimler zimojen graniilleri seklinde salgilanmaktadir. Pankreatik
asiniisler diger bezlerde bulunan asiniislerden oldukca farklidirlar. Asintisten ¢ikan ilk
kanal olan interkalar kanal aslinda asiniisiin i¢inde baslamaktadir. Asiniisiin i¢inde kalan
kanal kisminin bu hiicreleri sentroasiner hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Sentroasiner
hiicreler, asiniis hiicrelerinin aksine salgi graniillerince yoksundur (Ross MH ve Pawlina

W, 2014).

Zimojen graniillerinde bulunan proenzimler alinan besinlerin ¢ogunu sindirebilecek
muhtevaya sahiptir. Endopeptidazlardan olan tripsinojen ve kimotripsinojen proteinlerin
olustugu aminoasitler arasindaki peptit baglarin1 koparirken prokarboksipeptidaz ve
proaminopeptidazlar: iceren ekzopeptidazlar ise peptidin amino ya da karboksil ucundan
amino asitleri keserek ayirir. Amilolitik enzimlerden olan o-amilaz ise karbonhidratlarin
glikozidik baglarin1 kesen bir enzimdir. Trigliseritlerin ester baglari1 keserek lipit
sindirimi yapan lipazlar da yine asiner hiicrelerin {irettigi sindirim enzimleri arasindadir.
Bunlara ilaveten niikleik asitlerin sindiriminde rol alan enzimler de pankreas 6zsuyu iginde
yer almaktadir. Deoksiriboniikleaz ve riboniikleazlar niikleik asitleri sindirerek

niikleotitlerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

Yukarida bahsedilen pankreatik sindirim enzimleri iiretildikleri andan itibaren
fonksiyonel degillerdir. Bilakis, inaktif olarak sentezlenirler ve ancak ince bagirsak
liimenine ulastiklar1 zaman aktiflesirler. Ince bagirsakta bulunan intestinal hiicrelerince
salgilanan enterokinaz tripsinojeni giiclii bir proteolitik enzim olan tripsine
dontistiirmektedir. Tripsin de diger enzimlerin doniisiimiinii katalizlemektedir (Esrefoglu

M, 2016).
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Interkalar kanallar, ekzokrin pankreasin tarafindan iiretilen pankreas &zsuyunun
onikiparmak bagirsagina ulasmasi igin kullanilan ilk kanallardir. Bu kanallarda bulunan
interkalar kanal hiicreleri sodyum ve bikarbonat bakimindan zengin bir sivi
salgilamaktadirlar. Boylece mideden onikiparmak bagirsagina (duedonum) gelen kimusun
asiditesi notralize edilir ve pankreatik enzimlerin ¢aligmast i¢in en uygun pH saglanir. Bu
kanallar kisadirlar ve intralobiiler toplama kanallarina agilirlar. Asiniislerden olusan
pankratik lobiillerde bu sekilde toplanan salgilar intralobiiler kanallarin agildig
interlobiiler kanallara geger. Interlobiiler kanallar i¢inde az miktarada goblet hiicresi ve
enteroendokrin hiicrelerinin bulundugu prizmatik epitel ile ddselidir. interlobiiler kanallar

pankreastaki en biiyiik kanal olan wirsung kanalina (ana pankreatik kanal) agilir.

Endokrin pankreas, Langerhans adaciklarindan olugsmaktadir. Bu adaciklar organ
boyunca degisik biiylikliikklerde olabilmektedir. Hematoksilen/Eozin boyamalarinda
Langerhans adaciklari yogun boyanmis pankreatik asintislerinin ¢evreledigi agik boyanmis
hiicre kiimeleri halinde bulunmaktadir. Ancak klasik boyama yontemleri ile adaciklarda
bulunan hiicre tipleri belirlenememistir. Zenker-formol fiksasyonu ve Mallory-Azan
yontemi ile yapilan boyamalardan sonra ii¢ temel hiicre tipi tanimlanmistir: kirmiziya
boyanan a-hiicresi (alfa hiicresi), kahverengi-turuncuya boyanan B-hiicresi (beta hiicresi)
ve maviye boyanan é-hiicresi (delta hiicresi). Bu hiicrelerden daha az oranlarda pankreatik
polipeptit lireten PP hiicreleri ve daha da az sayida grehlin hormonu iireten Grehlin
hiicreleri bulunmaktadir (Ross MH ve Pawlina W, 2014 s.650-51). Bu hiicreler disinda
adaciklarda kok hiicrelerin varligint ve bu kok hiicrelerin de mezenkimal kok hiicrelere
benzerlik gosterdigi belirtilmistir (Karaoz ve dig. 2010a, Karaoz ve dig. 2010b, Sariboyaci
ve dig. 2014)

Adacik kompozisyonlar1 insan ve kemirgenlerde benzer olmasina karsin adacikta
bulunan hiicre oranlar1 énemli farkliliklar icermektedir. insanlarda B-hiicresi adaciktaki
tiim hiicrelerin %54’{inii olustururken farelerde %74.5’ini olusturur. Insan adaciklarinda a-
hiicreleri  %34.5 ve o6-hiicreleri %10.5 oraninda bulunmaktadir. Fare adaciklarinda ise a-
hiicreleri %18.5 ve d-hiicreleri %6 oraninda bulunmaktadir (Brissova ve dig. 2005). Diger
kemirgenlerde oranlar faredeki oranlara ¢ok yakindir. Ozellikle dikkat cekici bir nokta

kemirgenlerdeki B-hiicre/a-hiicre orani insandaki orandan bir hayli ytiksektir.

B-hiicreleri genellikle adaci@in merkezi kisminda bulunurlar. Viicut i¢in ¢ok dnemli

bir horman olan insiilini sentezler ve salgilarlar. 110 amino asitten olusan 12 kDA
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agirh@indaki tek bir polipeptit zincirinden olusan insiilinin ilk sentezlendigi bu yapist
preproinsiilin olarak adlandirilir. Bu yapinin amino ucunda hormon onciiliiniin gER’e
girmesi i¢in gerekli -24 amino asitten olusan- bir sinyal dizisi yer almaktadir. gER
sisternalarinda bu molekiiliin sinyal dizisi proteolitik olarak kesilir ve proinsiilin meydana
gelir. Bu haliyle molekil 9 kDA agirligindadir ve yapisal olarak ‘G’ harfine
benzemektedir. G’nin ¢izgisini stteki ilmege baglayan iki disiilfit bagi molekiilde yer
almaktadir. Golgi cisimcigine gegen proinsiilin 35 amino asitlik C peptit (baglayici peptit)
kismi kesilerek salgi vezikiillerinde depolanir (Cizim 1.3). Insiilin salgilandiginda aynm
miktarda C peptit de saliverilir. Ancak, C peptidin tanimlanabilen bir biyolojik fonksiyonu
yoktur. Geriye kalan 30 amino asitlik B zinciri ile 21 amin oasitlik A zincirinin birbirine
iki distilfit bagiyla bagli oldugu yap1 insiilin olarak adlandirilan fonksiyone kisim olarak is
goriir (Cizim 1.3). Bu hormon endokrin salgilarin en bol olanidir. Temel etkileri karaciger,
iskelet kas1 ve adipoz doku iizerinedir. Insiilin spesifik membran tastyicilari ile glukozun
dolasimdan alinmasinda rol almaktadir. Ayrica glikojen sentaz enziminin aktivasyonu ve
akabinde glukozun glikojen seklinde depolanmasinda fonksiyoneldir. Insiilinin glukoz
metabolizmasindaki  gorevlerine ek olarak, adipoz doku hiicrelerinde gliserol
sentezlenmesini uyarir. Lipaz aktivitesini inhibe eder. Dolasimdaki insiilin, hiicreler
tarafindan aminoasit alim miktarin1 arttirir. Protein katabolizmasini arttirir. Kan glukoz
seviyesinin 7 mg/mL’nin {izerinde olmast insiilin salinimini uyarir. Boylece glukoz depo
edilmeye baglanir. Kan glukoz seviyesinin 7 mg/mL’nin altina diismesi insiilin
salgilanmasimi durdurur. Deneysel T1DM c¢alismalarinda, aglik kan sekeri diizeyi
genellikle 20 mg/mL’nin {izerinde ise deney hayvani diyabetli olarak kabul edilmektedir
(Onturk ve Ozbek 2007)

a-hiicreleri adaciklarin periferinde (dis tarafinda) bulunmaktadir. Bu hiicrelerin temel
gorevi glukagon salgilamaktir. Glukagon kan glukoz seviyesini arttiran bir hormondur.
Genel olarak insiilin ile antagonistik olarak calisir. Karacigerde glikojen yikimim
(glikojenoliz) uyararak kana glukoz salinimini uyarir. Glikoneogenizi (amino asitlerden
glukoz sentezlenmesi) aktive eder. Bunun igin proteolizisi uyarir. Hepatik lipazi stimule
eder. Kan glukoz seviyesinin 7 mg/mL’nin altina diismesi glukagon salgilanmasina sebep

olur, bu degerin belirgin diizeyde iistiine ¢ikildig1 zaman ise glukagon salgilanmasi durur.
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Cizim 1.3. Insiilinin posttranslasyonel islenmesi. Preproinsiilin olarak sentezlenen ve tek
bir polipeptit zincirinden olusan insiilinin islenmemis hali bir takim posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrar. Ilk olarak gER sisternalarinda sinyal dizisi kesilir. Olusan daha
kisa polipeptit dizisi proinsiilin olarak adlandirilir. Proinsiilin golgi cisimcigine taginir ve
burada disiilfit baglar1 olusturktan sonra C peptit kismi kesilip uzaklastirildiktan sonra
biyOle ik olarak aktif insiilin olusmaktadlr. Kaufman RJ. 2011 den uyarlanmigtir.

d-hiicreleri Langerhans adaciklarinin kiigiik bir kismini olusturur. Adaciklarin
periferine dogru lokalize olmuslardir. d-hiicreleri somatostatin salgilarlar. Bu hormonun
adaciktaki kesin rolii tam olarak bilinememektedir ancak genel olarak insiilin ve glukagon

salgilanmasini inhibe etmektedir.

1.3.2.1. Langerhans Adaciklarimin Ekstraselliiler Matriksi

Langerhans adaciklar1 olarak da bilinen pankreatik adaciklar, kesintisiz bir ekzokrin

doku ortami i¢inde dagilmis kiiciik endokrin hiicre kiimeleridir. Yetiskin bir insanda cap1
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50-200 pum arasinda degisen yaklasik olarak 1 milyon pankreatik adacik bulunmaktadir.
Arteriol kan akisi sayesinde damarlasma acisindan zengindirler. Buna ilaveten hormon
salgisimm ve trofik fonksiyonu diizenleyen sempatik ve parasempatik sinirlerce de

zengindir.

Langerhans adaciklar1 genellikle kesintisiz olmayan tek tabaka fibroblast ve bunlarin
urettigi kollajen fiberlerinden olusan bir kapsiil ile c¢evrilidir. Adaciklarin periferal
ekstraselliiler matriksleri agirlikli olarak laminin ve kollajen tip 4’ten olusur (Meyer ve dig.
1998b). Fibronektin (Meyer ve dig. 1998b), kollajen tip 1 (Van Deijnen ve dig. 1994,
Meyer ve dig. 1998b) kollajen tip 3 (Van Deijnen ve dig. 1994, Meyer ve dig. 1998b)
kollajen tip 5 (Van Deijnen ve dig. 1994) ve kollajen tip 6 (Meyer ve dig. 1998a)’nin da
bulundugu yayinlarda bildirilmistir. Ancak Hughes ve arkadaslarinin 2006 yilinda periferal
matriks kompozisyonunu nicel olarak degerlendirdikleri bir calismada kollajen tip 6
miktarini kollajen tip 1 ve kollajen tip 4’ten olduk¢a fazla bulmuslardir (Hughes ve dig.
2006). Vitronektin fetal donemde adacik ekstraselliiler matriksinin énemli bilesenlerinden
birisi iken yetigkin bireylerin adacik ekstraselliiler matrikslerinde miktar1 yok denecek
diizeyde olmasi dikkat ¢ekici bir durumdur. Ozellikle vitronektinin hiicre gdgiinii
(migrasyon) destekleyen bir yapida olmasi durumu irdelemeye deger kilmaktadir (Cirulli

ve dig. 2000).

Pankreatik adaciklarin kompozisyonu tiirler arasinda degisiklik gostermektedir.
Ornegin, kdpek pankreatik adaciklarinda ekstraselliiler matriksi insan veya sigana gore
daha fazla alani kapsamaktadir. Domuzlarda ise ekstraselliiler matriks olduk¢a az olup
hiicre-hiicre iliskileri daha yogundur (Van Deijnen ve dig. 1992). Tiirler arasinda bu
sekilde farkliliklar s6z konusu iken ayni bireyde yastan yasa da adacik ekstraselliiler
matriksi konusunda farkliliklar s6z konusudur. Yasli bireylerde adacik kapsiiliinii olusturan
proteinlerin ekspresyon seviyeleri geng bireylere gore daha yiiksektir (Meyer ve dig.

1997).

Pankreasta bulunan adaciklarin periferinde durum bdyle iken, adacik icindeki
matriks bir hayli farklidir. Bu yapilar 6zellikle mikrovaskiiler sistem ile iligkili ytliksek
miktarda bazal membran barindirirlar. Ancak adacik endokrin hiicrelerinin kendi bazal
membranlar1 yoktur. Direkt olarak -laminin ve kollajen tip 4’ten olusan- vaskiiler
endotelyal bazal membran ile etkilesime girerler. Ancak son yillarda yapilan bir ¢alisma

adaciklardaki mikrovaskiiler yapinin iki ayri bazal membran tabakasi ile ¢evrili oldugunu
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gostermektedir (Virtanen ve dig. 2008). Bu durumda, perivaskiiler bazal membran (intra-
adacik), peri-adacik bazal membrani ile ¢evrilidir ve peri-adacik bazal membran endokrin
hiicrelerle direkt temas halinde degildir. Her iki bazal membran da farkli laminin
izoformlari igerir. Adacik i¢indeki bazal membranlarda kollajen tip 4 bol miktarda bulunsa
da reseptor igerikleri incelendiginde B-hiicreleri kollajen tip 4’ten ziyade laminin ile
baglanma etkilesimlerine girerler. B-hiicrelerinin saflastirilmis kollajen tip 4 ilizerindeki
kiltiirlerinde de insiilin iiretiminin oldukc¢a diistiigii gozlemlenmistir (Kaido ve dig. 2006).
Perivaskiiler bazal membran tutunma etkilesimlerine ek olarak adacik i¢indeki vaskiiler
yapiy1 koruyarak ve endotel hiicrelerinin tutunup go¢ etmelerini saglayarak B-hiicrelerinin
canliliklarini da korurlar. Bu 6nemli fonksiyonlara ek olarak perivaskiiler bazal membranin
hayati rollerinden birisi de yeniden damarlasabilme ve adaciga spesifik fenotipin
korunmasi i¢in gerekli vaskiiler bliylime faktorlerini (vascular growth factor) baglayabilme

ve saliverme 6zelligidir.

Bazal membran haricinde Langerhans adaciklarinda baska bir ekstraselliiler
matriksten bahsetmek ¢ok fazla miimkiin degildir. Ancak bu durum muhtemelen endokrin
hiicrelerde hiicre-hiicre etkilesimlerinin énemini vurgulamaktadir. Adacik hiicreleri gap
junction disinda integrinler, noral hiicre adezyom molekiilleri (N-CAM) ve E-kaderin gibi
hiicre adezyon molekiileri (cell adhesion melecule, CAM) ile de birbirlerine baglanirlar
(Cirulli ve dig. 1994, Bosco ve dig. 2007). Hiicreler arast bu etkilesim adacik gelisimi,
glukoz duyarlilig1 ve insiilin salgilanmasi ile ilgili siireclerin sinyal iletiminde son derece

Onemlidir.

1.3.2.2. Langerhans Adaciklarimin Ekstraselliiler Matriks ile Etkilesimleri

Pankreatik adaciklarin i¢inde bulundugu, onlar1 ¢evreleyen fiziksel etkilesimlerin ve
mimarinin karmagsik ve tamamen anlayamadigimiz bir yap1 olmasina ragmen adaciklar
hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimlerinden yogun bir sekilde etkilenirler. Olgun ve
bozulmamis bir adacigin ekstraselliller matriks ya da sentetik matriks materyalleri ile
etkilesimlerinin canliligi (Beattie ve dig. 2002, Lucas-Clerc ve dig. 1993), insiilin salgisini
(Beattie ve dig. 2002, Lucas-Clerc ve dig. 1993), cogalmay: (Beattic ve dig. 2002),
adaciklarm kiiresel morfolojisinin korunmasint (Lucas-Clerc ve dig. 1993) diizenledigi
bilinmektedir. Thomas ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismayla endokrin pankreas
boliimiinii olusturan kiire seklindeki bu yapilar i¢in ekstraselliiler matriksin 6nemi ¢ok iyi

bir sekilde ortaya konulmustur (Thomas ve dig. 1999). Calismanin sonuclarina gore, tam
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bir izolasyon olmadan —bir miktar dogal ekstraselliiler matriksi ile birlikte- elde edilen
adaciklarin, saflastinllmis ve ekstraselliiler matriksten tamamen izole edilmis olan
adaciklarla kiyaslandiginda apoptoz oranlarinda olduk¢a 6nemli bir diisiis gézlenmis ve

insiilin yanit1 bakimindan énemli 6l¢iide daha islevsel oldugu bulunmustur.

Matriks ile etkilesimin 6nemi yalnizca yetiskin bireye ait dokular ile sinirli kalmaz,
fetal dokularda da bu etkilesimler olduk¢a Onemlidir. Endokrin pankreas dokusunun
gelisimi sirasinda B-hiicre farklilagsmasinin, ¢ogalmasini, insiilin salgilamasini ve adaciga
0zgii hiicre migrasyonunu yine bu etkilesimler diizenler (Oberg-Welsh 2001, Cirulli ve dig.
2000). Matriks etkilesimleri in vitro ortamlarda pankreatik duktal doku ya da hepatik oval
hiicrelerden adacik benzeri dokularin farklilasmasini ve gelisimini de kapsamaktadir (Leite

ve dig. 2007, Bonner-Weir ve dig. 2000).

Bu konu iizerine yapilan son ¢alismalar arasinda dikkat ¢ekici olanlarindan birisi de
NF-kf (Niikleer Faktor kappa ) aktivitesinde B-hiicresi ile matriks etkilesiminin roliiniin
arastirildigr bir ¢alismadir (Hammar ve dig. 2005). Bu ¢alismada, glukoz ile uyarilmis
instilin salgis1 icin P-hiicresi-matriks etkilesimleri sonucu meydana gelen NF-xf

aktivasyonunun gerekli oldugu bulunmustur.

Bugiin adaciklardaki matriks ve reseptor etkilesimlerinin 6nemini vurgulayan
hipotezlerin ¢okluguna ragmen mevcut bilgi seviyemiz bu etkilesimin belirli ayrintilar1 ve

sonuglart ile ilgili pek ¢ok soruyu yanitsiz birakmaktadir.

Pankreatik adaciklar olduk¢a kompleks yapilardir. Cok sayida ekstraselliiler matriks
bilesenleri ile etkilesime girebilme yeteneginde olan bir¢ok farkli reseptorii igeren hiicre
tiirlerinden olusan yapilardir. Her reseptor ¢oklu ligandlart (ekstraselliiler matrikse ya da
hiicrelere baglanabilecegi bolgeleri) taniyabilir ve her matriks proteini c¢oklu hiicre

baglanma bolgelerini icerebilir.

Langerhans adaciklarinin kompleks yapisini daha iyi anlayabilmek ve matriks-
reseptOr etkilesimlerinde yanitsiz kalan bir¢ok soruya yanit bulabilmek i¢in s6z konusu

hiicreler ile matrikslerin etkilesimine izin veren bir¢ok ¢aligsmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.3.2.4. Langerhans Adaciklarimn integrin Kompozisyonu

23



Integrinler hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimleri icin koprii
vazifesi goren transmembran proteinleridir. Bu proteinler hiicrelerin birbirleriyle ya da
ekstraselliiler matriks ile etkilesimlerden olusan sinyalleri hiicre igine ileten ve boylece
hiicredeki cesitli yolaklarin aktivasyonunu saglayan kaskad seklindeki bir dizi sinyal
iletimlerini baslatan molekiillerdir. S6z konusu sinyaller sonucunda transkripsiyonel
degisimler meydana gelir (aktivasyon ya da inhibisyon). Olusan bu transkripsiyonel
degisimler ise hiicre donglislinii, hiicre seklini, hareketliligi, hiicre membranina yeni
molekiillerin eklenmesini, ekstraselliiler matriks kompozisyonunun degistirilmesini, hiicre
tutunmasini, hiicre farklilagmasini, hiicre 6liimiinii ve daha bir¢ok olayr kontrol eder.
Integrinler hiicrelerde gergeklesen bircok biyolojik siirecin kalbinde yer alan molekiillerdir.
Dolayisiyla, integrinler hiicreler ve onlarin iginde bulundugu doku iskelesi i¢in hayati

Ooneme sahip yapilardir.

Integrinlerin bircok tipi vardir ve hiicreler de bircok integrin tipini membranlarinda
bulundurabilirler. Fibronektin, kollajen, vitronektin, laminin gibi ekstraselliiler matriks

bilesenleri integrinler i¢in liganddirlar.

Integrinler a (alfa) ve P (beta) zincirleri olarak adlandirilan iki alt birimden olusurlar.
a ve B alt birimlerinin her biri plazma membranina gémilii olurlar ve kiigiik birer

sitoplazmik alana da sahiptirler.

Adacik hiicrelerinin integrin reseptdr kompozisyonu hem karisik hem de tartismali
konulardan biridir. Bu giine kadar yapilan c¢alismalar sonucu tam bir goriis birligi
saglanamamis olsa da bu konudaki mevcut bilgi karmasasi i¢inden bazi bilesenlerin varlig

ya da yoklugu sekillenmeye baslamigstir.

Wang ve arkadaglarinin yaptiklar1 kapsamli incelemeler sonucu yetiskin insan adacik
hiicrelerinde a3, a5, av ve B1 integrin bilesenlerinin pozitif oldugu, al, a2, a6 ve B2
integrinin ise negatif oldugu bulunmustur (Wang ve dig. 1999). Fetal pankreatik dokunun
endokrin hiicrelerinde ise a3, a5, a6 ve Bl integrin bilesenlerinin pozitif oldugu
gosterilmistir (Wang ve dig. 2005). Ris ve arkadaslar1 da benzer sekilde yetiskin insan
adacik hiicrelerinde a3, a5, av ve Bl integrin bilesenlerinin pozitif oldugunu bulmustur.
Buna ilaveten integrin a6’nin adacik hiicrelerinde eksprese oldugunu ancak saf [-
hiicrelerinde ekspresyonunun bir hayli diisiik oldugunu bildirmistir. Ayrica, integrin f4’{in

adacik hiicrelerinde bulundugunu fakat saf B-hiicre popiilasyonunda ise bulunmadiginm
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bildirmislerdir (Ris ve dig. 2002). Kaido ve arkadagslari literatiire saf B-hiicrelerinin
embriyonik gelisim boyunca integrin avp1, avp5 ve alf1 bulundurduklarini ancak yetiskin
bireylerin saf B-hiicrelerinde integrin avpB1 ekspresyon seviyesinde dnemli derecede azalma
oldugu bilgisini diismislerdir (Kaido ve dig. 2006). Bu ¢alisma, adaciklarin dogru bir
mimariye sahip olabilmeleri icin gerekli olan hiicresel hareketin B-hiicrelerindeki integrin
alPB1-kollajen tip 4 etkilesimine bagli oldugunu belirtmektedir. Bunun yaninda, integrin
avB5’in adezyondan sorumlu oldugunu ve [-hiicrelerinin farklilasmis formlarinin
korunmasi ile iligkili olabilecegi bildirmektedir. Yine bir diger ¢calismada, erken gelisim
donemindeki insan adacik dokusunda integrin avf5, integrin av3 ve B1 integrinin pozitif
oldugu ve integrin aSPB1’in negatif oldugu belirtilerek gelisimin daha sonraki evrelerinde
avfB5 ve avP3 integrin eskpresyonunun diistiigii gézlemlenmistir (Cirulli ve dig. 2000).
Elde edilen bu sonuglar duktal epitel hiicrelerden adacik progenitdr hiicrelerinin
olugmasinda avB5 ve avB3 integrinin 6nemli oldugunu, P1 integrinin ise adacik

morfolojisinin olusmasi ve korunmasinda fonksiyonel oldugunu gostermektedir.

Sican B-hiicrelerinin integrin a6f1 ve a3pleksprese ettikleri fakat B4 alt birimini

eksprese etmedikleri bulunmustur (Bosco ve dig. 2000).

1.3.2.4. Langerhans Adaciklarinda Bulunan Matriks Bilesenlerinin Ozellikleri

Fibronektin

Ekstraselliiler matrikste genellikle en fazla bulunan igeriklerden birisi olan
fibronektin yiiksek molekiil agirligina sahip glikoprotein yapisinda bir bilesendir.
Integrinler ve fibronektin arasindaki etkilesim hiicre-matriks etkilesimleri arasinda en iyi
karakterize edilen etkilesimlerden birisidir. fibronektinin yapisinda amino asitlerden olusan
ve integrinlerin taniyabilecegi bazi motifler yer almaktadir. Bu maotiflerden birisi olan
arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) motifidir. Fibronektin, bir¢ok integrini RGD motifinin
taninmast sayesinde baglar (Koivunen ve dig. 1994). Adacik hiicrelerinde bulunan
integrinlerin birgogu RGD motifine baglanmaktadir. Tim av, a5B1 ve a3PB1 integrinler
RGD motifini tanirlar. Ancak a3B1-RGD etkilesimi zayiftir. Fibronektin, RGD motifine ek

olarak adaciklarla iligkili olmayan integrinlerin de taniyabilecegi motifler icermektedir.

Kopek pankreatik adaciklarmin siispansiyon kiiltiirlerine ¢dziinebilir fibronektin

ilave edilmesinin kollajen kapli yiizeylerdeki adacik kiiltiiriine ya da ¢oziinebilir
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fibronektin ilave edilmemis siispansiyon kiiltiirlerine kiyasla iki kat daha fazla insiilin
salgisini uyarildig1 gosterilmistir. Bu calismada ayrica yetiskin adaciklarinin RGD araciligi
ile tutunma gosterdikleri de gozlemlenmistir (Wang ve Rosenberg 1999). Buna karsin,
izole edilmis domuz adacik hiicrelerinin fibronektin kapl yiizeylerde kiiltiirii yapildiginda
giiclii bir tutunma ve yayilma gostermelerine ragmen fonksiyonel bir degisimin olmadig1
bulunmustur (Edamura ve dig. 2003). Saflastirilmis insan [B-hiicrelerinin fibronektine
yapistig1 fakat fetal ve olgunlasmis hiicrelerin  gé¢ edebilme yeteneklerinin

gozlemlenemedigi, ayrica olgunlagsmis hiicrelerin yayilma ve hiicre canliligi konusunda

sorunlarin oldugu bildirilmistir (Ris ve dig. 2002).

RGD ile ilgili ilging sonuglardan birisi yapilan bir in vivo ¢alisma ile elde edilmistir.
NUDE fareye (genetik mutasyon sonucu timusunun olmamasindan dolayi oldukca az
sayida T lenfositleri olan laboratuvar faresi) transplantasyon sonrasi fetal insan adacik
prekiirsér dokusunun yarismali olarak RGD bloklayan bir peptit ile muamelesi sonucu
inslilin pozitif hiicre saymimin onemli o6l¢iide azaldigi gozlemlenmistir. Buna gore,
RGD’nin adacik gelisiminin erken doneminde hiicre gogii i¢in olduk¢a 6nemli oldugu ve
bu etkilesime RGD igeren fibronektinin aracilik edebilecegi belirtilmistir (Cirulli ve dig.
2000). RGD igcermeyen laminin gibi bazal membran elemanlarmin ise adacik
morfolojisinin olugsmasi ve korunmasinda rol alabilecegi diistiniilmektedir (Cirulli ve dig.

2000).

Elde edilen veriler pankreatik gelisimde RGD’nin olduk¢a 6nemli oldugunu Onerse

de onun adacik kiiltiiriine ve transplantasyonuna katkilar1 heniiz yeterince net degildir.

Kollajen

Kollajen bir¢ok alt tipi olan, {iglii sarmal yapisindaki yapisal ekstraselliiler matriks
proteinlerindendir. Yapisinda iki identik zincir (al) ve bir tane de kimyasal bilesimi biraz
farkli olan ilave zincir (¢2) bulundurur. Memelilerde en fazla bulunan protein olup viicut
agirhiginin %25-35’ine karsilik gelen bir orana sahiptir. Kollajene, yapisi itibari ile her ii¢

aminoasitte bir tekrar eden glisin igeren gly-x-x formu atfedilir.

Langerhans adaciklarinda bulunan kollejenlerden kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve
kollajen tip 5 fibriler yapida, kollajen tip 4 ag yapisinda ve kollajen tip 6 boncuklu iplik¢ik
yapisindadir. Adaciklarda en sik goriilen kollajenoz yapi kollajen tip 4 oldugu igin
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kollajenin bu formunu ayrintili olarak irdelemek gerekmektedir. Bag dokusunun uzun
liflerini olusturan fibriler kollajenlerin aksine tip 4 kollajen diizlemsel altigen seklinde
toplanir. Kiimes teline benzeyen bu yapilar paralel olmayan ti¢lii sarmal kollajen tip 4 alt
birimlerinin dortli yapilarindan (tetramer) olugsmaktadir. Tetramerler diger tetramerlerle N-

terminal (amino ucundaki) uzantilariyla baglanti kurarlar (Cizim 1.4).

Tip 4 kollajene baglanan ana integrin olf1’dir. Bunun yaninda a2f1 ve o3p1’de
baglanmaktadir. alBl ve 2Bl integrinin kollajen tip 4 iizerinde baglandigi diziler
GFQGER (glisin-fenilalalnin-glutamin-glisin-glutamik asit-arjinin) ve GQAGER (glisin-
glutamin-alanin-glisin-glutamik asit-arjinin) dizileridir. Kollajen tip 4 iizerinde ¢ogu
hiicrenin baglandig1 aminoasit dizisi GXXGER motifidir. Kollajenin bir¢ok tipi RDG
motifini de igermektedir. Ancak, bu dizi heliks yapisinin diizeninden dolay: gizli kalmasi
sebebiyle genellikle inaktif yapidadir. RGD motifi kollajenin denatiirasyonu ya da
enzimatik olarak sindirilmesinden sonra agiga ¢ikabilir ve aktif bir hale gelebilir. Bu

durum da a5B1, avp3 gibi integrinlerin neden kollajene baglandigini agiklayabilir.
Kollajen tip 4’tin adacik periferal ekstraselliiler matriksinde ve perivaskiiler bazal

membraninda yliksek miktarda bulunmasina ragmen, adacik fizyolojisindeki rolii tam

olarak aydinlatilamamastir.

27
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Cizim 1.4. Kollajen tip 4 ag olusumu. Ug farkli a-zincirinin sarmal olusturmasiyla
meydana gelen proteomerden iki tanesi C-terminal uglarindan birlesmesi ile hekzamer
seklindeki dimerler olusur. Proteomerler esnek yapilar1 sayesinde i¢inde bulunduklari
molekiile biikiilebilme 6zelliligi kazandirirlar. Dort tane dimerin N-terminal uglarindaki 7S
bolgelerinden glikozillenerek birlesmesi ile tip 4 kollajen tetramerleri olusmaktadir.
Tetramerdeki protomerlerin ug uca yatay olarak etkilesmesi tip 4 kollajen agi olusmaktadir.
Kalluri R. 2003 'ten uyarlanmgstir.

Kollajen tip 4’iin bozulmamis —biitiin haldeki- adaciklarin sag kaliminda kollajen tip 1’den

cok daha fazla rol oynadig1 gosterilmis olsa da (Pinkse ve dig. 2006), saflastiriimig

B-hiicrelerinde insiilin iiretimi ve salgilanmasini da azalttig1 bulunmustur (Kaido ve
dig. 2006). Sonu¢ olarak, adaciklarda kollajen tip 4 ve integrin baglanmasinin
mekanizmasindaki eksikliklerden anlasilacagi gibi ki, adacik hiicreleri ile kollajen tip 4’{in

yakin konumlanmasina ragmen etkilesimleri sinirlidir.
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Laminin

Laminin olduk¢a yliksek molekiil agirligina sahip (400kDa) ekstraselliiler matriks
proteinlerinden birisidir. Bazal membranin tabakalarindan biri olan bazal laminanin temel
bilesenidir. Lamininler disiilfit baglariyla birlestirilmis {i¢ polipeptit zincirinden olusan,
capraz bagli heterotrimerik glikoproteinlerdir. Hiicre farklilasmasini, hiicre gociinii ve
hiicre tutunmasini etkilerler. Lamininler o (alfa), B (beta) ve y (gama) zincirleri i¢eren
heterotrimerik yapilardir. Genellikle zincir kompozisyonlarina gore adlandirilirlar.
Ornegin, a5, B1 ve yl zincirini iceren laminin, laminin511 olarak adlandirilir (Aumailley
ve dig. 2005). Lamininin kisa kollar1 laminin tabakasi olusumunu saglayan diger laminin
molekiilleriyle baglanma konusunda gorev alir, uzun kollar1 ise -doku hiicrelerinin
organize olmasina yardimci olabilmek icin- hiicrelere baglanabilme yetenegine sahiptir.

Hiicrelerle baglanti integrin ya da diger membran molekiilleri sayesinde kurulur.

Laminin izoformlarinin adaciklardaki ekspresyonu ve dagilimi hakkinda heniiz yeteri
kadar bilgiye sahip olmasak da bu konu iizerine yapilmis ¢alismalar da yok degildir. Jiang
ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada Laminin-111 (LM-111)’in gelisen fare
pankreatik adaciklarmin temel laminin izoformu oldugu (Jiang ve Cram 1999), ancak
olgunlasma ile birlikte yerinin tamamen Laminin-511’e biraktigi bulunmustur (Jiang ve
dig. 2002). Diger bir ¢alismada LM-332’nin insan ve sigan adaciklarinda bulundugunu ve
genel olarak o-hiicreleriyle iligkili oldugu bulunmustur (Parnaud ve dig. 2006).

a6, a3, B4 ve B1 alt birimlerini igeren integrinler ve bazi diger membran reseptorleri
laminine tutunabilirler. Bu alt birimler adaciklarda eksprese olan bir¢ok integrinde
bulunurlar. Ancak adaciklarla etkilesimin yegane yolu degildir integrinler. Integrin

olmayan farkli reseptorlerin de laminine baglandigi gosterilmistir (Kramer 1994).

Bir¢ok laminin izoformu RGD motifi igermektedir. Ancak bu diziler genellikle
laminin konformasyonunda aktif olmayan bolgelerde yer alirlar (Kramer 1994). Kollajene
benzer sekilde, bu gizli RGD dizileri molekiiliin denatiirasyonu ya da enzimatik olarak
sindirilmesi sonucu agiga ¢iktiklarindan dolayr doku onarimi ya da dokunun yeniden

modellenmesinde etkili olabilirler.
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1.4. Tip 1 Diabetes Mellitus

Halk arasinda diyabet ya da seker hastaligi adiyla bilinen diabetes mellitus (DM),
tim diyabet hastalariin yaklasik olarak % 7-10’luk bir kesimini olusturan tip 1 diabetes
mellitus (T1DM) ve diyabet vakalari i¢inde %90’dan fazla goriillme sikligi olan tip 2
diyabetes mellitus (T2DM) olarak ayrilir. Her iki hastaligin da ortaya ¢ikma nedenleri
birbirinden farklidir ancak diyabetin bu iki alt tipi de metabolik birer hastaliktir.

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) verilerine gére diabetes
mellitus’un 2025 yilina kadar 380 milyon insani etkilemesi beklenmektedir. Diinya
tizerindeki toplam insan Oliimlerinin %5’inin DM’den kaynaklandigi ve bu oranin

ontimiizdeki on yilda %50 artacagi tahmin edilmektedir.

T1DM, pankreasta bulunan ve insiilin tireten -hiicrelerinin 6zellikle T hiicre aracili
otoimmiin ataklar sonucu dlmesi ya da hasara ugramasi ve bunun dogal bir getirisi olarak
da yeteri kadar ya da hic¢ insiilin iiretilememesi durumudur (Rother 2007). Insiilin
miktarmin yetersizligi kanda glukoz seviyesinin artmasina ve idrarda glukoz varligina
sebep olmaktadir. TLDM her yasta goriilebilir ancak agirlikli olarak 30 yasin altinda ortaya

cikar. Cocukluk ¢aginda en sik goriilen kronik hastaliklardan birisidir.

Bugiin immiinogenetik bilgilere dayanarak sdylenilebilir ki, TADM’nin gelisiminde
hem genetik etmenler hem de gevresel etmenler B-hiicre yikiminda ve bunu takiben ortaya
¢ikan insiilitis gibi enflamatuar olaylarin gelismesinde oldukca kritik roller oynamaktadir.
TIDM’li kisilerde addison hastaligi, ¢olyak hastaligi, otoimmiin tiroidit gibi pek ¢ok
otoimmiin hastalik riski artmaktadir (Kakleas ve dig. 2015, Van den Driessche ve dig.
2009).

Tip 1 diyabetin genetik nedenleri arastirildiginda T1DM riskini arttiran 20 den fazla
gen bulunmustur. Bunlar arasinda hemen hemen tiim otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi
T1DM’de de birinci derece sorumlu olan gen, 6. kromozomun kisa kolu iizerinde HLA
(human leukocyte antigen) bolgesinde bulunan ve MHC (major histocompability complex)
Sinif 1T molekiilleriyle iligkili olan IDDM1 genidir (Concannon ve dig 1998, Davies ve dig.
1994). Diger iliskili lokuslar iginde iki giligli aday gen bildirilmistir: IDDM2 ve
IDDM12°dir (Field 2002). IDDM2 ile gosterilen 11.kromozomdaki insiilin geni (INS)

VNTR (variable number of tandem repeat) belirtecinin insiilin gen transkripsiyonu ile
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iligkili olabilecegi diisiiniilse de, bunun T1DM’ye yatkinlikta nasil bir rol aldig1 heniiz tam
olarak belirlenememistir. IDDM12’nin ise T hiicre diizenleyicisi olan CTLA4 lokusu

oldugu diistiniilmektedir (Ueda ve dig. 2003).

B-hiicrelerine olan immiin toleransin bozulmasi yoluyla TIDM’ye sebebiyet veren
cevresel etmenleri incelemek i¢in kardeslerden birinin T1DM oldugu tek yumurta
ikizlerinde yapilan ¢alismalarda ayni genetik yapiya sahip diger kardeste diyabet goriilme
oraninin %30-50 oldugu bulunmustur (Redondo ve dig. 2001, Barnett ve dig. 1981). Bu
oran otoimmiin aktivasyonun tetiklenmesinde sadece genetik zeminin yeterli olmadigini,
cevresel faktorlerin varliginin da ¢ok 6nemli bir rol iistlendigini gozler oniine sermektedir.
Saglikli insanlarda immiin sistem hiicreleri kendinden olan hiicreleri tanir. Fakat hiicresel
biitiinliglin bozulmas1 immiin toleransin yok olmasinlLa sebep olur. B-hiicrelerine karsi
olan immiin toleransin bozulup T1DM gelismesine neden olan c¢evresel faktorlerin baginda

virtisler, toksinler ve bazi gida maddeleri gelmektedir.

Viriisler B-hiicrelerini enfekte ederek ya da enfekte etmeden yikima ugratabilirler.
Ensefalomiyokardit virlisii en 6nemli P-hiicre lizisi yapan viriistiir. Rubella viris,
retroviriis, sitomegaloviriis, kabakulak viriisleri otoimmdin tetikleyici roller iistlenmektedir.
Toksinler igin streptozotosin (STZ) ve aloksan drnek olarak verilebilir. Inek siitii ve bazi
gida maddelerinin korunmasinda kullanilan nitrosamin tiirevleri de otoimmiin diyabete

neden olan faktorlerden olabilirler. Ozellikle inek siitiiniin fazla kullamldig: iilkelerde

T1DM insidans yiiksektir (Thorsdottir ve Ramel 2003).

1.4.1. Diyabet Tedavisinde Kok Hiicreler

Tip 1 diabetes mellitus su an icin tedavisi olmayan ve diinya ¢apinda ciddi etkileri
olan bir hastaliktir. Insiilinin kesfi diyabet hastalar1 igin nemli bir gelisme olmustur.
Pankreastan yeteri kadar iiretilemeyen insiilin, eksojen olarak karsilanmaya baslanmistir.
Bu nedenle T1DM, insiiline bagimli diyabet (Insulin Dependent Diabetes Mellitus=IDDM)
olarak da isimlendirilmektedir. Enjeksiyon yoluyla disaridan aldiklari insiilin sayesinde
T1DM hastalar1 yasamlarini idame ettirebilseler de diisiik yasam kalitesi aradan gegen 80
yila ragmen hala bir sorun olarak sicakligini korumaktadir. Alternatif olarak pankreas veya
adacik nakli denenmistir. Ancak uygun dondr bulunmasindaki zorluklar ve immiin ret

dolayisiyla tedavi saglanamamustir. Ciinkii adacik hiicre nakli klinik olarak uygulanan bir
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yontem olsa da tedavinin gecici bir siire saglanabilmesi bu yontemin yetersizligine neden
olmaktadir. Transplantasyon i¢in uygun insan B-hiicresi elde etmekte ¢ok zordur. Bu
sebepler arastirmacilar1 yeni tedavi yollari aramaya yoneltmistir. Cesitli kaynaklardan elde
edilen kok hiicrelerin insiilin {iretebilen hiicrelere farklilasmasi yeni umutlar dogurmustur
(Akinci ve dig. 2012, Ricordi ve dig. 2012, Wong, 2011). Pankreasin ve B-hiicrelerinin
embriyonik donemde olusum mekanizmasinin iyi bir sekilde anlagilmasi ve ortaya
koyulmasi onciil hiicrelerin dogrudan ya da programlanarak B-hiicrelerine farklilastirilmasi
i¢cin oldukg¢a 6nemlidir (Noguchi 2010). Dogum sonrasinda 6nciil hiicrelerden endokrin
veya ekzokrin hiicre farklilasmasi yalnizca pankreasta herhangi bir hasar oldugunda

gerceklesmektedir.

1.4.2. Gen Klonlama Teknolojisiyle insiilin Ureten Hiicre Eldesi

Embriyonik dénem boyunca hiicreler bir dizi farklilasma basamaklarindan gegerek
viicudu olusturan yaklasik 200 farkli hiicre tipinden birini doniisiirler. Farklilagmasini
tamamlayip artik olgun hiicrelere doniisiip uzun siire stabil bir hal alirlar. Ancak,
embriyonik gelisim boyunca hiicre farklilagmasinda 6nemli roller iistlenen spesifik bazi
transkripsiyon faktorlerinin tekrar eksprese olmasi saglanarak, olgunlasmis olan bu
hiicrelerin geri programlanmasi mimkiindiir. Béyle durumlarda genellikle direkt olarak
hedef genin ekspresyonunun saglanmasindan ziyade, hiicrenin yeni bir gen ekspresyon
profiline sahip olmasi amaglanmaktadir. Somatik hiicrelerin -Yamanaka faktorlerinin
etkisiyle- embriyonik kok hiicreye benzer bir gen ekspresyon profiline (UPKH)

doniistiiriilmesi buna iyi bir 6rnektir (Zhou ve dig. 2008).

Transkripsiyon faktorleri kullanilarak direkt olarak yeniden hiicre programlanmasi
caligmalar1 bir¢ok alanda yogun bir sekilde devam etmektedir. Bunlarin i¢inde gbze ¢arpan
calismalardan biri de -diyabet tedavisinin temel sorunlarindan birisi olan transplantasyonda
kullanilacak hiicre kaynagina ¢oziim bulan- insiilin {ireten -benzeri hiicre elde edilmesi
tizerinedir. (Akinci ve dig. 2012). Transkripsiyon faktorleri farklilasma (diferansiasyon),
cogalma (proliferasyon) ve apoptoz gibi biyolojik siiregleri kontrol eden 6nemli hiicre igi
molekiillerdir. Kromozom iizerinde yer alan promotor ya da enhancer bdlgelerine
baglanarak genlerin aktive olmasmi ya da baskilanmasini saglarlar. Daha 6nce yapilan
caligmalarla Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerinin gelisiminde ve fonksiyonlarinin
yerine getirilmesinde gorev alan birgok transkripsiyon faktorii oldugu kesfedilmistir

(Bernardo ve dig. 2008). Bu faktdrlerin dogrudan yada dolayl olarak B-hiicrelerinin insiilin
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promotdr bolgesini  uyarilmasinda ve Ozellikle insiilin-glukoz metabolizmasinin
diizenlenmesinde, bunun yani sira bu hiicrelere 6zgiin diger 6zellesmis gorevlerinin yerine

getirilmesinde de etkinliklerinin oldugu saptanmistir. (Andrali ve dig. 2008).

Yapilan bilimsel calismalarla insiilin miktarin1 artiran birtakim transkripsiyon
faktorleri tammmlanmistir: Pdx1, MafA, MafB, NeuroD1, Ngn3, Pax4, Pax6, Sox9, Sox17,
Hnfla, Hnf4a, Hnf6, Isll, FoxA2, Nkx6.1, Nkx2.2 ve digerleri (Spence ve dig. 2009,
Kaneto ve dig 2008, Odom ve dig. 2004, Heremans ve dig. 2002, Jacquemin ve dig. 2000).
Bu molekiiller insiilin {iretimini ve salimimini kontrol eden metabolik yolagin farkl

noktalarinda gérev almaktadir.

Insiilin promotdr faktdr olarak da bilinen Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox
factor-1, insiilin promotor faktér 1) (IDX-1 olarak da adlandirilir) hem p-hiicre
farklilasmasini hem de duodenal farklilasmayi indiikleyen, pankreatik gelisim ig¢in olmazsa
olmaz bir transkripsiyon faktoriidiir (Stoffers ve dig. 1997, Habener ve Stoffers 1998).
Embriyonik donemde pankreatik tomurcuklarin  olusmasinda Gnemli  gorevler
iistlenmektedir. Ayrica pankreas olusumunda ortaya ¢ikan onciil hiicrelerin en 6nemli
belirteclerinden biridir. Onceleri bu transkripsiyon faktdriiniin B-hiicrelerinde iiretilen
insiilinin ve d-hiicrelerinde {iretilen somatostatinin ekspresyonunu diizenledigi bulunmusg
ancak daha sonra adaciga ozgii glut-2 (Waeber ve dig. 1996), amiloid polipeptit (Watada
ve dig. 1996a) ve glukokinaz (Watada ve dig. 1996b) genlerinin ekspresyonlarinda da rol
aldigt bulunmustur. Farklilagmis bir B-hiicresinde Pdx1, insiilin gen ekspresyonunun
glukoz miktarina duyarli bir diizenleyicidir (Petersen ve dig. 1994, Melloul ve dig. 1993).
Pdx1’in glukoz yanitindaki fonksiyonu ise onun hem fosforilasyonu (Macfarlane ve dig.
1997) hem de translokasyonu (Rafiq ve dig. 1998) ile diizenlenir. Embriyonik gelisim
sirasinda insiilin sentezini dogrudan kontrol eden Pdx1 pankreasin onarilmasinda, B-
hiicrelerinin insiilin {iretmesi ve sentezlemesinde, kanin degisen glukoz miktarina cevaben

insiilin saliniminin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Kaneto ve dig. 2007).

MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family A), ilk olarak goz
ve lens gelisiminde kesfedilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Insiilin {ireten B-hiicrelerinde
ortaya ¢ikan MafA dogumdan sonra pankreas gelisimi ve B-hiicre islevleri i¢in 6nemli bir
proteindir (Hang ve Stain 2011). Ayrica glukokinaz (Gck) ile birlikte kandaki glukoz
seviyesine cevap verecek sekilde insiilin sentezini kontrol eden anahtar bir molekiildiir

(Aguayo-Mazzucato ve dig. 2011). NeuroD1 ve Pdxl1 ile sinerjik isbirligi yapmaktadir.
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Hiicrede baglandigi yere gore bir onkogen ya da tiimor baskilayicr etki yapmaktadir. MafB

ise glukagon iireten a hiicrelerinde goriiliir.

Ngn3 (neurogenin3) pankreasin tiim endokrin hiicre soylarmin gelisimi i¢in
gerekli olan bir faktordiir (Gradwohl ve dig. 2000). Bu sebeple endokrin hiicre soylari
Ngn3 pozitif hiicre soylar1 olarak da belirtilmektedir. Ngn3, adacik prekiirsor hiicreleri i¢in
tanimlanan bir belirtectir. Gelisen bir pankreasta Ngn3’iin asir1 ifadesi (overekspresyon)
hizlandirilmis bir endokrin progenitdr hiicre farklilasmasi ile sonuglanmaktadir. Bu
transkripsiyon faktorii insiilin sentezinde de gorev almaktadir. Son zamanlarda pankreas
hasar modelleri olusturulan ¢alismalar gostermistir ki; Ngn3 pankreasin onarilmasinda, -
hiicrelerinin yeniden olusmasinda ve proliferasyonunda gérev almaktadir (Bonner-Weir ve
Xu ve dig. 2008, Weir 2005). Zhou ve arkadaslarinin 2008 yilinda Nature’da yayinlanmis
calismasinda Ngn3, Pdx1 ve MafA genleri birlikte ekzokrin hiicrelerine aktarilarak insiilin
salgilayan hiicreler elde edilmistir (Zhou ve dig. 2008). Pdx1, Ngn3 (endokrin progenitor
hiicre belirteci) ve MafA genlerinin birlikte aktarilmasiyla yapilan baska bir ¢alismada
STZ ile diyabet modeli olusturulmus farelerde insiilin pozitif hiicrelerin iiretildigi
gosterilmistir. Bu {i¢ faktorii igeren adenovektoriin karaciger hiicrelerini insiilin tireten ve

glukoz seviyesine duyarli hiicrelere doniistiigii gosterilmistir (Akinci ve dig. 2013).

Pax4 (paired box gene 4) ekspresyonu, merkezi sinir sitemi ve gelismekte olan
pankreas ile sinirlandirilmistir. Sosa-Pineda’nin farelerde Pax4’i blokladigi ¢alismalarinda
pankreas fenotipinde ¢ok sasirtict degisimlerin meydana geldigini bulmustur. Pax4
homozigot mutant farelerin pankreaslarinda insiilin ve somatostatin iireten hiicrelerin (B ve
0 hiicrelerinin) olmadig1 ancak glukagon iireten a-hiicre sayisinin oldukga yiiksek miktarda
oldugu bulunmustur (Sosa-Pineda ve dig. 1997). Pax4, B-hiicresi gelisiminde gérev alan,
Nkx2.2 ile birlikte ¢alisarak oOnciil hiicrelerin B-hiicresine farklilasmasim tetikleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir (Lock ve Tzanakakis, 2007, Wang ve dig. 2004). Pankreas f-
hiicresinin fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde énemli gorevlerinin yaninda aktivin A ve
B selliilin varliginda erigkin sican dokularinda ifadesi artarak B-hiicre kiitlesinde artisa
sebep oldugu da gosterilmistir (Brun ve dig. 2004). Pax4 ekspresyonu Pax6'yi
indiiklemesiyle Pdx1'in yol agabilecegi a-hiicre farklilagsmasini bloke edecegini ve B-hiicre
farklilasmasinin verimini artirdig1 bildirilmistir (Ritz-Laser ve dig. 2002). Cdk4 ve c-Myc
genlerini uyararak B-hiicresi proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir (Brun ve Gauthier,

2008). Pax4 ektopik olarak uzun siireli eksprese edildiginde Pdx1’i uyararak insiilin
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sentezini artirmasinin yaninda NF-kappa-f transkripsiyon faktoriinii baskilayarak ve Bcl2
seviyesini artirarak B-hiicrelerinin apoptoza gitmesini engelledigi bulunmustur (Hu He ve
dig. 2011, Brun ve Gauthier 2008). Bu sayede T1DM’de oldugu gibi bagisiklik sisteminin
B-hiicrelerine saldirip onlar1 yok etmelerinin oniine gegilebilecegi onerilmistir. Yapilan bir
calismada MKH'lere Ngn3 ve Pax4 genleri aktarilmis ve farklilagsma goriilmiistiir. Pdx1
ekspresyonu artmig ancak hiicrelerin bir kismi a, bir kism1 ise B-hiicrelerine farklilastigi
goriilmiistiir. Insiilin salintminda bir artis olmus olsa da B-hiicresi farklilasma verimi diisiik
olmustur. MafA ve c-peptit ekspresyonlarini farklilasmis hiicrelerde gézlemlenememistir

(Tang ve dig. 2011).

1.5. Doku Miihendisligi

Insan viicudu, olusan kiiciik bozukluklar1 ya da yaralari onarma ve yeniden
modelleme noktasinda biiyiik bir yetenege sahiptir. Ancak, ciddi yaralanmalar veya dogum
ile birlikte gelen anomalilerin (konjenital anomaliler) tamiri viicut igin ¢ok daha zor, bazen
de imkansizdir. Bu nedenle kok hiicre temelli terapileri ve doku miihendisligi
uygulamalarin1  igeren yenileyici (rejeneratif) yaklagimlar gelistirilmektedir. Bu
yaklagimlarin temelinde viicudun kendini yenileme 6zelligini aktive etmek ya da hasarli
doku ve organlar1 yeniden olusturmak yatmaktadir. Bu baglamda doku miihendisligi;
hiicre, materyal ve miihendislik bilimlerinin kombinasyonu seklinde olusan disiplinler arasi
bir bilimdir. Prof. Dr. Robert Langer’in tanimina gére doku miihendisligi, biyolojik bir
dokunun ya da organin fonksiyonlarinin korunmasi, yeniden diizenlenmesi veya
lyilestirilmesi ya da tamamen yeniden biyolojik dokularin olusturulmas: yoniinde
miithendislik ve yasam bilimleri ilkelerinin uygulanmasidir (Langer ve Vacanti 1993).
MacArthur ise Bringing the gap adli makalesinde “’doku olusumunun prensiplerini
anlamak ve klinik kullanim icin fonksiyonel doku iiretiminde bu bilgileri uygulamak’’

olarak tanimlamaktadir (MacArthur ve Oreffo 2005).

Doku miihendisligi, onceleri biyomateryallerin bir alt birimi olarak kategorize
edilmesine ragmen, kapsam ve 6nemi ¢ok hizla bir sekilde bliyiimesi sonucu bugiin kendi
basina bir bilim dali olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bilim dali gectigimiz 20 yilda doku
ve organ yenilenmesi i¢in yeni yaklagimlar ve tedavileri {ireten disiplinler arasi bir alana
dontigmiistiir. Doku miihendisligi sinirlar1 gliniimiizde dylesine biiyiimiistiir ki, rejeneratif
tip terimi neredeyse doku miihendisligi terimi i¢in bir sinonim olarak kullanilir hale

gelmistir. Bilim insanlarinin dikkatini cekmeyi basarmakla kalmayip yapilan ¢alismalarin
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yoniinii de hizla kendine kaydiran doku miihendisliginin en biiyiik amaci viicudu daha iyi

taklit edebilmek hatta bire bir ayn1 ortamlar1 olusturmaya ¢aligmaktir.

Hiicre kiiltiirli biyolojik arastirmalar i¢in olduk¢a 6nemli bir aragtir. Giiniimiizde hala
en cok tercih edilen kiiltiir yontemi klasik kiiltlir olarak bilinen, hiicrelerin tek bir tabaka
halinde kiiltiire edilmesiyle olusan iki boyutlu (2B) kiiltirlerdir. Ancak, klasik kiiltiir
yontemlerinin 6nemli bazi sorunlar1 s6z konusudur ve bu sorunlar sebebiyle viicuttaki
isleyisi ¢ok iyi taklit edemezler. Plastik yiizeylerde diiz bir tabaka halinde biiyiiyen
hiicreler, viicut igindeki durumu dogru bir sekilde taklit edemezler. Fakat 2B kiiltiirlerle
kiyaslandiginda 3B kiiltiir yontemleri hiicrelerin tek bir ylizey boyunca biiyiimelerinin
aksine istedikleri yiizeylere tutunmalarini saglayarak dogal morfolojileri almalarina olanak
verir. Buradan da anlasilacagi gibi, 2B kiiltiirler aslinda hiicrelerin morfolojilerini ¢ok iyi
yansitan kiiltlirler degildir. Klasik kiiltiir yontemlerinin sunamadig1 avantajlardan birisi de
hiicrelerin 3B ¢evresi ile etkilesime girebilmesi, bir mikrocevre (nis) olusturabilmesidir.
Bir hiicre i¢in 6nemli olan canlilik, morfoloji, cogalma, farklilagsma, uyarilara cevap,
migrasyon ve invazyon, ila¢ metabolizmasi, gen ekspresyonu ve protein sentezi, timor
hiicrelerinin anjiogenezi ve immiin sistemden kagmasi gibi 6zellikleri dogrudan etkileyen
bir durum oldugu gbz oniine alindiginda, doku miihendisligi ile birlikte gelisen 3B hiicre
kiiltiirii tekniklerinin ne derece degerli oldugu anlasilmaktadir. Tiim bunlara ilaveten, 3B
kiiltiir yontemlerinin doku ve organ olusumuna izin verebilecek yapida tasarlanabilmesi ise
2B klasik kiiltiir yontemleri ile kiyaslandiginda c¢ok biiylik bir potansiyel fark ortaya
¢ikmaktadir.

Doku miihendisligi tekniklerinin gelismesi bu alanin potansiyelini artik somut bir
hale getirmeye baslamistir. Gelisen teknoloji ile birlikte ilk iiriinlerinin vermeye baslayan
doku miihendisligi giiniimiizde deri materyalleri (Biedermann ve dig. 2013), kapsiillenmis
pankreatik adaciklar (Lim ve Sun 1980), kan damarlari (L'Heureux ve dig. 2006),
mesaneler (Oberpenning ve dig. 1999) ve daha birgok biyolojik doku ve organin {iretimine
kaynaklik etmektedir. Bu c¢alismalar, dokularin laboratuvarda da iiretilebilecegini ve
hasarli doku ve organ fonksiyonlarini diizeltmek icin viicuda nakledilebilecegini agikca

gostermektedir.

Her ne kadar dokular hiicre ve ekstraselliiler matriksten olusan yapilar olsa da
biyoaktif sinyal molekiilleri de bu iki unsur arasindaki biyolojik iliskiyi diizenlemesi

acisindan son derece dnemlidir. Dolayisiyla doku miihendisliginin {i¢ temel ayagi olan
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hiicreler, biyomateryaller ve biyoaktif molekiiller iizerinde durulmasi ve irdelenmesi

gereken, doku miihendisligi ¢calisanlarinin iyi 6ziimsemesi gereken unsurlardandir.

1.5.1. Hiicreler

Miihendislik teknikleri ya da biyolojik tekniklerle elde edilen biyoiskelelere hayat
kazandirmak, fonksiyonellik saglamak amaciyla hiicrelerin kullanimi 6zellikle kok hiicre
biyolojinde siiregelen ilerlemelere dikkat ¢ekmistir. Onceleri yetiskin farklilasmis hiicre
tiplerine -bu amag¢ dogrultusunda- ¢ok fazla ragbet olsa da (Puelacher ve dig. 1994) zaman
ilerledikge yetiskin MKH (Fan ve dig. 2008), EKH (Guenou ve dig. 2009) ve uPKH
(Thanasegaran ve dig. 2013) kullanilmaya baslanmigtir. Biyomateryal iizerine ekilen
hiicreden beklenen 6zellikler planlanan ¢alismaya gore degisiklik gdsterse de yaygin olarak
aranan Ozellikler hiicrelerin biyo-materyaller {lizerinde ¢ogalmast ve gerekli durumlarda

farklilagsmasidir.

Biyoiskeleler iizerine kiiltiir yapmanin en 6nemli 6n hazirliklarindan birisi dogru
hiicre se¢imidir. Hiicrenin materyale karsi verdigi tepki, materyale tutunmasi, materyal
izerinde cogalmasi, farklilagmasi, protein sentezi profili gibi Onemli faktorler ayni
materyal lzerinde kiiltiire alinan hiicreye gore degiskenlik gostermektedir. Tim bu

degiskenler planlanan ¢alismaya yon verebilecek dnemli degiskenlerdir.

Hiicrenin materyale verecegi tepkiyi dngérmek kullanilan hiicre hakkinda birtakim
bilgilerle miimkiindiir. Hiicrenin sahip oldugu yiizey reseptorleri —6zellikle de integrinler-
genel olarak hiicrenin materyale tutunmasi konusunda aragtirmaciya yon verebilmektedir.
Ancak kok hiicreler kullanilarak farklilastirma yapilmak isteniyorsa, farklilagmasi
beklenen hiicre tiirii i¢in de materyalin uygun olup olmadigi bilinmeli ya da test

edilmelidir.

Somatik hiicrelerden pluripotent kok hiicrelerin elde edilmesi diger bir¢cok alan gibi
doku miihendisligi i¢in de heyecan verici gelismelerden biri olmustur. Etik endiselerin
olmamasi, kolayligit ve tekrarlanabilir olusu UPKH’lerin insan MKH yerine

kullanilabilecegi umudunu arttirmistir.

1.5.2. Biyoaktif Molekiiller
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Organ diizeyinde doku miihendisligi bir mikrocevre gerektirir. Bu mikrogevre
hiicrelere cogalmalari i¢in yiizeyler saglamanin yaninda dokuya spesifik bir yapinin i¢inde

hiicrelere dogu morfoloji ve farklilasmanin ipuglarini da verir.

Biiyiime faktorleri doku yenilenmesinde anahtar roller oynarlar. Onceki béliimde de
bahsedildigi gibi damarlasma doku miihendisligi yapilar1 i¢in 6nemli bir darbogazdir.
Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (Vascular endothelial growth factor, VEGF), farkli
doku miihendisligi stratejilerinde damar biliylimesini tesvik etmek igin siklikla
kullanilmistir (Chiu ve Radisic 2010). Fibroblast biiyiime faktorii-1 (fibroblast growth
factor, FGF-1), insiilin benzeri biiyiime faktorii (insulin-like growth factor-1, IGF-1),
hepatosit biiylime faktorleri (hepatocye growth factor, HGF), angiopoetin-1 ve platelet
kaynakli biiyime faktorii (platelet-derived growth factor, PDGF) gibi bazi biiyiime
faktorleri de in vitro ortamlarda damarlasmay arttirmak i¢in kullanilmiglardir Freeman ve
Cohen 2009).

Organ seviyesinde bir morfoloji i¢in yine biiylime faktorleri, bazi proteinler,
transkripsiyon faktdrleri kullanilmistir. Ornegin, kemik dokusu elde etmek icin
arastirmacilar kemik morfojenik protein (bone morphogenic protein, BMP) ailesi iiyelerini
kullanmiglardir (Cowan ve dig. 2005). Benzer sekilde kikirdak, sinir ve deri
biyomiihendisliginde birgok grup transforme edici biiyiime faktorii beta (transforming
growth factor-beta, TGF-B), FGF, epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor,
EGF) gibi indiileyici etkileri olan molekiilleri dokuya 6zel biiylimeler i¢in basariyla
kullanmistir (Roberts 1995, Midha ve dig. 2003). Ancak fonksiyonel bir organ olusturmak
i¢in, bircok bliylime faktoriinden olusan, zamanlamasi ve etkilesim siiresi iyi planlanmis

cok sayida molekiiliin planl bir sekilde etkilesimi gerekmektedir.

1.5.3. Biyomateryaller

Doku miihendisliginde biyomateryaller 6nemli bir yere sahiptir. Biyolojik
malzemeden iiretilen biyomatriksler doku yenilenmesine ciddi katki saglarlar. ideal olarak
bir biyomateryal dokuya 6zel mekanik 6zellikler sayesinde yapisal bir ¢cevre olusturmali ve

hiicreye porlu yapida biyouyumlu nisler saglamalidir.

Gilinlimiizde kullanilan biyomalzeme yelpazesi oldukca genistir. Kollajen, kitosan,

ipek gibi dogal biyomateryallerden polilaktik asit (PLA), poliglutamik asit (PGA),

38



plikaprolakton (PCL) gibi sentetik biyomateryallere kadar pek ¢ok malzeme doku
iskeleleri olusturup hiicreleri desteklemek igin kullanilmaktadir. Bahsedilen malzemelerle
laboratuvar sartlarinda olusturulan iskeleler -ister dogal polimerlerden isterse sentetik
polimerlerden olusturuluyor olsun- sentetik biyoiskelelerdir. Arastirmaci tarafindan
tasarlanabilen bu iskelelerin doku miihendisliginde kullanimi olduk¢a yaygindir. Ancak bu
tarz biyoiskelelerde hedeflenen dokunun mikromimari yapisini iyi taklit etmek oldukga zor
ve beceri isteyen bir istir. Bunun yaninda tasarimi yapilarak olusturulan iskelelerdeki en
bliyiik sorun damar yapisinin viicut dokularinda oldugu kadar miikemmel olmamasidir.
Gliniimiizin geligsmis teknolojisine ve altindan kalkilamayacak derecede artmis bilgi
birikimine ragmen olusturulan yap1 iskelelerindeki vaskiiler agin yeterli olmamasi sorunu
henliz ¢oziilebilmis degildir. Laboratuvar ortaminda imal edilen iskeleler kullanilarak
fonksiyonel kompleks dokularin olusturulamamasindaki sorunlarin temelinde yatan
problem de yine damarlasma sorunudur. Ozellikle olusturulmak istenen doku biiyiik
hacimlerde ise dokunun merkezi kisimlarinda bu sorun daha belirgin hale gelmektedir.
Oysa stromal dokunun olusumu i¢in fonksiyonel bir mikrovaskiiler agin var olmasi 6n

kosuldur.

Iyi bir biyomateryalde mikrovaskiiler ag disinda dikkat edilmesi gereken diger bazi
ozellikler de olmalidir. Materyalin uygun boyutlarda pordz bir yapida olmasi
gerekmektedir. Hiicre migrasyonu, gaz alig-verisinin  saglanmasi, hiicre-hiicre
etkilesimlerinin olmasi porlu yapiyla mimkiindiir. Uygun bosluklar1 iceren bir
biyomateryal elde edilmesi hiicrelerin materyal iizerindeyken dogru bir sekilde
desteklenmesi noktasinda tek basina yeterli degildir. Iyi bir doku iskelesi bilyiime faktérler,
hiicre tutunmasinda gorevli molekiiller gibi biyoaktif molekiilleri de yapisinda
barindirmalidir. Kullanilan biyoaktif molekiiller hiicrenin ihtiyacina gore diizenlenmeli ve
yart omirleri mutlaka dikkate almmalidir. Olusturulan yap1 iskeleleri 6zellikle canliya
nakledilecekse biyobozunur 6zellikte olmas1 ve materyalin kontrolii bir sekilde bozunmasi
genellikle avantaj saglayacaktir. Malzemenin zamanla ve uygun bir hizda bozunmasi
viicudun bozunan kisimlar1 kendi ihtiyacina gore ve ‘dogal bir sekilde’ onarmasini

saglayacaktir.

Organ diizeyinde doku miihendisligi ¢alismalarini hizlandirabilecek potansiyele
sahip diger bir biyomateryal ise deselliilarize edilmis dokulardan elde edilen dogal

biyoiskelelerdir. Tim hiicresel icerigin uzaklastirilmasiyla dokunun kendi ekstraselliiler
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matriksinin izole edilmesi teknigine dayanan deselliilarizasyon yonteminden elde edilen
doku iskeleleri diger yontemlerle elde edilen iskelelere gore bircok yonden avantajlidir.
Materyalin hiicreler i¢in biyouyumluluk sorununun bulunmamasi, en ideal biyomalzeme
karistminin dogal olarak var olmasi, dokudaki muntazam damarsal sistemin kullaniliyor

olmasi bu avantajlardan yalnizca birkagidir.

1.6. Deselliilarizasyon

Doku ve organlar genellikle iki bilesenden olusurlar: hiicreler ve gesitli proteinlerden
olusan yapi iskeleleri. Deselliilarizasyon ise normal bir dokuda birbiriyle stirekli etkilesim
halinde olan bu iki etmeni birbirinden ayirip yalnizca yapi iskelelerinin elde edilmesi

stirecini tanimlayan biyolojik bir terimdir.

Dokularin deselliilarizasyonu ile elde edilen ekstraselliiler matrikslerin klinik olarak
kullanim sikhign hizli bir sekilde artmaktadir. Onceleri ¢ok miimkiin olmayan ancak
ilerleyen teknoloji ile birlikte artik yapilabilir hale gelen tam organ deselliilarizasyonu
sayesinde bir organin ekstraselliiler matriksi biitiiniiyle elde edilebilir hale gelmistir (Ott ve
dig. 2008, Uygun ve dig. 2010, Petersen ve dig. 2010 ). Bu durum 6zellikle doku ve organ
transplantasonu, rejeneratif tip ile ilgilenen klinik arastirmacilarin ilgi odagi haline
gelmistir. Organ bagis1 sayisinin son derece az olmasi ve buna bagl olarak da transplante
edilebilir organ sayisindaki c¢ok diisiik rakamlar klinik diizeyde ciddi zorluklar
yaratmaktadir. Bu sorunlara bir de doku uyumu ve yasam boyu immiin baskilayici ilaglarin
kullanimi, graft versus host hastalig1 gibi zorluklar da eklenince organ yetmezligi konusuna
alternatif c¢oziimler aramak kaginilmaz hale gelmektedir. Iste tam da bu noktada,
deselliilarizasyon teknolojisi ile elde edilen biyoiskeleler {izerinde hastanin viicut
hiicrelerini kullanarak yeniden hiicrelendirebilme (reselliilarizasyon) ve doku hatta organ
olusturabilme potansiyeli tiim bu sorunlari ortadan kaldirabilecek niteliklere sahiptir.
Mesane, kalp kapakc¢igi, dermis, ince bagirsak gibi bir¢ok klinik {iriin allojenik ve
ksenojenik olarak ekstraselliiler matriks materyallerinden elde edilmistir. Bugiin, dis
hekimlerinden g6z doktorlarina kadar pek c¢ok alanda calisan doktor hastalarinin

tedavisinde deselliilarizasyon ile elde edilmis tiriinleri kullanmaktadir (Cizelge 1.3)

Ekstraselliiler matriksin hiicre mitojenitesi (Lee ve dig. 2014, Antebi ve dig. 2015),
kemotaksisini (Bornstein ve dig. 2002), hiicre farklilasmasini (Cortiella ve dig. 2010,
Cheng ve dig. 2009, Ross ve dig. 2009) vb. bircok 6zelligi etkiledigi yapilan ¢aligmalarla
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gosterilmistir. Bu etkiler muhtemelen doku iskelesinin yiizey topografisinden, 3 boyutlu

(3B) yapisindan ve matriks proteinlerinin i¢eriginden kaynaklanmaktadir.

Ksenojenik ve allojenik hiicresel antijenler konak canli tarafindan yabanci olarak
taninir. Bunun bir sonucu olarak da ya enflamatuar bir cevap baslatilir ya da immiin sistem
araciligi ile doku reddi gergeklesir. Doku ve organ nakillerinde donor bulma sikintisi ile
birlikte aktarilan biyolojik materyale karsi olusan immiin yanitlar olduk¢a Onemli
sorunlardandir. Ancak, ekstraselliller matriks bilesenleri genellikle tiirler arasinda
korunmus yapilardir ve ksenojenik transplantasyonlarda dahi tolere edilebilirler, immiin
red ya da ¢ok Onemli bir enflematuar yanita neden olmazlar (Bernard ve dig. 1983,
Exposito ve dig. 1992, Mazza ve dig. 2015). Ancak iyi bilinmektedir ki, biyoiskeleler
igindeki hiicresel kalintilar materyalin in vivo yeniden doku olusumu esnasinda
kullanominin  avantajlarin1  6nemli 0Olgiide azaltmaktadir (Brown ve dig. 2009).
Deselliilarizasyon gibi doku materyallerinin kullanilacagi c¢alismalarda tercih edilen
yontemlerin ne kadar iyi calistiginin belirlenmesi klinik basari i¢in hayati noktalarin
basinda gelmektedir. Deselliilarize edilmis materyallerin yeniden hiicrelendirilerek organ

elde edilebilecek potansiyeli tasimasi yakin bir gelecekte bu materyalleri klinisyenler igin

vazgecilmez kilabilecek 6zelliktedir.

Cizelge 1.3. Deselliilarize edilmis dokulardan olusan klinik tirtinler (Crapo ve dig. 2011)

Uriin (Uretici)

Doku Kaynagi

Uygulama Alani

AlloDerm® (Lifecell Corp.)
AlloPatch HD™, FlexHD® (Musculoskeletal

Transplant Foundation)

Insan Dermis

Insan Dermis

Yumusak Doku

Tendon, Meme

NeoForm™ (Mentor Worldwide LLC) Insan Dermis Meme
. Yumusak Doku, Kronik
GraftJacket® (Wright Medical Technology Inc.)  Insan Dermis
Yaralar

Strattice™ (Lifecell Corp.) Domuz Dermis Yumusgak Doku
Zimmer Collagen Repair Patch™ (Zimmer Inc.) Domuz Dermis Yumusak Doku
TissueMend® (Stryker Corp.) Sigir Dermis Yumusak Doku
MatriStem®, Acell Vet (Acell Inc.) Domuz Mesane Yumusak Doku
Oasis®, Surgisis® (Cook Biotech Inc.) Domuz Ince Bagirsak  Yumugak Doku
Restore™ (DePuy Orthopaedics) Domuz Ince Bagirsak  Yumusak Doku
FortaFlex® (Organogenesis Inc.) Domuz Ince Bagirsak  Yumusak Doku
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CorMatrix ECM™ (CorMatrix® Cardiovascular ] Perikardium, Kardiyak
Domuz Ince Bagirsak

Inc.) Doku

Meso BioMatrix™ (Kensey Nash Corp.) Domuz mezotelyum Yumusak Doku

TOPatch™ (IOP Inc.) Insan Periardium Oftalmoloji

OrthAdapt®, Unite® (Synovis Orthopedic and Yumusak Doku, Kronik
At Perikardium

Woundcare Inc.) Yaralar

CopiOs® (Zimmer Inc.) Sigir Perikardium Dis Hekimligi

Lyoplant® (B. Braun Melsungen AG) Sigir Perikardium Dura Mater

Perimount® (Edwards Lifesciences LLC) Sigir Perikardium Kapak Replasmani

Hancock® II, Mosaic®, Freestyle® (Medtronic
Domuz Kalp Kapakgigi  Kapak Replasmani

Inc.)
Prima™ Plus (Edwards Lifesciences LLC) Domuz Kalp Kapakgigr  Kapak Replasmani
Epic™, STM Biocor® (St. Jude Medical Inc.) Domuz Kalp Kapakgigr  Kapak Replasmani

Bir deselliilarizasyon siirecinde hiicrelerin dokulardan uzaklastirilma etkinligi
kullanilan dokunun kokenine ve deselliilarizasyon islemi i¢in segilen fiziksel, kKimyasal ve
enzimatik yontemlere baglhidir. Bu wuygulamalarin her biri dokunun biyokimyasal
Ozelliklerini ve mikro mimarisini bir miktar etkilemektedir. Arzu edilen durum, bu
etkilenmenin en aza indirilmesidir ve bu yonde bir¢ok protokol de gelistirilmistir.
Deselliilarizasyon islemi  bittiginde ekstraselliiler matriksin  biitiinliigiiniin ~ ve
biyoaktivitesinin hala korunuyor olmasi kullanilan teknik ve ajanlarin optimizasyonuna

baghdir.

1.6.1. Deselliilarizasyon Ajanlari

Bir doku i¢in en iyi deselliilarizasyon ajan1 dokunun yogunluguna, kalinligina, lipit
igerigine, hiicresel yogunluguna ve daha bir¢ok faktore baglidir. Dolayisiyla, biyoiskelesi
c¢ikarilacak dokunun ayrintili bir bigimde incelenmesi ve 6zelliklerinin iyi biliniyor olmasi
gerekmektedir. Gilinlimiizde hiicreleri dokulardan uzaklastirmak igin kullanilacak her
ajanmn ve yontemin ekstraselliiler matriks kompozisyonunu degistirecegi ve dokunun mikro
mimarisini bir miktar bozacag iyi bilinmektedir. Dolayisiyla, deselliilarizasyonun amaci
bu etkilerden tamamen kaginmaktan ziyade miimkiin olan en diisiik diizeye indirgemektir.
Deselliilarizasyon icin kullanilan ajanlar genllikle fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak

smiflandirilmaktadir.
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1.6.1.1. Fiziksel Ajanlar

Fiziksel ajanlarin kullanildigi yontemler tek basina etkili bir deselliilarizasyon
yapamazlar. Ancak, dokularin deselliilarizasyonu kolaylagtiracak kullanimlara sahiptirler.
Dondurup ¢o6zme, dogrudan basing, ses dalgalarinin kullanildigi sonikasyon sistemleri ya
da calkalama gibi etmenler fiziksel deselliilarizasyon ajanlarindan sayilabilmektedir.
Burada ses dalgalar1 ya da ¢alkalama gibi literatiirde daha az tercih edilmis olan yontemler
tizerinde durulmayip daha fazla kullanima sahip olan basing ve dondurup ¢6zme teknikleri

lizerine yogunlasilmistir.

Dondurup ¢ozme -hiicre iginde buz kristallerinin olusmasina ve bunlarin da
membranlar1 parcalamasi neden oldugundan dolayi- doku ve organlardaki hiicreler igin
etkili bir hiicre lizizi saglar. Ancak membran, sitoplazma ve niikleer kalintilarin dokudan
iyice uzaklastirilmasi i¢in ek islemlere ihtiyag vardir. Yapilan ¢aligmalarda ¢oklu dondurup
¢ozme dongiisiinii kullanilarak elde edilen doku iskelelerinde ekstraselliiler matriks
proteinleri agisindan 6nemli bir kayip gozlenmemistir (Patel ve dig. 2008). Biyolojik
materyalin mikro mimari yapisinda ¢ok diisiik bir bozulma gézlenmis (Hopkinson ve dig.

2008) olsa da bu bozulma kabul edilebilir seviyededir.

Ozellikle hizli dondurma tekniklerinin kullanildig1 deselliilarizasyon yontemleri
genellikle tendon ve ligament benzeri yapilar (Jackson ve dig. 1987a, Jackson ve dig.
1987b, Roberts ve dig.1991) ve sinir dokusu (Gulati 1988) i¢in daha ¢ok tercih edilmistir.

Mekanik kuvvet de deselliilarizasyona yardimci olabilecek yontemlerden birisi
olmakla beraber direkt mekanik kuvvetin dokular {izerine uygulanmasi -bazal membran ya
da diger ekstraselliiler matriks bilesenlerine de zarar verecegi i¢in- ¢cok fazla tercih edilmez
(Hopkinson ve dig. 2008). Hidrostatik basing ve basing siiresince sicakligi arttirmak gibi
denemeler yapilmis olsa da doku iskelesine kabul edilebilir diizeyin {izerinde hasar verdigi
icin deselliilarizasyon uygulamalarini ¢ok da ileriye gotiirememistir. Ancak kan damarlari
gibi basinca nispeten daha dayanikli dokularin deselliilarizasyonunda bu uygulamalar
kullanilmaktadir (Funamoto ve dig. 2010).

1.6.1.2. Kimyasal Ajanlar

Asitler ve Bazlar
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Asitler ve bazlar biyolojik molekiillerin hidrolitik yikimini katalizler ya da buna
sebep olurlar. Ancak deselliilarizasyon i¢in kullanilacak asit ya da bazlarin se¢imi oldukga
dikkatli yapilmalidir. Doku igeriginde bulunan ekstraselliiler matriks bilesenlerine
yapacagl  etkileri iyi  arastirilmalidir.  Ornegin, asetik  asit siilfatlanmis
glikozaminoglikanlara zarar vermezken, kollajen iceriginde hasara sebep olur (Dong ve
dig. 2009). Perasetik asit (PAA) yaygin olarak dezenfeksiyon ve sterilizasyon amaciyla
kullanilsa da niikleik asit kalintilarinin uzaklastirilmasi ve matriks kompozisyonu iizerinde
cok diisiik bir etkiye sahip olmast ile bir deselliilarizasyon ajan1 olarak da
kullanilabilmektedir (Hodde ve dig. 2007). Bazlar genellikle dermis deselliilarizasyonunun
erken basamaklarinda killarin uzaklastirilmast i¢in kullanilmaktadir. Fakat bazlarin
kullanimmi smirlandiran olduk¢a 6nemli dezavantajlar1 vardir. Ozellikle matriksten
bliylime faktorlerini tamamen uzaklastirmalar1 ve ekstraselliiler matriksin mekanik
Ozelliklerinde 6nemli olumsuz degisimlere sebep olmalari bu olumsuzluklarin basinda
gelmektedir (Reing ve dig. 2010). Sodyum hidroksit gibi bazlar kollajen ¢apraz baglarini

bozar ve kollajen fibrillerini keserler (Gorschewsky ve dig. 2005).

Hipotonik ve Hipertonik Cozeltiler

Hipertonik tuz c¢ozeltileri DNA’dan proteinlerin  ayrilmasimi saglar. Hipotonik
cozeltiler ise matrikse olan diisiik etkilerine karsilik osmatik etkilerinden dolayr basit bir
sekilde hiicre lizisini saglayabilirler. Maksimum osmatik etki i¢in hipotonik ve hipertonik
cozeltiler sira ile dongii halinde dokudan gegirilebilir. Bu ¢ozeltiler ayrica liziz olan

hiicrelerin dokulardan uzaklastirilmasina da yardimci olurlar.

Deterjanlar

Deselliilarizasyon siireglerinde iyonik deterjanlarin, aniyonik deterjanlarin veya her
ikisinin birlikte kullanimi yaygindir. Bu kimyasallarin hiicre membranlarini ¢6zebilme ve
proteinlerden DNA’nin ayrilmasin1 saglamasi onlarin deselliilarizasyon siireclerinde
kullaniminin nedenlerini olusturmaktadir. Dolayisiyla deterjanlarin kullanimi dokulardan
hiicrelerin ve hiicresel igerigin etkili bir sekilde uzaklastirilmasini saglamaktadir. Ancak
dokulardan protein izolasyonu sirasinda deterjanlarmn kullanimi &nemli bir noktadir
(Alhamdani ve dig. 2010, Patel ve dig 2008). Bir dokudan hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in
deterjanlara maruz kalma siiresi bircok parametreye baglidir. Kullanilan deterjanin tiirt,

konsantrasyonu, tercih edilen deselliilarizasyon yontemi, doku tiirli ve dokunun biiytikliigii
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bu degiskenlerin bir kismini1 olusturmaktadir. Bir deselliilarizasyon protokoliinde farkl
deterjan kombinasyonlar1 arttikca matriks proteinlerine verilen zarar da genel olarak
artmaktadir (Rieder ve dig. 2004, Cebotari ve dig.2010). Triton X-100 hiicre kalintilarinin
dokulardan uzaklastirilmasi konusunda iyi bir deterjandir. Ancak 6zellikle bobrek gibi
yogun dokularin deselliilarizasyonunda yetersiz kalmaktadir. Doku delipidasyonlarinda
(proteinlerden lipitlerin uzaklastirilmasi) iyonik olmayan Triton X-100 gibi deterjanlar
deoksikolat gibi iyonik deterjanlara gore daha iyi sonuglar vermektedir (Cebotari ve
dig.2010). Sodyum dodesiil siilfat (SDS) hiicresel igeriklerin  dokulardan
uzaklagtirilmasinda Triton X-100’den ¢ok daha etkili bir deterjandir. Temporamandibular
eklem dokusunun mekanigini bozmadan etkili bir deselliilarizasyona izin verdigi
Lumpkins’in yaptig1 ¢caligmada gosterilmistir (Lumpkins ve dig. 2008). Buna ilaveten SDS
karaciger, bobrek vb. bircok organin deselliilarizasyonu i¢in en sik kullanilan ajanlardan
birisidir (Uygun ve dig. 2010, Nakayama ve dig. 2010). Bir deselliilarizasyon protokoliine
SDS gibi bir deterjanin eklenmesi par¢alanmamus, biitiin haldeki ¢ekirdeklerin ya da hasar
gormiis ¢ekirdeklerin dokudan uzaklastirilmasi noktasinda oldukga biiyiik bir fark yaratir
(Yang ve dig. 2010). Fakat dokunun mikro mimarisinde meydana gelen bir miktar
bozulmanin da oniine gegilmesi olduk¢a zordur. SDS’in hiicre bilesenlerini uzaklastirma
konusundaki tistiin 6zellikleri yalnizca Triton X-100’e gore olmayip diger deterjanlara gore
de daha istiindiir. Yine de bir deselliilarizasyon protokoliinde SDS kullaniliyorsa
arastirmact oldukca dikkatli olmalidir. Diisiik konsantrasyonlarda kullanim SDS’in

dezavantajlarinin bir miktar 6niline gecmektedir.

Alkoller

Alkoller -genel olarak dehidratasyona ve hiicre lizizine yardimer olarak-
deselliilarizasyon siireclerini kolaylastirirlar (Prasertsung ve dig. 2008). Aslinda etanol,
metanol, izopropanol gibi alkoller dokulardan lipitlerin uzaklastirilmasinda lipazlara gore
daha etkili ve daha hizhdirlar (Flynn ve dig.2010). Metanol ve kloroform
kombinasyonlarin dokularin delipidasyonu i¢in kullanilmistir (Prasertsung ve dig. 2008).
Ancak, alkollerin fiksatif 6zellikleri proteinleri ¢oktiirmeleri, ve ekstraselliiler matrikse
zarar vermeleri deselliilarizasyon i¢in kullaniminda olduk¢a dikkatli olmay1

gerektirmektedir.
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1.6.1.3. Biyolojik Ajanlar

Enzimler

Deselliilarizasyon ¢alismalarinda sik kullanilan ajanlardan olan enzimler hiicresel
igeriklerin ve istenmeyen ekstraselliiler matriks bilesenlerinin uzaklastirilmasinda oldukga
etkilidirler. a-galaktozidaz, termolizin, dispaz, lipaz, tripsin ve niiklezlar doku iskeleleri
elde etmek amaciyla kullanilan enzimlerdendir. Her ne kadar enzimlerin kullanimi yaygin
ve deselliilarizasyona etkileri oldukga iyi olsa da tek basina kullanimlar1 ¢ok iyi sonuglar
vermemektedir. Enzim kullaniminin yer aldigi deselliilarizasyon islemlerinde dikkat
edilmesi gereken bazi hususlar vardir. Bunlardan ilki ve belki de en 6nemlisi dokunun
enzimle iglem gorme siiresidir. Protokoliin bu kismi ¢ok iyi optimize edilmelidir. Ciinkii
inkiibasyon siiresinin az olmast deselliilarizasyon siirecinin basarisizligina yol
acabilmektedir. Bu siirenin gereginden uzun olmasi ise proteinlerden olusan matrikste
bozulmalara yol agabilmektedir. Enzim kullaniminda dikkat edilmesi gereken hususlardan
birisi de deselliilarizasyon isleminin gerceklestirilecegi ortamin sicakligi ve bu sicakligin
stirdiiriilebilir olmasidir. Ciinkii enzimlerin calisabildigi belli bir sicaklik vardir ve bu
sicaklik korunmasi gerekir. Aksi takdirde yapilan hiicresizlestirme islemi ya tamamen ya

da kismen basarisiz olabilir.

Tripsin, deselliilarizasyon i¢in en yaygin kullanilan proteolitik enzimlerden birisidir.
Kollajen gibi ekstraselliiler matriks proteinlerinin tripsininin sindirme islemine karsi
direnci smirhdir (Waldrop ve dig. 1980). Bu nedenle tripsin kullaniminda -6zellikle
kollajen igerigi yogun olan dokularda- dikkatli olunmalidir. Bir¢ok deterjana gore tripsin
elastin ve kollajen icin daha yikicidir ve hiicreleri daha yavas cikarr fakat
glikozaminoglikan icerigini daha iyi korur (Kasimir ve dig. 2003 Yang ve dig. 2009).
Tripsinden kaynaklanan matriks hasari doku iskelesinin hem mekanik hem de biyolojik

ozelliklerindeki degisim ile iligkilendirilebilir (Yang ve dig. 2009).

Sik kullanilan enzimlerden bir digeri de niikleazlardir. Ancak niikleazlar direkt
olarak kullanilmazlar. Hiicre lizizi gerceklestirildikten sonra niikleik materyallerin
parcalanmas1 amaciyla kullanilirlar. Benzonaz gibi endoniikleazlar niikleotitleri daha kisa
frangmentler halinde kestikleri i¢in ekzoniikleazlardan daha etkilidir (Petersen ve dig.
2010). Bu da DNA’nin daha etkin bir sekilde uzaklastirilmasinda arastirmacinin igini
kolaylastirmaktadir.
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Enzimatik Olmayan Ajanlar

Etilendiamintetra asetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetraasetik asit (EGTA) gibi
selatlayic1 ajanlar daha hassas bir deselliilarizasyon i¢in protokollere eklenebilmektedir.
Genellikle deterjanlarla birlikte kullanilirlar (Gui ve dig. 2010, Lehr ve dig. 2011). Bu
maddelerin -metal iyonlarini tutabilme oOzelligi sayesinde- ekstraselliller matriks
proteinlerinden hiicrelerin ayrilmasini kolaylastiran 6zellikleri vardir (Gailit ve dig. 1988).
Muhtemelen selatlayici ajanlar yine ayn1 mekanizma ile protein-protein etkilesimlerinde

ustaca tasarlanmig aksakliklara sebep olmaktadir.

Bunlarin  disinda  deselliilarizasyon  siireglerinde  sitotoksik  6zelliklerinden
yararlanmak i¢in enzimatik olmayan biyolojik ajanlardan toksinlerin kullanimi (Gillies ve

dig. 2011), antibiyotiklerin kullanimi da s6z konusudur.

1.6.2. Deselliilarizasyon Yontemleri

1.6.2.1. Tam Organ Perfiizyonu

Deselliilarizasyonun tarihsel gelisimi goz Oniine alindiginda tam organ perfiizyon
sistemleri oldukca yeni bir yaklasimdir. Optimizsyon saglandiginda ekstraselliiler
matriksin 3B yapisini olduk¢a iyi koruyan perfiizyon sistemleri doku ya da organin damar
sistemini kullandig1 igin olduk¢a etkin deselliilarizasyonlara imkan saglarlar. Hiicresel
icerigin dokudan uzaklastirllmast konusunda en avantajli yontemlerden birisidir.
Gliniimiize kadar kalp (Ott ve dig. 2008), karaciger (Uygun ve dig. 2010), akciger
(Petersen ve dig. 2010 ), bobrek (Liu ve dig. 2009) gibi organlarin deselliilarizasyonlarinda

perflizyon sistemi basariyla kullanilmistir.

Tam organ perfiizyon deselliilarizasyonlarinda peristaltik sistemlerin baglanacagi
damarm se¢imi olduk¢a onemlidir. Doku ya da organin tamaminin deselliilarize olmasi
saglanacak damarlar secilmelidir. Secilen damar perfiizyon sisteminin baglanabilmesine
imkan verecek ebatlarda olmalidir. Téim bunlar da ekstraselliiller matriksi elde edilecek
dokunun histolojik 6zelliklerinin 1yi biliniyor olmasini1 gerektirmektedir. Ayrica kullanilan
cihaz dokuya hava, kopiik girisini engelleyecek 6zellikte olmalidir. Eger aragtirmact bdyle

bir sisteme sahip degilse 6zellikle kullanilan kimyasallarin degistirilmesi sirasinda oldukga
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dikkatli olmali ve dokuya kesinlikle hava girigine izin vermemelidir. Ciinkii dokuya giren
hava damar siteminin bir bdoliimiiniin tikanmasina sebep olmaktadir. Bu kiiciik ayrinti

deselliilarizasyonun basarisin1t dogrudan etkilemektedir.

Perfiizyon deselliilarizasyonlar1 i¢in tercih edilen ajanlar genellikle deterjanlardir.
SDS ve Triton X-100 deselliilarizasyon igin en ¢ok kullanilan deterjanlardandir (Uygun ve
dig. 2010, Schneider ve dig. 2016).

1.6.2.2. Basin¢ Gradienti Yontemi

Doku boyunca bir basing gradienti olusturmak Ozellikle enzim temelli
deselliilarizasyon uygulamalarina yardimci olmakta ve dokunun mikro mimarinde iistiin
bir koruma saglamaktadir (Prasertsung ve dig. 2008). Hidroksiprolin miktar1 dl¢iilerek 1s1
degisimlerinin oldugu akis, ¢alkalamali akisa gore daha az miktarda kollajen bozulumuna
neden oldugu belirlenmistir. Mesane deselliilarizasyonu basing gradienti yOnteminin
kullanildig1 deselliilarizasyonlara 6rnek olarak gosterilebilir (Bolland ve dig. 2007). Bu
yontemde kollajen tip 1’in, kollajen tip 4’lin lamininin ve glikozaminoglikanin

deselliilarizasyon siirecinden etkilenmedigi bildirilmistir.

1.6.2.3. Sivida Bekletme ve Calkalama Yontemi

Deselliilarizasyon ajanlarinin iginde bulundugu bir siviya dokularn daldirilarak
bekletilmesiyle ya da bu islemi ¢alkalamali olarak yapilmasiyla doku ve organlardan
biyoiskeleler elde etmek miimkiindiir. Wilson ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar bir
kornea deselliilarizasyonu buna ornek olarak gosterilebilir (Wilson ve dig. 2015). Ancak
her dokunun hiicreleri bu yontem ile tam olarak uzaklastirilamayabilir. Ozellikle hiicresel
acidan asir1 yogun olmayan, damarsal olarak zengin ve deselliilarizasyon sivisinin dokuya
diflizyonunu engelleyecek yapilar1 igermeyen dokular tercih edilmelidir. Bu yontem uygun
dokular icin tek basmna kullanilabilecegi gibi bazi dokularda da diger deselliilarizasyon
yontemleriyle birlikte kullanilabilir. Gliniimiize kadar pek ¢ok dokunun deselliilarizasyonu,
deselliilarizasyon ajan veya ajanlarini igeren sivilarda dokularin bekletilmesi ya da
calkalanmasiyla yapilmustir. Iskelet kasi ve tendonlar1 (Woods ve Gratzer 2005, Deeken ve
dig. 2011), kan damarlar1 (Montoya ve McFetridge 2009), kalp kapakgiklar1 (Meyer ve dig.
2006), kikirdak (Elder ve Kim 2010), 6zafagus (Ozeki ve dig. 2006), trakea (Remlinger ve
dig.2010), mesane (Yang ve dig. 2010), kornea (Wilson ve dig. 2015) bunlardan
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bazilaridir. Bu yaklagimlarin kullanildig1 protokollerin siiresi ¢alkalamanin yogunluguna,
doku kalinligina, dokunun yogunluguna, kullanilan deselliilarizasyon ajanina degiskenlik
gostermektedir. Mesane gibi ince dokular kolaylikla hiicresizlestirilebilir ve bu siire ¢ok
uzun zamanlara yayilmaz. Ancak, dermis, tendon, trakea gibi yogun dokular giinlerce hatta
birka¢ aya kadar uzayabilen uzun bir c¢alkalama siireci gerektirir. Bu tar dokularda

genellikle deterjan, enzim ve alkol kombinasyonlari kullanilmaktadir.

1.6.3. Deselliilarize Edilmis Ekstraselliiler Matriksin Sterilizasyonu

Bir dokudan biyoiskele elde edildikten sonra in vivo transplantasyon yapilacaksa tiim
degerlendirme ve tahminlerden Once malzemenin sterilizasyonu ve dolayisiyla hasta
giivenligi mutlaka ele alinmalidir. Eger ekstraselliiler matrikste hiicre kiiltiirii yapilacaksa
da mutlaka sterilizasyon islemi yapilmalidir. Dokuda bulunma olasilig1 olan endotoksinler,
viral veya bakteriyal ajanlarin matriksten uzaklastirilmasi sirasinda 6zenle korunmaya
calisilan dokunun mikro ve nano yapilarinin degismemesi de son derece Onemlidir.
Biyoiskelelerin sterilizasyonu asit (Hodde ve Hiles 2002) ya da ¢6ziictilerde bekletme gibi
basit islemlerle yapilabilir. Ancak bu tarz yontemler etkili bir penetrasyon saglamayabilir
ve ekstraselliiler matriksin 6nemli bilesenlerine zarar veren bir uygulamay1 da igerebilir.
Ozellikle etilen oksit, gama 151nlama, elektron 1sinlamalarin ekstraselliiler matriks yapisini

ciddi sekilde degistirdigi bilinmektedir.

Son zamanlarda yayginlasan siiperkritik karbondioksit ekstraselliiler matriks
sterilizasyonuna alternatif bir yontem sunmaktadir. Diger yontemlere gore oldukca diisiik

miktarda ekstraselliiler matriks degisimlerine neden olmaktadir (Qiu ve dig. 2009).

Heniiz doku iskelelerinin sterilizasyonu amaciyla kullanilmaya yeni baslanan PAA
sterilizasyonu ise kiif ve bakteri sporlaria bile oldukea etkili bir sekilde niifuz etmekte ve
biyolojik materyalin sterilizasyonunu etkili bir sekilde gerceklestirmektedir. PAA ile ¢ok
diisik  yogunluklarda bile basariyla sterilizasyon islemi  yapilabilemktedir.
Deselliilarizasyon stiresince kullanilan malzemenin yogunlugu ne kadar diisiik olursa
ekstraselliiler matriksin mikro mimari yapisina etkisi de o kadar az olacaktir. PAA
kullanim1 bu avantajlarinin yani sira aragtirmaciya hizli, ucuz ve pratik bir sterilizasyon

yontemi sunmaktadir (Yoganarasimha ve dig. 2014, Kajbafzadeh ve dig. 2013).
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1.6.4. Deselliilarize Edilmis Ekstraselliiler Matriksin Degerlendirilmesi

Doku iskelesi i¢inde hiicresel kalintilarin olmasi biyo-uyumluluk problemlerine ve
canlt bir bireye nakledildiginde istenmeyen immiinolojik yanitlarin olugmasima neden
olmaktadir. Dolayisiyla  deselliilarizasyon  sonrasinda elde edilen materyalin
degerlendirilmesi son derece kritiktir. Cift zincirli DNA, mitokondri, fosfolipit gibi hiicre
membraniyla iliskili molekiiller gibi hiicre bilesenleri nicel olarak incelenebilmektedir.
Deselliilarizasyon islemi sonrasinda hiicresel kalintilarin  tamamini  ekstraselliiler
matriksten ayirmak pek mimkiin goziikmemektedir. Deselliilarizasyon amacini
karsilamaya yeterli olacak bazi kriterler belirlenmistir.

I- 1 mg ekstraselliler matriks kuru agirhiginda 50 ng’dan az c¢ift zincirli

DNA’nin bulunmasi
ii- DNA parcalarinin uzunlugunun 200 baz ciftinden kisa almasi
iii- 4,6 diamino-2-fenilindol (DAPI) ya da hematoksilen-eozin (HE)

boyamalarinda goriiniir bir niikleer boyamanin olmamasi

Niikleik asitlerin direkt olarak transplantasyon sonrasi istenmeyen yanitlarin
olugmasi ile baglantili olmasindan dolayi, yukaridaki kriterlerde ¢ekirdek materyali {izerine
odaklanilmistir. Bu Olgiitler genel olarak da diger hiicresel kalintilar hakkinda fikir
saglamaktadir. Birinci ve ikinci kriter polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction, PCR) sonrasi ticari olarak temin edilebilen PicoGreen, propidyum iodid, etidyum
bromiir gibi DNA enterkalasyon ajan1 ve jel elektroforezi ile kolaylikla
belirlenebilmektedir. Ugiincii kriter ise histoloji boyama ya da bir immiin floresan boyama

yapilarak gergeklestirilir ve ilk iki yontemi nitel olarak dogrulamaktadir.

Ancak zamanla anlasgilmistir ki, sitoplazmik bilesenlerle ve membranla iliskili
bilesenler ile olumsuz konak yanitlar1 arasinda bir iligki vardir. Dolayisiyla yukarida

belirtilen dl¢iitlerin bu sonuglar1 da g6z Oniine alarak degistirilmesi gerekmektedir.

Su ana kadar ekstraselliiler matriksin mekanik Ozelliklerine etkileri hakkinda
deselliilarizasyon ajanlarinin ayr1 ayri degerlendirilmesiyle olusturulmus bir fikir birligi

yoktur.

1.7. Reselliilarizasyon
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Deselliilerize edilmis ekstraselliiler matrikslere hiicreler ekilerek yeniden
hiicrelendirilmesi ve canlandirilmast islemi reselliilarizasyon olarak adlandiriimaktadir.
Tam organ deselliilarizasyonu yapilmis doku iskelelerinin kok hiicreler kullanilarak
yeniden hiicrelendirilmesi doku miihendisligi {iriinleri olan organlar1 olusturmak i¢in yeni
bir kapt agmistir. Son yillarda birgok calisma deselliilarizasyon ve reselliilarizasyon
uygulamalarinin fonksiyonel yapay organlar elde edilmesindeki potansiyelini ortaya
koymustur. (Goh ve dig. 2013)

1.7.1. Organ Iskelelerinin Parankim Reselliilarizasyonu

Reselliilarizasyon islemi; uygun hiicre kaynaklarini, optimize edilmis hiicre ekim
yontemlerini ve fizyolojik olarak uygun bir kiiltiir yontemlerini gerektirir. Organ
rejenerasyonu i¢in implantasyon Oncesinde vaskiiler sistem, destekleyici bilesenler ve
parankima yeniden olusturulmus olmalidir. Bir¢ok grup en uygun reselliilarizasyon
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmaktadir. Ancak fonksiyonel organ olusturulmasinin
karmagikligi, uzmanlasma ve maliyet gibi sinirlamalar ¢alismalarin hizin1 azaltmaktadir.

Ozellikle implantasyonu kapsayan in vivo ¢alismalar sinirlidir.

1.7.1.1. Parankimal Reselliilarizasyonda Kullanilan Hiicreler

Reselliilarizasyon tekniklerini kullanarak hastaya spesifik organlar olusturmak
amaciyla arastirmacilar kok hiicrelere yonelmislerdir. Kok hiicreler -kiiltiir ortaminda

cogaltilabilmeleri ve bir¢ok hiicre soyuna farklilagabilmeleriyle- ilging hiicrelerdir.

Reselliilarizasyon i¢in en fazla kullanilan kok hiicre tiirlerinden biri de EKH’lerdir.
Bu hiicreler genellikle organ matriksleri tizerinde farklilasmalar1 i¢in denenmistir.
Deselliilerize edilmis sican bobrek ekstraselliiler matriksi iizerine herhangi bir dis kaynakli
farklilasma sinyali olmadan fare EKH’leri ekilmistir (Donandrini ve dig. 2014). EKH’lerin
pluripotensileri azalirken renal ve endotel hiicre belirteglerini ifade ettikleri
gbzlemlenmistir. Bir baska ¢alismada resus maymunlarindan elde edilen akciger ve bobrek
doku iskeleleri tizerine insan EKH’leri ekilmistir (Nakayama ve dig. 2013). Ancak ekilen
hiicreler akciger ve bobrek hiicrelerine ait belirtecler ifade etse de organa spesifik bir
ekspresyon gozlenmemistir. Organ ekstraselliiler matriksleri EKH’lerin farklilagmalar1 i¢in

gerekli sinyalleri tek basina saglayabilme konusunda muhtemelen sinirli bir kapasiteye
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sahiptirler. Bu sinirlama Nakayama’nin neden organa spesifik belirtegler elde edemedigi

konusuna da ag¢iklik getirmektedir.

Organ reselliilarizasyonlar1 i¢in denenen diger bir hiicre tipi de UPKH’lerdir. Somatik
hiicrelere spesifik pluripotent genlerin aktarilmasi yoluyla embriyonik benzeri bir statiiye
yeniden programlanmalarini igeren bu teknik sayesinde kisiye spesifik pluripotent hiicreler
elde edilebilmektedir. Bu yaklasim hastaya spesifik organlar olusturmak icin hiicre kaynagi
saglamaktadir. Yakin bir zamanda akciger reselliilarizasyonu i¢in uPKH’lerin kullanildig:
caligmada uPKH’lerin yiiksek verimlilikle tip 2 alveolar epitelyal hiicrelere farklilastigt
gozlemlenmistir (Ghaedi ve dig. 2013). Bu hiicrelerin siirfektan protein B ve C gibi tipik
akciger belirtegleri eksprese ettikleri tespit edilmistir. Fare kalp matriksleri tizerine aort
yoluyla uPKH kaynakli miyosit progenitér hiicrelerin ekimi yapildiktan 20 giin sonra
spontan olarak kasildiklar1 gézlemlenmistir. Ancak ekokardiogramda gozlemlenmistir ki

bu kasilma diizensiz ve senkronize degildir (Lu ve dig. 2013).

Organ miihendisligi ¢aligsmalar1 i¢in son derece 6nemli olan hiicrelerden biri de
mezenkimal kok hiicrelerdir. Klinik uygulanabilirligi, yetiskin bireylerden elde edilebilen
bir kok hiicre kaynagi olusu, kiiltiiriiniin kolay olmasi, farkli hiicre tiplerine
farklilasabilmesi, doku tamirinde rol almasi, sitokin ve kemokin salgilayarak stromal
destek saglamasi, immiinojenik olmamasi, immiin diizenleyici rolleri ve invazif 6zellikleri
gibi pek cok sira dis1 6zelligi MKH’leri doku miihendisligi i¢in olmazsa olmazlar arasina
sokmaktadir. Doku iskelelerinin MKH’lerin farklilasmasini tetikledigi yoniinde kanitlar
vardir. Jiang ve arkadaslar1 kemik iligi kaynakli MKH’leri 2B statik kiiltiir kosullarinda ve
3B karaciger ekstraselliiler matriksi lizerinde ayni kosullarda kiiltiire almislardir. 4 hafta
sonra karaciger doku iskelesinde kiiltiire alinan MKH’lerin 2B kiiltiirle kiyasladiginda ¢ok
daha etkili bir sekilde hepatik farklilagsmaya gittigi gézlemlenmistir (Jiang ve dig. 2014).
Ayrica fulminan hepatik yetmezlik modeli olusturulmus farelere MKH’ler ile reselliilarize
edilmis karaciger iskeleleri aktarildiginda transplantasyondan sonra karaciger

fonksiyonlarinin korundugu gézlemlenmistir.

Doku iskelelerinin MKH farklilasmasini uyarabilmeleri muhtemelen organa spesifik
ekstraselliiler matriks-hiicre etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir (Reilly ve Engler 2010).
Organa spesifik stromalarin olusmas1 bolgesel olarak kok hiicre farklilagmalarina ihtiyag
duyar. Ornegin, akciger ya da karaciger igin lokal hepatosit ya da alveolar hiicre

farklilasmalar1 gereklidir. Bu baglamda, deselliilarize edilmis si¢an akciger iskelesi lizerine
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ekilen hem insan adipoz kaynakli MKH’lerin hem de insan kemik iligi kaynakli
MKH'’lerin pulmonar epitelyal kokene farklilastigi gosterilmistir. Bu calismada her iki
kaynaktan da elde edilen MKH’lerin tip 2 alveolar hiicre belirteci olan surfektan protein C
ifade ettigi ancak yalnizca adipoz kaynakli MKH’lerin Clara cell salgi protin (Club cell
belirteci) ifade ettikleri ve yalnizca kemik iligi kaynaklt MKH’lerin de sitokeratin-5 (bazal
epitelyal hiicre belirteci) ifade ettikleri gozlemlenmistir (Mendez ve dig. 2014). Adipoz
kaynaklt MKH’ler ayrica akciger doku iskelesinin iist kisimlarina (iist solunum yolu)
tutunma egilimi  gosterirken bu davramis kemik iligi kaynakli MKH’lerde
gozlemlenmemistir. Bu durum her iki MKH’nin de essiz tutunma o6zellikleri olduguna

isaret etmektedir.

1.7.1.2. Parankimal Reselliilarizasyon

Organ reselliilarizasyonlarinda giinlimiize kadar bir¢ok hiicre tipi denendigi gibi
birgok hiicre ekim yontemi de denenmistir. Siklikla kullanilan reselliilarizasyon yontemi
vaskiiler sistem olmustur. Sivilarin akigindan kaynaklanan stres ve basing hiicreleri
etkileyebilmektedir. Dolayisiyla hiicre ekim yontemini iyi belirlemek ve 6zellikle

optimizasyonunu 1yi yapmak hiicrelerin dagitiminda olduk¢a 6nemli bir basamaktir.

Karaciger Parankimal Reselliilarizasyonu

Karaciger doku iskelesine damar sistemi kullanilarak hiicre ekiminin bir¢ok yolu
vardir. Portal ven, hepatik ven (inferior vena cava) ve hepatik arter reselliilarizasyon i¢in
kullanilan yollardandir. Ancak ¢alismalarin ¢ogunda ya portal ven ya da hepatik ven tercih
edilmektedir. Karaciger matriksine hiicre ekiminde portal ven tercih edilirse hiicreler daha
cok periportal alanda konumlanirken hepatik ven kullanilirsa hiicreler perisentral alanda
konumlanirlar (Batista ve dig. 2011). Batista bu caligmasinda akis yOniiniin hiicrelerin
hizalanmasini, dizilmesini de yonettigini belirtmistir. Vaskiiler agin kullanilmadig, direkt
olarak hiicrelerin bir siringa yardimi ile ekstraselliiler matrikse ekildigi yontemler de
mevcuttur. Ancak bu tarz yontemlerde hiicrelerin birikip kiimelenmesi (agregasyon),
kuvvetli olmayan tutunmalar ve etkili olmayan bir dagilim gostermeleri s6z konusudur.
Sato-Gutierrez ve arkadaslari, deselliilarize edilmis si¢an karaciger parankimini olusturmak
icin fare hepatositlerinin ekim yontemlerini degerlendirdikleri c¢alismalarinda (Sato-
Gutierrez ve dig. 2011) hepatik loblara igne yardimiyla 5 enjeksiyon yapildiktan sonra

hiicre tutunmasinin %13’ten daha diisiik oldugunu gdzlemlemislerdir. Biyoreaktorlerde
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hiicrelerin besi ortami icinde kesintisiz olarak damar yoluyla verildiginde ise hiicre
tutunma oraninin %70’lere kadar ¢iktig1 goriilmiistiir. Bir dongiisii 10-15 dakika siiren
sirkiiler bir besi ortami akisi i¢inde hiicreler verildiginde ise hiicre tutunmasi %86’ya kadar
cikmisgtir. Dongiisel hiicre ekim yontemi Uygun ve arkadaglar1 tarafindan sican
karacigerine sican hepatositleri ekildiginde %95 hiicre tutunmasmin saglandig

goriilmistir (Uygun ve dig. 2010).

Karacigerde var olan hepatik safra sistemi heniiz ¢alismalarda hiicre ekimi igin

kullanilmamustir.

Diger Organlarin Parankimal Reselliilarizasyonu

Akciger iki farkli ekim yontemi ile reselliilarize edilebilmektedir: vaksiiler sistem ve
solunum yolu. Ott ve arkadaslar1 fetal sigan akciger hiicrelerinin ekimi igin trakeay1
kullanmis, HUVEC (insan gobek bagindaki venden elde edilen endotel hiicreler) ekimi igin
ise pulmoner arteri kullanmistir (Ott ve dig. 2010). Yapilan ¢alismalardan yola ¢ikilarak
sOylenebilir ki tam akciger reselliilarizasyonu hem solunum yolu hem de pulmoner arter ve

pulmoner ven kullanilarak vaskiiler sistemin iyi bir sekilde hiicrelendirilmesine baglidir.

Bobrek reselliilarizasyonlar1 da vaskiiler sistem ya da iireter kullanilarak yapilabilir
ancak en yaygin yol renal arteri kullanmaktir (Bonandrini ve dig. 2014). Yeni yayinlanmis
bir ¢alismada renal arter perfiizyonu ile ekilen 40 milyon insan renal kortikal tiibiiler epitel
hiicrelerin 25 ml/dk hiz ile ekimi ile renal alanin yaklagik %50 sinin hiicrelerce kaplandig:
gozlemlenmistir (Caralt ve dig. 2015). Hiicre ekimi i¢in iireteri kullanan iki grup vardir.
Ross ve arkadaglar1 hiicre ekiminde renal arterin tiretere kiyasla daha 1yi bir hiicre dagilimi
ve tutunmasi (%95°e %50) sagladigim belirtmislerdir (Ross ve dig. 2009). Fakat, Song ve
arkadaglar1 iireter yoluyla yapilan ekimin bolgeye spesifik oldugunu iddaa etmislerdir

(Song ve dig. 2013).

Pankreas deselliilarizasyonu ise diger organlara kiyasla ¢ok yaygin olmadigi igin
reselliilarizasyonu da ¢ok calisilmis konular arasinda degildir. Pankreatik kanal ya da
vaskiiler sistem kullanilarak pankreas reselliilarizasyonu yapilabilir. Goh ve arkadaslari
MIN-6 pankreatik beta hiicrelerini portal ven yoluyla AR42J pankreatik asiner hiicrelerini
de pankreatik kanal yoluyla ekmistir (Goh ve dig. 2013). AR42J pankreatik asiner

hiicreleri tiibliler duktal alana yerlesirken, MIN-6 hiicreleri ise luminal alana
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tutunmuglardir. Bu ekimde her iki hiicrenin de ayn1 yerde konumlandig1 goriilmemistir. Bu
sonuclar pankreas reselliilarizasyonu i¢in her iki kanal sisteminin de kullanigsinin faydali

olabilecegini gostermektedir.

55



2. AMAC

Bu ¢alismada, doku mihendisligi teknikleri kullanilarak karaciger doku iskelesi
tizerinde insiilin salgilayan endokrin pankreas benzeri bir doku olusturulmasi
hedeflenmistir. Hem iki boyutlu klasik kiiltiir yontemlerinin hem de viicudu ¢ok daha iyi
taklit edebilen ii¢ boyutlu (3B) kiiltiir yontemlerinin kullanildigi bu tez calismasi ayni
zamanda bir doku iskelesi iizerinde, sira dis1 olarak, iskelenin elde edildigi dokuya ait

olmayan farkli bir dokuya benzer yapilar olusturmay1 amaclamaktadir.

Doku miihendisligi gibi son derece ileri teknolojiler ile ¢alisan disiplinler arasi bir
alanda bile heniiz denenmemis olan ve diinyada bir ilk niteligi tasiyan bu yaklasim ile
bilim insanlarinin ve arastirmacilarin aklinda yeni fikirlerin olusumuna yol agmak da
calismanin en 6nemli amaglart arasinda yer almaktadir. Boylelikle, doku ve organ onarim
calismalarinin ya da doku ve organ iiretebilme caligsmalarinin sinirlar1 genislemis olacaktir.
Farkli doku materyallerini, hedeflenen amaclar dogrultusunda birlestirebilmenin ve
Ozellikle yeni doku tasarimlar1 yapabilmenin miimkiin olup olmayacagi ortaya konulmus
olacaktir. Belki de doku miihendisligi, benzer ¢alismalarin artmasi ile ‘doku tasarimi’ adi

altinda ya da benzeri ifadeler ile kendi biinyesinde yeni kavramlar dahi kazanabilecektir.
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3. YONTEM

3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullari

Bu calismada kullanilan hiicreler daha 6nceki ¢alismalardan elde edilmis pankreatik
adacik kaynakli kok hiicrelerdir (Karaoz ve dig. 2010a). Daha onceki bir ¢alismada bu
hiicrelerin endokrin farklilasma potansiyelini artirmak igin Pax4 ve MafA genleri
aktarilmigtir  (Baglar 2014). Gen aktarimi sonrasinda yapilan karakterizasyon
calismalarinda bu hiicrelerin mezenkimal kok hiicre Ozelliklerine sahip olduklar1 ve

kimyasal uyari1 olmadikga farklilagma siirecine girmedikleri belirlenmistir (Baglar 2014).

Bu hiicreler; FBS (%10), Penisilin-streptomisin (%1) ve G418 (%0,4) eklentileri
igceren RPMI 1460 besi yerinde kiiltiire edildi. Ekilen hiicreler %5 CO, igeren 37 °C’lik
ortamda inkiibe edildi ve her 3 giinde bir hiicrelerin besi yeri degistirildi. Hiicreler %70-80

konfluent olunca pasajlandi.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismada esas olarak pankreatik adacik kaynakli kok hiicrelerin deselliilarize
karaciger ekstraselliiler matriksi {izerinde kiiltiire edilmesiyle insiilin de salgilayan
endokrin pankreas dokusu olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amacla, 3B ekstraselliiler
matriks Kkiiltiirleri hem standart RPMI besi yeri olarak tanimlanan FBS, Penisilin-
streptomisin ve G418 eklentileri igeren RPMI 1460 ile kiiltiire edilecek (Cizelge 3.1, Grup
3) hem de endokrin farklilagtirma besi yeri olarak tanimlanan B27, EGF, Nikotinamide,
Exendin4, HGF, Pentagastrin, FBS, Pen/Strep ve G418 eklentileri igeren RPMI 1460 ile
kiiltire edilecektir (Cizelge 3.1, Grup 4).

Calismanin diger amacglarindan biri de pankreatik adacik kaynakli kok hiicrelerin
klasik 2B kiiltiirlerde endokrin farklilasma potansiyelleri karsilastirmali olarak ile
karaciger ekstraselliiler matriksi iizerinde 3B olarak endokrin farklilagma potansiyellerini
karsilastirmali olarak incelemektir. Bunun i¢in deney gruplarina klasik 2B kiiltiirlerde
standart besi yeri ile kiiltlirii yapilan (Cizelge 3.1, Grup 1) ve endokrin farklilagtirma besi
yeri ile kiiltiirii yapilan (Cizelge 3.1, Grup 2) deney gruplari da eklendi.

Calisma i¢in tasarlanan deney gruplar1 sayesinde 3B ekstraselliiler matriksin
farklilasma i¢in sagladig: fiziksel indiikleme ve farklilagtirma besi yerlerinin sagladigi

kimyasal indiikleme etkileri ayr1 ayr1 ve birlikte incelenebilir hale gelmistir.
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Cizelge 3.1. Deney gruplarinin belirlenmesi

Deney Ekim Yapilan ) . Farkhlasma Kiiltiir
Besi Yeri
Gruplan Materyal Uyaranlari Tiiri

Standart RPMI Besi

Grup 1 Klasik 2B Kiiltiir - Uyaran Yok 2 Boyutlu
eri
Endokrin
Grup 2 Klasik 2B Kiiltiir Farklilagtirma Besi Kimyasal 2 Boyutlu
Yeri
Doku Iskelesi Uzerinde | Standart RPMI Besi .
Grup 3 . Fiziksel 3 Boyutlu
3B Kiiltiir Yeri
, . Endokrin Fiziksel
Doku Iskelesi Uzerinde .
Grup 4 Farklilagtirma Besi ve 3 Boyutlu
3B Kiltiir ) _
Yeri Kimyasal

3.3. Karacigerin In vivo Perfiizyonu ve Cikarilmasi

Calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Biriminden
(DETAB) temin edilen 200-280 gramlik Wistar cinsi albino siganlar karacigerlerin elde
edilecegi deney hayvanlar1 olarak kullanildi. Kan pihtilarinin damarlari tikamamasi
amactyla 5000 inite sodyum heparin 1 ml serum fizyolojik icinde ¢oziilerek dolagima
verildi. Karaciger sicanlardan alinmadan edilmeden Once anestezi altindaki si¢anlara
%0.9’luk serum fizyolojik kullanilarak perfiizyon yapildi. Bu islem i¢in kaniil vasitasiyla
sol ventrikiile girildi ve kanin disar1 ¢ikmasmi saglamak amaciyla sag atriyuma Kesi
yapildi. Sonrasinda sol ventrikiile koyulan kaniilden %0.9’luk serum fizyolojik kan
viicuttan tamamen uzaklasincaya kadar verildi. Kalp kasilmasi durdugunda perfiizyonun
devam edebilmesi i¢in serum fizyolojik deney hayvanindan yaklagik 1 m yiikseklikte

tutuldu.

Perflizyon ile birlikte organlarin rengi iyice agildiktan sonra sigan karacigerlerinin

biitiinliigii bozulmadan diger organlarla baglantilar1 dikkatli bir sekilde kesilerek ¢ikarildi.
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3.3. Tam Karaciger Deselliilarizasyonu

Portal ven kaniile edilerek peristaltik pompaya baglanmis ve sirasiyla %0.02
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren 500 ml fosfat salin tamponu (PBS), 500 ml
%1’lik TritonX-100, 500 ml PBS, 500 ml %0.5’lik SDS, 1000 ml %1 SDS, matriksin
sterilizasyonunu saglamak amaciyla %0.1°lik PAA 3 saat boyunca gegirilmis ve son olarak
doku iskelesi 1000 ml PBS ile yikanarak karacigerin deselliilarizasyon islemi tamamlandi.

Tiim basamaklarda perfiizyon hizi 3 ml/dKk olarak ayarlandi.

3.4. Karaciger Deselliillarizasyonunun Degerlendirilmesi

Deselliilarizasyon isleminin etkinligini degerlendirmek ig¢in; izole edilen karaciger
doku iskelesindeki DNA miktarin1 gozlemlemek amaciyla PCR yapildi ve agaroz jel
elektroforezinde DNA bantlar1 incelendi. Ekstraselliiler matriksin yapis1 histokimyasal ve

immiin floresan boyamalarla incelendi ve biyokimyasal olarak kollajen igerigi tespit edildi.

3.4.1. PCR ile DNA i¢eriginin Olciilmesi

Deselliilarize edilen karacigerden ve pozitif kontrol olarak normal karaciger
dokusundan DNA saflastirma seti (GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Fermentas)
ile genomik DNA izolasyonu yapildi. Ardindan hata okuma aktivitesi bulunan (proof
reading) DNA polimeraz ve kullanilan tiim hiicrelerde var olan Actp genine ait primerler
kullanilarak PCR yapildi. PCR’a ayrica negatif kontrol olarak DNA icermeyen ancak diger
tiim bilesenleri igeren bir grup da eklendi. PCR reaktifleri ¢izelge 3.2°de gosterildi.

Denatiirasyon (95°C, 30 sn.), baglanma (55 °C, 45 sn.) ve uzama (72°C, 1 dk)
asamalarindan olusan reaksiyonlar 35 dongii seklinde gergeklestirildi. PCR sonrasi {iriinler
ve 1 kb DNA belirteci Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) i¢inde %]1°lik hazirlanan agaroz jele
Sybr Green ile birlikte ile birlikte yiliklenmistir. Jel 100 V’ta 30 dk yiiriitiilerek
goriintliileme cihaziyla (DNR Bio-lmaging Systems) goriintiilendi.

Cizelge 3.2. Konvansiyonel PCR reaktifleri ve konsantrasyonlari

| Taq DNA Pol. Tampon Céozeltisi 1X |
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MgCl, 2mM

dNTP 0,2 mM
Taq DNA Pol. 1U
DNA 40 ng/pl
Primer 1pM

3.4.2. Histokimyasal ve Immiin Floresan Boyamalar

Deselliilarizasyon islemi tamamlandiktan sonra karaciger doku iskelesinin
histokimyasal ve immiin floresan analizleri i¢in ekstraselliiler matriks %10 formalin i¢inde
fikse edildi. 3 giin formalinde bekleyen ornekler yikandiktan sonra dehidratasyon igin
sirastyla %70’lik etil alkol, %80’lik etil alkol, %90’lik etil alkol, %100’lik etil alkolde
20’ser dk bekletildikten sonra tekrar %100’liikk alkolde 40 dk daha bekletildi. Ardindan
ksilen i¢inde de 1 saat bekletilen dokular 60 OC > deki sivi parafine atilarak 1 saat etliv iginde
tutuldu. Bu islemin ardindan dokular metal bloklara yerlestirilerek parafin ile kaplandi.
Dokulardan mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesilen kesitler lamlara alind1. Immiin floresan
ve histolojik analizler i¢in 6nce deparafinizasyon islemi uygulanarak kesitlerden parafin
uzaklastirildi. Bunun igin 70 OC deki etiivde bir saat bekletilen kesitler ksilenle dolu u¢ ayr1
kapta 5’er dk bekletildi. Daha sonra %100’lik etil alkolde, %90°lik etil alkolde, %80°1lik
etil alkolde ve %70’lik etil alkolde 3’er dk bekletildi. Distile su ile yikanan 6rneklerin
antijen aci8a c¢ikarma islemi (antijen retrievel) 50 mM pH 6.0 olan kaynamis

trisodyumsitrat ¢ozeltisinde 20 dk bekletilerek yapildi.

Histolojik olarak Hematoksilen-Eozin (HE) ve picrosirius red boyamasi yapilmig
lamlar Crystal Mounting Medium ile kapatilip Leica DMI 4000 1s1k mikroskobunda

gorlntiilendi.

Immiin floresan boyamalar igin dokularmn uygun blok serumda 20 dk
inkiibasyonundan sonra anti-kollajenl antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ve anti
fibronektin antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ile +4 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra PBS ile yikanan ornekler floresan boya eklenmis uygun ikincil
antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek isaretlendi. Baglanmayan antikorlarin
uzaklastirilmasi igin yikama yapildiktan sonra, son asama olarak, niikleer boya igeren

kapatma medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (UltraCruz Mounting Medium for
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flouresence with DAPI) ile kapatildi. Ornekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000
Microsystems) incelenerek fotograflandi.

3.4.3. Kollajen Iceriginin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

Deselliilarize edilen karaciger ekstraselliiler matriksinde bulunan kollajen miktarini
normal karaciger dokusunda var olan kollajen miktari ile karsilastirmak igin biyokimyasal
olarak hem normal karacigerdeki hem de deselliilarize matriksteki kollajen icerigi

pikrosirius red ile boyanmis ve spektrofotometrede 1s1masina olgiilerek belirlendi.

Bunun i¢in 200’er mg normal karaciger dokusu ve deselliilarize karaciger matriksi 3
giin boyunca oda sicakliginda tripsin i¢inde bekletildi. Parcalanmamis dokulari
uzaklagtirmak i¢cin 20.000 g’de 20 dk santrifiij edildi. Hem Ornekler hem de standart
olusturmak i¢in kullanilan sigan kuyruk kollajeni 0.5 M asetik asit i¢inde hazirlanan 0.5
uM picrosirius red ile oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 6rnekler
10 dk 2500 g’de santrifiij edildi. Hazirlanan siipernatantlarin 540 nm’de absorbanslari
Olciildii ve 0.5 M asetik asit icinde hazirlanan 0.5 uM picrosirius red absorbans degerinden

c¢ikarilarak diizenlendi.

3.5. Reselliilarizasyon

Deselliilarize edilmis karaciger ekstraselliiler matriksine daha 6nce ¢ogaltilmis olan
MafA*/Pax4*-sPA-MKH’lerden 25x10° hiicre portal ven vasitasiyla perfiizyon sistemi
kullanilarak doku iskelesine ekildi. Bu islem 15’er dk ara ile 4 kez tekrarlanmis ve
toplamda 1x10° hiicre matrikse ekildi. Hiicreler karaciger doku iskelesine verilerken

perflizyon hiz1 1 ml/dk olarak belirlendi.

3.5.1. Karaciger Doku Iskelesinde Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Ekstraselliiller matriksin hiicre boliinmesi lizerine etkisini arastirmak i¢in WST-1
(Water soluble tetrazolium-1)’den yararlanildi. A¢ik kirmizi renkli stabil tetrazolyum tuzu
olan WST-1 kompleks bir dizi hiicresel mekanizmalar sonucu koyu kirmizi renkli
coziilebilen formazona doniiglir. Tetrazolyum tuzlarmin formazona kesimi siiksinat-
tetrazolyum rediiktaz sistemi tarafindan gergeklestirildi. Bu sistem mitokondrinin solunum
zincirine aittir ve yalnizca metabolik olarak aktif hiicrelerde faal durumdadir. Bu indirgeme

reaksiyonu biiyiik 6l¢iide canli hiicrelerdeki glikolitik NAD(P)H {iretimine baglhdir.
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Sonugcta, kiiltlirde metabolik olarak aktif hiicre sayisi ile formazonun spekrofotomektrik

Olctimii direkt olarak iliskilidir.

Hiicrelerde WST-1 deneyi gergeklestirmek i¢in kiiltiir ortami tamamen ¢ikarilip %10
WST-1 reaktifi iceren RPMI-1460 ile 2.5 saat karanlik ortamdan standart hiicre kiiltiirii
kosullarinda inkiibe edildi. Kor okuma olarak hiicre icermeyen ancak WST-1 reaktifli besi
yeri igeren kuyucugun kullanildigi deney planinda 2B klasik kiiltiir ortaminda hiicre
¢ogalmasinin standardizasyonuna gore 1 hafta ve 2 hafta sonunda doku iskelesindeki hiicre

proliferasyonu tespit edildi.

3.6. Karaciger Doku iskelesinde MafA*/Pax4"-sPA-MKH’lerin Insiilin Ureten
Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Yalmizca Karaciger ekstraselliiler matriksinin  MafA’/Pax4*-sPA-MKH’lerinin
endokrin yonde farklilasmalarina etkisinin degerlendirilebilmesi igin 1x10°® hiicre karaciger
doku iskelesine ekilmis ve fetal sigir serumu (FBS) (%10), Penisilin/streptomisin (%1),
G418 (%0,8) igeren RPMI 1640 besiyerinde 37 °C, %5 CO, kontrollii atmosfer kiiltiir
kosullarinda 15 giin inkiibe edildi (Cizelge 3.1). Mezenkimal kok hiicrelerin -matriksin
fiziksel farklilastirma etkisine ek olarak- kimyasal olarak da endokrin yonde
farklilasmalarinin uyarilmasi i¢in B27 (1X), EGF (Epidermal growth factor, 25 ng/ml),
Nikotinamide (10mM), Activin-A (2nM), Exendin-4 (10 nM), HGF (Hepatocyte growth
factor, 100 pM), Pentagastrin (10 nM), FBS (%10), Penicilin/streptomisin (%1) ve G418
(%0,8) iceren RPMI 1640 besiyerinde 37°C, %5 CO, kontrollii atmosfer kiiltiir
kosullarinda 15 giin inkiibe edildi (Cizelge 3.1). Deney gruplarinin besi yerleri her ¢
ginde bir degistirilerek tazelenmistir. Sonuglar1 gen ekspresyonu diizeyinde
degerlendirmek amaciyla Real Time-PCR, salgilanan insiilin seviyesini belirlemek
amaciyla insiilin ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ve protein seviyesinde

gormek amaciyla histokimyasal ve immiin floresan teknikler kullanildi.

3.7.  2-Boyutlu In Vitro Kiiltiirlerde MafA*/Pax4*-sPA-MKH’lerin insiilin
Ureten Hiicrelere Farkhilastirilmasi

MafA*/Pax4’-sPA-MKH’lerin  endokrin  yonde farklilasmalarinda  karaciger
ekstraselliiler matriksinin etkisinin daha detayli irdeleyebilmek i¢in 2 boyutlu kiiltiir
kaplarinda hem standart RPMI besi yerinde hem de endokrin farklilastirma besi yerinde 15

giin boyunca kiiltiirli yapildi. Bu amagla 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna
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150.000 hiicre ekilmistir. Farklilasma sonunda gerceklestirilecek immiin floresan
boyamalar i¢in kuyucuklara cam slaytlar yerlestirildi. Kontrol grubu olarak kullanilacak
olan hiicreler FBS (%10), Penicilin/streptomisin (%1), G418 (%0,4) igeren RPMI 1640
besiyerinde 37°C, %5 CO2 kontrollii atmosfer kiiltiir kosullarinda 15 giin inkiibe edildi.
Kok hiicrelerin kimyasal olarak endokrin yonde farklilasmalarinin uyarilmasi igin B27
(1X), EGF (Epidermal growth factor, 25 ng/ml), Nicotinamide (10mM), Activin-A (2nM),
Exendin-4 (10 nM), HGF (Hepatocyte growth factor, 100 pM), Pentagastrin (10 nM), FBS
(%10) ve Penicilin/streptomisin (%1) G418 (%0,4) igeren RPMI 1640 besiyerinde 37°C,
%35 CO2 kontrollii atmosfer kiiltiir kosullarinda 15 giin inkiibe edildi (Cizelge 3.1). Deney
gruplariin besi yerleri her ti¢ giinde bir degistirilerek tazelendi. Sonuglar1 gen ekspresyonu
diizeyinde degerlendirmek amaciyla Real Time-PCR, salgilanan insiilin seviyesini
belirlemek amaciyla insiilin ELISA ve protein seviyesinde gormek amaciyla histokimyasal

ve immin floresan teknikler kullanildi.

3.8. Kantitatif Real Time-PCR Yontemiyle Gen Ekspresyon Seviyelerinin
Belirlenmesi

Tim deney gruplarindan kiiltiir siiresince hafta hafta alinan 6rneklerden set (High
Pure RNA Isolation Kit, Roche) ile total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen total
RNA’lardan OligodT primerler kullanilarak Revers Transkriptaz PCR (RT PCR) ile
komplementer DNA (cDNA) kiitiiphanesi elde edildi.

Cizelge 3.3. qRT-PCR’da kullanilan genlere ait primer baz dizilimleri

Primerler Agik Adlari Baz Dizilimi (5'-3")
INS-R - CCAGTTGTTAGAGGGAGCAG
Insilin
INS-L GACCTTGGCACTGAGGGTT
GCK-R GGATCCTCACTGGGCCAGCATG
Glukokinaz
GCK-F GCTAAGCTTATGGCTATGGATACTACAAGGTG
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PDX1-R ) CTCCTCGCCCGAGGTTAC
Insilin Promotor Faktor 1

PDX1-F CGTAGTAGCGGGACAACGA
PAX4-R CGGATCCTTATGGCCATGGTAAGTAATAG
Paired Box 4
PAX4-F GAAGCTTATGCAGCAGGACGGTCTC
MAFA-R Pankreatik Beta-Hiicre GGATCCTCACATGAAAAATTCGGGAGAG
Spesifik Transkripsiyonel
MAFA-F Aktivatsr GCAAGCTTATGGCTTCAGAACTGEC
G6CG-R GAGAAGGATCCATCAGCATGT
Glukagon
6GCG-L GGTGAAAGGCCGAGGAAG
SST-R CTGCAGCTCCAGCCTCAT
Somatostatin
SST-L CTGGAGCCTGAGGATTTGC
HNF 4q-R HepaTosiT NUkleer‘ FGkTﬁl"-4 GAGTCATACTGCCGGTCG
HNF 4a F Alfa GAGCTAGCAGAGATGAGCCG
ALB-R CCTTGCAACACTTGTCCACG
Albiimin
ALB-F CACCAAGTGCTGTAGTGGET
AFP-R GGAGCATACAGGAAGGGGTT
Alfa Fetoprotein
AFP-F ACTGGCGATGGGTGTTTAGA
ACTpP-R GTACTCCTGCTTGCTGATCC
Beta Aktin
ACTpH -F AGAGAAGCTGTGCTATGTTG

Deney gruplarindaki hiicrelerin endokrin yonde farklilagmalar1 ve karaciger
matriksinden kaynaklanabilecek hepatik yonde farklilagmalari gen ekspresyonu
seviyesinde belirlemek i¢cin cDNA kiitiiphanesi kullanilarak kit (Power SYBR Green PCR
Master Mix, Applied Biosystems) ile Real Time-PCR’da analiz yapildi. Aktarimi yapilan
MafA ve Pax4 genlerinin primerleri, insiilin, glukokinaz, pdx1 gibi gesitli beta hiicre
primerleri, alfa hiicre belirteci glukagon genine ait primerler, delta hiicre belirteci olan
somatostatin genine ait primerler, hepatik farklilagmay1 degerlendirmek i¢in HNF-4a,
albiimin ve a-fetoprotein genlerine primerler ve referans gen olarak da beta aktin genlerine
ait primerler (Cizelge 3.3) kullanilarak SYBR igeren master soliisyonu (Roche) ile
reaksiyon kuruldu. Real-Time PCR cihaz (Lightcycler 480, Roche) ile DNA pargalarinin
cogalmasi Olgiildii. Gen ekspresyon seviyeleri referans genlerin (GAPDH ve B-Aktin)

ekspresyon seviyelerine gore belirlendi.

3.9. ELISA Yéntemiyle Insiilin Seviyesinin Belirlenmesi
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Deney gruplarindaki hiicrelerin insiilin salgilama seviyelerinin belirlenmesi ve
kiyaslanmasi amactyla her deney grubunun besi yerinden ayri ayri drnekler alindi. Alinan
orneklerdeki insiilin seviyesi ticari bir kit (Millipore Rat/Mause Insulin ELISA Kit)
kullanilarak ELISA ile belirlendi. Sonuglar 450 nm ve 590 nm’de absorbans dlgiimiiyle
belirlendi.

3.10. Histokimyasal ve immiin Floresan Boyamalar

2 hafta boyunca kiiltiire edilen deney gruplar1 15. gliniin sonunda histokimyasal ve
immiin floresan analizler i¢in doku takip kasetlerine alinarak %10 formalin i¢inde fikse
edildi. 3 giin formalinde bekleyen 6rnekler akar suda yikandiktan sonra dehidratasyon igin
sirastyla %70’1lik etil alkol, %80’lik etil alkol, %90’lik etil alkol, %100°lik etil alkolde
20’ser dk bekletildikten sonra tekrar %100’liikk alkolde 40 dk daha bekletildi. Ardindan
ksilen i¢inde de 30 dk bekletilen dokular 30 dk da parafin-ksilen karisimda bekletilmis ve
56 °C’deki sivi parafine atilarak 1 saat etiiv icinde tutuldu. Bu islemin ardindan dokular
metal bloklara yerlestirilerek parafin ile kaplandi. Dokulardan mikrotom ile 5 pum
kalinliginda kesilen kesitler lamlara alindi. Immiin floresan ve histolojik analizler i¢in 6nce
deparafinizasyon islemi uygulanarak Kesitlerden parafin uzaklastirildi. Bunun igin 56
OC’deki etiivde bir saat bekletilen kesitler ksilenle dolu ii¢ ayr1 kapta 5’er dk bekletildi.
Daha sonra %100°liik etil alkolde, %90°lik etil alkolde, %80’lik etil alkolde ve %70’lik etil
alkolde 5’er dk bekletilerek rehidrate edildi. Distile su ile yikanan drneklerin antijen agiga
cikarma islemi (antijen retrievel) 50 mM pH 6.0 olan kaynamis trisodyumsitrat

cozeltisinde 20 dk bekletilerek yapildi.

Histolojik olarak Hematoksilen-Eozin (HE) ve picrosirius red boyamasi yapilmis
lamlar Crystal Mounting Medium ile kapatilip Leica DMI 4000 151k mikroskobunda

gorlntiilendi.

Immiin floresan boyamalar i¢in dokularm uygun blok serumda 20 dk
inkiibasyonundan sonra ¢esitli primer antikorlarla (Cizelge 3.4) boyanan 6rnekler +4 °Cde
gece boyu inkiibasyona birakildi. Daha sonra PBS ile yikanan &rnekler floresan boya
eklenmis uygun ikincil antikorlar (Cizelge 3.4) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek
isaretlendi. Baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in yikama yapildiktan sonra, son

asama olarak, niikleer boya igeren kapatma medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-
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phenylindole) (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile kapatildi.
Ornekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotografland.

Cizelge 3.4. Blok Serum, primer antikor ve sekonder antikor tablosu

Antikor Ad Katalog Numarasi Firma

Anti-Insiilin sc-9168 Santa Cruz
Anti-Glukokinaz Reseptdrii sc-6340 Santa Cruz
Anti-Pdx1 sc-14664 Santa Cruz
Anti-Pax4 sc-98942 Santa Cruz
Anti-MafA sc-66958 Santa Cruz
Anti-Glukagon sc-7780 Santa Cruz
Anti-Kollajenlal sc-25974 Santa Cruz
Anti-Fibronektin sc-8422 Santa Cruz
Goat Anti-rabbit Ig6-FITC sc-2012 Santa Cruz
Donkey Anti-goat Ig6-FITC sc-2024 Santa Cruz
Goat Anti-mause Ig6-FITC sc-2010 Santa Cruz
Donkey-Antigoat-TR sc-2783 Santa Cruz

3.11. istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi ile
yapildi. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler icin Newman—Keuls metodu ile test edildiler.
Her deney en az ii¢ kez tekrar edildi. Deney ve kontrol gruplari arasindaki fark p<0,05

oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MafA ve Pax4 Genleri Aktarilmis Hiicrelerin Kiiltiirii ve Cogaltilmasi

-150 °C’de dondurularak saklanan ve daha dnceden karakterizasyonu tamamlanan 4.
pasajdaki MafA*/Pax4" hiicreler ¢oziildiikten sonra fetal sigir serumu (FBS) (%10),
penisilin/streptomisin (%1), G418 (%0,4) igeren RPMI 1640 besiyerinde 37 °C, %5 CO,
kontrollii atmosfer kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmak iizere kiiltiire alindi. Her 3 giinde bir
hiicrelerin besi yeri degistirildi. Kiiltiir kabinda % 70-80 yogunluga ulastiklarinda
pasajlama islemi tripsin kullanilarak yapildi. Faz kontrast mikroskobuyla yapilan

incelemelerde hiicrelerin koloni olusturma egiliminde olduklar gézlemlendi (Cizim 4.1).

Cizim 4.1. Gen aktarllmls pankreatik adacik kok hiicre kiiltiri. (a-d) Koloni olusturma
egilimindeki MafA*/Pax4”-sPA-MKH morfolojisi. Olgek gubugu: 200 pm (a), 100 pm (b),
50 um (c) ve 20 um (d).
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Gen aktarilmis hiicrelerin koloni olusturma egilimlerine ek olarak mezenkimal kok
hiicrelerin igsi, ince uzun, fibroblast benzeri morfolojilerinin yerini epitel benzeri hiicre

morfolojisine biraktig1 gozlemlendi (Cizim 4.2).

Cizim 4.2. Gen aktarim ile epitelyal bir goriiniim kazanan MafA*/Pax4’-sPA-
MKH’lerinin zit-faz 11k mikroskobu goriintiileri. (a) Kiimelesen yassilagsmis ve poligonal
sekilli kok hiicreler. (b) Gen aktarimi sonrasi se¢im asamasinda olan farkli morfolojilere
sahip karigik kiiltiir ortaminda epitelyal (yildiz) ve fibroblastik (Ok) morfolojilere sahip
hiicreler. Olgtim gubugu: 50 um (a), 200 um (b).

4.2. Perfiize Edilmis Sican Karacigerinin Cikarilmasi

Yapilan On c¢alismalarda karaciger sicanlardan c¢ikarilirken olusabilecek kan
pthtilasmalarinin perfiizyon deselliilarizasyonunun verimliligini diisiirdiigii gézlemlendi.
Kan pihtilarinin damarlar1 tikamamasi1 amaciyla 5000 iinite sodyum heparin 1 ml serum
fizyolojik iginde ¢oziilerek dolasima verildi. Karaciger izole edilmeden Once anestezi
altindaki siganlara %0.9’luk serum fizyolojik kullanilarak perfiizyon yapildi (Cizim 4.3).

Bu islem sonunda karacigerin renginin acildigi gozlemlendi.
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Cizim 4.3. Sican karacigeri izole edilmeden Once organdaki kanin uzaklagstirilmasi
amaciyla yapilan perfiizyon islemi.

4.3. Deselliilarize Karaciger Matriksinin Karakterizasyonu

Karacigerin biitiin olarak deselliilarizasyonu i¢in perfiizyon deselliilarizasyon
yontemi kullanildi. 24G’lik bir kateter yardimiyla vena portaya girilerek peristaltik pompa
sistemi ile karaciger damar sistemi arasindaki baglant1 kuruldu. Sirastyla EDTA, %1 Triton
X-100, PBS, %0.5 SDS, %1 SDS, %0.1 PAA ve PBS gegirilerek yapilan deselliilarizasyon
isleminde doku rengi gittikge acilmis ve deselliilarizasyonun 25. saatinde karacigerin
seklini koruyan yar1 saydam hiicresiz bir matriks elde edildi (Cizim 4.4). TritonX-100
deselliilarizasyon baslangict igin yeteri kadar yumusak bir deterjan olup tam bir
deselliilarizasyon i¢in uygun sertlikte degildir. Ancak, TritonX-100’e gore daha agresif bir
ajan olan SDS ozellikle %1 konsantrasyonda kullanildiginda daha etkili bir
deselliilarizasyon ajan1 oldugu goriildii. Ancak kullanilan kimyasalin parcalayici 6zelligi
arttikca matrikse verecegi zararin da arttigi gézlemlendi. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
yiiksek konsantrasyonda SDS kullanimindan kagmilmistir. Deselliilarizasyon basamaklari

ilerledikge seffaflasan karacigerin damarlar1 da gozle goriiliir hale geldi (Cizim 4.4).
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Cizim 4.4. Sican karaciger deselliilarizasyonu. Karaciger deselliilarizasyonunun (a) 0. saat,
(b) 3. saat, (c) 9. saat, (d) 12. saat ve (e) 18. saat goriintiileri. (f) Deselliilarizasyon
sonrasinda sterilizasyonu yapilarak hiicre ekimine hazir hale gelmis karaciger doku
iskelesi.

4.3.1. PCR ile DNA iceriginin Ol¢iilmesi

Deselliilarizasyon islemi tamamlanmis olan karaciger dokusundan elde edilen
ekstraselliiler matrikste kalan DNA igeriginin belirlenmesi amaciyla genomik DNA
izolasyonu (Genomic DNA Purification Kit, Fermentas) yapildi. Buna ilaveten pozitif
kontrol olarak MafA*/Pax4*-sPA-MKH’lerden de genomik DNA izolasyonu yapildi.
Ardindan PCR ile Actp geni ¢ogaltildi. Bu esnada yalnizca DNA icermeyen bir 6rnek de
negatif kontrol olarak hazirlanmig diger tiim kosullar ayn1 olarak PCR yapildi. PCR
tirtinleri, %1°lik agaroz ile hazirlanan jel elektroforezi sonrasinda jel goriintiileme cihazi ile

gortintiilendi (Cizim 4.5).
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Cizim 4.5. Deselliilarizasyon sonrasi matriksten genomik DNA izolasyonu ve jel
elektroforezi ile matriks igcinde DNA kalmadiginin belirlenmesi. Farkli agirliklarda matriks
parcalarindan, pozitif kontrolden ve DNA icermeyen negatif kontrolden PCR ile ¢ogaltilan
Actp geninin agaroz jel elektroforezi sonrasinda bant vermemesi matrikste DNA igeriginin
kalmadigin1 gostermektedir. DNA marker olarak (M) GeneRuler 1kb Plus (Thermo)
kullanildi.

4.3.2. Histokimyasal ve Immiin Floresan Boyamalar

Deselliilarize edilen karaciger ekstraselliiler matriksi hem hematoksilen-eozin (HE)
ve pikrosirius red ile histokimyasal olarak hem de kollajen-1 al (Col-1a1) ve fibronektin

ile immiin floresan yontemlerle boyanarak incelendi.

Histolojik degerlendirmelerde HE ile boyanan normal karaciger dokusu ile
karsilastirildiginda  deselliilarize  karaciger  matriksinde  ¢ekirdek  bulunmadigi

goriilmektedir (Cizim 4.6).
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Cizim 4.6. Normal karaciger dokusundan ve deselliilarize karaciger matriksinden alinan
kesitlerde HE boyamasi. (2) Normal karaciger kesitinin HE boyamasi, (b) deselliilarize
karaciger matriksinin HE boyamasi ile karsilastirildiginda deselliilarizasyon isleminin
hiicrelerin uzaklastirllmasinda oldukga etkin oldugu ve matrikste cekirdek kalmadigi
goriilmektedir. Olgtim ¢ubugu: 200 um (a-b).

Hem normal karaciger dokusundan alinan kesitler hem de deselliilarize karaciger
matriksinden alinan kesitler ¢ekirdek, sitoplazma, kas lifleri ve eritrositleri sar1 boyarken
kollajen liflerinin kirmizi renge boyayan pikrosirius red ile histolojik olarak boyandi.
Normal karaciger dokusunda yalnizca damar yapilarinin ¢evresinde net bir sekilde kirmizi
boyamalar gbze garparken deselliilarize dokulardan alinan kesitlerde ise yalnizca kollajen
liflerinin boyandig1 goriildii (Cizim 4.7). Ayrica deselliilarize edilmis matriks kesitlerinde
sar1 renkte boyamanin olmamasi da bu kesitlerde niikleus ve sitoplazma kalmadigini

gostermektedir (Cizim 4.7).
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Cizim 4.7. Normal karaciger ve deselliilarize matriks kesitlerinde pikrosirius red
boyamasi. Ol¢iim ¢ubugu: 200 um.

iki ekstraselliiler matriks proteini igin yapilan immiin boyamalarda (kollajen tip 1 ve
fibronektin) ekstraselliiller matriksin yapisal bilesenlerinin iyi korundugu gozlemlendi
(Cizim 4.7 ab). Yapilan histokimyasal ve immiin floresan boyamalar deselliilarize
edilmemis karaciger matriksi ile deselliilarizasyon sonrasi ¢ekilen matriks goriintiilerinin
birbirine olduk¢a benzer oldugunu ve matrikste deselliilarizasyon protokoliinden

kaynaklanan ciddi bir hasarin olmadigi goriilmektedir (Cizim 4.8).
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Cizim 4.8. Normal ve deselliilarize karaciger matriks goriiniimii. (a,b) Immiin floresan
olarak boyanan deselliilarize karacigerde (a) Col-1al ve (b) fibronektin boyamalar1 (c,d)
HE ile histolojik olarak boyanan normal karaciger matriksine olduk¢a benzemektedir.
Olgiim gubugu: 50 um (a-d).

Deselliilarize edilmis dokularin immiin floresan boyamalarinda deselliilarizasyon

sonrast damar yapilarinin da oldukga iyi korundugu gézlemlendi (Cizim 4.9).
Cizim 4.6 b’de HE ile boyana kesitlerde ¢ekirdek boyamasinin olmamasi, Cizim 4.8

a-b ve Cizim 4.9°de deselliilarize karaciger iskelelerinden alinan kesitlerde DAPI ile

boyamanin negatif olusu matriks i¢cinde ¢ekirdek kalmadigini dogrulamaktadir.
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Cizim 4.9. Hiicrelerden arindirilmis karaciger doku iskelesinde deselliilarizasyon sonrasi
damar yapilarmin goriintiilenmesi. Matriksin Col-1al (yesil) ile boyanmasi sonucu elde
edilen goriintiiler hepatik arter, portal ven ve safra kanalindan olusan portal triadlara ¢ok
benzeyen yapilarm biitiinliiglinii korudugunu goéstermektedir. Hiicre c¢ekirdeklerinin
boyamak i¢in DAPI (mavi) kullanilmigtir. Ol¢iim gubugu: 50 pum. Histolojik goriintii Cram.com’dan

uyarlanmustir.

4.3.3. Kollajen Iceriginin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

Hem normal karacigerden hem de deselliilarize karaciger ekstraselliiler matriksinde
bulunan kollajen igerigini 6lgmek igin pikrosirius red araciligi ile biyokimyasal analiz
yapildi. Elde edilen sonuglar matriksin toplam agirhigina gore % cinsinden verilerek
karsilastirildi. Elde edilen verilere gore normal karacigerden alinan doku pargasinin
agirlikga yaklasik %4 iiniin kollajen oldugu belirlenirken bu oran deselliilarize doku

iskelesinde yaklagik %9 olarak belirlendi (Cizim 4.10).
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Cizim 4.10. Normal karaciger ve deselliilarize karaciger ekstraselliiler matriksinde
agirlikga kollajen iceriginin matriks toplam agirligina gore yiizde cinsinden belirlenmesi.

4.4, Karaciger Doku Iskelesinin Reselliilarizasyonu

Deselliilarizasyon islemi sonrasinda matriksteki vaskiiler yatagin iyi bir sekilde
korunmasi  kontrolli  bir  reselliilarizasyonunun  gergeklestirilebilmesine  olanak
tamimaktadir. Dolayisiyla karaciger vaskiiler sistemi kullanilarak Klasik  Kiiltiir
yontemleriyle cogaltilan hiicreler karaciger matriksine perfiizyon yardimiyla verildi.
Reselliilarizasyondan 6nce doku ortami hiicreler i¢in uygun hale gelmesi amaciyla 20 dk
boyunca hiicresiz besi yeri doku dolasimina verildi. 4 ayr1 basamakta portal ven yoluyla
dokuya verilen hiicrelerin tutunmalar1 ve dokuda uygun yerlere yerlesmeleri amaciyla
inkiibasyona birakildi (Cizim 4.11a). Matriks i¢inde yer alan hiicrelerin dagilimlarini
gozlemlemek icin yapilan incelemeler reselliilarizasyonun ilk giiniinde hiicrelerin damar
benzeri yapilar i¢inde yogunlastiklarini ve ¢ok fazla dagilim gostermediklerini ortaya
koyarken 7. giin ve sonrasindaki incelemelerde hiicrelerin ekstraselliiler matriks iginde

dagilim gosterdikleri saptandi. (Cizim 4.11b-g).
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Cizim 4.11. Deselliilarize sican karaciger matriksinin kok hiicreler ile reselliilarizasyonu.
(a) Doku iskelesinin reselliilarizasyon semasi. (b-d) Fibronektin (yesil) ve (e-g) kollajen
tip 1 (yesil) ile boyanan reselliilarize edilmis karaciger ekstraselliiler matriksi lizerinde
(b,e) 1. giin, (c,f) 7. giin ve (d,g) 15. giin hiicre dagilimlar1. Kesitlerin zit boyamalar1 DAPI
(mavi) ile yapildi. Ol¢iim gubugu: 50 um (b-g).
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Béliinmeye devam eden hiicrelerin varligini arastirmak amaciyla besi yerine timidin
niikleositinin sentetik analogu olan ve ¢ogalan hiicreleri belirlemek igin kullanilan BrdU
eklendi ve 2 giin boyunca hiicre kiiltiirine BrdU’lu besi yeri ile devam edildi. BrdU
boliinen hiicrelerin  genetik materyaline yerlesen 15. ginde BrdU’ya karsi antikor

boyamasiyla boliinen hiicrelerin tespiti yapildi (Cizim 4.12).

Cizim 4.12. 15 giinliik reselliilarize doku kiiltiiriinde hiicre boliinmesinin goriintiillenmesi.
Kiiltire eklenmis BrdU’ya (kirmizi) karsi antikor boyamasi ile genetik materyalde BrdU
tespit edilmistir. Kesitlerin zit boyamalart DAPI (mavi) ile yapilmistir. Olgim ¢ubugu: 50
pum

Matriks i¢indeki hiicrelerin ¢ogalmasi belirlemek icin ayrica WST-1 ile canlilik ve
proliferasyon analizi de yapilmistir. Kiiciik bir karaciger ekstraselliiler matriks Ornegi

alimarak 25 bin hiicre ekilmis ve iki hafta boyunca metabolik olarak aktif hiicre sayisi

belirlenmistir (Cizim 4.13).
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Cizim 4.13. Metabolik olarak aktif hiicre sayisini belirlemek icin yapilan WST-1
proliferasyon analizi. 0. glinde matrikse 25 bin ekilmistir. Canli hiicre sayisi ilk haftanin
sonunda yaklasik 8 bine kadar diismektedir. Bu noktadan sonra ¢ogalmaya baslayan
hiicreler sayilarini yaklasik 10 bine kadar ¢ikarmaktadir.

Sonuglar karaciger ekstraselliiler matriksinin pankreatik adaciklardan elde edilen kok
hiicrelerin proliferasyonunu engellemedigini ve matriks lizerinde hiicre boliinmelerinin

gergeklestigini gostermektedir.

4.5. 2-Boyutlu Kiiltiirde ve Karaciger Doku iskelesinde MafA*/Pax4’-sPA-

MKH’lerin Insiilin Ureten Hiicrelere Farklilastirilmasi

Karaciger ekstraselliiler matriksine MafA*/Pax4’-sPA-MKH ekimi yapilan deney
gruplarindan bir kismi standart RPMI besi yeri (RPMI+FBS+Pen/Strep+G418) iginde 15
giin boyunca kiiltire edilmis, bir kismi ise endokrin farklilagtirma besi yeri
(PRMI+B27+EGF +Nikotinamide+Exendin4+HGF+Pentagastrin+FBS+Pen/Strep+G418)

icinde kiiltiire edilmistir.

Her 3 gilinde bir besi yeri degisimi yapilan deney gruplarinin kiiltiir ortamlarindan
alinan 6rneklerdeki insiilin seviyesi ticari bir set (Millipore Rat/Mause Insulin ELISA Kit)
kullanilarak ELISA ile &l¢iildii (Cizim 4.14).

Deney sonuglari 2B-standart kiiltiir ortaminda bulunan hiicrelerin 0’a yakin bir

insiilin salgis1 oldugunu ancak, 3B-standart kiiltlir ortaminda ise 20 ng/ml’den daha fazla
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insiilin salgis1 oldugunu ortaya koymaktadir. 3B-endokrin farklilagma kiiltiir ortaminda ise

hiicrelerin 50 ng/ml’den daha fazla olan insiilin salgis1 dikkat ¢ekmektedir (Cizim 4.14).

60 -
50,71
? 50 N
N
S
<
£ 40 -
o
=
=
£
s 30 - 26,80
3 I
£ 20,60
S 20 -
<
S
S
§ 10 -
0,44
O T T

2B Kiiltir-Standart 2B Kiiltiir-Endokrin 3B Kiiltiir-Standart 3B Kiiltiir-Endokrin

Cizim 4.14. Besi ortamina salgilanan insiilin miktarinin belirlenmesi. Kiiltiir sonunda 2B
ve 3B kiiltiir ortamlarindan alinan besi yeri 6rneklerinden hiicrelerin ortama salgiladiklar
insiilin miktar1 belirlenmistir. Hem standart besi yerinin igerdigi insiilin miktar1 hem de
endokrin besi yerinin igerdigi insiilin miktar1 yine ayn1 yontemle tespit edilmis ve deney
gruplarinda saptanan insiilin seviyesinden ¢ikarilmistir.

3B-Endokrin farklilagtirma grubundaki insiilin salgist 3-4 giinliik periyotlarda
Olgiilerek 3 hafta boyunca insiilin salgisindaki degisim incelenmistir. Bu esnada her
dlgiimden sonra besi yeri degistirilmis ve taze besi yeri eklenmistir. Incelemelerde insiilin
salgist miktarinin bir dalgalanma gosterdigi ancak 2. haftadan sonra degisimin g¢ok

olmadigi goriilmektedir (Cizim 4.15).
ELISA ile elde edilen bu veriler baslangicta hemen hemen insiilin salgis1 olmayan

(0,44 ng/ml) hiicrelerin 3 boyutlu kiiltiirlerde olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda insiilin

salgiladigini gostermektedir.
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Cizim 4.15. Karaciger ekstraselliiler matriksi iizerinde endokrin farklilastirma besi yeri ile
kiiltiire edilen hiicrelerin zamana bagli olarak ortama salgiladig1 insiilin miktari.

ELISA ile elde edilen bulgular1 dogrulamak amaciyla kiiltiir sonunda formalin ile
fiksasyonu yapilan deney gruplarindan alinan doku kesitlerinde insiilin, GekR, Pdxl,

glukagon, Pax4 ve MafA boyamalari immiin floresan olarak yapilmustir.

Ekstraselliiler matriks {lizerinde yapilan hem standart hem de endokrin kiiltiirlerde
immiin floresan olarak insiiline kars1 antikor boyamasinda standart kiiltiirde daha lokal
boyamalar géze carparken endokrin kiiltiirde ise daha genis alanda ve daha yogun olarak
boyandig1 goriilmektedir (Cizim 4.16 a,b). Bir transkripsiyon faktorii olan Pdx1’in ise
cekirdekte lokalize olmasi beklenmektedir. Standart besi yerinde yapilan kiiltirde Pdx1
boyamalarinda pozitiflige c¢ok rastlanilmamis olmasma ragmen endokrin farklilagsma
kiiltiirlerinde ise Pdx1 ile pozitif boyanan hiicre kiimelerine rastlanmaktadir (Cizim 4.16

c,d).
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Cizim 4.16. 15. giin sonunda standart ve endokrin farklilasma besi yerinde kiiltiire edilmis
3B yapilarindaki hiicrelerin insiilin ve Pdx1 boyamasi. (a,c) Standart besi yeri iginde
yapilan kiiltiirde (a) insiilin (yesil) ve (c) PXm(klrmlzl) (b,d) endokrin besi yerinde (b)
insiilin ve (c) Pdx1 boyanmustir. Kesitlerin zit boyamalart DAPI (mavi) ile yapilmustir.
Olgiim ¢ubugu: 50 um (a-d).

Karaciger doku iskelesi tizerinde yapilan kiiltiirlerde glukokinaz reseptorii ve a-hiicre
farklilasmasini degerlendirmek icin glukagon boyamasi immdiin floresan olarak yapilmuistir.
3B standart kiiltiirde GckR pozitif hiicreler géze ¢arparken endokrin kiiltiirde pozitif hiicre
sayisinda gozle goriiliir bir artis s6z konusu olmaktadir (Cizim 4.17 a,b). Anti-glukagon
antikoruyla boyamalarda ise ¢ok nadir pozitiflikler goriintiilenmektedir (Cizim 4.17 c,d).
Bu sonuclar doku iskelesi i¢indeki hiicrelerin az bir miktarinin a-hiicrelerine farklilagmis

olabilecegine isaret etmektedir.
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Cizim 4.17. 15. giin sonunda standart ve endokrin farklilasma besi yerinde kiiltiire edilmis
3B yapilarindaki hiicrelerin GekR ve glukagon boyamasi. (a,c) Standart besi yeri ig¢inde
yapilan kiiltirde (a) GckR (yesil) ve (c) glukagon (kirmizi), (b,d) endokrin besi yerinde
(b) GckR ve (c) glukagon boyanmistir. Kesitlerin zit boyamalart DAPI (mavi) ile
yapilmistir. Ol¢iim cubugu: 50 pm (a-d).

MafA ve Pax4 genleri aktarilmis olan pankreatik adaciklardan elde edilen kok
hiicrelerde bu genlerin tiriinleri olan transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdekte lokalize olmasi
beklenmektedir. Anti-MafA ve anti-Pax4 antikorlariyla boyanan hiicreler floresan
mikroskopta incelenmistir. Elde edilen goriintiilerde MafA ve Pax4 pozitif olan hiicreler
goriilmektedir. Ancak hiicrelerin tamaminin pozitif olmamas1 da dikkat ¢ekmektedir.
Ozellikle standart kiiltiirde diger hiicrelerden uzak, tek basina olan hiicreler MafA
proteinine kars1 yapilan boyamada pozitif boyanmigken kiime halinde bulunan hiicrelerin
ise negatiftir (Cizim 4.18 a). Endokrin kiiltiirde ise MafA proteinine karsi yapilan
boyamada boyanan hiicrelerin bir arada olmas1 dikkat ¢ekmektedir (Cizim 4.18 b). Pax4’e
kars1t yapilan boyamada ise hem standart kiiltiirde hem de endokrin kiiltiirde boyanan

hiicrelerin lokalizasyonlar1 benzerlik gostermektedir (Cizim 4.18 c,d).
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Cizim 4.18. 15. giin sonunda standart ve endokrin farklilasma besi yerinde kiiltiire edilmis
3B yapilarindaki hiicrelerin MafA ve Pax4 boyamasi. (a,c) Standart besi yeri iginde
yapilan kiiltiirde (a) MafA (yesil) (ok) ve (c) Pax4 (yesil) (ok), (b,d) endokrin besi yerinde
(b) MafA (kesikli kare) ve (d) Pax4 (ok) boyanmistir. Kesitlerin zit boyamalar1 DAPI ile
yapilmustir. Ol¢iim gubugu: 50 um (a-d).

ELISA ve immiin floresan tekniklerle elde edilen bulgular1 dogrulamak amaciyla,
deselliilarize karaciger ekstraselliiler matriksi iginde normal besi yeri ve endokrin
farklilagtirma  besi yeri ile kiiltire edilen dokulardaki hiicrelerin  endokrin
farklilagtirmalarin1 degerlendirmek amaciyla insiilin, glukokinaz (Gck), Pdx1, Pax4, MafA
glukagon, somatostatin, HNF-4a, albiimin, a-Fetoprotein ve Actp genlerinin ekspresyon

seviyeleri incelenmistir (Cizim 4.19 — 4.26).

Gruplar aras1 karsilastirmalarda klasik 2B kiiltiirlere gore karaciger ekstraselliiler
matriksi tizerinde yapilan 3B kiiltiirlerde insiilin ekspresyonu oldukg¢a yliksek bulunmustur.
Yapilan analizler sonucu standart besi yerinde 2B yontemlerle kiiltiire edilen hiicrelere
gore 3B olarak kiiltiire edilen hiicrelerde yaklasik 2000 kat, endokrin farklilastirma besi
yerinde 3B olarak kiiltiire edilen hiicrelerde ise yaklasik 3000 kat daha fazla instilin

84



ekspresyonu belirlenmistir. 2B endokrin farklilastirma besi yerinde yapilan kiiltiirde ise
insiilin ekspresyon orani kontrol grubuna gore yalmizca 2 kat artig gostermistir (Cizim

4.19).
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Cizim 4.19. Gruplar aras1 karsilastirmali insiilin gen ekspresyon analizi. Standart besi
yerinde 2B klasik kiiltiir yontemiyle kiiltiire edilen MafA*/Pax4"-sPA-MKH hiicrelerin
negatif kontrol grubu (1. siitun) olarak kullanildigi ¢caligmada endokrin farklilagtirma besi
yerinde 2B klasik kiiltiir yontemiyle (2. siitun), standart besi yerinde doku iskelesi iizerinde
kiiltir yontemiyle (3. siitun) ve endokrin farklilastirma besi yerinde doku iskelesi (4. siitun)
tizerinde kiiltiir yontemiyle kiiltire edilen hiicrelerde insiilin gen ekspresyonu
karsilagtirilmistir. Langerhans adaciklari ise pozitif kontrol grubu (5. siitun) olarak
kullanilmistir. Referans gen olarak f-Aktin kullanilmistir.

Karaciger doku iskelesinde yapilan kiiltiirde hiicrelerin bu denli yiiksek insiilin
ekspresyonu gostermesi ilgi uyandirmis ve kiiltiir stiresince insiilin ekspresyon diizeyindeki
degisimler hafta bazinda incelenmistir. Bunun i¢in 3 hafta boyunca hem standart besi
yerinde hem de endokrin farklilagtirma besi yerinde kiiltiire edilen dokularda 1. haftanin, 2.
haftanin ve 3. haftanin sonunda gen ekspresyon analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar
Ozellikle 2. haftadan sonra ekspresyon seviyesinin ¢ok hizli bir sekilde arttigini
gostermektedir. Bu artis endokrin farklilastirma ortami i¢inde daha da ytiksek oldugu tespit
edilmistir (Cizim 4.20).
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Cizim 4.20. Ekstraselliller matriks iizerinde yapilan kiiltiirlerde haftalik insiilin gen
ekspresyon analizi. Hem standart besi yerinde (yesil) hem de endokrin farklilasma besi
yerinde (mavi) kiiltiirii yapilan hiicrelerin haftalik ekspresyon diizeyleri 2B standart besi
yeri igeren kiiltiirdeki hiicrelere kiyasla belirlenmistir. Referans gen olarak B-Aktin
kullanilmistir.

Glukoz sensorii olarak gorev yapmasi ve yiikselen ve azalan glukoz oranina gore
hiicre metabolizmasi diizenlemesi sebebiyle karbonhidrat metabolizmasinda énemli bir yer
tutan glukokinaz gen ekspresyonu Pdx1 ekspresyonu ile birlikte degerlendirilmistir. Pdx1,
insiilin ile birlikte ortak eksprese olan ve B-Hiicre olgunlagmasi igin gerekli transkripsiyon
faktoriidiir. Bu iki genin ekspresyon seviyelerinin 2B kiiltiirlerde ¢ok degismedigi hatta
endokrin yonde uyarilan 2B kiiltirde Pdx1 ekspresyonunda azalma gozlemlenmistir.
Bunun aksine 3B Kkiiltiirlerde her iki genin de ekspresyon seviyelerinde artis dikkat
cekmektedir. Standart besi yerinde yaklasik 35 katlik ve farklilagtirma besi yerinde
yaklasik 50 katlik bir artis s6z konusudur. Ozellikle Pdx1 ekspresyonu pozitif kontrol
olarak kullanilan Langerhans adaciklarindaki seviyeye olduk¢a yaklasmistir ve aralarindaki
fark 2 kat olarak ol¢iilmistiir (Cizim 4.21). Standart besi yerinde yapilan 3B kiiltiirdeki
glukokinaz ve Pdx1 ekspresyon seviyesinin birbirine olan yakmligi ilging bir sekilde

endokrin yonde farklilagmasi i¢in uyarilan 3B kiiltiirde de gézlemlenmektedir.
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H Glikokinaz 1 0,99 34,28 52,00 5,43
M Pdx1 1 0,56 33,50 50,40 100,13

Cizim 4.21. Gruplar arasi karsilastirmali glukokinaz ve Pdx1 gen ekspresyon analizi.
Deney gruplari arasindaki glukokinaz ve Pdx1 gen ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir.
Langerhans adaciklarinin pozitif kontrol olarak kullanildig1 analizde 2B-Standart kiiltiir ise
kontrol grubu olarak kullanilmigtir. B-Aktin ise referans gen olarak kullanilmastir.

Pankreatik adaciklardan elde edilen kok hiicrelerin MafA ve Pax4 genleri
aktarilmistir. Bu genlerin farkli kiiltiir kosullarindaki ekspresyonlari incelenmistir. Yapilan
analizler sonucunda Pax4 ekspresyonunun kiiltiir ortamindaki degisikliklerden ¢ok fazla
etkilenmedigi gozlemlenmistir. Adaciklarda 1,55 kat olarak Olgiilen Pax4 ekspresyonu
deneyde kurgulanan ortamlarda ve ayni ortamlardaki farkli kiiltiir stirelerinde 0,7 ile 1,75
kat arasinda degistigi goriilmiistir. 3 hafta sonunda matrikslerde kiiltiire edilen
hiicrelerdeki Pax4 ekspresyonu adacik hiicrelerindeki ekpsresyon seviyesi olduk¢a yakin

bulunmustur. MafA ekspresyonlari ise 2 ve 3 haftalik 3B standart kiiltiirde ve 3 haftalik 3B
endokrin kiiltiirde en yiiksek seviyelere ulagsmistir (Cizim 4.22).
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M Pax4 1 117 1,01 1,35 1,75 1,24 0,71 1,34 155
HMafA 1 0,68 0,67 3,33 3,33 1,03 0,99 3,63 1,37

Cizim 4.22. Pax4 ve MafA gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmis
hiicrelerle yapilan farkl kiiltiir kosullarindaki degisim oranlar ve bu gen ekspresyonlarinin
Langerhans adaciklarindaki ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak f3-Aktin
kullanilmistir.

Pankreastaki o-hiicrelerince iiretilen ve insiilin hormonu ile ters etkiye sahip olan
glukagonun ekspresyon seviyesi olgiildiigiinde kontrol grubuna gore 3B standart kiiltlirde
140 kat, 3B endokrin kiiltiirde ise bu oranin 250 kattan fazla arttigi bulunmustur. 2B
endokrin kiiltiirde ise ekspresyon seviyesi 3 katin altinda kalmaktadir. Bu incelemeler
karaciger ekstraselliller matriksinde yapilan kiiltiirin - MKH’lerin  a-hiicrelerine

doniisiimiinii de indiikleyebilecegini gostermektedir (Cizim 4.23).
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Cizim 4.23. Deney gruplarindaki o-hiicre farklilagmasini degerlendirebilmek i¢in yapilan
glukagon gen ekspresyon analizi. Referans gen olarak [3-Aktin kullanilmustir.

d-hiicrelerince Tretilen somatostatinin ekspresyon seviyesinin incelenmesi 3B
matriksler lizerinde yapilan kiiltiiriin adaciklarda bulunan bir diger endokrin hiicreye (6-
hiicreleri) farklilagsma etkileri hakkinda bilgi verecektir. Yapilan analizlerde goriilmistiir ki
2B endokrin farklilagma kiiltiiriinde somatostatin azalirken karaciger ekstraselliiler matriksi
tizerinde yapilan endokrin kiiltiirde ise somatostatin 71 kat artmistir. Adaciklarda
somatostatin ekspresyon miktar1 ise 400 kat olarak bulunmustur. Bu veriler 1s1ginda
degerlendirildiginde baslangictaki 400 katlik oran 3B endokrin kiiltiir ile yaklasik 3.5 kat
kadar duistliriilmiis ve adaciklarda eksprese olan somatostatin miktarina oldukga

yaklasilmistir (Cizim 4.24).
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Cizim 4.24. Deney gruplarindaki o-hiicre farklilagmasin1 degerlendirebilmek i¢in yapilan
somatostatin gen ekspresyon analizi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmastir.

Karaciger ekstraselliiler matriksi iizerinde yapilan kiiltiiriin hepatik farklilagmaya
etkisini inceleyebilmek icin HNF4-a, albiimin ve AFP genlerinin ekspresyonlari
incelenmistir. Matriks ilizerinde hem standart besi yeri ile yapilan farklilastirmada hem de
endokrin besi yeri ile yapilan farklilastirma ¢alismalarinda HNF4-a ve albiimin ekspresyon
seviyesinde ciddi degisimlerin olmadigi, fakat AFP ekspresyonunun 3B kiiltiirlerde

yikseldigi gozlemlenmistir (Cizim 4.25).
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H Langerhans Adacigi 0,96 1,01 459

Cizim 4.25. Deney gruplarinda hepatik belirteclerin ekspresyon miktarlarinin belirlenmesi.
Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir.

Karaciger ekstraselliiler matriksi iizerinde yapilan kiiltirlerde AFP’nin yiiksek
seviyesi biraz daha irdelenerek 3 hafta boyunca hem endokrin hem de standart besi
yerindeki ekspresyon degisimleri incelenmistir. Elde edilen veriler her iki kiiltiirde de ilk 2
hafta boyunca herhangi bir artisin olmadigin1 ancak 3. haftada AFP ekspresyonunun hizla

yiikseldigine isaret etmektedir (Cizim 4.26).
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H HNF-4a 1,13 1,39 1,18 1,27 1,05 1,37
H Albumin 1,12 1,03 2,28 0,98 0,82 2,93
i AFP 117 0,80 67,63 0,66 0,96 91,72

Cizim 4.26. 3B kiiltiirlerde hepatik belirteg ekspresyonunun 3 hafta boyunca degisiminin
incelenmesi. Karaciger ekstraselliiler matriksi iizerinde yapilan kiiltiirlerde 3 hafta boyunca
HNF-4a, albiimin ve AFP ekspresyon seviyelerinin incelenmesi. 3 haftalik standart ve
endokrin kiiltiirlerdeki AFP seviyesi diginca hepatik genlerdeki ekspresyon seviyelerinde
ciddi degisimler olmamaktadir. Referans gen olarak f-Aktin kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde tip 1 diyabette oldugu gibi viicutta iiretilen insiilinin kan sekerini
diisiirmede yetersiz olmast insanlar1 farkli arayislara yoOnlendirmistir. Beta hiicre,
pankreatik adacik ve pankreas transplantasyonu bu arayislardan bazilaridir. Ancak soz
konusu yaklasimlarda immiinolojik sorunlar ve dondr yetersizligi olduk¢a biiyilik
engellerdir. Digaridan, ekzojen olarak, alinan insiilin alternatif olarak kullanilsa da yasam
kalitesini diislirmesi ve hastalarin insiiline bagimli halde yasamalari gibi etmenler

sebebiyle birgok arastirmaci gergek bir tedavi tiretebilmenin yollarini aramaktadir.

Gliniimiizde hizla gelisen ve ¢aligmalarin 6nemli bir ayagi haline gelen, gelecek i¢in
biiylik potansiyel tasiyan doku miihendisligi yaklasimlarindan biri olan hiicresizlestirme
islemi ile birgok viicut parcasi iiretilebilir duruma gelmistir (Cizelge 1.4). Bunlarin bir
kism1 tedavi olarak uygulanmaya baglamis bir kismi da deneme asamasinda olan
calismalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle hastalardan alinan hiicrelerle insa edilen
doku parcalarinin immiinolojik tepkilere yol agmamasi dikkat ¢cekmektedir. Ne yazik ki,
hem olduk¢a kompleks ve taklit edilmesi glinlimiizde bir hayli zor olan pankreasin yeniden
modelleme noktasindaki sikintilardan dolayr hem de oldukga hassas bir organ olmasi
sebebiyle cerrahi miidahalelere ¢ok acik olmamas1 gibi sorunlar tip 1 diyabet hastalar i¢in

doku mithendisligi yaklagimlarinin elini zayiflatmaktadir.

Calismamizda insiilin {ireten endokrin pankreas benzeri bir doku parcasi iiretmek
lizerine yogunlasilmis ve bu islem i¢in 6zgiin olarak karaciger ekstraselliiler matriksi
kullanilmistir. Bu calismada insiilin iiretebilen doku parcasinin karaciger ekstraselliiler
matriksi tizerinde elde edilmesinin hedeflenmesinde bir¢ok etken s6z konusu olmaktadir.
Karaciger rejenerasyon kapasitesinin oldukg¢a yiiksek olmasi, pankreasa gore cerrahi
islemlere daha dayanikli olusu, pankreas gibi endoderm kaynakli bir organ olusu, hacim
olarak ¢ok daha biiyiik bir organ olmasi sebebiyle bir kismi alindiginda bile gorevini yerine
getirebilmesi ve yalnizca pankreas-karaciger i¢in degil viicudun diger organ matrikslerini
de cesitli hastalik tedavilerinde doku iskelesi olarak kullanilabilecegini gostermek bu
etkenler arasindadir. Bu se¢im pankreatik doku miihendisligine alternatif bir yaklagim da
sunmaktadir. Dolayisiyla bu g¢alisma doku miihendisliginde klasiklesen ayni matriks
tizerinde ayni organi olusturma mantigmin bir adim Otesine gegerek farkli matriksler
tizerinde farkli organ ve dokularin da olusturulabilecegini ortaya koymasi ile son derece

Oonemli bir misyonu da iistlenmektedir. Ancak, bu calismada karaciger ekstraselliiler
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matriksi kullanilmasina iten asil sebep Langerhans adaciklarinin damarlagsma 6zellikleri,
adacik periferinin ekstraselliiler matriks Ozellikleri, adacik i¢i ekstraselliiler matriks
Ozellikleri ve B-hiicrelerinin integrin kompozisyonu incelendiginde karaciger ekstraselliiler
matriksine ne kadar uyumlu olduklarimi gozlemlemek olmustur. Bu kismi daha agik bir
sekilde irdelemek gerekirse baslangi¢ noktasinin hem karacigerin hem de pankreasin
endodermden koken almasi oldugu soylenebilir. Ancak, endodermden tlirevlenen diger
organlar iginde karaciger, mikro yapisi ile de endokrin pankreasa olduk¢a uyumlu

goriinmektedir. Bu uyum su sekilde 6zetlenebilir:

1- Karaciger damarlasma acisindan oldukg¢a zengin bir organdir. Bu zenginlik
hem vaskiiler sistem kullanilarak oldukca etkili bir reselliilarizasyona olanak tanir hem de
pankreasta yer alan ve damarlagma acisindan oldukca zengin oldugu bilinen Langerhans
adaciklariin (Ross MH ve Pawlina W, 2014 s.631-32,654) olusturulabilmesi i¢in iyi bir
zemin hazirlar.

2- Pankreastaki ~ konumlar1  incelendiginde  Langerhans  adaciklari
fibroblastlarin tirettigi kollajen fiberlerinden bir ag ile ¢evrilidir (Meyer ve dig. 1998b). Bu
durum, kollajen tip 1’in karaciger ekstraselliiler matriksini bir ag gibi ordigi
diisiiniildiiginde adacilarin ya da elde edilebilecek olan B-benzeri hiicrelerin oturacagi
zemini hazir hale getirmektedir.

3- Adaciklarin periferal ekstraselliiler matriksleri laminin, kollajen tip 4,
fibronektin (Meyer ve dig. 1998b) ve kollajen tip 1 (Van Deijnen ve dig. 1994, Meyer ve
dig. 1998b) icermektedir. Karaciger ekstraselliller matriks bilesenleri incelendiginde
kollajen tip 1 ve fibronektin agirlikli olmak iizere laminin, kollajen tip 4, kollajen tip 5 ve
kollajen tip 6 gibi komponentleri yapisinda bulundurmaktadir. Ozellikle fibronektin her iki
ekstraselliiler matrikste de yogundur.

4- Periferin aksine adacik i¢indeki ekstraselliiler matriks oldukga farklidir. Bu
yapilar 6zellikle mikrovaskiiler sistem ile iliskili bol bazal membran barindirirlar. Ancak
adacik endokrin hiicrelerinin kendi bazal membranlar1 yoktur. Bu ilging durum hepatositler
i¢cin de benzer olup hepatositleri de intersitisyumdan ayiran bir bazal membran yoktur.

5- Adacik i¢i ekstraselliiler matrikste kollajen tip 4 ve laminin diger bilesenlere
gore daha yogundur. Oysa karaciger ekstraselliiler matriksinde kollajen tip 4, kollajen tip 1
kadar yogun degildir. Ancak, PB-hiicrelerinin reseptdr icerikleri incelendiginde bu
hiicrelerin kollajen tip 4’ten ziyade laminin ile baglanma etkilesimlerine girdikleri, B-

hiicrelerinin saflastirilmis kollajen tip 4 {iizerindeki kiiltiirlerinde de insiilin iiretiminin
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oldukea diistiigii gozlemlenmistir (Kaido ve dig. 2006). Kaido ve arkadaglarinin literatiire
sundugu bu veri karaciger doku iskelesinde kollajen tip 4’iin ¢ok yogun bir sekilde
bulunmamasini avantaja ¢evirebilecek bir durum olarak goze ¢arpmaktadir.

6- Karaciger ekstraselliiler matriksi kapsiil, portal alan, disse aralig1 ve merkezi
alan olmak iizere dort kisma ayrilir. Her bolge kendine has ozellikler sergilemektedir.
Dolayistyla, ekimi yapilacak olan ve B-benzeri hiicrelere farklilagmasi beklenen adacik
kaynakli kok hiicrelerin benimseyebilecegi, kendi nisini olusturabilecegi alternatif
ekstraselliiler matriks yapilar1 da deselliilarize edilmis karaciger ekstraselliiler matriksi
icinde var olacaktir.

7- Bilindigi  gibi  MKH’lerin  ekstraselliller =~ matriks  proteinlerini
sentezleyebilme yetenekleri de s6z konusudur (Chen ve dig. 2014). Dolayisiyla insiilin
iiretmesi beklenen hiicreler i¢in nis ortamini daha uygun bir hale de getirmesi olasi

durumlardan biridir.

Viicutta yaklasik 200 farkli hiicre tipi i¢inden insiilin de iiretebilen endokrin pankreas
dokusunu olusturacak dogru hiicrelerin se¢imi de ¢alismanin kritik basamaklarindan birini
olusturmaktadir. Calismanin amaci dikkate alindiginda hem ¢ogalabilme 6zellikleri hem de
farklilasabilme 6zellikleri ile kok hiicreler ilk goze ¢arpan hiicreler olmaktadir. Literatiirde
yer alan bilgiler segilmesi gereken kok hiicre tiiriiniin hangisi olacagi hakkinda ipuglari
icermektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin bircok dokudan kolaylikla izole edilebilmesi,
ekstraselliiler matriks sentezi yapabilmesi ve endokrin hiicrelere farklilasabilmeyi de
kapsayan genis farklilagsma yelpazesi (Gabr ve dig. 2015, Neshati ve dig. 2010), 6zellikle
endokrin hiicreler iginde insiilin iireten hiicrelere doniisebilmesi (Karaoz ve dig. 2013,
Khorsandi ve dig. 2015) segilebilecek olan hiicreyi isaret etmektedir. Birgok MKH kaynagi
mevcut olup bu hiicreler dokudan dokuya farkli 6zellikler gosterebilmektedir. 2010 yilinda
Kara6z ve ekibinin pankreatik adaciklardan elde ettikleri kok hiicreler iizerinde yaptiklari
bir ¢aligmada bu hiicrelerin tipik MKH olabilecegi ve 6zellikle TLDM’te hiicresel tedavi
caligmalarinda kemik iligit MKH’lerine gore daha iyi bir aday olacag ileri siirtilmektedir
(Karaoz ve dig. 2010a). 2014 yilinda Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Kok
Hiicre Anabilim Dali’nda yapilan bir ¢calismada bu hiicrelere ektopik olarak MafA ve Pax4
geni aktarildiginda MKH karakterini korumakla birlikte endokrin farklilasma potansiyelini
tasidiklar1 bildirilmistir (Baglar 2014). Ancak so6z konusu c¢aligmada yalnizca gen
aktarimimin endokrin farklilasma i¢in yeterli olmadiginin bildirilmesi bu hiicrelerin

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Langerhans adacik kaynakli kok hiicreler
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olmasi da bu hiicrelerin se¢iminde 6nemli bir yer tutmaktadir. Karaciger ekstraselliiler
matriksinin kullanimi (yukarida belirtilen sebeplerle farklilasma i¢in uyumlu olabilecegi)
ve gerekirse kimyasal uyar1 da uygulanarak bu hiicrelerin gen aktarimu ile arttirilmis olan
endokrin farklilasma potansiyeli agiga ¢ikarabilmesi olasi sonuglardan biridir. Matriks
icine verilen hiicrelerin bir kisminin farklilasmasi ve bir kisminin ise farklilasmay1
secmemesi olmast muhtemel olan sonuglardan bir digeridir. Bu noktada calismada
kullanilan hiicrelerin MKH olmasi ¢ok 6nemli avantajlar sunmaktadir;

1- Bilindigi gibi MKH’ler vaskiiler ag olusumunu desteklemesidir (Ko6nig ve
dig. 2015; Freiman ve dig. 2016). Dolayisiyla farklilasmadan kalan ve kendi 6zelligini
koruyan MKH’ler olusabilecek adacik benzeri yapilar i¢in vaskiiler ag yapisina katkida
bulunabilirler. Yukarida belirtildigi gibi Langerhans adaciklarmin zengin bir vaskiiler
sisteme sahip olmalar1 fonksiyonel adaciklarin olusumunda MKH’lerin alabilecegi rollere
151k tutmaktadir. Yalnizca adacik transplantasyonu yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda
MKH’lerle birlikte yapilan nakillerde adacik cevresindeki damarlasmada 6nemli oranda
artts gorillmektedir. MKH’ler ile birlikte transplantasyonun adaciklarin yasami ve
fonksiyonelliginde ciddi iyilesmeleri beraberinde getirecegi vurgulanmaktadir (Borg ve
dig. 2014). Kotransplantasyon (adacitk ve MKH’lerin birlikte transplante edilmesi)
modellerinde VEGF (vascular endothelial growth factor), IL-6, IL-8, HGF (hepatocyte
growth factor) ve TGF-B (transforming growth factor ) gibi anjiyojenik faktorlerin
salinimi ile damarlanma oraninin erken basladigi tespit edilmistir (Cao ve dig. 2016).

2- MKH’ler tarafindan salgilanan matriks elemanlari da onceden var olan
ekstraselliiler matriksin onarimina ya da yeniden diizenlenmesine katkida bulunabilir.

3- MKH’ler adaciklarin nakli sirasinda maruz kaldigi hipoksik ve inflamatuar

etkilerden korunmasini saglayacak olan anti-apoptotik etkiye sahiptirler (Lu ve dig. 2010).

Bu zeminde planlanan yiiksek lisans tez ¢alismasinda deselliilarizasyonu yapilacak
olan karacigerin siganlardan elde edilmeden oOnce perflizyonunun yapilmasi
deselliilarizasyon siirecini pozitif yonde etkiledigi gozlemlenmistir. Perflize edilmeden
alinmis karaciger deselliilarizasyonlarinda kan pihtilagmasinin damar tikanikliklarina yol
acabilecegi ve bu tikanikliklar1 asmak i¢in daha yiiksek basingli deselliilarizasyon siiregleri
gerektirebilmektedir. Bu yiiksek basing da doku iskelesinde tahribata yol agmaktadir. Bu
durumu engellemek i¢in daha uzun siireli bir deselliilarizasyon alternatif olarak goriinse de
deterjanlara doku iskelesinin maruz kalma siiresi arttikga ekstraselliiler matriksteki

bozulmalar da paralel olarak artmaktadir. Dolayisiyla bu 6n asama (karacigerin perfiize
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edilerek alinmasi) aslinda deselliilarizasyon siirecini  kisalttigi i¢in daha saglikli
ekstraselliiler matriks eldesi saglanmasinda ve reselliilarizasyon etkinliginin arttirilmasinda

da rol ustlenecektir.

Hiicrelerin doku iskelelerinden uzaklagtirilarak yalnizca ekstraselliiler matriksin elde
edilebileceginin  anlasilmasindan sonra organlarin yeniden insas1 i¢in bircok
deselliilarizasyon yontemi gelistirilmistir (Elbert 2011). Deselliilarizasyon i¢in yaygin
olarak kullanilan dondurma-¢ézme ve c¢alkalama gibi mekanik yodntemlerde
deselliilarizasyon islemi organ biiyilikliigline de bagli olarak haftalarca siirebilmektedir.
Ancak, 2010 yilinda Uygun ve arkadaslarmin karaciger deselliilarizasyonu ig¢in
gelistirdikleri perflizyon deselliilarizasyonu ile s6z konusu siire olduk¢a azaltilmaktadir
(Uygun ve dig. 2010). Bu tez ¢aligmasinda da hiicrelerin etkili bir sekilde ve kisa siire
icinde matriksten atilmasina olanak taniyan perfiizyon deselliilarizasyonu kullanilmistir.
Kullanilan bu teknikte zamanin azalmasindaki temel etken deselliilarizasyon ajaninin
hiicrelere ulasmasi i¢in gerekli olan diflizyon mesafesinin damar sistemi sayesinde oldukca
kisalmas1 ve konvektif tasima sayesinde hiicresel materyalin dokudan kolaylikla
uzaklastirilmasidir (Soto-Gutierrez ve dig. 2012, Song ve Ott 2011). Dolayisiyla bu teknik
3B organ matriksinin yapisini da koruyarak etkili ve hizli bir sekilde hiicresiz doku iskelesi
elde edilmesine olanak tanir. Yapilan deselliilarizasyon sonunda yar1 saydam karaciger
ekstraselliiler matriksi elde edilmistir (Cizim 4.4). Ancak, bu goriiniimiin elde edilmesi
islemin basarili olarak tanimlanmasi i¢in yeterli degildir. Daha onceki caligmalarda
deselliilarizasyonun basarili olabilmesi i¢in 1) hiicresel materyalin tamaminin ya da
tamamina yakimimin matriksten uzaklastirllmast ve 2) ekstraselliler matriks
kompozisyonunun korunuyor olmasi gerektigi belirtilmistir (Badylak ve dig. 2011).
Deselliilarize edilen karaciger ekstraselliiler matriksinde yapilan histolojik incelemelerde
goriilmiistiir ki yap1 iskelesi iginde herhangi bir hiicre kalmamistir (Cizim 4.6 b). Bu bulgu
immiin floresan boyamalarla da desteklenmektedir. Niikleer boya iceren kapatma
medyumu DAPI ile kapatilan deselliilarize doku kesitleri incelenmis ve matriks {izerinde
herhangi bir niikleer boyanma gozlemlenmemistir (Cizim 4.7 a,b, Cizim 4.8). Deselliilarize
edilmis doku iskelesinden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve Actf geni PCR da
cogaltilarak agaroz jelde yiiriitiilmiistlir. Pozitif kontrolde Actp’nin bant olusturmasi ve
negatif kontrolde herhangi bir bant gozlemlenmemesi PCR’m dogru ¢alistigini
gostermektedir. Cok diisiik konsantrasyondaki DNA oOrneklerini bile goriiniir hale

getirebilen PCR yonteminde deselliilarize dokulara ait higbir DNA bandinin goriillmemesi
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deselliilarizasyonun oldukg¢a basarili oldugunu ortaya koymaktadir (Cizim 4.5). Bu durum
deselliilarizasyon sonrast materyalin DNA igerigi bakimindan negatif oldugunu

gostermektedir.

Deselliilarize edilen dokuda DNA igeriginin kalmamasina ek olarak materyalin
biitlinliigiinii korumak da basar1 kriterlerimiz arasindadir. Matriks yapisini incelemek igin
yapilan histokimyasal incelemeler ve immiin floresan yontemler doku biitiinliigiiniin
korundugunu gostermektedir. Deselliilarize dokularin ekstraselliiler matriks yapist ile
normal karaciger dokusunun ekstraselliiler matriks biitiinliigli karsilastirildiginda her iki
materyalde de neredeyse ayni matriks biitiinliigiiniin var oldugu gozlemlemektedir (Cizim
4.7). Reselliilarizasyon sirasinda vaskiiler sistem araciligi ile hiicrelerin dokunun hemen
her yerine dagilmasi beklenmektedir. Bu sebeple deselliilarizasyon sonrasinda damar
yapilarmin biitiinliigiiniin korumasi oldukc¢a 6nemlidir. Elde edilen veriler damar biitiinliigii
hakkinda son derece olumlu sonuglari ortaya koymaktadir (Cizim 4.8). Biyokimyasal
analizler ile karaciger dokusu ve deselliilarize doku arasindaki kollajen miktarinin tespiti
yapitlmistir. Baptista ve arkadaslart deselliilarize ettikleri karaciger ekstraselliiler
matriksinin kollajen igerigini %7,2 bulduklarini bildirmislerdir (Baptista ve dig. 2011). Bu
tez caligmasinda yapilan biyokimyasal analizler sonucunda deselliilarize karaciger
matriksinin  kollajen miktar1 %8,8 olarak bulunmustur. (Cizim 4.9). Bu veri
deselliilarizasyon siirecinin matriksin korunumu agisindan da olduk¢a basarili oldugunu
gostermektedir. Tim bu sonuglardan yola ¢ikarak sodylenebilir ki elde edilen sonuglar
deselliilarizasyonun basarili olarak tanimlanabilmesi i¢in gerekli olan sartlar

saglamaktadir.

Organ deselliilarizasyonu i¢in O6nemli noktalarda birisi de biyolojik olarak aktif
ekstraselliiler matriks komponentlerinin kaybini ve istenmeyen degisiklikleri miimkiin olan
en diisiik seviyelere ¢ekmektir. Bu kritik bilgi géz Oniine alinarak calismada yiiksek
konsantrasyonlarda SDS kullanimindan kag¢inilmistir. Ayrica matriksin SDS ile etkilesim
siiresini de kisaltmak i¢in SDS kullanmadan 6nce hiicre membranlarinin ¢6ziiniir hale
gelmesi amaciyla TritonX-100 kullanilmistir. TritonX-100’iin SDS’e yardimci olan bu
etkisi muhtemelen hiicre membranlarimi ¢6zmek igin lipit-lipit ve lipit-protein
etkilesimlerini bozmasindan kaynaklanmaktadir (Sabetkish ve dig. 2015). Ardindan diisiik
konsantrasyonlarda (%0,5 ve %]1) kullanilan SDS ile hiicreler tamamen lizize ugratilmas,

sitoplazmik bilesenler ve membran lipitleri ¢oziilerek matriksteki niikleer kalintilar da hem
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SDS araciligi ile hem de yontemin yikama etkisiyle temizlenmistir. Karaciger
ekstraselliiler matriksinin anahtar proteinlerinden olan kollajen tip 1 ve fibronektin
deselliilarizasyon sonrasinda da matriks organizasyonunda yerini kaybetmedigi
gozlemlenmektedir. Reselliilarize edilen matrikste 2 hafta boyunca hiicrelerin canli
kalabilmesi ve 2 haftanin sonunda hiicre proliferasyonunun var olmasi da matriksin biyo-
uyumlulugunu ve biyolojik olarak aktif ekstraselliiler matriksin hiicrelere ev sahipligi
yaptigin1 ortaya koymaktadir (Cizim 4.9). Her ne kadar dogal bir biyoiskele olmasi
sebebiyle zaten biyouyumlu olmasi beklenen karaciger ekstraselliiler matriksi
deselliilarizasyon protokolii sebebiyle fazla tahribata ugrayabilir. Bunun dogal bir sonucu
olarak hiicrelerin tutunup prolifere olmasini saglayabilecek kompozisyonu kaybetmesi de

olduk¢a muhtemel bir durumdur.

B-hiicrelerinin yasam ve fonksiyonelliginde ekstraselliiler matriks-hiicre etkilesimleri
oldukga kritik bir asamadir (Weber ve dig. 2008, Daoud ve dig. 2010). Bu sebeple

hiicrelerin insiilin tiretimi kiiltiire edildikleri ylizey/materyal ile siki bir iligki icindedir.

Giliniimiize kadar pek c¢ok caligmada kok hiicrelerin insiilin iireten hiicrelere
dontistiiriilmesi denenmistir (Thakkar ve dig. 2015, Li ve dig. 2016). Yiiksek farklilasma
potansiyeline sahip olan EKH’ler ve uPKH’ler baslica ilgi odaklar1 olsa da zaman zaman
MKH’ler de bahsi gegen caligsmalara dahil edilmislerdir. Baz1 ¢alismalarda MKH’lerin (-
hiicrelerini de iceren endokrin hiicrelere farklilastiklar: belirtilse de basarinin ¢ok yliksek
bir verim elde edilememistir (Chen ve dig. 2004, Milanesi ve dig. 2012). Khorsandi ve
ekibi 2015 yilinda kemik 1ligi kaynakli MKH’leri insiilin iireten hiicrelere doniistiirmeye
calismis ve hiicrelerin baslangigtaki haline gore insiilin gen ekspresyonunda yaklasik 5
katlik bir artis gozlemlemistir (Khorsandi ve dig. 2015). Kim ve arkadaslar1 bademcik ve
adipoz kaynakli MKH’leri insiilin iireten hiicrelere doniistiirmeye calismis ve adipoz
kaynakli hiicrelerde yaklasik 40 katlik, bademcik kaynakli MKH’lerde ise yaklasik 50
katlik bir insiilin gen ekspresyon artigt oldugunu belirtmiglerdir (Kim ve dig. 2015). Bu
calismada ise 3B ekstraselliiler matriks tizerinde yapilan endokrin kiiltiirdeki insiilin gen
ekspresyon seviyesinin cam slaytlar iizerinde yapilan 2B klasik kiiltiire gore yaklasik 3000
kat daha fazla oldugu bulunmustur. Bu bulgular B-hiicrelerinin ekstraselliiler matriksin
sagladig1 3B nis ortamina cevap verdigini gostermektedir. Onceki ¢alismalarda da 3B
matrikslerin hiicre-matriks etkilesiminde 2B subsratlardan daha uygun oldugu bildirilmistir

(Chun ve dig. 2006).
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Reselliilarizasyon ¢aligmalarinin hemen hemen hepsinde hiicre hatt1 kullanilmaktadir
(Goh ve dig. 2013, Crabbé ve dig. 2015). Kullanilan bu hiicre hatlarinin da bir¢ogu da
sarkoma, blastoma gibi tiimér hiicre hatlaridir (Goh ve dig. 2013, Mazza ve dig. 2015). Bu
tarz hiicreler stirekli boliinlip cogalabilme yeteneginde olduklari i¢in deselliilarize
matrikslerin reselliilarizasyonlar1 i¢in biiylik kolaylik saglamaktadir. Ancak bu yontemle
elde edilebilecek olan doku ve organ parcalarinin klinik kullanimi kismi1 biiylik bir soru
isareti olusturmaktadir. Yapilan bu tez c¢alismasinda ise izole edilmis kok hiicreler
kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu hiicrelerin reselliilarizasyonunda ortama uyum
saglamalari, ¢ogalmalar1 ¢ok daha zorlu bir siireci kapsamaktadir. Ancak bu yaklasimimiz
hastalardan alinabilecek kok hiicreler ile reselliilarize edilmis dokular1 temsil etmektedir.
Yani bireylerin kendi hiicreleri ile reselliilarize edilmis, biyo-uyumlu ve klinik kullanima
uygun doku ve organ pargalari iiretebilmek i¢in segilen bir yaklasimdir. Bu agidan
bakildiginda B-hiicre hatt1 vb. hatlarn1 kullanmadan bu derece yiiksek insiilin gen
ekspresyonlarina ulasmak s6z konusu basarty1 6zel kilmaktadir. Bununla birlikte s6z
konusu ekpresyonun proteine doniismesi de son derece dnemlidir. Her ne kadar insiilin
mRNA’s1 sentezlense de iyi bilinmektedir ki sentezlenen mRNA’larin proteine
dontisiimiinii engelleyici bir dizi mekanizmalar da hiicrelerde mevcuttur (Mouillet ve dig.
2015). Yapilan immiin floresan boyamalar hiicrelerde sentezlenen insiilin mRNA’larinin
proteine doniistiginii gostermektedir (Cizim 4.11 ab). Ayrica insilin ELISA ile
hiicrelerce sentezlenen insiilin miktarini da sayisal olarak belirlenmistir (Cizim 4.11, Cizim
4.12). Tim bu analizler birbirini destekler niteliktedir. 3B karaciger ekstraselliiler
matrikslerinde -6zellikle de endokrin farklilastirma deney grubunda- kiiltiire edilen
hiicrelerin salgiladiklar yiiksek insiilin miktari1 yapilan analizlerle giiglii bir sekilde ortaya

koyulmustur.

Pdx1, pankreatik gelisim i¢in 6nemli olan bir transkripsiyon faktorii olmakla birlikte
B-hiicre olgunlagsmasinda da aktif roller tistlenmektedir. Pdx1 knockout fare embriyolarinda
pankreatik tomurcuklarin olustugu ancak pankreas gelisiminin olmadigi bildirilmistir
Jonsson ve dig. 1994). Gelisen B-hiicresinde Pdx1, NKX6-1 ve insiilin birlikte ifade olur.
Bu siirecin sonuglarindan biri de MafB’nin sessizlesmesi ve MafA’nin ekspresyonun
artmasidir (D'Amour ve dig. 2006). Pdx1, B-hiicrelerinin yasami i¢in de gereklidir. Pdx1
ekspresyonunun azaltildig1 hiicrelerde apoptotik 6liim oraninin arttigi goézlemlenmistir

(Johnson ve dig. 2006). Bu genin gastrik kanserde ekspresyonunun tamamen durmasi ise
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bir tiimor baskilayici olabilecegini diisiindiirmektedir (Ma ve dig. 2008). Tiim bu bilgiler
1s1¢inda endokrin pankreas gelisimi, insiilin salgisinin siirekliligi, B-hiicrelerinin hayatta
kalmasi, glukagonla antogonistik olarak insiilinin c¢alismasi gibi endokrin pankreasin
diizenli bir sekilde islev yapmasinda anahtar gérevi gore Pdx1 ekspresyonu incelenmis ve
3B matrikslerde yapilan kiiltiirde kontrol grubuna kiyasla 50 kat artmistir. Langerhans
adaciklarindaki Pdx1 ekspresyonunun ise 3B endokrin kiiltiiriin yalnizca iki kat1 kadar
oldugu gozlemlenmistir (Cizim 4.14). iImmiin floresan boyamalarla (Cizim 4.11 d) da
desteklenen bu veri fonksiyonel bir endokrin pankreas dokusu eldesinde son derece
kritiktir.

Glukokinaz memelilerde 4 dokuda kesfedilmistir: karaciger, pankreas, ince bagirsak
ve beyin. Bu dokularin tiimiinde kan glukoz seviyesinin artmasi ya da azalmasina gore
hayati roller oynamaktadir. Glukokinaz, glikoliz yolunda gorev alan ve glikozun glikoz-6-
fosfata donisiimiinii katalizleyen bir enzimdir. Ayn1 zamanda glukoz sensorii olarak da
bilinir, B-hiicrelerini artan kan glukoz seviyesine gore uyarir ve insiilin salgilanmasini
saglar. Glukokinaz aktivitesi sonucu olusan glikoz-6-fosfat tiiketildiginde ATP miktar1
artar. Bu durum insiilin salgisiyla sonuglanan bir dizi olaylar tetikler. Artan hiicresel
solunumun  B-hiicrelerinde ortaya ¢ikan ilk sonuglarindan birisi NADH ve NADPH
konsantrasyonunun yiikselmesidir. B-hiicrelerinin redoks durumundaki bu degisim hiicre
i¢ci kalsiyum seviyesindeki ylikselmelere yol agar ve ATP bagimli potasyum kanallari
kapanir. Insiilin salgi graniillerinin  hiicre membraniyla birlesmesi, membran
depolarizasyonu ve kana insiilinin ge¢mesi ile sonuglanir. Glukokinaz ekspresyonu
oldukga sira disi bir mekanizmaya sahiptir. iki promotdre sahip olan glukokinazda ilk
promotor pankreatik adaciklardaki hiicrelerde, noral dokuda ve enterositlerdeki glukokinaz
ekspresyonundan sorumludur (Iynedjian ve dig. 1989a). Ikinci promotdr ise
hepatositlerdeki glukokinaz ekspresyonundan sorumludur (Iynedjian ve dig. 1989b).
Glukokinazin bu 6zel durumu muhtemelen farkli dokulardaki ekpsresyon seviyelerini
birbirinden ayirmak i¢indir. Ciinkii karacigerde glukokinaz glukozun ‘toplu islenmesi’ igin
rol oynar. Oysa noroendokrin sistemde ise hiicre genelindeki karbonhidrat
metabolizmasina hiicresel yanitin tetiklenmesinde rol oynar (lynedjian 2009). Dolayisiyla
hiicrelerin diizenli ve olmasi gerektigi sekilde insiilin salgilanmasi i¢in gerekli olan
glukokinaz ekspresyonu ¢aligmamizin dnemli hedeflerinden birisidir. Ancak bu giine kadar
kok hiicrelerden insiilin iireten hiicrelere farklilastirma calismalarinda bu hiicrelerdeki

glukokinaz ¢ok fazla incelenen bir durum olmamistir (Agulnick ve dig. 2015, Shaer ve dig,
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2015). Bu c¢alismada ise GckR varlign protein seviyesinde immiin floresan boyamalarla
gosterilmistir (Cizim 4.12). Buna goére 3B-standart besi yeri ile kiiltiire edilen deney
grubunda GckR ekspresyonunun oldugu goriilmekte (Cizim 4.12 a) ancak 3B-endokrin
farklilasma besi yeri ile kiiltiire edilen deney grubunda daha fazla hiicrenin boyandigi
(Cizim 4.12 b) goriilmektedir. Gek gen ekspresyon seviyesinde de Real Time PCR ile
ortaya konulmustur (Cizim 4.14). Elde edilen verilere gore Gek ekspresyonu adaciklarda

goriilen ekspresyon seviyesinden 6-10 kat daha yiiksektir.

Glukagon kan glukoz konsantrasyonunun artmasini saglayan, a-hiicrelerinden
salgilanan bir hormondur. Insiilin ile birlikte kan glukoz seviyesinin stabil kalmasini
saglayan bu iki hormon arasinda geri-bildirim (feedback) mekanizmasi s6z konusudur.
Glukagon o-hiicre belirteci olarak kullanilir. Somatostatin ise pankreatik adaciklarda da
bulunan &-hiicrelerinden firetilir. Somatostatin; insiilin ve glukagon salgisini baskilar.
Biiylime hormonu baskilayict hormon (growth hormone—inhibiting hormone) olarak da
bilinen somatostatin d-hiicre belirtecidir. Bu ¢alismada da 3B matriksler {izerinde
olusturulmaya c¢alisilan endokrin pankreas dokusunda o-hiicre farklilagsmasini
degerlendirmek ic¢in glukagon, d-hiicre farklilasmasimi degerlendirmek igin ise
somatostatin kullanilmistir. Yapilan immiin floresan boyamalarda sayica az olmasina
ragmen glukagon pozitif hiicreler gériilmiistiir. Gen ekspresyon diizeyinde ise 3B standart
kiltiir ile 3B endokrin kiiltiir arasinda endokrin kiiltiir lehine 2 hatlik bir fark olup bu oran
kontrol grubu ile kiyaslandiginda 250 kattan fazladir. Adaciklardaki hiicrelerin yaklagik
%35’ini olusturan somatostatin ekspresyonunda ise 3B kiiltiirler arasindaki fark biraz daha
azalarak 1.5 kata kadar inmistir. 3B endokrin kiiltiir ile adaciklardaki somatostatin
ekspresyonu kiyaslandiginda ise adaciklarda yaklasik 4.5 katlik fazlalik s6z konusudur.
Ancak bu oran kontrol grubu hiicrelerinde 400 kata denk gelmektedir.

Hiicrelere, B-hiicre elde edilmesi i¢in bu giine kadar bir¢ok gen aktarilmistir. Pax4,
MafA v Ngn3 bunlar i¢inde en sik karsilanilan genlerdendir (Zhou ve dig. 2008). Daha
once yapilan bir ¢aligmada pankreatik adaciklardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelere
Pax4, MafA ve Ngn3 birlikte aktarilmistir. Ancak bu calismada 3 genin de aktarildigi
hiicrelerin endokrin farklilasma i¢in kimyasal uyariya cevap vermedikleri belirtilmektedir
(Baglar 2014). MafA postnatal donemde pankreas gelisimi ve beta hiicre islevleri i¢in
onemli bir proteindir (Hang ve Stain, 2011). Gck ile birlikte kan glukoz seviyesine cevap

verecek sekilde insiilin sentezini kontrol eden énemli bir molekiildiir (Aguayo-Mazzucato
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ve dig. 2011). Pax4, pankreas B-hiicresi gelisiminde gorev alan, progenitor hiicrelerin f3-
hiicresine faklilasmasini tetikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (Lock ve Tzanakakis,
2007). Bu calismada kullanilan hiicreler Pax4’/MafA" hiicrelerdir. Dolayisiyla hem 2B
hem de 3B Kkiiltiirlerde bu genlerin ekspresyon sevileri arasinda daha onceki genlerin
ekspresyonlar1 arasinda oldugu kadar biiylik farkliklar s6z konusu degildir. 3B
matrikslerde yapilan 3 haftalik kiiltiirlerde MafA ekspresyon seviyeleri yiikselmis olmakla
birlikte kontrol grubu ile aradaki fark MafA i¢in yaklasik 2.5 kattir (Cizim 4.17). Pax4
ekspresyonunun Pax6 araciligi ile Pdx1’1 indiiklemesi sonucu a-hiicre farklilagsmasini
bloke edecegini ve B-hiicre farklilasmasinin verimini artirdigi bildirilmistir (Ritz-Laser ve
dig. 2002). immiin floresan boyamalarda glukagon pozitif hiicrelerin nadir olmas1 Pax4’iin
domino etkisi yaratan bu o&zelliginden kaynaklanabilir. Insiilin iireten hiicreler icin
fonksiyonelligin devaminin MafA ekspresyonunun yetiskinlerde de devam etmesine bagh
oldugu onceki caligmalar ile bildirilmistir (Artner ve dig. 2010). Gen ekspresyon
analizlerinde -3hafta boyunca yapilan 3B kiiltiirler incelendiginde- ciddi oranlarda MafA
ve insiilin artisinin aym1 zamanlarda gergeklesmesi literatiirde yer alan bilgilerle

kaynasmaktadir.

HNF-4a, HNF-la’y1 da igeren bazi genlerin ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktoriidiir. Albiimin ise serumda en fazla bulunan protein olup ¢esitli
maddelerin taginimi ve zararli maddelerin detoksifikasyonu ile iligkili bir proteindir. AFP
ise embriyonik donemdeki alblimin olarak da bilinir. Ancak gorevi tam olarak
belirlenememistir. Endokrin pankreas dokusu elde edilmesi amaclanan bu c¢alisma
karaciger ekstraselliiler matriksi tizerinde yapilmistir. Bunun dogal bir sonucu olarak
hiicreler hepatik farklilasmaya da gidebilirler. Matriks iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin
hepatik farklilasmalarin1 degerlendirmek amaciyla HNF-4a, ALB ve AFP ekspresyonlarina
bakilmistir (Cizim 4.17). Deney gruplart ve Langerhans adaciklari incelendiginde HNF-4a
ve ALB seviyesinde 6nemli bir artis gézlemlenmemistir. Ancak AFP seviyesi adaciklarda
kontrol grubuna gore 4.5 kat artmistir. 3B matriksler iizerinde ise bu oran adaciklara gore
yaklasik 20 kat daha yiiksektir. Bu beklenmeyen artis1 daha detayli inceleyebilmek i¢in 3B
kiiltiirlerin 3 hafta boyunca haftalik olarak AFP ekspresyon diizeyleri incelenmis ve
ekspresyon seviyesindeki yiikselmenin 2. haftadan sonra oldugu gozlemlenmistir (Cizim
4.18). Sican embriyolar1 ile yapilan daha onceki bir ¢alismada embriyonik gelisimin 12.
giintinde dorsal pankreasta AFP varlig1 gosterilmistir. 12. giinden 6nce ise AFP varlig

pankreas gelisiminde goriilmemistir (Suzuki ve dig. 1983). S6z konusu ¢alismada AFP’nin
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erken gelisim asamalarinda embriyonun hizla biiyiidiigli donemlerde ©nemli rolleri
olabileceginin diisliniildiigii belirtilmektedir. Baska bir calisma da AFP mRNA’larinin
embriyonik gelisim sliresince pankreas ve bobrekler bulundugunun, bulunan bu
mRNA’larin karacigerden elde edilen AFP mRNA’lar1 ile aynmi oldugunun yani
muhtemelen proteine doniisecek olan mRNA’lar oldugu ileri siirtilmektedir. Yine bu
calismada dogumdan sonra giderek azalmakla birlikte yetiskin pankreas dokularinda da az
miktarda AFP mRNA’nin tespit edildigi vurgulanmaktadir (Nohan ve dig. 1988). Nohan
ve arkadaslar1 dotblot analizi ile AFP’yi protein seviyesinde de ¢alismalarinda

gostermektedir.

5.1. Smrhhklar

3B yapilarin yer aldigi bu calismada konfokal mikroskobu ile ekstraselliiler
matrikslerden daha derin goriintiiler alinarak hiicrelerin matriksteki konumlar1 hakkinda

bilgilere ulasilabilirdir.

Deneyde biyokimyasal analiz ile matriksin ve normal karacigerin kollajen igerigi
belirlenmistir. Ancak bu islem liyofilizator ile kurutulmus dokular iizerinde yapilmasi daha

net sonuglara ulagilmasini saglamaktadir.

Dolayisiyla konfokal mikroskobu ve liyofilizatoriin laboratuvar ekipmanlari arasinda

yer almasi1 yukarida bahsedilen ¢aligsmalarin yapilmasina imkan taniyacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan tez calismasinda deselliilarize edilmis hepatik ekstraselliiler matriksin
Langerhans adaciklarindan elde edilen MafA*/Pax4"-MKH’ler kullanilarak reselliilarize
edilmesiyle insiilin salgilayan endokrin pankreas benzeri bir doku iiretmek amaglanmistir.
Bu haliyle diinyada bir ilk niteligi tasiyan s6z konusu ¢alismada hem matriksin sagladigi
fiziksel uyarilar ile hem de endokrin farklilagtirma besi yerinden kaynaklanan kimyasal
uyarilar ile hiicrelerin pankreatik adacik hiicrelerine benzer Ozellikler sergileyecegi
diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglar hepatik matriksler iizerinde yapilan 3B kiiltiirlerde
insiilin salgisinin 2B klasik kiiltiirlere gore ¢cok daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu
veri hem gen ekspresyonlariyla hem de immiin floresan analizlerle desteklenerek kuvvetli
bir sekilde ortaya koyulmustur. Bunun yaninda tipki adaciklarda oldugu gibi hiicrelerin
glukagon, glukokinaz gibi adaciklarda var olmasi gereken proteinleri de sentezledigi

goriilmektedir.

Karaciger deselliilarizasyonu i¢in kullanilan protokoliin matrikse ¢ok ciddi bir hasar
vermedigi, doku iskelesinin dogal yapisina oldukca yakin bir igerige sahip oldugu
histokimyasal ve immiin floresan tekniklerle ortaya koyulmus, biyokimyasal analizler ile

desteklenmistir.

Karaciger ekstraselliiler matriksinin pankreas dokusundan elde edilen kok hiicrelerin
cogalma ve farklilasmasina engel olmadigi ve adacik ekstraselliiler matriksine benzer

Ozellikler sunarak hiicrelere nig ortami sagladigi goriilmiistiir.

Yine bu ¢aligma ile farkli organ matrikslerininin ait oldugu organ disindaki yapilarin
tiretilmesi i¢in de kullanilabilecegi gosterilmis ve doku miihendisligine yeni bir yaklagim

sunulmustur.

Calismada gozlemlenen glukokinaz ekspresyonunun bu genin hangi promotorii
vasitastyla gerceklestigini belirlemek icin bu konu {iizerinde yeni c¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Elde edilen endokrin pankreas benzeri dokularin glukoz duyarliligi test
edilmeli ve diyabetik hayvanlara nakledildiginde kan glukoz seviyesini disiirdiigi

gosterilmelidir. Bu sekilde elde edilen doku pargalarinin iglevselligi gosterilecektir.
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