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ÖZET 

 

Pankreas Adacık Kaynaklı MafA+/Pax4+ Kök Hücrelerin Kullanılmasıyla 

Desellülerize Karaciğer Doku Ġskelesinin  

Ġnsülin Salgılayan Doku Parçasına DönüĢtürülmesi 

 

AMAÇ: Sunulan tez çalıĢmasında sıçan karaciğerlerinin desellülarizasyonuyla elde edilen 

karaciğer doku iskelesinin Pax4 (paired box gene 4) ve MafA (musculoaponeurotic 

fibrosarcoma oncogene homolog A) genleri aktarılmıĢ sıçan pankreatik adacık kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler (MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH) ile resellülarizasyonu sonucu 

endokrin pankreas iĢlevine sahip doku üretimi amaçlanmıĢtır.  

 

YÖNTEM: ÇeĢitli deterjan serileri kullanılarak karaciğer hücrelerinden arındırılmıĢtır. 

Böylece doku ve organları oluĢturmak için üzerinde hücrelerin tutunup çoğalmalarına 

olanak tanıyan 3 boyutlu doku iskelesi elde edilmiĢtir. Bu biyolojik materyalde hücresel 

bileĢenlerin kalmadığı moleküler, histokimyasal ve immün floresan tekniklerle 

gösterilmiĢtir. Kültürde çoğaltılan MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’ler doku iskelesine ekilerek 

yeni bir kültür ortamına alınmıĢlar ve buraya tutunup çoğalmaları sağlanmıĢtır. Hücreler 

doku iskelesine ekildikten sonra standart besi yeri ile kültüre alındıklarında yalnızca 

matriksin farklılaĢtırma etkisi, endokrin farklılaĢtırma besi yeri ile kültüre alındıklarında da 

matriks etkisine ilaveten kimyasal uyarının etkisi birlikte incelenmiĢtir. Doku iskelesindeki 

hücrelerin pankreatik adacıklarda bulunan hücrelere farklılaĢmalarını değerlendirmek için 

çeĢitli belirteçler incelenmiĢtir. Bu inceleme immün floresan yöntemlerle boyanarak, Real 

Time PCR ile gen ekspresyon seviyesinde, ELISA kullanılarak protein seviyesinde 

yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar 2 boyutlu standart ve endokrin farklılaĢtırma besi yeri 

içeren kültürler ve pankreatik adacıklar ile karĢılaĢtırılarak yöntemin etkinliği 

incelenmiĢtir. 

 

BULGULAR: Elde edilen sonuçlar desellülarizasyonun baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiğini 

göstermektedir. Karaciğer doku iskelesinin hücrelerin çoğalmalarını engellemediğini ve 

hücre bölünmelerinin devam etiği görülmüĢtür. Matriks içinde kültüre alınan hücrelerin 2 

boyutlu hücre kültürü ile kıyaslandığında insülin gen ekspresyonunda ve insülin üretiminde 

çok daha verimli olduğu gözlemlenmiĢtir.  
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SONUÇ: HücresizleĢtirilen karaciğer doku iskelesinde hücresel herhangi bir bileĢenin 

kalmadığı gösterilmiĢtir. Bu doku iskelesinin MafA
+
/Pax4

+
sPA-MKH’ler ile yeniden 

hücrelendirilmesi aĢamasında ise hücrelerin matrikse tutunduğu ve bölünüp çoğaldıkları, 

matriksin etkisi ve endokrin yönde kimyasal uyarılma aĢaması ile endokrin pankreas 

dokusuna benzer karakteristik özellikler gösteren bir yapıya büründükleri gözlemlenmiĢtir.  

 

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kök hücre, resellülarizasyon, ekstrasellüler matriks, 

endokrin pankreas, doku mühendisliği 
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ABSTRACT 

 

Development of Decellularized Liver Scaffold into Insulin Secreting Tissue by 

MafA
+
/Pax4

+
 Pancreatic Islet Derived Stem Cells 

 

OBJECTĠVE: 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. 

 

CONCLUSĠONS: Ġt 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 
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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.   GĠRĠġ 

 

1.1.   Genel Bilgiler 

 

Enerji, yaĢamın temel kaynağıdır. Her hareket hatta her düĢünce bile bir miktar enerji 

kullanımını gerektirir. Günlük yaĢamda yapılan onca eylem düĢünüldüğünde ciddi bir 

enerji gereksinimi ortaya çıkmaktadır. Bu ihtiyaç yiyeceklerden alınan karbonhidratlardan, 

yağlardan ve proteinlerden karĢılanır. Ancak, bu büyük moleküllerin vücutta emiliminin 

gerçekleĢebilmesi için yapı taĢlarına kadar sindirilmeleri gerekmektedir. Karbonhidratlar 

monosakkaritlere, proteinler aminoasitlere ve yağlar da yağ asidi ve gliserollere… 6 

karbonlu bir monosakkarit olan glukoz da söz konusu yapı taĢları içinde en önemlilerinden 

birisidir. BaĢta beyin olmak üzere vücudun tüm organları için glukoz son derece önemli bir 

besin kaynağıdır. 

 

Glukozun hücreler tarafından kullanımında pankreas bezinden salgılanan bir 

hormonun rolü oldukça büyüktür. Ġnsülin olarak bilinen bu hormonun eksikliğinde 

özellikle iskelet kası, kalp kası ve adipoz dokuda glukozun hücre içine alınımında ve 

kullanımında çok ciddi sorunlar ortaya çıkmaktadır. 

 

Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), pankreasta yer alan Langerhans adacıklarındaki 

insülin üreten β-hücrelerinin otoimmün saldırılar sonucu hasar görmesinin veya ölmesinin 

bir sonucu olarak vücudun ihtiyaç duyduğu insülini üretememesi ile karakteriz 

edilmektedir (Davies ve diğ. 1994). Bu durumda hastalar mutlak veya göreceli olarak 

insülin yetersizliği yaĢayacaklarından dolayı ömür boyu dıĢarıdan insülin almak zorunda 

kalırlar. Dolayısıyla T1DM, insüline bağımlı diyabet olarak da adlandırılmaktadır. Ancak, 

ömür boyu dıĢarıdan insülin takviyesine muhtaç olmak hastaların yaĢam kalitesini 

düĢürmektedir. Arzu edilen tedavi ise, hasar gören bölgenin onarımı ya da bir Ģekilde 

vücudun kendi insülinini ihtiyacı ölçüsünde üretebilmesidir. 

 

Son yıllarda hücresel tedavi baĢlığı altında kök hücreler kendini yenileyebilmeleri, 

yüksek bölünebilme kapasiteleri ve diğer hücrelere farklılaĢabilme potansiyelleri ile 

hastaların umut ıĢığı olmaktadır. Özellikle kiĢinin kendi vücudundan elde edilen (otolog) 

hücreler immünolojik olarak reddedilmeyeceği için deneysel çalıĢmalarda sıklıkla 

kullanılmaktadır. 
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Bu güne kadar hasar gören β-hücrelerinin yerine konulması için birçok uygulama 

denenmiĢ olsa da bu stratejilerden üçü ön plana çıkmıĢtır: (i) hücre nakli, (ii) adacık nakli 

ve (iii) pankreas nakli (Watson 2015). Ancak pankreas ve adacık nakli hem donör organ 

bulma konusundaki sıkıntılardan dolayı hem de immün sistemin ömür boyu baskılanmasını 

gerektirdiğinden dolayı ciddi sorunlar barındırmaktadır. Ayrıca bu yaklaĢımlar dolaĢıma 

verilen hücrelerin istenilen bölgeye göç etmelerindeki ya da ne kadarının göç edeceği 

hakkındaki soru iĢaretleri, hangi hücre tipinin seçileceği ve uygulama yerinin neresi 

olacağı gibi kendi içinde cevaplar bekleyen soruları barındırmaktadır. 

 

Yeni ve heyecan verici yaklaĢımları ile hasarlı ya da kayıp organ ve dokuların 

onarımını ya da yeniden yapılanmasını hedefleyen doku mühendisliğinin kendine has 

yöntemleri ile organlarda ya da dokularda oluĢan sorunların çözümü için ortaya koyduğu 

potansiyel günden güne daha iyi anlaĢılmaktadır. Bu teknoloji laboratuvar ortamında 

otolog hücreler ile kiĢiye uyumlu dokuların ve organların üretilmesini bizlere vaat 

etmektedir. Doku mühendisliği, birçok farklı hastalıkta olduğu gibi, T1DM hastaları için 

de umut ıĢığı olmaktadır. 

 

1.2.   Kök Hücreler 

 

Kök hücre kavramı döllenme ile baĢlayıp yaĢamın sonuna kadar devam eden geniĢ 

bir yelpazedir. Bu yelpaze hem doku ve organların yapımını hem de yenilemek ve tamir 

etmek amacını içinde barındırır. Kök hücreler; kendini yenileyebilme ve gerektiğinde 

çoğalabilme özelliğine sahip olan, ihtiyaç halinde farklı hücre türlerine farklılaĢabilen 

özelleĢmemiĢ hücrelerdir (Sangkum 2016). Günümüzde hücresel tedavilerin olmazsa 

olmazları arasında yer alan bu hücreler hem yenileyici (rejeneratif) hem de tamir edici 

(reperatif) tıp olarak da adlandırılan ve hasarlı doku ve organların onarımı ya da yeniden 

yapılandırılmasını kapsayan bu alanda aktif roller üstlenmektedir. Kök hücreler -yoğun 

kendini yenileme ve farklılaĢabilme özelliklerinde dolayı- uzun yıllar boyunca ilgi odağı 

olacak ve söz konusu amaçlar için ilk tercih edilecek hücre türlerinin baĢında gelmeye 

devam edecektir. 

 

Kök hücreleri diğer hücrelerden ayıran önemli özelliklerden biri de yüksek seviyede 

bölünebilmeleri ve bu bölünmeler sonucunda özelliklerini hâlâ koruyor olmalarıdır. Bu 

bölünme kapasitelerini ‘’telomer’’ olarak adlandırılan, kromozomların uç kısımlarında 
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bulunan DNA dizileri belirler. Telomerler, ökaryotik doğrusal kromozomların fiziksel 

uçlarıdır ve transkripsiyon açısından faal olmayan (gen kodlamayan), heterokromatin 

yapılarıdır. Omurgalılarda bu yapı 3’-TTAGGG-5’ hekzanükleotit sıralamasının uzun 

tekrarlarından oluĢur. Bu sayı insanda 15 kb’ye ve kemirgenlerde 100 kb’ye kadar uzanır. 

(Batista 2014). Hücreler ne kadar uzun telomerlere sahipse o kadar fazla sayıda 

bölünebilmektedir. Ancak her bölünmenin sonunda telomer uzunluğu 50-150 baz çifti 

azalır (Reddel 2003). Çünkü DNA polimeraz enzimi, ana zincirin 3’ ucunda yeni bir DNA 

sentezi baĢlatamaz. Telomeraz enzimi ise, yapısında taĢıdığı RNA’yı (hTR) taslak olarak 

kullanır ve -ters transkriptaz olan- protein katalitik alt birimi (hTERT) yardımıyla da 

telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’ ucuna eklenmesiyle bu kısalma problemini 

çözer (Çizim 1.1). 

 

 

Çizim 1.1. Telomeraz enziminin çalıĢma prensibi 
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Genel olarak somatik hücrelerde telomeraz aktivitesi düĢük olduğundan ya da hiç 

olmadığından dolayı çok fazla bölünme kapasitesine sahip değillerdir. Öte yandan insan 

germ hücrelerinde, çoğu tümör hücrelerinde ve embriyonik kök hücrelerde önemli bir 

telomeraz aktivitesi bulunmuĢtur (Kong ve diğ. 2015). Bu hücrelerin neredeyse sınırsız 

olan bölünme yeteneklerinin sebebinin telomeraz enzimi olduğu tahmin edilmektedir. 

Benzer Ģekilde kök hücrelerde de mevcut olan bu enzim aktivitesi ‘’kök hücreler uzun 

zaman boyunca bölünüp çoğalabilirler’’ ifadesini kurmamıza sebep olmaktadır. 

 

1.2.1.   Kök Hücrelerin Sınıflandırılması 

 

Kök hücrelerin önemli özelliklerinden biri vücutta özelleĢmiĢ görevleri yerine getiren 

dokulardaki hücrelere benzer yapıda olmamalarıdır. Ancak ihtiyaç halinde kan, kas, kemik 

gibi özelleĢmiĢ dokuları oluĢturan hücrelere dönüĢebilme yeteneğine sahiptirler. Tipik 

olarak kök hücreler, geliĢimsel potansiyellerine göre sınıflandırılır ve bu potansiyel, 

onların farklılaĢabilme özelliklerini belirler (Batista 2014). Hücrelerin diğer hücre türlerine 

farklılaĢabilme kabiliyetine potensi denir. 

 

FarklılaĢma göreceli bir kavramdır ve farklılaĢan hücrenin fenotipinde meydana 

gelen değiĢimler baĢka bir hücre ile kıyaslandığında anlam kazanır. Günümüzde epigenetik 

mekanizmaların, hücre farklılaĢması üzerinde rol oynayan en önemli etmen olduğu artık 

bilinmektedir. 1957 yılında ilk kez C. Waddington tarafından oluĢturulan modelde hücre 

farklılaĢması üzerinde rol oynayan ve kalıtılabilen genom ötesi düzenlemeler hücrenin 

hangi farklılaĢma durumunda olacağını belirlemektedir (Goldberg 2007 alıntı Waddington 

1957). Ayrıca bu mekanizmal etkilerin artması ya da azalması ile hücre durum 

değiĢtirebilmektedir (Can 2013, s.45). Histon asetilasyonu, DNA metilasyonu, X 

kromozom inaktivasyonu gibi etkenler bu sürecin aktif elemanlarıdır. 

 

Hücrelerin farklılaĢma mekanizması bir çark sistemine benzer. Tek yönlü çalıĢmayıp 

tersi yönde de çalıĢabilmektedir. Genelde ileriye doğru farklılaĢan (diferansiyasyon) 

hücreler geriye farklılaĢma (dediferansiyasyon) da yapabilmektedir. Deneysel olarak elde 

edilen uyarılmıĢ pluripotent kök hücreler (uPKH) bunun en iyi örneklerindendir. 

 

 

1.2.1.1.   Totipotent Kök Hücreler 
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Kök hücreler farklılaĢabilme kabiliyetlerine göre sınıflandırdığında ilk olarak 

totipotent kök hücreler karĢımıza çıkmaktadır. Totipotensi, tek bir hücrenin bölünebilme ve 

ait olduğu organizmadaki tüm hücre türlerine farklılaĢarak dokuyu hatta organizmayı 

oluĢturabilme yeteneğini ifade eden bir terimdir. Hücre potansiyeli spektrumunda 

tamamen, büsbütün anlamındaki totus kelimesinden türetilen totipotensi en büyük 

farklılaĢabilme kapasitesini temsil eder. Sporlar ve zigot totipotent hücreye örnek 

verilebilir (Mitalipov ve Wolf 2009). Zigotun oluĢmasından itibaren erken embriyonik 

dönemde örneğin 8 hücreli aĢamada hücreler totipotenttir. 

 

1.2.1.2.   Pluripotent Kök Hücreler 

 

Hücre biyolojisinde, pluripotensi üç germ tabakasına da kaynaklık edebilen; 

ektodermden, mezodermden ve endodermden oluĢan dokulardaki hücrelere farklılaĢabilen 

kök hücrelerin ‘farklılaĢabilme’ kapasitelerini ifade eder. Fertilizasyondan sonraki 4-5 

günlük embriyo blastokist aĢamasındadır. Bu aĢamada, blastokisti dıĢarıdan saran 

trofoblastlar ve blastosöl sıvısının bulunduğu boĢluğa bakan iç hücre kitlesi oluĢur. 

Trofoblast hücrelerine dönüĢemeyen ve üç germ tabakasına ait hücrelere dönüĢebilme 

potansiyeli olan iç hücre kitlesi hücreleri pluripotent hücrelerdir. Ġmplantasyon öncesi 

dönemde kültür ortamına alınıp çoğaltılan bu hücrelere embriyonik kök hücre (EKH) 

denir. Ġlk olarak 3,5 günlük fare blastokistinin iç hücre kitlesinden elde edilmiĢlerdir. 

Lösemi inhibitör faktör (LIF) varlığında ve uygun bir besleyici tabaka varlığında 

pluripotent olarak kalabilirler (Evans ve Kaufmann 1981). Ġmplantasyon ile birlikte iç 

hücre kitlesi, epiblast ve hipoblasta dönüĢür. Buradaki epiblast hücreleri de pluripotent 

hücrelerdir. Dolayısı ile hücrelerin kültür ortamına alındığı döneme göre farklı pluripotent 

hücre dizileri elde edilir. Ayrıca embriyonik karsinoma hücreleri, ilkel cinsiyet hücreleri ve 

bunlardan elde edilen embriyo germ hücreleri de pluripotent hücrelerdir.  

 

2006 yılında, Takahashi ve Yamanaka’nın çalıĢmalarını yayınladıkları makale 

(Takahashi ve Yamanaka 2006) kök hücre alanında yeni bir çığır açmıĢtır. Bir dizi 

traskripsiyon faktörleri (Oct4, Sox2, Klf4 ve c-Myc) somatik hücrelere aktarılarak 

hücrenin geriye farklılaĢması sağlanmıĢtır. Bu yolla elde edilen pluripotent kök hücreler, 

uPKH olarak adlandırılmıĢtır. Fare fibroblastlarından uPKH elde edilmesinden bir yıl 

sonra yine Takahashi ve Yamanaka’nın da içinde bulunduğu bir grup tarafından insan 

hücrelerinden de uPKH eldesi baĢarılmıĢtır (Takahashi ve diğ. 2007). Aynı yıl farklı 
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transkripsiyon faktörleri (Oct4, Sox2, Lin28 ve Nanog) kullanılarak uPKH dizileri elde 

edilmiĢtir (Yu ve diğ. 2007).  

 

Diğer hücrelere kıyasla pluripotent kök hücrelerde kromatin yapısı daha esnektir ve 

daha kolay açılır. EKH’lerde histon proteinleri ve histon olmayan kromatin proteinleri 

kromatine gevĢek tutunur (Meshorer 2006).  Hücreler farklılaĢtıkça birçok gende 

kapanmalar görülür.  

 

Çizelge 1.1. Ġnsan ve fare kökenli embriyonik kök hücrelerin özellikleri (Can 2013, s.225) 

Belirteç          İnsan EKH           Fare EKH 

SSEA-1                       -                     + 

SSEA-3, SSEA-4                       +                     - 

TRA-1-60, TRA-1-81                       +                     - 

TRA-2-54                       +                     - 

GCTM-2                       +                     - 

TG343                       +             Bilinmiyor    

TG30                       +             Bilinmiyor 

CD9                       +                    + 

CD133                       +                    + 

Oct4                       +                    + 

Nanog                       +                    + 

Sox2                       +                    + 

Telomeraz                       +                    + 

Alkalin Fosfataz                       +                    + 

 

 

1.2.1.3.   Multipotent Kök Hücreler 

 

Pluripotent kök hücrelerle kıyaslandığında bölünme ve farklılaĢabilme yetenekleri 

daha sınırlı olan, her üç germ tabakasına ait hücrelere farklılaĢabilmenin aksine birbirine 
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daha yakın hücre gruplarına farklılaĢabilen ve pluripotent hücrelerin özelleĢmesiyle oluĢan 

kök hücrelerdir. Multipotent kök hücreler, genellikle birkaç hücre gurubuna farklılaĢabilme 

yeteneğine sahiptirler. Örneğin, multipotent bir hücre olan hematopoetik kök hücreler 

lenfositler, monositler, nötrofiller gibi kan hücrelerine farklılaĢabilirler. Fakat beyin 

hücrelerini oluĢturamazlar. Multipotent kök hücreler kordon kanında (Zhao ve Mazzone 

2010), adipoz dokuda (Tallone ve diğ. 2011), kalpte (Beltrami ve diğ. 2003) ve daha birçok 

dokuda bulunurlar.  

 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) 

 

Hematopoetik kök hücrelerin keĢfini takiben Friedenstein ve ark. tarafından yine fare 

kemik iliği dokusunda multipotent kök hücrelerin farklı bir popülasyonunun varlığı 

gözlemlenmiĢtir. Bu hücre grubu, plastik yüzeylerde kültüre edildiğinde fibroblastoid 

koloniler oluĢturabilmesi ve baĢka dokulara nakledildiğinde kemik, yağ, retikulum 

hücrelerine farklılaĢabilmesi ile karakterize edilmiĢtir (Friedenstein ve diğ.1970), 

(Friedenstein ve diğ. 1966). Ġlerleyen yıllarda, hem in vivo hem de in vitro olarak yapılan 

çalıĢmalar neticesinde MKH’ler her üç germ yaprağından köken alan hücre ve dokuları 

oluĢturan multipotent kök hücreler olarak tanımlanmıĢtır (Karaoz ve Ovalı, 2004). Bu 

hücreler vücutta ayrıca immün düzenleyici roller de üstlenmektedir (Kyurkchiev ve diğ, 

2014). 

 

Birçok farklı kaynaktan MKH elde etmek mümkündür. Muhtemelen bu sebepten 

dolayı MKH terimi birbirinden farklı oranlarda farklılaĢma yeteneğine sahip heterojen bir 

hücre popülasyonunu karĢılamaktadır. Bu hücrelerin ortak belirteçleri konusunda sıkıntılar 

olsa da Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (International Society for Cellular Therapy, 

ISCT) CD73, CD90 ve CD105 moleküllerini bu hücrelerin temel belirteçleri olarak 

belirlemiĢtir (Dominici ve diğ. 2006). 

 

Günümüzde MKH elde edilmesi ve tanımlanması bazı standartlar üzerine 

oturtulmuĢtur. Bazı belirteçlerin yüksekliği, bazı belirteçlerin yok denecek kadar azlığı, 

plastik yüzeylere tutunmaları, bu yüzeyler üzerinde çoğalmaları ve in vitro ortamda en az 

üç farklı hücre serisine farklılaĢtırılabilmeleri bu standartları oluĢturmaktadır.  

 

Ġnsan vücudunda MKH’ler özellikle damarca zengin olan bağ dokusu barındıran 

dokularda bol miktarda bulunur. Özellikle kemik iliğinin bir mezenkimal kök hücre deposu 
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olduğu düĢünülmektedir. Bunun yanı sıra yağ dokusu, göbek kordonu stroması da bol 

miktarda MKH içermektedir (Ong ve Sugii 2013). Ayrıca, 2010 yılında Karaöz ve ekibinin 

pankreatik adacıklardan elde ettikleri kök hücreler üzerinde yaptıkları bir çalıĢmada bu 

hücrelerin tipik MKH olabileceği ve özellikle T1DM’de hücresel tedavi çalıĢmalarında 

kemik iliği MKH’lerine göre daha iyi bir aday olacağı ileri sürülmektedir (Karaoz ve diğ. 

2010a).  

 

Elde edildiği kaynağa göre MKH’ler farklı genotiplere (Wagner ve diğ. 2005), farklı 

sitokin ve kemokin salgılama (Friedman ve diğ. 2007) özelliklerine sahiptir. Huang ve 

arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada kemik iliğinden elde edilen MKH’lerin kondrojenik 

farklılaĢma yeteneğinin adipoz dokudan elde edilen MKH’lere göre daha iyi olduğunu ileri 

sürmüĢlerdir (Huang ve diğ. 2005). MKH’ler arasındaki bu fark onların elde edildikleri 

kaynağa göre farklı özellikler taĢıdıklarını göstermektedir.  

 

Özellikle adipoz dokuda ve kemik iliğinde bolca bulunan mezenkimal kök hücreler 

en yaygın çalıĢılan multipotent kök hücrelerdir. Hem elde edilebilmesi diğer kaynaklara 

göre göreceli olarak kolay olması hem de immün düzenleyici özellikleri bunda etkili 

olmaktadır (Kyurkchiev ve diğ, 2014). 

 

Vücuttaki tüm çekirdekli hücrelerin yüzeylerinde bulunan ve iĢlevi sitotoksik T 

lenfositlerine bazı protein parçalarını sunmak olan MHC Sınıf I molekülü vücudun kendine 

ait olan hücreleri yabancı hücrelerden ayırt etmesini sağlamaktadır. Bu moleküller belli 

oranlarda MKH’lerde de bulunmaktadır. Ancak söz konusu bu moleküller MKH’lerde 

düĢük oranda bulunmaktadır. Buna ek olarak MHC Sınıf II antijeninden yoksun olmaları 

sebebiyle MKH’ler oldukça düĢük -hatta yok denecek- bir immün yanıta neden olurlar 

(Gebler ve diğ. 2012). Birçok çalıĢmada da MKH’lerin bağıĢıklık sistemi tarafından 

tanınmadığını, bunun da ötesinde immün yanıtları engellediği gösterilmiĢtir (Noel ve diğ. 

2007). Bu özellikleri onların immün düzenleyici özellikleri (Kyurkchiev ve diğ, 2014) ile 

birleĢince, MKH’lerin bilim insanları arasında neden bu kadar popüler bir yere sahip 

olduğunu açıklamaktadır. Çünkü düĢük bir immün yanıta neden olmaları onları hem 

allotransplantasyona hem de ksenotransplantasyona uygun bir hale getirmektedir (Karaoz 

ve diğ. 2013).  

 

Mezenkimal kök hücrelerden bahsederken üzerinde durulması gereken önemli 

konulardan biri de farklılaĢma potansiyelleridir. Birçok araĢtırmada bu hücrelerin hem 
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mezoderm hem de mezoderm olmayan hücre serilerine farklılaĢtıkları gösterilmiĢtir. 

Adipositler, nöroglial hücreleri, osteositler (Karaoz ve diğ. 2013), endotel hücreleri 

(Oswald ve diğ, 2004), kardiyomiyositler (Makino ve diğ. 1999), hepatositler (Snykers ve 

diğ. 2009) ve nöron benzeri hücreler (Phinney ve Prockop 2007, Arthur ve diğ, 2008) 

MKH’lerin farklılaĢtığı hücrelerdendir. Ayrıca bu hücreler endokrin hücrelere de 

farklılaĢabilme potansiyeline sahiptir (Gabr ve diğ. 2015, Neshati ve diğ. 2010). 

Dolayısıyla, MKH’ler bu güne kadar birçok kez diyabetin hücresel terapi çalıĢmalarında 

kullanılan hücreler arasında yer almıĢtır. Söz konusu çalıĢmaların önemli bir bölümünde 

MKH’lerin insülin salgılayan hücrelere dönüĢtürülmesi hedeflenmiĢtir. Bu farklılaĢtırma 

iĢlemi bazen kimyasal indükleme (Khorsandi ve diğ. 2015, Karaoz ve diğ. 2013) ile bazen 

uPKH teknolojisi kullanılarak (Raikwar ve diğ. 2015) ve bazen de gen aktarımı ya da 

santral dogmayı etkileyebilecek olan miRNA gibi teknolojiler kullanılarak yapılmıĢtır 

(Jafarian ve diğ. 2015). 

 

1.2.1.4.   Oligopotent Kök Hücreler 

 

Oligopotent kök hücreler, bölünme ve farklılaĢabilme özellikleri oldukça sınırlı olan 

ve yalnızca birkaç hücre tipine farklılaĢabilen kök hücrelerdir. Lenfoid ve miyeloid kök 

hücreler oligopotent kök hücrelere örnek olarak verilebilir. 

 

Bunun dıĢında, iki hücre türüne (hepatosit ve kolanjiosit) farklılaĢabilen hepatoblast 

gibi hücrelere bipotent (Chikada ve diğ. 2015), tek bir hücre türüne farklılaĢabilen 

hücrelere ise unipotent kök hücreler denmektedir.  

 

 

 

 

1.3.   Karaciğer ve Pankreas Histolojisi 

 

1.3.1.   Karaciğer Histolojisi 

 

Karaciğer insan vücudunda olduğu gibi fare, sıçan gibi kemirgenlerin de en büyük 

salgı organıdır. Hem endokrin hem de ekzokrin bir organdır. YaĢamın devamı için gerekli 

olan hayati fonksiyonlara sahiptir (Çizelge 1.2). Karaciğer yokluğunda veya iĢlev 

yitiminde, diyalizle kısa bir süre fonksiyonları devam ettirilebilir. Fakat karaciğer 
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fonksiyonunun uzun süreli yokluğunda, telafi edebilmenin hiçbir yolu yoktur. Karaciğerin 

büyük bir kısmı periton zarı ile çevrilidir. Bu zar tunika seroza ve tunika fibroza olmak 

üzere iki tabakadan oluĢmaktadır. Kollajen ve elastik liflerden oluĢan glisson kapsülünün 

(tunika fibroza) organın iç kısımlarına doğru uzamasıyla lob ve lobüller oluĢmaktadır. 

Ġnsanda kemirgenlerde olduğu gibi sağ ve sol loblar iki büyük lobu oluĢtururken, kuadrat 

ve kaudat loblar küçük lobları oluĢturur. Kemirgenlerde ise küçük loblar median ve kaudat 

loblardır. Her lobül merkezi venin etrafında karaciğerin parankim hücreleri olan 

hepatositlerin dizilmesiyle oluĢur. Sıçanlarda, insanlarda olanın aksine safra kesesi 

bulunmamaktadır.  

 

Çizelge 1.2. Karaciğerin fizyolojik görevleri 

Vücudun plazma proteinlerinin çoğunun üretimi 

Çeşitli vitaminlerin ve demirin depolanması ve dönüştürülmesi 

İlaçların ve toksinlerin detoksifikasyonu 

Önemli birçok metabolik yolağın işlevinin düzenlenmesi 

Safranın üretimi 

Endokrin benzeri roller, birçok hormonun yapı ve fonksiyonunu modifiye etme 

 

Karaciğere kan iki kan damar yolu ile gelmektedir. Bunlardan biri ince bağırsak, 

pankreas ve dalaktan gelen kanı taĢıyan ve karaciğere gelen kanın yaklaĢık %75-80’ini 

getiren portal vendir. Bu damar desellülarizasyon tekniğinin kullanıldığı doku 

mühendisliği çalıĢmalarında da sık sık kullanılmaktadır. Karaciğere gelen oksijenlenmiĢ 

kanın taĢındığı hepatik arter bu organdaki toplam kanın %20-25’ini getiren damar yoludur.  

 

Karaciğeri iyi bir Ģekilde anlayabilmek için fonksiyonel ve yapısal birimlerini olan 

karaciğer lobüllerini iyi irdelemek gerekir (Çizim 1.2). Klasik bir karaciğer lobülü portal 

triad ile merkezi ven (vena sentralis) arasında kalan ve hepatositlerce doldurulan alandır. 

Portal triad ise bir hepatik arter, bir portal ven ve bir safra kanalının birbirine yakın 

konumlanmasıyla oluĢan sisteme verilen isimdir. Portal venin kolu ile hepatik arterin kolu 

birleĢerek karaciğer lobülüne yönelir. Bu birleĢmeyle hepatositlerin arasındaki sinüzoidler 

oluĢur. Bir baĢka ifade ile sinüzoidler, lobüllerin kenarlarına kadar gelen portal ven ve 

hepatik arterin hepatositlerin arasına girmiĢ uzantılarıdır. Bu ifadeden de anlaĢılacağı gibi, 
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sinüzoidlerde hem hepatik portal ven aracılığı ile bağırsak, pankreas ve dalaktan gelen 

oksijen konsantrasyonu düĢük olan kan bulunurken hem de hepatik arter aracılığı ile gelen 

oksijence zengin kan bulunmaktadır. Kan akıĢı periferden merkeze doğrudur. Safra akıĢı 

ise merkezden perifere doğrudur. Sinüzoidler bağırsakta emilen besin ve toksik maddeleri, 

kan hücrelerinin dalaktan gelen parçalanma ürünlerini, pankreastan gelen endokrin salgıları 

ve arter ile gelen oksijeni hepatositlere iletir. Benzer Ģekilde, hepatositlerin ürettiği 

yüzlerce sentez ürününü de merkezi ven yardımıyla genel dolaĢıma aktarır. Perisinüzoidal 

aralık olarak da bilinen disse aralığı endotel hücreleri ile hepatositlerin arasında kalan 

alandır. Hepatositlerin bazal yüzeylerinden disse aralığına küçük, düzensiz mikroviluslar 

uzanır. Bu alanın temel iĢlevi kan ile karaciğer hücreleri arasındaki madde alıĢveriĢini 

sağlamaktır. Endotel hücreleri arasındaki boĢluklar ve kesintisiz bazal laminanın olmaması 

disse aralığına kan giriĢine izin vermektedir (Ross MH ve Pawlina W, 2014). 

 

Çizim 1.2. Bir karaciğer lobülünün Ģematik görünümü. https://embryology.med.unsw.edu.au’dan 

uyarlanmıĢtır. 

Hepatositler, sinüzoid endotel hücreleri, kupfer hücreleri, satellat (ito) hücreleri 

karaciğer lobülünde bulunan farklılaĢmıĢ hücrelerdir. 

 

Karaciğer parankim dokusunun temel hücreleri olan hepatositler karaciğer ağırlığının 

%70-85’ini oluĢtururlar (Lee ve diğ. 2015). YaklaĢık 20-30 µm çapındaki hücrelerdir. 

Vücuttaki birçok hücrenin aksine granüllü endoplazmik retikulum (gER) açısından 

zengindirler. Protein sentezi ve depolanması, karbonhidratların dönüĢtürülmesi, kolesterol 

safra tuzları ve fosfolipitlerin sentezi, detoksifikasyon gibi vücut için hayati önem taĢıyan 

görevleri yerine getirirler. Bir hepatositin ortalama yaĢam süresi 150 gündür. Bu yaĢam 

https://embryology.med.unsw.edu.au'dan/
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süresi sindirim sistemi ile bağlantılı hücreler için oldukça uzun sayılabilecek bir süredir. 

Karaciğerde bulunan hepatositlerin %30-40’ı poliploid hücrelerdir (Celton-Morizur ve diğ. 

2010). Ġki çekirdekli hücreler de yaygındır. 

 

Sinizoid endotel hücreleri, hepatik sinüzoidleri çevrelerler. Ancak bu çevreleme ince 

ve kesintilidir. Disse aralığı ile sinüzodin arasında konumlanmıĢlardır. 

 

Kupfer hücreleri, karaciğerde bulunan ve retüküloendotelyal sistemin bir parçası olan 

makrofajlardır (Naito ve diğ. 1997). Sinüzoid endotel hücrelerinin aralarında yer 

almaktadır. 

 

Ġto hücreleri olarak da bilinen hepatik satellat hücreleri disse aralığında bulunan 

perisitlerdir. A vitamini metabolizmasında ve depolanmasında rol alırlar. Bazı patolojik 

durumlarda miyofibroblastlara farklılaĢırlar. Kollajen sentezlerler. Tip 1 kollajen sentezine 

ek olarak laminin, proteoglikan ve büyüme faktörleri salgılarlar. Bu sayede karaciğer 

fibrozisine katkıda bulunurlar (Bataller ve Brenner 2005). Bu hücreler mezenkimal 

kökenlidirler. Normal koĢullarda sessiz fazda olup karaciğer hasarı olduğunda aktifleĢirler. 

AktifleĢmiĢ satellat hücresi proliferasyon ve kemotaksis ile ayırt edilebilir. Hasarlı dokuya 

göç ederek kollajen salgısı yaparlar. Bu sayede hasar gören doku iskelesinin (ekstrasellüler 

matriks) onarımında aktif rol oynarlar. Zamanla senesense (hücre yaĢlanması) uğrarlar ve 

natural killer (NK) hücreleri tarafından yok edilirler. Buradan anlaĢılacağı üzere aktive 

olmuĢ satellat hücrelerinin senesensi karaciğer fibrozisini sınırlamaktadır (Krizhanoysky 

ve diğ. 2008). Aynı zamanda karaciğer fibrozisi sırasında CD8
+
 T lenfositleri baĢta olmak 

üzere immün sistem hücreleri ile de etkileĢime girerler (Yi ve Jeong 2013). 

 

1.3.1.1.   Karaciğer Ekstrasellüler Matriksi 

 

Hepatik ekstrasellüler matriks (doku iskelesi, scaffold) özellikle disse aralığının özel 

konfigürasyonu sebebiyle oldukça sıra dıĢı bir kompozisyona sahiptir. Genellikle 

fibronektin ve tip 1 kollajen ve az miktarda da kollajen tip 3, tip 4, tip 5 ve tip 7’den oluĢan 

zayıf bir ekstrasellüler matrikse sahiptir (Martinez-Hernandez ve Amenta 1993). Bu 

konfigürasyon -endotel hücreleri arasındaki boĢluklar ile birlikte değerlendirildiği zaman- 

plazma ve hepatositler arasındaki çift yönlü makromolekül alıĢveriĢinin düzenleniĢini 

kolaylaĢtıran bir yapı olarak karĢımıza çıkmaktadır.  
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Ekstrasellüler matriks karaciğerin küçük bir bileĢeni olmasına rağmen, yapısal bir 

iskele sağlaması ve hepatositlerin farklılaĢmıĢ durumlarını korumalarında, hayatta 

kalmalarında kritik role sahiptir. Bu kritik rol özellikle in vitro hücre kültürü 

çalıĢmalarında belirgindir. Hepatosit fenotipinin hücreleri kültüre etmek için kullanılan 

ekstrasellüler matrikse göre değiĢkenlik gösterdiği birçok çalıĢmada ortaya konulmuĢtur 

(Katoonizadeh ve Poustchi 1994, Schuetz ve diğ. 1988, Rojkind ve diğ. 1980). Karaciğeri 

de içeren birçok dokuda ekstrasellüler matriks doku tamirini uyaran ve düzenleyen bir 

bileĢendir (Martinez-Hernandez 1985).  

 

Karaciğer ekstrasellüler matriksini değerlendirebilmek için kapsül, portal alan, disse 

aralığı ve merkezi alanı içeren dört alt baĢlık içinde incelemek uygun olacaktır.  

 

Kapsül ince ve yarı saydam bir yapıya sahiptir. Kollajen tip 1, tip 3, tip 5, tip 6 ve 

fibronektinden oluĢur (Martinez-Hernandez ve Amenta 1993). Kapsülün karaciğer 

loplarının içine doğru göç etmesiyle oluĢan parmak Ģeklindeki çıkıntıları ile lobüler 

ekstrasellüler matriksin kaynaĢması karaciğer ekstrasellüler matriksinin temelini inĢa 

etmektedir.  

 

Portal alan safra kanalı, ekstrasellüler matriks içine gömülü halde hepatik arter ve 

portal venin kollarını içerir. Safra kanalı epitel hücreleri çok ince bir bazal membran (30 

nm) ile çevrilerek çevre parankimden ayrılır. Duktal epitelyal hücrelerin kendi bazal 

membran komponentlerinin sentezi ve salgılanmasından sorumlu oldukları yıllar önce 

Martinez-Hernandez’in çalıĢmalarıyla ortaya konulmuĢtur (Martinez-Hernandez 1991, 

Martinez-Hernandez 1985). Hepatik arter ve portal ven kolları –diğer organlarda bulunan 

benzer çaptaki damarlar gibi- bazal membran ve diğer ekstrasellüler matriks bileĢenlerini 

içermektedir. Portal alanın ekstrasellüler matriksi kollajen tip I, tip III, tip V, tip VI, 

fibronektin ve elastik liflerden oluĢmaktadır. Portal alandaki çapraz bağlı kollajen tip 1 

lifleri hemen bitiĢikteki disse aralığındaki benzer fibriller ile süreklilik halindedir. Bu 

süreklilik merkezi alanı da kapsamaktadır. Bu Ģekilde bir karaciğer lobülünün yapısal doku 

iskelesini bahsi geçen kollajen lifleri ve demetleri oluĢturmaktadır.  

 

Lobül; sinüzoidleri, ıĢık mikroskobuyla hemen hemen algılanamaz bir disse aralığını 

ve hepatosit kordonlarını içeren bir alandır. Ġçinde birçok farklı yapıyı barındırdığı için bir 

lobülün ekstrasellüler matriksini daha iyi anlayabilmek bu yapıları tek tek incelemekten 

geçmektedir. 
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Sinüzoidlerde bazal membran yoktur. Endotel hücreleri arasında boĢluklar 

mevcuttur. Bu nedenle aralarında özel bağlantılar da yoktur. Dolayısıyla, sinüzoidler 

oldukça geçirgen yapılardır.  

 

Disse aralığı için yapılan elektron mikroskobu çalıĢmalarında hem bazal 

membranının olmadığını hem de -az miktarda çapraz bağlı kollajen lifleri hariç- neredeyse 

ekstrasellüler matriks açısından yoksundur. Buna rağmen disse aralığında en bol bulunan 

ekstrasellüler matriks bileĢeni fibronektindir (Martinez-Hernandez ve Amenta 1993). 

Portal triadlardan merkezi vene kadar tüm hepatik sinüzoid boyunca neredeyse kesintisiz 

bir astar olarak karĢımıza çıkmaktadır. Fibronektin, kollajen tip 1’i kaplayacak Ģekilde ve 

diğer fibriller (kollajen tip 4, kollajen tip 5, kollajen tip 6) ile iç içe olarak ya granüler ya 

da ince filament yapılar halinde bulunur. Ayrıca endotel hücrelerinin intersitisyel 

yüzeyleriyle temas halindedir. Karaciğerde var olan eĢsiz doku mimarisinin oluĢmasında 

en aktif oyunculardan birisi fibronektindir. Endotel hücrelerinin ve hepatosit hücrelerinin 

yüzeylerini arasında kollajen tip 1 demetleri bağlantı kurar. Böylelikle hepatik lobülün 

farklı öğelerini tek tek fiziksel birimlere dönüĢtürür. Disse aralığında kollajen tip 3 yaygın 

değildir. Genellikle fibronektin ile kollajen tip 1‘in çapraz bağlı olduğu yerlerde 

görülmektedir. Karaciğerde kollajen tip 5’in lokalizasyonu 1980 yılında ıĢık 

mikroskobuyla ortaya konulmuĢtur (Biempica ve diğ. 1980). Daha sonra elektron 

mikroskobu çalıĢmaları ile kollajen tip 5’in disse aralığı boyunca kesintili ve düzensiz bir 

Ģekilde bulunduğu gösterilmiĢtir. Yapılan kimyasal analizler kollajen tip 5’in hepatik 

ekstrasellüler matriks için olmazsa olmaz bir bileĢen olmadığını göstermektedir. Kollajen 

tip 6 ise hepatik ekstrasellüler matriks içinde kollajen tip 5’e göre nispeten daha bol 

bulunur ve lobül boyunca homojen bir dağılım göstermektedir. Karaciğer lobülünde –

özellikle de disse aralığında- bazal membran komponentlerinin durumu araĢtırmacıların 

ilgisini çeken noktalardan birisi olmuĢtur. Bunlardan perlekan, disse aralığının 

mimarisinde yer almamaktadır. Lamininin varlığı ise tartıĢmalı konulardan birisidir. 

Abrahamson, Bissell gibi bazı yazarlar lamininin var olduğunu savunurken (Abrahamson 

ve Caulfield 1985, Bissell ve diğ. 1987) bazı yazarlar ise karaciğerde lamininin olmadığı 

görüĢündedirler (Sell ve Ruoslahti 1982, Martinez-Hernandez 1991). Bazal membranın 

önemli bileĢenlerinden birisi olan kollajen tip 4 ise disse aralığında ayrı ayrı, kesintili ve 

agregat Ģeklinde bulunur. Ancak, bu agregatlar diğer tüm organlarda olanın aksine ne 

laminin ne de perlekan ile iliĢkili değildir. Yani bazal membranın diğer elemanlarından 

bağımsız halde bulunmaktadır. Söz konusu bu durum disse aralığını eĢsiz kılmaktadır.  
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Hepatositleri intersitisyumdan ayıran bir bazal membran yoktur. Ancak özellikle 

fibronektin olmak üzere diğer ekstrasellüler matriks elemanları hepatositlere yakın bir 

Ģekilde lokalize olmaktadır (Ross MH ve Pawlina W, 2014).  

 

Merkezi alan merkezi venleri (terminal hepatik venler) kapsayan, bir karaciğer 

lobülünün orta kısmına yakın yerleri incelemek için kullanılan terimdir. Bu venler laminin, 

kollajen tip 4 ve perlakanı içeren ince bir bazal membran ile sınırlandırılmıĢ tek tabaka 

endotel hücreleri oluĢturulur. Bu bazal membranın dıĢında bol miktarda kollajen tip 1 ve 

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

 

1.3.2.   Pankreas Histolojisi 

 

Pankreas omurgalıların sindirim ve endokrin sisteminde yer alan bez Ģeklindeki bir 

organdır. Ġnsanda midenin arkasında, karın boĢluğunda (abdominal boĢluk) yer alırken 

sıçanlarda daha çok mide, duodenum ve dalağın altında yerleĢtiği görülür. Pankreas; 

insülin, glukagon, somatostatin, pankreatik polipeptit gibi çok önemli hormonların 

üretildiği endokrin kısma sahiptir (Ross MH ve Pawlina W, 2014). Bunun yanında bir 

sindirim sistemi elemanı olarak da görev yapar. Bu kapsamda ince bağırsakta besinlerin 

sindirilmesi ve emilmesine yardımcı olan ve içinde parçalayıcı enzimler bulunan pankreas 

özsuyu salgılar. Bu enzimler karbonhidratlar, lipitler ve proteinleri daha küçük parçalarına 

ayırır.  

 

Tıpkı karaciğer gibi pankreas da endoderm kökenli bir organdır. Erken embriyonik 

dönemde (insanda 26. gün, sıçanlarda embriyonik dönemim 8.5’inci gönünde) (e8.5) ön 

bağırsağın arkaya doğru tomurcuklanması ile oluĢmaya baĢlar. Altında bulunan epitel 

dokusu mezoderme doğru uzanır. Bu uzanım dorsal ve ventral pankreas tomurcuklarının 

oluĢmasını sağlar. e14.5 ve e15.5 aralığında duktal epitel hücreleri ekzokrin pankreasa 

doğru farklılaĢırlar. e15’te asinüsler açıkça görüntülenebilmektedir. Endokrin hücreler ise 

pankreas geliĢiminin baĢladığı andan itibaren geliĢmeye baĢlarlar. e14’te duktal epitel 

içinde tek hücre halinde dizilmiĢ olurlar. Daha sonra burada çoğalmaya baĢlarlar. 

Embriyonik dönemim 16. gününde endokrin hücreler adacık benzeri kümeler oluĢturmaya 

baĢlarlar. Adacıklar doğumdan kısa bir süre öncesine kadar (e18 e19) tamamen 

oluĢmamıĢlardır doğumdan 2-3 hafta sonrasına kadar bir olgunlaĢma süreci 

içerisindedirler. Endokrin hücreler bağırsak endoderminde bulunan kök hücrelerden geliĢir. 
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Önceleri endokrin hücrelerin nöral krest kökenli oldukları savunulmuĢ ancak bıldırcın-

civciv kimera deneyleri bu algıyı yok etmiĢtir. Artık iyi bilinmektedir ki, endokrin hücreler 

endodermden köken almaktadır. Embriyonik sıçan pankreaslarından elde edilen endoderm 

kökenli pankreatik kanal hücreleri in vitro ortamlarda fetal mezenkim varlığında direkt 

olarak hormon üreten hücrelere farklılaĢtığı gösterilmiĢtir (Dudek ve diğ. 1991). 

Embriyonik dönemin erken safhalarında (e9.5) önbarsaktaki pankreatik taslakta hücrelerin 

glukagon, pankreatik polipeptit ve nöropeptit Y eksprese ettikleri görülür. Kısa bir süre 

sonra (e10-e10.5), bu hücrelerin glukagon ve insülini birlikte eksprese ettikleri ve ilerleyen 

embriyonik geliĢimde bu hücrelerin glukagon üreten α-hücrelerine ve insülin üreten β-

hücrelerine dönüĢtüğü gözlemlenir. YaklaĢık olarak e14’te somatostatin üreten hücreler 

ortaya çıkar.  

 

Endokrin ve ekzokrin bölgelerin ayrımını sağlayan sinyal faktörleri de araĢtırmacılar 

tarafından büyük ilgi görmüĢtür. 12.5 günlük sıçan embriyolarından elde edilen pankreatik 

tomurcuklarının pankreatik mezenkim varlığında kültüre edilmesiyle -yalnızca insülin 

üreten olgunlaĢmamıĢ birkaç hücre dıĢında- ekzokrin pankreatik doku geliĢimi olduğu 

gösterilmiĢtir. Pankreatik tomurcuklarının pankreatik mezenkim olmadığı ortamda kültüre 

edilmesiyle endokrin doku geliĢiminin olduğu, ekzokrin geliĢimin ise durduğu 

gözlemlenmiĢtir (Miralles ve diğ. 1998).  

 

GeçmiĢ yıllarda, pankreatik geliĢimin düzenlenmesinde bazı transkripsiyon 

faktörlerinin kritik roller oynadığı keĢfedilmiĢ ve araĢtırmaların bir bölümü araĢtırmalarını 

bu yöne doğru kaydırmıĢtır. Bu ekspresyon faktörleri geliĢen pankreasın sınırlarını 

belirlemekle kalmayıp aynı zamanda tek tek hücre soylarının farklılaĢma programlarını 

düzenlerler. Transkripsiyon faktörleri erken hücresel geliĢimin belirlenmesine ve bu sayede 

terminal farklılaĢmıĢ hücrelerin fenotiplerinin korunmasına hizmet ederler (Habener ve 

diğ. 2005). Tranksripsiyon faktörlerinin insandaki birtakım hastalıkların patolojisiyle 

iliĢkili olduklarının gösterilmesi -tıpkı diğer organlarda olduğu gibi- pankreas geliĢiminin 

düzenlenmesine katılan bu faktörlerin tanımlanmasının önemini ortaya koymaktadır (bu 

faktörlere iliĢkin detaylı bilgi bölüm 1.4.2’de kapsamlı bir Ģekilde ele alınmıĢtır).  

 

Pankreası daha detaylı ve sistematik bir Ģekilde incelemek için ekzokrin ve endokrin 

panksreası ayrı ayrı ele almak uygun olacaktır. 
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Ekzokrin pankreas seröz bir bez olup asiner ve tübüloasiner Ģekilli salgı birimleri 

bulunmaktadır. Bu birimler seröz hücrelerden oluĢmaktadır. Pankreasın ekzokrin bölümü 

lopcuklu bir yapı göstermektedir. Bu lopcuklar ‘asinüs’ denen küçük birimlerden meydana 

gelmektedir. Lopcuklar ve asinüsler arasını bağ dokusu doldurmaktadır. Ancak bu 

yapılardaki bağ dokusu oldukça azdır. Asinüslerin duvarlarını pankreasın dıĢ salgısını 

üreten epitel hücreleri oluĢturmaktadır. Pankreatik asiner hücreler olarak adlandırılan bu 

hücrelerde yaygın bir gER, serbest ribozomlar ve iyi geliĢmiĢ golgi cisimciği göze 

çarpmaktadır. Asiner hücreler apikal kısımlarından birbirlerine bağlantı kompleksleriyle 

bağlanırlar ve bu Ģekilde izole bir lümen oluĢtururlar. Bu lümene, asiner hücreler 

tarafından üretilen enzimler zimojen granülleri Ģeklinde salgılanmaktadır. Pankreatik 

asinüsler diğer bezlerde bulunan asinüslerden oldukça farklıdırlar. Asinüsten çıkan ilk 

kanal olan interkalar kanal aslında asinüsün içinde baĢlamaktadır. Asinüsün içinde kalan 

kanal kısmının bu hücreleri sentroasiner hücreler olarak adlandırılmaktadır. Sentroasiner 

hücreler, asinüs hücrelerinin aksine salgı granüllerince yoksundur (Ross MH ve Pawlina 

W, 2014).  

 

Zimojen granüllerinde bulunan proenzimler alınan besinlerin çoğunu sindirebilecek 

muhtevaya sahiptir. Endopeptidazlardan olan tripsinojen ve kimotripsinojen proteinlerin 

oluĢtuğu aminoasitler arasındaki peptit bağlarını koparırken prokarboksipeptidaz ve 

proaminopeptidazları içeren ekzopeptidazlar ise peptidin amino ya da karboksil ucundan 

amino asitleri keserek ayırır. Amilolitik enzimlerden olan α-amilaz ise karbonhidratların 

glikozidik bağlarını kesen bir enzimdir. Trigliseritlerin ester bağlarını keserek lipit 

sindirimi yapan lipazlar da yine asiner hücrelerin ürettiği sindirim enzimleri arasındadır. 

Bunlara ilaveten nükleik asitlerin sindiriminde rol alan enzimler de pankreas özsuyu içinde 

yer almaktadır. Deoksiribonükleaz ve ribonükleazlar nükleik asitleri sindirerek 

nükleotitlerin ortaya çıkmasını sağlamaktadır (Ross MH ve Pawlina W, 2014). 

 

Yukarıda bahsedilen pankreatik sindirim enzimleri üretildikleri andan itibaren 

fonksiyonel değillerdir. Bilakis, inaktif olarak sentezlenirler ve ancak ince bağırsak 

lümenine ulaĢtıkları zaman aktifleĢirler. Ġnce bağırsakta bulunan intestinal hücrelerince 

salgılanan enterokinaz tripsinojeni güçlü bir proteolitik enzim olan tripsine 

dönüĢtürmektedir. Tripsin de diğer enzimlerin dönüĢümünü katalizlemektedir (EĢrefoğlu 

M, 2016).  
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Ġnterkalar kanallar, ekzokrin pankreasın tarafından üretilen pankreas özsuyunun 

onikiparmak bağırsağına ulaĢması için kullanılan ilk kanallardır. Bu kanallarda bulunan 

interkalar kanal hücreleri sodyum ve bikarbonat bakımından zengin bir sıvı 

salgılamaktadırlar. Böylece mideden onikiparmak bağırsağına (duedonum) gelen kimusun 

asiditesi nötralize edilir ve pankreatik enzimlerin çalıĢması için en uygun pH sağlanır. Bu 

kanallar kısadırlar ve intralobüler toplama kanallarına açılırlar. Asinüslerden oluĢan 

pankratik lobüllerde bu Ģekilde toplanan salgılar intralobüler kanalların açıldığı 

interlobüler kanallara geçer. Ġnterlobüler kanallar içinde az miktarada goblet hücresi ve 

enteroendokrin hücrelerinin bulunduğu prizmatik epitel ile döĢelidir. Ġnterlobüler kanallar 

pankreastaki en büyük kanal olan wirsung kanalına (ana pankreatik kanal) açılır.  

 

Endokrin pankreas, Langerhans adacıklarından oluĢmaktadır. Bu adacıklar organ 

boyunca değiĢik büyüklüklerde olabilmektedir. Hematoksilen/Eozin boyamalarında 

Langerhans adacıkları yoğun boyanmıĢ pankreatik asinüslerinin çevrelediği açık boyanmıĢ 

hücre kümeleri halinde bulunmaktadır. Ancak klasik boyama yöntemleri ile adacıklarda 

bulunan hücre tipleri belirlenememiĢtir. Zenker-formol fiksasyonu ve Mallory-Azan 

yöntemi ile yapılan boyamalardan sonra üç temel hücre tipi tanımlanmıĢtır: kırmızıya 

boyanan α-hücresi (alfa hücresi), kahverengi-turuncuya boyanan β-hücresi (beta hücresi) 

ve maviye boyanan δ-hücresi (delta hücresi). Bu hücrelerden daha az oranlarda pankreatik 

polipeptit üreten PP hücreleri ve daha da az sayıda grehlin hormonu üreten Grehlin 

hücreleri bulunmaktadır (Ross MH ve Pawlina W, 2014 s.650-51). Bu hücreler dıĢında 

adacıklarda kök hücrelerin varlığını ve bu kök hücrelerin de mezenkimal kök hücrelere 

benzerlik gösterdiği belirtilmiĢtir (Karaoz ve diğ. 2010a, Karaoz ve diğ. 2010b, Sariboyaci 

ve diğ. 2014) 

 

Adacık kompozisyonları insan ve kemirgenlerde benzer olmasına karĢın adacıkta 

bulunan hücre oranları önemli farklılıklar içermektedir. Ġnsanlarda β-hücresi adacıktaki 

tüm hücrelerin %54’ünü oluĢtururken farelerde %74.5’ini oluĢturur. Ġnsan adacıklarında α-

hücreleri  %34.5 ve δ-hücreleri %10.5 oranında bulunmaktadır. Fare adacıklarında ise α-

hücreleri  %18.5 ve δ-hücreleri %6 oranında bulunmaktadır (Brissova ve diğ. 2005). Diğer 

kemirgenlerde oranlar faredeki oranlara çok yakındır. Özellikle dikkat çekici bir nokta 

kemirgenlerdeki β-hücre/α-hücre oranı insandaki orandan bir hayli yüksektir.  

 

β-hücreleri genellikle adacığın merkezi kısmında bulunurlar. Vücut için çok önemli 

bir horman olan insülini sentezler ve salgılarlar. 110 amino asitten oluĢan 12 kDA 
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ağırlığındaki tek bir polipeptit zincirinden oluĢan insülinin ilk sentezlendiği bu yapısı 

preproinsülin olarak adlandırılır. Bu yapının amino ucunda hormon öncülünün gER’e 

girmesi için gerekli -24 amino asitten oluĢan- bir sinyal dizisi yer almaktadır. gER 

sisternalarında bu molekülün sinyal dizisi proteolitik olarak kesilir ve proinsülin meydana 

gelir. Bu haliyle molekül 9 kDA ağırlığındadır ve yapısal olarak ‘G’ harfine 

benzemektedir. G’nin çizgisini üstteki ilmeğe bağlayan iki disülfit bağı molekülde yer 

almaktadır. Golgi cisimciğine geçen proinsülin 35 amino asitlik C peptit (bağlayıcı peptit) 

kısmı kesilerek salgı veziküllerinde depolanır (Çizim 1.3). Ġnsülin salgılandığında aynı 

miktarda C peptit de salıverilir. Ancak, C peptidin tanımlanabilen bir biyolojik fonksiyonu 

yoktur. Geriye kalan 30 amino asitlik B zinciri ile 21 amin oasitlik A zincirinin birbirine 

iki disülfit bağıyla bağlı olduğu yapı insülin olarak adlandırılan fonksiyone kısım olarak iĢ 

görür (Çizim 1.3). Bu hormon endokrin salgıların en bol olanıdır. Temel etkileri karaciğer, 

iskelet kası ve adipoz doku üzerinedir. Ġnsülin spesifik membran taĢıyıcıları ile glukozun 

dolaĢımdan alınmasında rol almaktadır. Ayrıca glikojen sentaz enziminin aktivasyonu ve 

akabinde glukozun glikojen Ģeklinde depolanmasında fonksiyoneldir. Ġnsülinin glukoz 

metabolizmasındaki görevlerine ek olarak, adipoz doku hücrelerinde gliserol 

sentezlenmesini uyarır. Lipaz aktivitesini inhibe eder. DolaĢımdaki insülin, hücreler 

tarafından aminoasit alım miktarını arttırır. Protein katabolizmasını arttırır. Kan glukoz 

seviyesinin 7 mg/mL’nin üzerinde olması insülin salınımını uyarır. Böylece glukoz depo 

edilmeye baĢlanır. Kan glukoz seviyesinin 7 mg/mL’nin altına düĢmesi insülin 

salgılanmasını durdurur. Deneysel T1DM çalıĢmalarında, açlık kan Ģekeri düzeyi 

genellikle 20 mg/mL’nin üzerinde ise deney hayvanı diyabetli olarak kabul edilmektedir 

(Onturk ve Ozbek 2007) 

 

α-hücreleri adacıkların periferinde (dıĢ tarafında) bulunmaktadır. Bu hücrelerin temel 

görevi glukagon salgılamaktır. Glukagon kan glukoz seviyesini arttıran bir hormondur. 

Genel olarak insülin ile antagonistik olarak çalıĢır. Karaciğerde glikojen yıkımını 

(glikojenoliz) uyararak kana glukoz salınımını uyarır. Glikoneogenizi (amino asitlerden 

glukoz sentezlenmesi) aktive eder. Bunun için proteolizisi uyarır. Hepatik lipazı stimule 

eder. Kan glukoz seviyesinin 7 mg/mL’nin altına düĢmesi glukagon salgılanmasına sebep 

olur, bu değerin belirgin düzeyde üstüne çıkıldığı zaman ise glukagon salgılanması durur.  
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Çizim 1.3. Ġnsülinin posttranslasyonel iĢlenmesi. Preproinsülin olarak sentezlenen ve tek 
bir polipeptit zincirinden oluĢan insülinin iĢlenmemiĢ hali bir takım posttranslasyonel 
modifikasyonlara uğrar. Ġlk olarak gER sisternalarında sinyal dizisi kesilir. OluĢan daha 
kısa polipeptit dizisi proinsülin olarak adlandırılır. Proinsülin golgi cisimciğine taĢınır ve 
burada disülfit bağları oluĢturktan sonra C peptit kısmı kesilip uzaklaĢtırıldıktan sonra 
biyolojik olarak aktif insülin oluĢmaktadır. Kaufman RJ. 2011’den uyarlanmıştır. 

δ-hücreleri Langerhans adacıklarının küçük bir kısmını oluĢturur. Adacıkların 

periferine doğru lokalize olmuĢlardır. δ-hücreleri somatostatin salgılarlar. Bu hormonun 

adacıktaki kesin rolü tam olarak bilinememektedir ancak genel olarak insülin ve glukagon 

salgılanmasını inhibe etmektedir.  

 

1.3.2.1.   Langerhans Adacıklarının Ekstrasellüler Matriksi 

 

Langerhans adacıkları olarak da bilinen pankreatik adacıklar, kesintisiz bir ekzokrin 

doku ortamı içinde dağılmıĢ küçük endokrin hücre kümeleridir. YetiĢkin bir insanda çapı 
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50-200 µm arasında değiĢen yaklaĢık olarak 1 milyon pankreatik adacık bulunmaktadır. 

Arteriol kan akıĢı sayesinde damarlaĢma açısından zengindirler. Buna ilaveten hormon 

salgısını ve trofik fonksiyonu düzenleyen sempatik ve parasempatik sinirlerce de 

zengindir.  

 

Langerhans adacıkları genellikle kesintisiz olmayan tek tabaka fibroblast ve bunların 

ürettiği kollajen fiberlerinden oluĢan bir kapsül ile çevrilidir. Adacıkların periferal 

ekstrasellüler matriksleri ağırlıklı olarak laminin ve kollajen tip 4’ten oluĢur (Meyer ve diğ. 

1998b). Fibronektin (Meyer ve diğ. 1998b), kollajen tip 1 (Van Deijnen ve diğ. 1994, 

Meyer ve diğ. 1998b) kollajen tip 3 (Van Deijnen ve diğ. 1994, Meyer ve diğ. 1998b) 

kollajen tip 5 (Van Deijnen ve diğ. 1994) ve kollajen tip 6 (Meyer ve diğ. 1998a)’nın da 

bulunduğu yayınlarda bildirilmiĢtir. Ancak Hughes ve arkadaĢlarının 2006 yılında periferal 

matriks kompozisyonunu nicel olarak değerlendirdikleri bir çalıĢmada kollajen tip 6 

miktarını kollajen tip 1 ve kollajen tip 4’ten oldukça fazla bulmuĢlardır (Hughes ve diğ. 

2006). Vitronektin fetal dönemde adacık ekstrasellüler matriksinin önemli bileĢenlerinden 

birisi iken yetiĢkin bireylerin adacık ekstrasellüler matrikslerinde miktarı yok denecek 

düzeyde olması dikkat çekici bir durumdur. Özellikle vitronektinin hücre göçünü 

(migrasyon) destekleyen bir yapıda olması durumu irdelemeye değer kılmaktadır (Cirulli 

ve diğ. 2000). 

 

Pankreatik adacıkların kompozisyonu türler arasında değiĢiklik göstermektedir. 

Örneğin, köpek pankreatik adacıklarında ekstrasellüler matriksi insan veya sıçana göre 

daha fazla alanı kapsamaktadır. Domuzlarda ise ekstrasellüler matriks oldukça az olup 

hücre-hücre iliĢkileri daha yoğundur (Van Deijnen ve diğ. 1992). Türler arasında bu 

Ģekilde farklılıklar söz konusu iken aynı bireyde yaĢtan yaĢa da adacık ekstrasellüler 

matriksi konusunda farklılıklar söz konusudur. YaĢlı bireylerde adacık kapsülünü oluĢturan 

proteinlerin ekspresyon seviyeleri genç bireylere göre daha yüksektir (Meyer ve diğ. 

1997). 

 

Pankreasta bulunan adacıkların periferinde durum böyle iken, adacık içindeki 

matriks bir hayli farklıdır. Bu yapılar özellikle mikrovasküler sistem ile iliĢkili yüksek 

miktarda bazal membran barındırırlar. Ancak adacık endokrin hücrelerinin kendi bazal 

membranları yoktur. Direkt olarak -laminin ve kollajen tip 4’ten oluĢan- vasküler 

endotelyal bazal membran ile etkileĢime girerler. Ancak son yıllarda yapılan bir çalıĢma 

adacıklardaki mikrovasküler yapının iki ayrı bazal membran tabakası ile çevrili olduğunu 
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göstermektedir (Virtanen ve diğ. 2008). Bu durumda, perivasküler bazal membran (intra-

adacık), peri-adacık bazal membranı ile çevrilidir ve peri-adacık bazal membran endokrin 

hücrelerle direkt temas halinde değildir. Her iki bazal membran da farklı laminin 

izoformları içerir. Adacık içindeki bazal membranlarda kollajen tip 4 bol miktarda bulunsa 

da reseptör içerikleri incelendiğinde β-hücreleri kollajen tip 4’ten ziyade laminin ile 

bağlanma etkileĢimlerine girerler. β-hücrelerinin saflaĢtırılmıĢ kollajen tip 4 üzerindeki 

kültürlerinde de insülin üretiminin oldukça düĢtüğü gözlemlenmiĢtir (Kaido ve diğ. 2006). 

Perivasküler bazal membran tutunma etkileĢimlerine ek olarak adacık içindeki vasküler 

yapıyı koruyarak ve endotel hücrelerinin tutunup göç etmelerini sağlayarak β-hücrelerinin 

canlılıklarını da korurlar. Bu önemli fonksiyonlara ek olarak perivasküler bazal membranın 

hayati rollerinden birisi de yeniden damarlaĢabilme ve adacığa spesifik fenotipin 

korunması için gerekli vasküler büyüme faktörlerini (vascular growth factor) bağlayabilme 

ve salıverme özelliğidir.  

 

Bazal membran haricinde Langerhans adacıklarında baĢka bir ekstrasellüler 

matriksten bahsetmek çok fazla mümkün değildir. Ancak bu durum muhtemelen endokrin 

hücrelerde hücre-hücre etkileĢimlerinin önemini vurgulamaktadır. Adacık hücreleri gap 

junction dıĢında integrinler, nöral hücre adezyom molekülleri (N-CAM) ve E-kaderin gibi 

hücre adezyon moleküleri (cell adhesion melecule, CAM) ile de birbirlerine bağlanırlar 

(Cirulli ve diğ. 1994, Bosco ve diğ. 2007). Hücreler arası bu etkileĢim adacık geliĢimi, 

glukoz duyarlılığı ve insülin salgılanması ile ilgili süreçlerin sinyal iletiminde son derece 

önemlidir. 

 

1.3.2.2.   Langerhans Adacıklarının Ekstrasellüler Matriks ile EtkileĢimleri 

 

Pankreatik adacıkların içinde bulunduğu, onları çevreleyen fiziksel etkileĢimlerin ve 

mimarinin karmaĢık ve tamamen anlayamadığımız bir yapı olmasına rağmen adacıklar 

hücre-ekstrasellüler matriks etkileĢimlerinden yoğun bir Ģekilde etkilenirler. Olgun ve 

bozulmamıĢ bir adacığın ekstrasellüler matriks ya da sentetik matriks materyalleri ile 

etkileĢimlerinin canlılığı (Beattie ve diğ. 2002, Lucas-Clerc ve diğ. 1993), insülin salgısını 

(Beattie ve diğ. 2002, Lucas-Clerc ve diğ. 1993), çoğalmayı (Beattie ve diğ. 2002), 

adacıkların küresel morfolojisinin korunmasını (Lucas-Clerc ve diğ. 1993) düzenlediği 

bilinmektedir. Thomas ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmayla endokrin pankreas 

bölümünü oluĢturan küre Ģeklindeki bu yapılar için ekstrasellüler matriksin önemi çok iyi 

bir Ģekilde ortaya konulmuĢtur (Thomas ve diğ. 1999).  ÇalıĢmanın sonuçlarına göre, tam 
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bir izolasyon olmadan –bir miktar doğal ekstrasellüler matriksi ile birlikte- elde edilen 

adacıkların, saflaĢtırılmıĢ ve ekstrasellüler matriksten tamamen izole edilmiĢ olan 

adacıklarla kıyaslandığında apoptoz oranlarında oldukça önemli bir düĢüĢ gözlenmiĢ ve 

insülin yanıtı bakımından önemli ölçüde daha iĢlevsel olduğu bulunmuĢtur.  

 

Matriks ile etkileĢimin önemi yalnızca yetiĢkin bireye ait dokular ile sınırlı kalmaz, 

fetal dokularda da bu etkileĢimler oldukça önemlidir. Endokrin pankreas dokusunun 

geliĢimi sırasında β-hücre farklılaĢmasının, çoğalmasını, insülin salgılamasını ve adacığa 

özgü hücre migrasyonunu yine bu etkileĢimler düzenler (Oberg-Welsh 2001, Cirulli ve diğ. 

2000). Matriks etkileĢimleri in vitro ortamlarda pankreatik duktal doku ya da hepatik oval 

hücrelerden adacık benzeri dokuların farklılaĢmasını ve geliĢimini de kapsamaktadır (Leite 

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

 

Bu konu üzerine yapılan son çalıĢmalar arasında dikkat çekici olanlarından birisi de 

NF-κβ (Nükleer Faktör kappa β) aktivitesinde β-hücresi ile matriks etkileĢiminin rolünün 

araĢtırıldığı bir çalıĢmadır (Hammar ve diğ. 2005). Bu çalıĢmada, glukoz ile uyarılmıĢ 

insülin salgısı için β-hücresi-matriks etkileĢimleri sonucu meydana gelen NF-κβ 

aktivasyonunun gerekli olduğu bulunmuĢtur.  

 

Bugün adacıklardaki matriks ve reseptör etkileĢimlerinin önemini vurgulayan 

hipotezlerin çokluğuna rağmen mevcut bilgi seviyemiz bu etkileĢimin belirli ayrıntıları ve 

sonuçları ile ilgili pek çok soruyu yanıtsız bırakmaktadır.  

 

Pankreatik adacıklar oldukça kompleks yapılardır. Çok sayıda ekstrasellüler matriks 

bileĢenleri ile etkileĢime girebilme yeteneğinde olan birçok farklı reseptörü içeren hücre 

türlerinden oluĢan yapılardır. Her reseptör çoklu ligandları (ekstrasellüler matrikse ya da 

hücrelere bağlanabileceği bölgeleri) tanıyabilir ve her matriks proteini çoklu hücre 

bağlanma bölgelerini içerebilir.  

 

Langerhans adacıklarının kompleks yapısını daha iyi anlayabilmek ve matriks-

reseptör etkileĢimlerinde yanıtsız kalan birçok soruya yanıt bulabilmek için söz konusu 

hücreler ile matrikslerin etkileĢimine izin veren birçok çalıĢmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

1.3.2.4.   Langerhans Adacıklarının Ġntegrin Kompozisyonu 
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Ġntegrinler hücre-hücre ve hücre-ekstrasellüler matriks etkileĢimleri için köprü 

vazifesi gören transmembran proteinleridir. Bu proteinler hücrelerin birbirleriyle ya da 

ekstrasellüler matriks ile etkileĢimlerden oluĢan sinyalleri hücre içine ileten ve böylece 

hücredeki çeĢitli yolakların aktivasyonunu sağlayan kaskad Ģeklindeki bir dizi sinyal 

iletimlerini baĢlatan moleküllerdir. Söz konusu sinyaller sonucunda transkripsiyonel 

değiĢimler meydana gelir (aktivasyon ya da inhibisyon). OluĢan bu transkripsiyonel 

değiĢimler ise hücre döngüsünü, hücre Ģeklini, hareketliliği, hücre membranına yeni 

moleküllerin eklenmesini, ekstrasellüler matriks kompozisyonunun değiĢtirilmesini, hücre 

tutunmasını, hücre farklılaĢmasını, hücre ölümünü ve daha birçok olayı kontrol eder. 

Ġntegrinler hücrelerde gerçekleĢen birçok biyolojik sürecin kalbinde yer alan moleküllerdir. 

Dolayısıyla, integrinler hücreler ve onların içinde bulunduğu doku iskelesi için hayati 

öneme sahip yapılardır. 

 

Ġntegrinlerin birçok tipi vardır ve hücreler de birçok integrin tipini membranlarında 

bulundurabilirler. Fibronektin, kollajen, vitronektin, laminin gibi ekstrasellüler matriks 

bileĢenleri integrinler için liganddırlar.  

 

Ġntegrinler α (alfa) ve β (beta) zincirleri olarak adlandırılan iki alt birimden oluĢurlar. 

α ve β alt birimlerinin her biri plazma membranına gömülü olurlar ve küçük birer 

sitoplazmik alana da sahiptirler.  

 

Adacık hücrelerinin integrin reseptör kompozisyonu hem karıĢık hem de tartıĢmalı 

konulardan biridir. Bu güne kadar yapılan çalıĢmalar sonucu tam bir görüĢ birliği 

sağlanamamıĢ olsa da bu konudaki mevcut bilgi karmaĢası içinden bazı bileĢenlerin varlığı 

ya da yokluğu Ģekillenmeye baĢlamıĢtır.  

 

Wang ve arkadaĢlarının yaptıkları kapsamlı incelemeler sonucu yetiĢkin insan adacık 

hücrelerinde α3, α5, αv ve β1 integrin bileĢenlerinin pozitif olduğu, α1, α2, α6 ve β2 

integrinin ise negatif olduğu bulunmuĢtur (Wang ve diğ. 1999). Fetal pankreatik dokunun 

endokrin hücrelerinde ise α3, α5, α6 ve β1 integrin bileĢenlerinin pozitif olduğu 

gösterilmiĢtir (Wang ve diğ. 2005). Ris ve arkadaĢları da benzer Ģekilde yetiĢkin insan 

adacık hücrelerinde α3, α5, αv ve β1 integrin bileĢenlerinin pozitif olduğunu bulmuĢtur. 

Buna ilaveten integrin α6’nın adacık hücrelerinde eksprese olduğunu ancak saf β-

hücrelerinde ekspresyonunun bir hayli düĢük olduğunu bildirmiĢtir. Ayrıca, integrin β4’ün 

adacık hücrelerinde bulunduğunu fakat saf β-hücre popülasyonunda ise bulunmadığını 
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bildirmiĢlerdir (Ris ve diğ. 2002). Kaido ve arkadaĢları literatüre saf β-hücrelerinin 

embriyonik geliĢim boyunca integrin αvβ1, αvβ5 ve α1β1 bulundurduklarını ancak yetiĢkin 

bireylerin saf β-hücrelerinde integrin αvβ1 ekspresyon seviyesinde önemli derecede azalma 

olduğu bilgisini düĢmüĢlerdir (Kaido ve diğ. 2006). Bu çalıĢma, adacıkların doğru bir 

mimariye sahip olabilmeleri için gerekli olan hücresel hareketin β-hücrelerindeki integrin 

α1β1-kollajen tip 4 etkileĢimine bağlı olduğunu belirtmektedir. Bunun yanında, integrin 

αvβ5’in adezyondan sorumlu olduğunu ve β-hücrelerinin farklılaĢmıĢ formlarının 

korunması ile iliĢkili olabileceği bildirmektedir. Yine bir diğer çalıĢmada, erken geliĢim 

dönemindeki insan adacık dokusunda integrin αvβ5, integrin αvβ3 ve β1 integrinin pozitif 

olduğu ve integrin α5β1’in negatif olduğu belirtilerek geliĢimin daha sonraki evrelerinde 

αvβ5 ve αvβ3 integrin eskpresyonunun düĢtüğü gözlemlenmiĢtir (Cirulli ve diğ. 2000). 

Elde edilen bu sonuçlar duktal epitel hücrelerden adacık progenitör hücrelerinin 

oluĢmasında αvβ5 ve αvβ3 integrinin önemli olduğunu, β1 integrinin ise adacık 

morfolojisinin oluĢması ve korunmasında fonksiyonel olduğunu göstermektedir.  

 

Sıçan β-hücrelerinin integrin α6β1 ve α3β1eksprese ettikleri fakat β4 alt birimini 

eksprese etmedikleri bulunmuĢtur (Bosco ve diğ. 2000).  

 

1.3.2.4.   Langerhans Adacıklarında Bulunan Matriks BileĢenlerinin Özellikleri 

 

Fibronektin 

 

Ekstrasellüler matrikste genellikle en fazla bulunan içeriklerden birisi olan 

fibronektin yüksek molekül ağırlığına sahip glikoprotein yapısında bir bileĢendir. 

Ġntegrinler ve fibronektin arasındaki etkileĢim hücre-matriks etkileĢimleri arasında en iyi 

karakterize edilen etkileĢimlerden birisidir. fibronektinin yapısında amino asitlerden oluĢan 

ve integrinlerin tanıyabileceği bazı motifler yer almaktadır. Bu motiflerden birisi olan 

arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) motifidir. Fibronektin, birçok integrini RGD motifinin 

tanınması sayesinde bağlar (Koivunen ve diğ. 1994). Adacık hücrelerinde bulunan 

integrinlerin birçoğu RGD motifine bağlanmaktadır. Tüm αv, α5β1 ve α3β1 integrinler 

RGD motifini tanırlar. Ancak α3β1-RGD etkileĢimi zayıftır. Fibronektin, RGD motifine ek 

olarak adacıklarla iliĢkili olmayan integrinlerin de tanıyabileceği motifler içermektedir.  

 

Köpek pankreatik adacıklarının süspansiyon kültürlerine çözünebilir fibronektin 

ilave edilmesinin kollajen kaplı yüzeylerdeki adacık kültürüne ya da çözünebilir 
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fibronektin ilave edilmemiĢ süspansiyon kültürlerine kıyasla iki kat daha fazla insülin 

salgısını uyarıldığı gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada ayrıca yetiĢkin adacıklarının RGD aracılığı 

ile tutunma gösterdikleri de gözlemlenmiĢtir (Wang ve Rosenberg 1999). Buna karĢın, 

izole edilmiĢ domuz adacık hücrelerinin fibronektin kaplı yüzeylerde kültürü yapıldığında 

güçlü bir tutunma ve yayılma göstermelerine rağmen fonksiyonel bir değiĢimin olmadığı 

bulunmuĢtur (Edamura ve diğ. 2003). SaflaĢtırılmıĢ insan β-hücrelerinin fibronektine 

yapıĢtığı fakat fetal ve olgunlaĢmıĢ hücrelerin göç edebilme yeteneklerinin 

gözlemlenemediği, ayrıca olgunlaĢmıĢ hücrelerin yayılma ve hücre canlılığı konusunda 

sorunların olduğu bildirilmiĢtir (Ris ve diğ. 2002).  

 

RGD ile ilgili ilginç sonuçlardan birisi yapılan bir in vivo çalıĢma ile elde edilmiĢtir. 

NUDE fareye (genetik mutasyon sonucu timusunun olmamasından dolayı oldukça az 

sayıda T lenfositleri olan laboratuvar faresi) transplantasyon sonrası fetal insan adacık 

prekürsör dokusunun yarıĢmalı olarak RGD bloklayan bir peptit ile muamelesi sonucu 

insülin pozitif hücre sayınının önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiĢtir. Buna göre, 

RGD’nin adacık geliĢiminin erken döneminde hücre göçü için oldukça önemli olduğu ve 

bu etkileĢime RGD içeren fibronektinin aracılık edebileceği belirtilmiĢtir (Cirulli ve diğ. 

2000). RGD içermeyen laminin gibi bazal membran elemanlarının ise adacık 

morfolojisinin oluĢması ve korunmasında rol alabileceği düĢünülmektedir (Cirulli ve diğ. 

2000). 

 

Elde edilen veriler pankreatik geliĢimde RGD’nin oldukça önemli olduğunu önerse 

de onun adacık kültürüne ve transplantasyonuna katkıları henüz yeterince net değildir. 

 

Kollajen 

 

Kollajen birçok alt tipi olan, üçlü sarmal yapısındaki yapısal ekstrasellüler matriks 

proteinlerindendir. Yapısında iki identik zincir (α1) ve bir tane de kimyasal bileĢimi biraz 

farklı olan ilave zincir (α2) bulundurur. Memelilerde en fazla bulunan protein olup vücut 

ağırlığının %25-35’ine karĢılık gelen bir orana sahiptir. Kollajene, yapısı itibari ile her üç 

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

 

Langerhans adacıklarında bulunan kollejenlerden kollajen tip 1, kollajen tip 3 ve 

kollajen tip 5 fibriler yapıda, kollajen tip 4 ağ yapısında ve kollajen tip 6 boncuklu iplikçik 

yapısındadır. Adacıklarda en sık görülen kollajenöz yapı kollajen tip 4 olduğu için 
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kollajenin bu formunu ayrıntılı olarak irdelemek gerekmektedir. Bağ dokusunun uzun 

liflerini oluĢturan fibriler kollajenlerin aksine tip 4 kollajen düzlemsel altıgen Ģeklinde 

toplanır. Kümes teline benzeyen bu yapılar paralel olmayan üçlü sarmal kollajen tip 4 alt 

birimlerinin dörtlü yapılarından (tetramer) oluĢmaktadır. Tetramerler diğer tetramerlerle N-

terminal (amino ucundaki) uzantılarıyla bağlantı kurarlar (Çizim 1.4).  

 

Tip 4 kollajene bağlanan ana integrin α1β1’dir. Bunun yanında α2β1 ve α3β1’de 

bağlanmaktadır. α1β1 ve α2β1 integrinin kollajen tip 4 üzerinde bağlandığı diziler 

GFQGER (glisin-fenilalalnin-glutamin-glisin-glutamik asit-arjinin) ve GQAGER (glisin-

glutamin-alanin-glisin-glutamik asit-arjinin) dizileridir. Kollajen tip 4 üzerinde çoğu 

hücrenin bağlandığı aminoasit dizisi GXXGER motifidir. Kollajenin birçok tipi RDG 

motifini de içermektedir. Ancak, bu dizi heliks yapısının düzeninden dolayı gizli kalması 

sebebiyle genellikle inaktif yapıdadır. RGD motifi kollajenin denatürasyonu ya da 

enzimatik olarak sindirilmesinden sonra açığa çıkabilir ve aktif bir hale gelebilir. Bu 

durum da α5β1, αvβ3 gibi integrinlerin neden kollajene bağlandığını açıklayabilir.  

 

Kollajen tip 4’ün adacık periferal ekstrasellüler matriksinde ve perivasküler bazal 

membranında yüksek miktarda bulunmasına rağmen, adacık fizyolojisindeki rolü tam 

olarak aydınlatılamamıĢtır.  
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Çizim 1.4. Kollajen tip 4 ağ oluĢumu. Üç farklı α-zincirinin sarmal oluĢturmasıyla 
meydana gelen proteomerden iki tanesi C-terminal uçlarından birleĢmesi ile hekzamer 
Ģeklindeki dimerler oluĢur. Proteomerler esnek yapıları sayesinde içinde bulundukları 
moleküle bükülebilme özelliliği kazandırırlar. Dört tane dimerin N-terminal uçlarındaki 7S 
bölgelerinden glikozillenerek birleĢmesi ile tip 4 kollajen tetramerleri oluĢmaktadır. 
Tetramerdeki protomerlerin uç uca yatay olarak etkileĢmesi tip 4 kollajen ağı oluĢmaktadır. 
Kalluri R. 2003’ten uyarlanmıştır. 

Kollajen tip 4’ün bozulmamıĢ –bütün haldeki- adacıkların sağ kalımında kollajen tip 1’den 

çok daha fazla rol oynadığı gösterilmiĢ olsa da (Pinkse ve diğ. 2006), saflaĢtırılmıĢ  

 

β-hücrelerinde insülin üretimi ve salgılanmasını da azalttığı bulunmuĢtur (Kaido ve 

diğ. 2006). Sonuç olarak, adacıklarda kollajen tip 4 ve integrin bağlanmasının 

mekanizmasındaki eksikliklerden anlaĢılacağı gibi ki, adacık hücreleri ile kollajen tip 4’ün 

yakın konumlanmasına rağmen etkileĢimleri sınırlıdır. 
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Laminin 

 

Laminin oldukça yüksek molekül ağırlığına sahip (400kDa) ekstrasellüler matriks 

proteinlerinden birisidir. Bazal membranın tabakalarından biri olan bazal laminanın temel 

bileĢenidir. Lamininler disülfit bağlarıyla birleĢtirilmiĢ üç polipeptit zincirinden oluĢan, 

çapraz bağlı heterotrimerik glikoproteinlerdir. Hücre farklılaĢmasını, hücre göçünü ve 

hücre tutunmasını etkilerler. Lamininler α (alfa), β (beta) ve γ (gama) zincirleri içeren 

heterotrimerik yapılardır. Genellikle zincir kompozisyonlarına göre adlandırılırlar. 

Örneğin, α5, β1 ve γ1 zincirini içeren laminin, laminin511 olarak adlandırılır (Aumailley 

ve diğ. 2005). Lamininin kısa kolları laminin tabakası oluĢumunu sağlayan diğer laminin 

molekülleriyle bağlanma konusunda görev alır, uzun kolları ise -doku hücrelerinin 

organize olmasına yardımcı olabilmek için- hücrelere bağlanabilme yeteneğine sahiptir. 

Hücrelerle bağlantı integrin ya da diğer membran molekülleri sayesinde kurulur. 

 

Laminin izoformlarının adacıklardaki ekspresyonu ve dağılımı hakkında henüz yeteri 

kadar bilgiye sahip olmasak da bu konu üzerine yapılmıĢ çalıĢmalar da yok değildir. Jiang 

ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada Laminin-111 (LM-111)’in geliĢen fare 

pankreatik adacıklarının temel laminin izoformu olduğu (Jiang ve Cram 1999), ancak 

olgunlaĢma ile birlikte yerinin tamamen Laminin-511’e bıraktığı bulunmuĢtur (Jiang ve 

diğ. 2002). Diğer bir çalıĢmada LM-332’nin insan ve sıçan adacıklarında bulunduğunu ve 

genel olarak α-hücreleriyle iliĢkili olduğu bulunmuĢtur (Parnaud ve diğ. 2006).  

 

α6, α3, β4 ve β1 alt birimlerini içeren integrinler ve bazı diğer membran reseptörleri 

laminine tutunabilirler. Bu alt birimler adacıklarda eksprese olan birçok integrinde 

bulunurlar. Ancak adacıklarla etkileĢimin yegane yolu değildir integrinler. Ġntegrin 

olmayan farklı reseptörlerin de  laminine bağlandığı gösterilmiĢtir (Kramer 1994).  

 

Birçok laminin izoformu RGD motifi içermektedir. Ancak bu diziler genellikle 

laminin konformasyonunda aktif olmayan bölgelerde yer alırlar (Kramer 1994). Kollajene 

benzer Ģekilde, bu gizli RGD dizileri molekülün denatürasyonu ya da enzimatik olarak 

sindirilmesi sonucu açığa çıktıklarından dolayı doku onarımı ya da dokunun yeniden 

modellenmesinde etkili olabilirler.  
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1.4.   Tip 1 Diabetes Mellitus 

 

Halk arasında diyabet ya da Ģeker hastalığı adıyla bilinen diabetes mellitus (DM), 

tüm diyabet hastalarının yaklaĢık olarak % 7-10’luk bir kesimini oluĢturan tip 1 diabetes 

mellitus (T1DM) ve diyabet vakaları içinde %90’dan fazla görülme sıklığı olan tip 2 

diyabetes mellitus (T2DM) olarak ayrılır. Her iki hastalığın da ortaya çıkma nedenleri 

birbirinden farklıdır ancak diyabetin bu iki alt tipi de metabolik birer hastalıktır. 

 

Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization, WHO) verilerine göre diabetes 

mellitus’un 2025 yılına kadar 380 milyon insanı etkilemesi beklenmektedir. Dünya 

üzerindeki toplam insan ölümlerinin %5’inin DM’den kaynaklandığı ve bu oranın 

önümüzdeki on yılda %50 artacağı tahmin edilmektedir. 

 

T1DM, pankreasta bulunan ve insülin üreten β-hücrelerinin özellikle T hücre aracılı 

otoimmün ataklar sonucu ölmesi ya da hasara uğraması ve bunun doğal bir getirisi olarak 

da yeteri kadar ya da hiç insülin üretilememesi durumudur (Rother 2007). Ġnsülin 

miktarının yetersizliği kanda glukoz seviyesinin artmasına ve idrarda glukoz varlığına 

sebep olmaktadır. T1DM her yaĢta görülebilir ancak ağırlıklı olarak 30 yaĢın altında ortaya 

çıkar. Çocukluk çağında en sık görülen kronik hastalıklardan birisidir.  

 

Bugün immünogenetik bilgilere dayanarak söylenilebilir ki, T1DM’nin geliĢiminde 

hem genetik etmenler hem de çevresel etmenler β-hücre yıkımında ve bunu takiben ortaya 

çıkan insülitis gibi enflamatuar olayların geliĢmesinde oldukça kritik roller oynamaktadır. 

T1DM’li kiĢilerde addison hastalığı, çölyak hastalığı, otoimmün tiroidit gibi pek çok 

otoimmün hastalık riski artmaktadır (Kakleas ve diğ. 2015, Van den Driessche ve diğ. 

2009).  

 

Tip 1 diyabetin genetik nedenleri araĢtırıldığında T1DM riskini arttıran 20 den fazla 

gen bulunmuĢtur. Bunlar arasında hemen hemen tüm otoimmün hastalıklarda olduğu gibi 

T1DM’de de birinci derece sorumlu olan gen, 6. kromozomun kısa kolu üzerinde HLA 

(human leukocyte antigen) bölgesinde bulunan ve MHC (major histocompability complex) 

Sınıf II molekülleriyle iliĢkili olan IDDM1 genidir (Concannon ve diğ 1998, Davies ve diğ. 

1994). Diğer iliĢkili lokuslar içinde iki güçlü aday gen bildirilmiĢtir: IDDM2 ve 

IDDM12’dir (Field 2002). IDDM2 ile gösterilen 11.kromozomdaki insülin geni (INS) 

VNTR (variable number of tandem repeat) belirtecinin insülin gen transkripsiyonu ile 
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iliĢkili olabileceği düĢünülse de, bunun T1DM’ye yatkınlıkta nasıl bir rol aldığı henüz tam 

olarak belirlenememiĢtir. IDDM12’nin ise T hücre düzenleyicisi olan CTLA4 lokusu 

olduğu düĢünülmektedir (Ueda ve diğ. 2003).  

 

β-hücrelerine olan immün toleransın bozulması yoluyla T1DM’ye sebebiyet veren 

çevresel etmenleri incelemek için kardeĢlerden birinin T1DM olduğu tek yumurta 

ikizlerinde yapılan çalıĢmalarda aynı genetik yapıya sahip diğer kardeĢte diyabet görülme 

oranının %30-50 olduğu bulunmuĢtur (Redondo ve diğ. 2001, Barnett ve diğ. 1981). Bu 

oran otoimmün aktivasyonun tetiklenmesinde sadece genetik zeminin yeterli olmadığını, 

çevresel faktörlerin varlığının da çok önemli bir rol üstlendiğini gözler önüne sermektedir. 

Sağlıklı insanlarda immün sistem hücreleri kendinden olan hücreleri tanır. Fakat hücresel 

bütünlüğün bozulması immün toleransın yok olmasınLa sebep olur. β-hücrelerine karĢı 

olan immün toleransın bozulup T1DM geliĢmesine neden olan çevresel faktörlerin baĢında 

virüsler, toksinler ve bazı gıda maddeleri gelmektedir. 

 

Virüsler β-hücrelerini enfekte ederek ya da enfekte etmeden yıkıma uğratabilirler. 

Ensefalomiyokardit virüsü en önemli β-hücre lizisi yapan virüstür. Rubella virüs, 

retrovirüs, sitomegalovirüs, kabakulak virüsleri otoimmün tetikleyici roller üstlenmektedir. 

Toksinler için streptozotosin (STZ) ve aloksan örnek olarak verilebilir. Ġnek sütü ve bazı 

gıda maddelerinin korunmasında kullanılan nitrosamin türevleri de otoimmün diyabete 

neden olan faktörlerden olabilirler. Özellikle inek sütünün fazla kullanıldığı ülkelerde 

T1DM insidansı yüksektir (Thorsdottir ve Ramel 2003). 

 

 

1.4.1.   Diyabet Tedavisinde Kök Hücreler 

 

Tip 1 diabetes mellitus Ģu an için tedavisi olmayan ve dünya çapında ciddi etkileri 

olan bir hastalıktır. Ġnsülinin keĢfi diyabet hastaları için önemli bir geliĢme olmuĢtur. 

Pankreastan yeteri kadar üretilemeyen insülin, eksojen olarak karĢılanmaya baĢlanmıĢtır. 

Bu nedenle T1DM, insüline bağımlı diyabet (Insulin Dependent Diabetes Mellitus=IDDM) 

olarak da isimlendirilmektedir. Enjeksiyon yoluyla dıĢarıdan aldıkları insülin sayesinde 

T1DM hastaları yaĢamlarını idame ettirebilseler de düĢük yaĢam kalitesi aradan geçen 80 

yıla rağmen hala bir sorun olarak sıcaklığını korumaktadır. Alternatif olarak pankreas veya 

adacık nakli denenmiĢtir. Ancak uygun donör bulunmasındaki zorluklar ve immün ret 

dolayısıyla tedavi sağlanamamıĢtır. Çünkü adacık hücre nakli klinik olarak uygulanan bir 
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yöntem olsa da tedavinin geçici bir süre sağlanabilmesi bu yöntemin yetersizliğine neden 

olmaktadır. Transplantasyon için uygun insan β-hücresi elde etmekte çok zordur. Bu 

sebepler araĢtırmacıları yeni tedavi yolları aramaya yöneltmiĢtir. ÇeĢitli kaynaklardan elde 

edilen kök hücrelerin insülin üretebilen hücrelere farklılaĢması yeni umutlar doğurmuĢtur 

(Akinci ve diğ. 2012, Ricordi ve diğ. 2012, Wong, 2011). Pankreasın ve β-hücrelerinin 

embriyonik dönemde oluĢum mekanizmasının iyi bir Ģekilde anlaĢılması ve ortaya 

koyulması öncül hücrelerin doğrudan ya da programlanarak β-hücrelerine farklılaĢtırılması 

için oldukça önemlidir (Noguchi 2010). Doğum sonrasında öncül hücrelerden endokrin 

veya ekzokrin hücre farklılaĢması yalnızca pankreasta herhangi bir hasar olduğunda 

gerçekleĢmektedir.  

 

1.4.2.   Gen Klonlama Teknolojisiyle Ġnsülin Üreten Hücre Eldesi 

 

Embriyonik dönem boyunca hücreler bir dizi farklılaĢma basamaklarından geçerek 

vücudu oluĢturan yaklaĢık 200 farklı hücre tipinden birini dönüĢürler. FarklılaĢmasını 

tamamlayıp artık olgun hücrelere dönüĢüp uzun süre stabil bir hal alırlar. Ancak, 

embriyonik geliĢim boyunca hücre farklılaĢmasında önemli roller üstlenen spesifik bazı 

transkripsiyon faktörlerinin tekrar eksprese olması sağlanarak, olgunlaĢmıĢ olan bu 

hücrelerin geri programlanması mümkündür. Böyle durumlarda genellikle direkt olarak 

hedef genin ekspresyonunun sağlanmasından ziyade, hücrenin yeni bir gen ekspresyon 

profiline sahip olması amaçlanmaktadır. Somatik hücrelerin -Yamanaka faktörlerinin 

etkisiyle- embriyonik kök hücreye benzer bir gen ekspresyon profiline (uPKH) 

dönüĢtürülmesi buna iyi bir örnektir (Zhou ve diğ. 2008). 

 

Transkripsiyon faktörleri kullanılarak direkt olarak yeniden hücre programlanması 

çalıĢmaları birçok alanda yoğun bir Ģekilde devam etmektedir. Bunların içinde göze çarpan 

çalıĢmalardan biri de -diyabet tedavisinin temel sorunlarından birisi olan transplantasyonda 

kullanılacak hücre kaynağına çözüm bulan- insülin üreten β-benzeri hücre elde edilmesi 

üzerinedir. (Akinci ve diğ. 2012). Transkripsiyon faktörleri farklılaĢma (diferansiasyon), 

çoğalma (proliferasyon) ve apoptoz gibi biyolojik süreçleri kontrol eden önemli hücre içi 

moleküllerdir. Kromozom üzerinde yer alan promotör ya da enhancer bölgelerine 

bağlanarak genlerin aktive olmasını ya da baskılanmasını sağlarlar. Daha önce yapılan 

çalıĢmalarla Langerhans adacıklarındaki β-hücrelerinin geliĢiminde ve fonksiyonlarının 

yerine getirilmesinde görev alan birçok transkripsiyon faktörü olduğu keĢfedilmiĢtir 

(Bernardo ve diğ. 2008). Bu faktörlerin doğrudan yada dolaylı olarak β-hücrelerinin insülin 
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promotör bölgesini uyarılmasında ve özellikle insülin-glukoz metabolizmasının 

düzenlenmesinde, bunun yanı sıra bu hücrelere özgün diğer özelleĢmiĢ görevlerinin yerine 

getirilmesinde de etkinliklerinin olduğu saptanmıĢtır. (Andrali ve diğ. 2008). 

 

Yapılan bilimsel çalıĢmalarla insülin miktarını artıran birtakım transkripsiyon 

faktörleri tanımlanmıĢtır: Pdx1, MafA, MafB, NeuroD1, Ngn3, Pax4, Pax6, Sox9, Sox17, 

Hnf1a, Hnf4a, Hnf6, Isl1, FoxA2, Nkx6.1, Nkx2.2 ve diğerleri (Spence ve diğ. 2009, 

Kaneto ve diğ 2008, Odom ve diğ. 2004, Heremans ve diğ. 2002, Jacquemin ve diğ. 2000). 

Bu moleküller insülin üretimini ve salınımını kontrol eden metabolik yolağın farklı 

noktalarında görev almaktadır. 

 

Ġnsülin promotör faktör olarak da bilinen Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox 

factor-1, insülin promotör faktör 1) (IDX-1 olarak da adlandırılır) hem β-hücre 

farklılaĢmasını hem de duodenal farklılaĢmayı indükleyen, pankreatik geliĢim için olmazsa 

olmaz bir transkripsiyon faktörüdür (Stoffers ve diğ. 1997, Habener ve Stoffers 1998). 

Embriyonik dönemde pankreatik tomurcukların oluĢmasında önemli görevler 

üstlenmektedir. Ayrıca pankreas oluĢumunda ortaya çıkan öncül hücrelerin en önemli 

belirteçlerinden biridir. Önceleri bu transkripsiyon faktörünün β-hücrelerinde üretilen 

insülinin ve δ-hücrelerinde üretilen somatostatinin ekspresyonunu düzenlediği bulunmuĢ 

ancak daha sonra adacığa özgü glut-2 (Waeber ve diğ. 1996), amiloid polipeptit (Watada 

ve diğ. 1996a) ve glukokinaz (Watada ve diğ. 1996b) genlerinin ekspresyonlarında da rol 

aldığı bulunmuĢtur. FarklılaĢmıĢ bir β-hücresinde Pdx1, insülin gen ekspresyonunun 

glukoz miktarına duyarlı bir düzenleyicidir (Petersen ve diğ. 1994, Melloul ve diğ. 1993). 

Pdx1’in glukoz yanıtındaki fonksiyonu ise onun hem fosforilasyonu (Macfarlane ve diğ. 

1997) hem de translokasyonu (Rafiq ve diğ. 1998) ile düzenlenir. Embriyonik geliĢim 

sırasında insülin sentezini doğrudan kontrol eden Pdx1 pankreasın onarılmasında, β-

hücrelerinin insülin üretmesi ve sentezlemesinde, kanın değiĢen glukoz miktarına cevaben 

insülin salınımının düzenlenmesinde görev almaktadır (Kaneto ve diğ. 2007). 

 

MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family A), ilk olarak göz 

ve lens geliĢiminde keĢfedilen bir transkripsiyon faktörüdür. Ġnsülin üreten β-hücrelerinde 

ortaya çıkan MafA doğumdan sonra pankreas geliĢimi ve β-hücre iĢlevleri için önemli bir 

proteindir (Hang ve Stain 2011). Ayrıca glukokinaz (Gck) ile birlikte kandaki glukoz 

seviyesine cevap verecek Ģekilde insülin sentezini kontrol eden anahtar bir moleküldür 

(Aguayo-Mazzucato ve diğ. 2011). NeuroD1 ve Pdx1 ile sinerjik iĢbirliği yapmaktadır. 
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Hücrede bağlandığı yere göre bir onkogen ya da tümör baskılayıcı etki yapmaktadır. MafB 

ise glukagon üreten α hücrelerinde görülür. 

 

Ngn3 (neurogenin3) pankreasın tüm endokrin hücre soylarının geliĢimi için 

gerekli olan bir faktördür (Gradwohl ve diğ. 2000). Bu sebeple endokrin hücre soyları 

Ngn3 pozitif hücre soyları olarak da belirtilmektedir. Ngn3, adacık prekürsör hücreleri için 

tanımlanan bir belirteçtir. GeliĢen bir pankreasta Ngn3’ün aĢırı ifadesi (overekspresyon) 

hızlandırılmıĢ bir endokrin progenitör hücre farklılaĢması ile sonuçlanmaktadır. Bu 

transkripsiyon faktörü insülin sentezinde de görev almaktadır. Son zamanlarda pankreas 

hasar modelleri oluĢturulan çalıĢmalar göstermiĢtir ki; Ngn3 pankreasın onarılmasında, β-

hücrelerinin yeniden oluĢmasında ve proliferasyonunda görev almaktadır (Bonner-Weir ve 

Xu ve diğ. 2008, Weir 2005). Zhou ve arkadaĢlarının 2008 yılında Nature’da yayınlanmıĢ 

çalıĢmasında Ngn3, Pdx1 ve MafA genleri birlikte ekzokrin hücrelerine aktarılarak insülin 

salgılayan hücreler elde edilmiĢtir (Zhou ve diğ. 2008). Pdx1, Ngn3 (endokrin progenitör 

hücre belirteci) ve MafA genlerinin birlikte aktarılmasıyla yapılan baĢka bir çalıĢmada 

STZ ile diyabet modeli oluĢturulmuĢ farelerde insülin pozitif hücrelerin üretildiği 

gösterilmiĢtir. Bu üç faktörü içeren adenovektörün karaciğer hücrelerini insülin üreten ve 

glukoz seviyesine duyarlı hücrelere dönüĢtüğü gösterilmiĢtir (Akinci ve diğ. 2013).  

 

Pax4 (paired box gene 4) ekspresyonu, merkezi sinir sitemi ve geliĢmekte olan 

pankreas ile sınırlandırılmıĢtır. Sosa-Pineda’nın farelerde Pax4’ü blokladığı çalıĢmalarında 

pankreas fenotipinde çok ĢaĢırtıcı değiĢimlerin meydana geldiğini bulmuĢtur. Pax4 

homozigot mutant farelerin pankreaslarında insülin ve somatostatin üreten hücrelerin (β ve 

δ hücrelerinin) olmadığı ancak glukagon üreten α-hücre sayısının oldukça yüksek miktarda 

olduğu bulunmuĢtur (Sosa-Pineda ve diğ. 1997). Pax4, β-hücresi geliĢiminde görev alan, 

Nkx2.2 ile birlikte çalıĢarak öncül hücrelerin β-hücresine farklılaĢmasını tetikleyen bir 

transkripsiyon faktörüdür (Lock ve Tzanakakis, 2007, Wang ve diğ. 2004). Pankreas β-

hücresinin fonksiyonlarının yerine getirilmesinde önemli görevlerinin yanında aktivin A ve 

β sellülin varlığında eriĢkin sıçan dokularında ifadesi artarak β-hücre kütlesinde artıĢa 

sebep olduğu da gösterilmiĢtir (Brun ve diğ. 2004). Pax4 ekspresyonu Pax6'yi 

indüklemesiyle Pdx1'in yol açabileceği α-hücre farklılaĢmasını bloke edeceğini ve β-hücre 

farklılaĢmasının verimini artırdığı bildirilmiĢtir (Ritz-Laser ve diğ. 2002). Cdk4 ve c-Myc 

genlerini uyararak β-hücresi proliferasyonunu artırdığı gösterilmiĢtir (Brun ve Gauthier, 

2008). Pax4 ektopik olarak uzun süreli eksprese edildiğinde Pdx1’i uyararak insülin 
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sentezini artırmasının yanında NF-kappa-β transkripsiyon faktörünü baskılayarak ve Bcl2 

seviyesini artırarak β-hücrelerinin apoptoza gitmesini engellediği bulunmuĢtur (Hu He ve 

diğ. 2011, Brun ve Gauthier 2008). Bu sayede T1DM’de olduğu gibi bağıĢıklık sisteminin 

β-hücrelerine saldırıp onları yok etmelerinin önüne geçilebileceği önerilmiĢtir. Yapılan bir 

çalıĢmada MKH'lere Ngn3 ve Pax4 genleri aktarılmıĢ ve farklılaĢma görülmüĢtür. Pdx1 

ekspresyonu artmıĢ ancak hücrelerin bir kısmı α, bir kısmı ise β-hücrelerine farklılaĢtığı 

görülmüĢtür. Ġnsülin salınımında bir artıĢ olmuĢ olsa da β-hücresi farklılaĢma verimi düĢük 

olmuĢtur. MafA ve c-peptit ekspresyonlarını farklılaĢmıĢ hücrelerde gözlemlenememiĢtir 

(Tang ve diğ.  2011). 

 

1.5.   Doku Mühendisliği 

 

Ġnsan vücudu, oluĢan küçük bozuklukları ya da yaraları onarma ve yeniden 

modelleme noktasında büyük bir yeteneğe sahiptir. Ancak, ciddi yaralanmalar veya doğum 

ile birlikte gelen anomalilerin (konjenital anomaliler) tamiri vücut için çok daha zor, bazen 

de imkansızdır. Bu nedenle kök hücre temelli terapileri ve doku mühendisliği 

uygulamalarını içeren yenileyici (rejeneratif) yaklaĢımlar geliĢtirilmektedir. Bu 

yaklaĢımların temelinde vücudun kendini yenileme özelliğini aktive etmek ya da hasarlı 

doku ve organları yeniden oluĢturmak yatmaktadır. Bu bağlamda doku mühendisliği; 

hücre, materyal ve mühendislik bilimlerinin kombinasyonu Ģeklinde oluĢan disiplinler arası 

bir bilimdir. Prof. Dr. Robert Langer’in tanımına göre doku mühendisliği, biyolojik bir 

dokunun ya da organın fonksiyonlarının korunması, yeniden düzenlenmesi veya 

iyileĢtirilmesi ya da tamamen yeniden biyolojik dokuların oluĢturulması yönünde 

mühendislik ve yaĢam bilimleri ilkelerinin uygulanmasıdır (Langer ve Vacanti 1993). 

MacArthur ise Bringing the gap adlı makalesinde ‘’doku oluĢumunun prensiplerini 

anlamak ve klinik kullanım için fonksiyonel doku üretiminde bu bilgileri uygulamak’’ 

olarak tanımlamaktadır (MacArthur ve Oreffo 2005).  

 

Doku mühendisliği, önceleri biyomateryallerin bir alt birimi olarak kategorize 

edilmesine rağmen, kapsam ve önemi çok hızla bir Ģekilde büyümesi sonucu bugün kendi 

baĢına bir bilim dalı olarak karĢımıza çıkmaktadır. Bu bilim dalı geçtiğimiz 20 yılda doku 

ve organ yenilenmesi için yeni yaklaĢımlar ve tedavileri üreten disiplinler arası bir alana 

dönüĢmüĢtür. Doku mühendisliği sınırları günümüzde öylesine büyümüĢtür ki, rejeneratif 

tıp terimi neredeyse doku mühendisliği terimi için bir sinonim olarak kullanılır hale 

gelmiĢtir. Bilim insanlarının dikkatini çekmeyi baĢarmakla kalmayıp yapılan çalıĢmaların 
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yönünü de hızla kendine kaydıran doku mühendisliğinin en büyük amacı vücudu daha iyi 

taklit edebilmek hatta bire bir aynı ortamları oluĢturmaya çalıĢmaktır.  

 

Hücre kültürü biyolojik araĢtırmalar için oldukça önemli bir araçtır. Günümüzde hala 

en çok tercih edilen kültür yöntemi klasik kültür olarak bilinen, hücrelerin tek bir tabaka 

halinde kültüre edilmesiyle oluĢan iki boyutlu (2B) kültürlerdir. Ancak, klasik kültür 

yöntemlerinin önemli bazı sorunları söz konusudur ve bu sorunlar sebebiyle vücuttaki 

iĢleyiĢi çok iyi taklit edemezler. Plastik yüzeylerde düz bir tabaka halinde büyüyen 

hücreler, vücut içindeki durumu doğru bir Ģekilde taklit edemezler. Fakat 2B kültürlerle 

kıyaslandığında 3B kültür yöntemleri hücrelerin tek bir yüzey boyunca büyümelerinin 

aksine istedikleri yüzeylere tutunmalarını sağlayarak doğal morfolojileri almalarına olanak 

verir. Buradan da anlaĢılacağı gibi, 2B kültürler aslında hücrelerin morfolojilerini çok iyi 

yansıtan kültürler değildir. Klasik kültür yöntemlerinin sunamadığı avantajlardan birisi de 

hücrelerin 3B çevresi ile etkileĢime girebilmesi, bir mikroçevre (niĢ) oluĢturabilmesidir. 

Bir hücre için önemli olan canlılık, morfoloji, çoğalma, farklılaĢma, uyarılara cevap, 

migrasyon ve invazyon, ilaç metabolizması, gen ekspresyonu ve protein sentezi, tümör 

hücrelerinin anjiogenezi ve immün sistemden kaçması gibi özellikleri doğrudan etkileyen 

bir durum olduğu göz önüne alındığında, doku mühendisliği ile birlikte geliĢen 3B hücre 

kültürü tekniklerinin ne derece değerli olduğu anlaĢılmaktadır. Tüm bunlara ilaveten, 3B 

kültür yöntemlerinin doku ve organ oluĢumuna izin verebilecek yapıda tasarlanabilmesi ise 

2B klasik kültür yöntemleri ile kıyaslandığında çok büyük bir potansiyel fark ortaya 

çıkmaktadır.  

 

Doku mühendisliği tekniklerinin geliĢmesi bu alanın potansiyelini artık somut bir 

hale getirmeye baĢlamıĢtır. GeliĢen teknoloji ile birlikte ilk ürünlerinin vermeye baĢlayan 

doku mühendisliği günümüzde deri materyalleri (Biedermann ve diğ. 2013), kapsüllenmiĢ 

pankreatik adacıklar (Lim ve Sun 1980), kan damarları (L'Heureux ve diğ. 2006), 

mesaneler (Oberpenning ve diğ. 1999) ve daha birçok biyolojik doku ve organın üretimine 

kaynaklık etmektedir. Bu çalıĢmalar, dokuların laboratuvarda da üretilebileceğini ve 

hasarlı doku ve organ fonksiyonlarını düzeltmek için vücuda nakledilebileceğini açıkça 

göstermektedir.  

 

Her ne kadar dokular hücre ve ekstrasellüler matriksten oluĢan yapılar olsa da 

biyoaktif sinyal molekülleri de bu iki unsur arasındaki biyolojik iliĢkiyi düzenlemesi 

açısından son derece önemlidir. Dolayısıyla doku mühendisliğinin üç temel ayağı olan 
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hücreler, biyomateryaller ve biyoaktif moleküller üzerinde durulması ve irdelenmesi 

gereken, doku mühendisliği çalıĢanlarının iyi özümsemesi gereken unsurlardandır.  

 

1.5.1.   Hücreler 

 

Mühendislik teknikleri ya da biyolojik tekniklerle elde edilen biyoiskelelere hayat 

kazandırmak, fonksiyonellik sağlamak amacıyla hücrelerin kullanımı özellikle kök hücre 

biyolojinde süregelen ilerlemelere dikkat çekmiĢtir. Önceleri yetiĢkin farklılaĢmıĢ hücre 

tiplerine -bu amaç doğrultusunda- çok fazla rağbet olsa da  (Puelacher ve diğ. 1994) zaman 

ilerledikçe yetiĢkin MKH (Fan ve diğ. 2008), EKH (Guenou ve diğ. 2009) ve uPKH 

(Thanasegaran ve diğ. 2013) kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Biyomateryal üzerine ekilen 

hücreden beklenen özellikler planlanan çalıĢmaya göre değiĢiklik gösterse de yaygın olarak 

aranan özellikler hücrelerin biyo-materyaller üzerinde çoğalması ve gerekli durumlarda 

farklılaĢmasıdır.  

 

Biyoiskeleler üzerine kültür yapmanın en önemli ön hazırlıklarından birisi doğru 

hücre seçimidir. Hücrenin materyale karĢı verdiği tepki, materyale tutunması, materyal 

üzerinde çoğalması, farklılaĢması, protein sentezi profili gibi önemli faktörler aynı 

materyal üzerinde kültüre alınan hücreye göre değiĢkenlik göstermektedir. Tüm bu 

değiĢkenler planlanan çalıĢmaya yön verebilecek önemli değiĢkenlerdir.  

 

Hücrenin materyale vereceği tepkiyi öngörmek kullanılan hücre hakkında birtakım 

bilgilerle mümkündür. Hücrenin sahip olduğu yüzey reseptörleri –özellikle de integrinler- 

genel olarak hücrenin materyale tutunması konusunda araĢtırmacıya yön verebilmektedir. 

Ancak kök hücreler kullanılarak farklılaĢtırma yapılmak isteniyorsa, farklılaĢması 

beklenen hücre türü için de materyalin uygun olup olmadığı bilinmeli ya da test 

edilmelidir.  

 

Somatik hücrelerden pluripotent kök hücrelerin elde edilmesi diğer birçok alan gibi 

doku mühendisliği için de heyecan verici geliĢmelerden biri olmuĢtur. Etik endiĢelerin 

olmaması, kolaylığı ve tekrarlanabilir oluĢu uPKH’lerin insan MKH yerine 

kullanılabileceği umudunu arttırmıĢtır.  

 

1.5.2.   Biyoaktif Moleküller 
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Organ düzeyinde doku mühendisliği bir mikroçevre gerektirir. Bu mikroçevre 

hücrelere çoğalmaları için yüzeyler sağlamanın yanında dokuya spesifik bir yapının içinde 

hücrelere doğu morfoloji ve farklılaĢmanın ipuçlarını da verir.   

 

Büyüme faktörleri doku yenilenmesinde anahtar roller oynarlar. Önceki bölümde de 

bahsedildiği gibi damarlaĢma doku mühendisliği yapıları için önemli bir darboğazdır. 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü (Vascular endothelial growth factor, VEGF), farklı 

doku mühendisliği stratejilerinde damar büyümesini teĢvik etmek için sıklıkla 

kullanılmıĢtır (Chiu ve Radisic 2010). Fibroblast büyüme faktörü-1 (fibroblast growth 

factor, FGF-1), insülin benzeri büyüme faktörü (insulin-like growth factor-1, IGF-1), 

hepatosit büyüme faktörleri (hepatocye growth factor, HGF), angiopoetin-1 ve platelet 

kaynaklı büyüme faktörü (platelet-derived growth factor, PDGF) gibi bazı büyüme 

faktörleri de in vitro ortamlarda damarlaĢmayı arttırmak için kullanılmıĢlardır Freeman ve 

Cohen 2009).  

 

Organ seviyesinde bir morfoloji için yine büyüme faktörleri, bazı proteinler, 

transkripsiyon faktörleri kullanılmıĢtır. Örneğin, kemik dokusu elde etmek için 

araĢtırmacılar kemik morfojenik protein (bone morphogenic protein, BMP) ailesi üyelerini 

kullanmıĢlardır (Cowan ve diğ. 2005). Benzer Ģekilde kıkırdak, sinir ve deri 

biyomühendisliğinde birçok grup transforme edici büyüme faktörü beta (transforming 

growth factor-beta, TGF-β), FGF, epidermal büyüme faktörü (epidermal growth factor, 

EGF) gibi indüleyici etkileri olan molekülleri dokuya özel büyümeler için baĢarıyla 

kullanmıĢtır (Roberts 1995, Midha ve diğ. 2003). Ancak fonksiyonel bir organ oluĢturmak 

için, birçok büyüme faktöründen oluĢan, zamanlaması ve etkileĢim süresi iyi planlanmıĢ 

çok sayıda molekülün planlı bir Ģekilde etkileĢimi gerekmektedir.  

 

1.5.3.   Biyomateryaller 

 

Doku mühendisliğinde biyomateryaller önemli bir yere sahiptir. Biyolojik 

malzemeden üretilen biyomatriksler doku yenilenmesine ciddi katkı sağlarlar. Ġdeal olarak 

bir biyomateryal dokuya özel mekanik özellikler sayesinde yapısal bir çevre oluĢturmalı ve 

hücreye porlu yapıda biyouyumlu niĢler sağlamalıdır.  

 

Günümüzde kullanılan biyomalzeme yelpazesi oldukça geniĢtir. Kollajen, kitosan, 

ipek gibi doğal biyomateryallerden polilaktik asit (PLA), poliglutamik asit (PGA), 
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plikaprolakton (PCL) gibi sentetik biyomateryallere kadar pek çok malzeme doku 

iskeleleri oluĢturup hücreleri desteklemek için kullanılmaktadır. Bahsedilen malzemelerle 

laboratuvar Ģartlarında oluĢturulan iskeleler -ister doğal polimerlerden isterse sentetik 

polimerlerden oluĢturuluyor olsun- sentetik biyoiskelelerdir. AraĢtırmacı tarafından 

tasarlanabilen bu iskelelerin doku mühendisliğinde kullanımı oldukça yaygındır. Ancak bu 

tarz biyoiskelelerde hedeflenen dokunun mikromimari yapısını iyi taklit etmek oldukça zor 

ve beceri isteyen bir iĢtir. Bunun yanında tasarımı yapılarak oluĢturulan iskelelerdeki en 

büyük sorun damar yapısının vücut dokularında olduğu kadar mükemmel olmamasıdır. 

Günümüzün geliĢmiĢ teknolojisine ve altından kalkılamayacak derecede artmıĢ bilgi 

birikimine rağmen oluĢturulan yapı iskelelerindeki vasküler ağın yeterli olmaması sorunu 

henüz çözülebilmiĢ değildir. Laboratuvar ortamında imal edilen iskeleler kullanılarak 

fonksiyonel kompleks dokuların oluĢturulamamasındaki sorunların temelinde yatan 

problem de yine damarlaĢma sorunudur. Özellikle oluĢturulmak istenen doku büyük 

hacimlerde ise dokunun merkezi kısımlarında bu sorun daha belirgin hale gelmektedir. 

Oysa stromal dokunun oluĢumu için fonksiyonel bir mikrovasküler ağın var olması ön 

koĢuldur.  

 

Ġyi bir biyomateryalde mikrovasküler ağ dıĢında dikkat edilmesi gereken diğer bazı 

özellikler de olmalıdır. Materyalin uygun boyutlarda poröz bir yapıda olması 

gerekmektedir. Hücre migrasyonu, gaz alıĢ-veriĢinin sağlanması, hücre-hücre 

etkileĢimlerinin olması porlu yapıyla mümkündür. Uygun boĢlukları içeren bir 

biyomateryal elde edilmesi hücrelerin materyal üzerindeyken doğru bir Ģekilde 

desteklenmesi noktasında tek baĢına yeterli değildir. Ġyi bir doku iskelesi büyüme faktörler, 

hücre tutunmasında görevli moleküller gibi biyoaktif molekülleri de yapısında 

barındırmalıdır. Kullanılan biyoaktif moleküller hücrenin ihtiyacına göre düzenlenmeli ve 

yarı ömürleri mutlaka dikkate alınmalıdır. OluĢturulan yapı iskeleleri özellikle canlıya 

nakledilecekse biyobozunur özellikte olması ve materyalin kontrolü bir Ģekilde bozunması 

genellikle avantaj sağlayacaktır. Malzemenin zamanla ve uygun bir hızda bozunması 

vücudun bozunan kısımları kendi ihtiyacına göre ve ‘doğal bir Ģekilde’ onarmasını 

sağlayacaktır.  

 

Organ düzeyinde doku mühendisliği çalıĢmalarını hızlandırabilecek potansiyele 

sahip diğer bir biyomateryal ise desellülarize edilmiĢ dokulardan elde edilen doğal 

biyoiskelelerdir. Tüm hücresel içeriğin uzaklaĢtırılmasıyla dokunun kendi ekstrasellüler 
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matriksinin izole edilmesi tekniğine dayanan desellülarizasyon yönteminden elde edilen 

doku iskeleleri diğer yöntemlerle elde edilen iskelelere göre birçok yönden avantajlıdır. 

Materyalin hücreler için biyouyumluluk sorununun bulunmaması, en ideal biyomalzeme 

karıĢımının doğal olarak var olması, dokudaki muntazam damarsal sistemin kullanılıyor 

olması bu avantajlardan yalnızca birkaçıdır.  

 

1.6.   Desellülarizasyon 

 

Doku ve organlar genellikle iki bileĢenden oluĢurlar: hücreler ve çeĢitli proteinlerden 

oluĢan yapı iskeleleri. Desellülarizasyon ise normal bir dokuda birbiriyle sürekli etkileĢim 

halinde olan bu iki etmeni birbirinden ayırıp yalnızca yapı iskelelerinin elde edilmesi 

sürecini tanımlayan biyolojik bir terimdir.  

 

Dokuların desellülarizasyonu ile elde edilen ekstrasellüler matrikslerin klinik olarak 

kullanım sıklığı hızlı bir Ģekilde artmaktadır. Önceleri çok mümkün olmayan ancak 

ilerleyen teknoloji ile birlikte artık yapılabilir hale gelen tam organ desellülarizasyonu 

sayesinde bir organın ekstrasellüler matriksi bütünüyle elde edilebilir hale gelmiĢtir (Ott ve 

diğ. 2008,  Uygun ve diğ. 2010, Petersen ve diğ. 2010 ). Bu durum özellikle doku ve organ 

transplantasonu, rejeneratif tıp ile ilgilenen klinik araĢtırmacıların ilgi odağı haline 

gelmiĢtir. Organ bağıĢı sayısının son derece az olması ve buna bağlı olarak da transplante 

edilebilir organ sayısındaki çok düĢük rakamlar klinik düzeyde ciddi zorluklar 

yaratmaktadır. Bu sorunlara bir de doku uyumu ve yaĢam boyu immün baskılayıcı ilaçların 

kullanımı, graft versus host hastalığı gibi zorluklar da eklenince organ yetmezliği konusuna 

alternatif çözümler aramak kaçınılmaz hale gelmektedir. ĠĢte tam da bu noktada, 

desellülarizasyon teknolojisi ile elde edilen biyoiskeleler üzerinde hastanın vücut 

hücrelerini kullanarak yeniden hücrelendirebilme (resellülarizasyon) ve doku hatta organ 

oluĢturabilme potansiyeli tüm bu sorunları ortadan kaldırabilecek niteliklere sahiptir. 

Mesane, kalp kapakçığı, dermis, ince bağırsak gibi birçok klinik ürün allojenik ve 

ksenojenik olarak ekstrasellüler matriks materyallerinden elde edilmiĢtir. Bugün, diĢ 

hekimlerinden göz doktorlarına kadar pek çok alanda çalıĢan doktor hastalarının 

tedavisinde desellülarizasyon ile elde edilmiĢ ürünleri kullanmaktadır (Çizelge 1.3)  

 

Ekstrasellüler matriksin hücre mitojenitesi (Lee ve diğ. 2014, Antebi ve diğ. 2015), 

kemotaksisini (Bornstein ve diğ. 2002), hücre farklılaĢmasını (Cortiella ve diğ. 2010, 

Cheng ve diğ. 2009, Ross ve diğ. 2009) vb. birçok özelliği etkilediği yapılan çalıĢmalarla 
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gösterilmiĢtir. Bu etkiler muhtemelen doku iskelesinin yüzey topografisinden, 3 boyutlu 

(3B) yapısından ve matriks proteinlerinin içeriğinden kaynaklanmaktadır.  

 

Ksenojenik ve allojenik hücresel antijenler konak canlı tarafından yabancı olarak 

tanınır. Bunun bir sonucu olarak da ya enflamatuar bir cevap baĢlatılır ya da immün sistem 

aracılığı ile doku reddi gerçekleĢir. Doku ve organ nakillerinde donör bulma sıkıntısı ile 

birlikte aktarılan biyolojik materyale karĢı oluĢan immün yanıtlar oldukça önemli 

sorunlardandır. Ancak, ekstrasellüler matriks bileĢenleri genellikle türler arasında 

korunmuĢ yapılardır ve ksenojenik transplantasyonlarda dahi tolere edilebilirler, immün 

red ya da çok önemli bir enflematuar yanıta neden olmazlar (Bernard ve diğ. 1983, 

Exposito ve diğ. 1992, Mazza ve diğ. 2015). Ancak iyi bilinmektedir ki, biyoiskeleler 

içindeki hücresel kalıntılar materyalin in vivo yeniden doku oluĢumu esnasında 

kullanımının avantajlarını önemli ölçüde azaltmaktadır (Brown ve diğ. 2009). 

Desellülarizasyon gibi doku materyallerinin kullanılacağı çalıĢmalarda tercih edilen 

yöntemlerin ne kadar iyi çalıĢtığının belirlenmesi klinik baĢarı için hayati noktaların 

baĢında gelmektedir. Desellülarize edilmiĢ materyallerin yeniden hücrelendirilerek organ 

elde edilebilecek potansiyeli taĢıması yakın bir gelecekte bu materyalleri klinisyenler için 

vazgeçilmez kılabilecek özelliktedir. 

 

Çizelge 1.3. Desellülarize edilmiĢ dokulardan oluĢan klinik ürünler (Crapo ve diğ. 2011) 

Ürün (Üretici) Doku Kaynağı Uygulama Alanı 

AlloDerm® (Lifecell Corp.)  İnsan Dermis Yumuşak Doku 

AlloPatch HD™, FlexHD® (Musculoskeletal 

Transplant Foundation) 
İnsan Dermis Tendon, Meme 

NeoForm™ (Mentor Worldwide LLC) İnsan Dermis Meme 

GraftJacket® (Wright Medical Technology Inc.) İnsan Dermis 
Yumuşak Doku, Kronik 

Yaralar 

Strattice™ (Lifecell Corp.) Domuz Dermis Yumuşak Doku 

Zimmer Collagen Repair Patch™ (Zimmer Inc.) Domuz Dermis Yumuşak Doku 

TissueMend® (Stryker Corp.) Sığır Dermis Yumuşak Doku 

MatriStem®, Acell Vet (Acell Inc.) Domuz Mesane Yumuşak Doku 

Oasis®, Surgisis® (Cook Biotech Inc.) Domuz İnce Bağırsak Yumuşak Doku 

Restore™ (DePuy Orthopaedics) Domuz İnce Bağırsak Yumuşak Doku 

FortaFlex® (Organogenesis Inc.) Domuz İnce Bağırsak Yumuşak Doku 
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CorMatrix ECM™ (CorMatrix® Cardiovascular 

Inc.) 
Domuz İnce Bağırsak 

Perikardium, Kardiyak 

Doku 

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

IOPatch™ (IOP Inc.) İnsan Periardium Oftalmoloji 

OrthAdapt®, Unite® (Synovis Orthopedic and 

Woundcare Inc.) 
At Perikardium 

Yumuşak Doku, Kronik 

Yaralar 

CopiOs® (Zimmer Inc.) Sığır Perikardium Diş Hekimliği 

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

Perimount® (Edwards Lifesciences LLC) Sığır Perikardium Kapak Replasmanı 

Hancock® II, Mosaic®, Freestyle® (Medtronic 

Inc.) 
Domuz Kalp Kapakçığı Kapak Replasmanı 

Prima™ Plus (Edwards Lifesciences LLC) Domuz Kalp Kapakçığı Kapak Replasmanı 

Epic™, SJM Biocor® (St. Jude Medical Inc.) Domuz Kalp Kapakçığı Kapak Replasmanı 

 

Bir desellülarizasyon sürecinde hücrelerin dokulardan uzaklaĢtırılma etkinliği 

kullanılan dokunun kökenine ve desellülarizasyon iĢlemi için seçilen fiziksel, kimyasal ve 

enzimatik yöntemlere bağlıdır. Bu uygulamaların her biri dokunun biyokimyasal 

özelliklerini ve mikro mimarisini bir miktar etkilemektedir. Arzu edilen durum, bu 

etkilenmenin en aza indirilmesidir ve bu yönde birçok protokol de geliĢtirilmiĢtir. 

Desellülarizasyon iĢlemi bittiğinde ekstrasellüler matriksin bütünlüğünün ve 

biyoaktivitesinin hala korunuyor olması kullanılan teknik ve ajanların optimizasyonuna 

bağlıdır. 

 

1.6.1.   Desellülarizasyon Ajanları 

 

Bir doku için en iyi desellülarizasyon ajanı dokunun yoğunluğuna, kalınlığına, lipit 

içeriğine, hücresel yoğunluğuna ve daha birçok faktöre bağlıdır. Dolayısıyla, biyoiskelesi 

çıkarılacak dokunun ayrıntılı bir biçimde incelenmesi ve özelliklerinin iyi biliniyor olması 

gerekmektedir. Günümüzde hücreleri dokulardan uzaklaĢtırmak için kullanılacak her 

ajanın ve yöntemin ekstrasellüler matriks kompozisyonunu değiĢtireceği ve dokunun mikro 

mimarisini bir miktar bozacağı iyi bilinmektedir. Dolayısıyla, desellülarizasyonun amacı 

bu etkilerden tamamen kaçınmaktan ziyade mümkün olan en düĢük düzeye indirgemektir. 

Desellülarizasyon için kullanılan ajanlar genllikle fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak 

sınıflandırılmaktadır. 
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1.6.1.1.   Fiziksel Ajanlar 

 

Fiziksel ajanların kullanıldığı yöntemler tek baĢına etkili bir desellülarizasyon 

yapamazlar. Ancak, dokuların desellülarizasyonu kolaylaĢtıracak kullanımlara sahiptirler. 

Dondurup çözme, doğrudan basınç, ses dalgalarının kullanıldığı sonikasyon sistemleri ya 

da çalkalama gibi etmenler fiziksel desellülarizasyon ajanlarından sayılabilmektedir. 

Burada ses dalgaları ya da çalkalama gibi literatürde daha az tercih edilmiĢ olan yöntemler 

üzerinde durulmayıp daha fazla kullanıma sahip olan basınç ve dondurup çözme teknikleri 

üzerine yoğunlaĢılmıĢtır. 

 

Dondurup çözme -hücre içinde buz kristallerinin oluĢmasına ve bunların da 

membranları parçalaması neden olduğundan dolayı- doku ve organlardaki hücreler için 

etkili bir hücre lizizi sağlar. Ancak membran, sitoplazma ve nükleer kalıntıların dokudan 

iyice uzaklaĢtırılması için ek iĢlemlere ihtiyaç vardır. Yapılan çalıĢmalarda çoklu dondurup 

çözme döngüsünü kullanılarak elde edilen doku iskelelerinde ekstrasellüler matriks 

proteinleri açısından önemli bir kayıp gözlenmemiĢtir (Patel ve diğ. 2008). Biyolojik 

materyalin mikro mimari yapısında çok düĢük bir bozulma gözlenmiĢ (Hopkinson ve diğ. 

2008) olsa da bu bozulma kabul edilebilir seviyededir.  

 

Özellikle hızlı dondurma tekniklerinin kullanıldığı desellülarizasyon yöntemleri 

genellikle tendon ve ligament benzeri yapılar (Jackson ve diğ. 1987a, Jackson ve diğ. 

1987b, Roberts ve diğ.1991) ve sinir dokusu (Gulati 1988) için daha çok tercih edilmiĢtir.  

 

Mekanik kuvvet de desellülarizasyona yardımcı olabilecek yöntemlerden birisi 

olmakla beraber direkt mekanik kuvvetin dokular üzerine uygulanması -bazal membran ya 

da diğer ekstrasellüler matriks bileĢenlerine de zarar vereceği için- çok fazla tercih edilmez 

(Hopkinson ve diğ. 2008). Hidrostatik basınç ve basınç süresince sıcaklığı arttırmak gibi 

denemeler yapılmıĢ olsa da doku iskelesine kabul edilebilir düzeyin üzerinde hasar verdiği 

için desellülarizasyon uygulamalarını çok da ileriye götürememiĢtir. Ancak kan damarları 

gibi basınca nispeten daha dayanıklı dokuların desellülarizasyonunda bu uygulamalar 

kullanılmaktadır (Funamoto ve diğ. 2010).  

 

1.6.1.2.   Kimyasal Ajanlar 

 

Asitler ve Bazlar 
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Asitler ve bazlar biyolojik moleküllerin hidrolitik yıkımını katalizler ya da buna 

sebep olurlar. Ancak desellülarizasyon için kullanılacak asit ya da bazların seçimi oldukça 

dikkatli yapılmalıdır. Doku içeriğinde bulunan ekstrasellüler matriks bileĢenlerine 

yapacağı etkileri iyi araĢtırılmalıdır. Örneğin, asetik asit sülfatlanmıĢ 

glikozaminoglikanlara zarar vermezken, kollajen içeriğinde hasara sebep olur (Dong ve 

diğ. 2009). Perasetik asit (PAA) yaygın olarak dezenfeksiyon ve sterilizasyon amacıyla 

kullanılsa da nükleik asit kalıntılarının uzaklaĢtırılması ve matriks kompozisyonu üzerinde 

çok düĢük bir etkiye sahip olması ile bir desellülarizasyon ajanı olarak da 

kullanılabilmektedir (Hodde ve diğ. 2007). Bazlar genellikle dermis desellülarizasyonunun 

erken basamaklarında kılların uzaklaĢtırılması için kullanılmaktadır. Fakat bazların 

kullanımını sınırlandıran oldukça önemli dezavantajları vardır. Özellikle matriksten 

büyüme faktörlerini tamamen uzaklaĢtırmaları ve ekstrasellüler matriksin mekanik 

özelliklerinde önemli olumsuz değiĢimlere sebep olmaları bu olumsuzlukların baĢında 

gelmektedir (Reing ve diğ. 2010). Sodyum hidroksit gibi bazlar kollajen çapraz bağlarını 

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

 

Hipotonik ve Hipertonik Çözeltiler 

 

Hipertonik tuz çözeltileri DNA’dan proteinlerin ayrılmasını sağlar. Hipotonik 

çözeltiler ise matrikse olan düĢük etkilerine karĢılık osmatik etkilerinden dolayı basit bir 

Ģekilde hücre lizisini sağlayabilirler. Maksimum osmatik etki için hipotonik ve hipertonik 

çözeltiler sıra ile döngü halinde dokudan geçirilebilir. Bu çözeltiler ayrıca liziz olan 

hücrelerin dokulardan uzaklaĢtırılmasına da yardımcı olurlar. 

 

Deterjanlar 

 

Desellülarizasyon süreçlerinde iyonik deterjanların, aniyonik deterjanların veya her 

ikisinin birlikte kullanımı yaygındır. Bu kimyasalların hücre membranlarını çözebilme ve 

proteinlerden DNA’nın ayrılmasını sağlaması onların desellülarizasyon süreçlerinde 

kullanımının nedenlerini oluĢturmaktadır. Dolayısıyla deterjanların kullanımı dokulardan 

hücrelerin ve hücresel içeriğin etkili bir Ģekilde uzaklaĢtırılmasını sağlamaktadır. Ancak 

dokulardan protein izolasyonu sırasında deterjanların kullanımı önemli bir noktadır 

(Alhamdani ve diğ. 2010, Patel ve diğ 2008). Bir dokudan hücrelerin uzaklaĢtırılması için 

deterjanlara maruz kalma süresi birçok parametreye bağlıdır. Kullanılan deterjanın türü, 

konsantrasyonu, tercih edilen desellülarizasyon yöntemi, doku türü ve dokunun büyüklüğü 
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bu değiĢkenlerin bir kısmını oluĢturmaktadır. Bir desellülarizasyon protokolünde farklı 

deterjan kombinasyonları arttıkça matriks proteinlerine verilen zarar da genel olarak 

artmaktadır (Rieder ve diğ. 2004, Cebotari ve diğ.2010). Triton X-100 hücre kalıntılarının 

dokulardan uzaklaĢtırılması konusunda iyi bir deterjandır. Ancak özellikle böbrek gibi 

yoğun dokuların desellülarizasyonunda yetersiz kalmaktadır. Doku delipidasyonlarında 

(proteinlerden lipitlerin uzaklaĢtırılması) iyonik olmayan Triton X-100 gibi deterjanlar 

deoksikolat gibi iyonik deterjanlara göre daha iyi sonuçlar vermektedir (Cebotari ve 

diğ.2010). Sodyum dodesül sülfat (SDS) hücresel içeriklerin dokulardan 

uzaklaĢtırılmasında Triton X-100’den çok daha etkili bir deterjandır. Temporamandibular 

eklem dokusunun mekaniğini bozmadan etkili bir desellülarizasyona izin verdiği 

Lumpkins’in yaptığı çalıĢmada gösterilmiĢtir (Lumpkins ve diğ. 2008). Buna ilaveten SDS 

karaciğer, böbrek vb. birçok organın desellülarizasyonu için en sık kullanılan ajanlardan 

birisidir (Uygun ve diğ. 2010, Nakayama ve diğ. 2010). Bir desellülarizasyon protokolüne 

SDS gibi bir deterjanın eklenmesi parçalanmamıĢ, bütün haldeki çekirdeklerin ya da hasar 

görmüĢ çekirdeklerin dokudan uzaklaĢtırılması noktasında oldukça büyük bir fark yaratır 

(Yang ve diğ. 2010). Fakat dokunun mikro mimarisinde meydana gelen bir miktar 

bozulmanın da önüne geçilmesi oldukça zordur. SDS’in hücre bileĢenlerini uzaklaĢtırma 

konusundaki üstün özellikleri yalnızca Triton X-100’e göre olmayıp diğer deterjanlara göre 

de daha üstündür. Yine de bir desellülarizasyon protokolünde SDS kullanılıyorsa 

araĢtırmacı oldukça dikkatli olmalıdır. DüĢük konsantrasyonlarda kullanım SDS’in 

dezavantajlarının bir miktar önüne geçmektedir.  

 

Alkoller 

 

Alkoller -genel olarak dehidratasyona ve hücre lizizine yardımcı olarak- 

desellülarizasyon süreçlerini kolaylaĢtırırlar (Prasertsung ve diğ. 2008). Aslında etanol, 

metanol, izopropanol gibi alkoller dokulardan lipitlerin uzaklaĢtırılmasında lipazlara göre 

daha etkili ve daha hızlıdırlar (Flynn ve diğ.2010). Metanol ve kloroform 

kombinasyonların dokuların delipidasyonu için kullanılmıĢtır (Prasertsung ve diğ. 2008). 

Ancak, alkollerin fiksatif özellikleri proteinleri çöktürmeleri, ve ekstrasellüler matrikse 

zarar vermeleri desellülarizasyon için kullanımında oldukça dikkatli olmayı 

gerektirmektedir.  
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1.6.1.3.   Biyolojik Ajanlar 

 

Enzimler 

 

 Desellülarizasyon çalıĢmalarında sık kullanılan ajanlardan olan enzimler hücresel 

içeriklerin ve istenmeyen ekstrasellüler matriks bileĢenlerinin uzaklaĢtırılmasında oldukça 

etkilidirler. α-galaktozidaz, termolizin, dispaz, lipaz, tripsin ve nüklezlar doku iskeleleri 

elde etmek amacıyla kullanılan enzimlerdendir. Her ne kadar enzimlerin kullanımı yaygın 

ve desellülarizasyona etkileri oldukça iyi olsa da tek baĢına kullanımları çok iyi sonuçlar 

vermemektedir. Enzim kullanımının yer aldığı desellülarizasyon iĢlemlerinde dikkat 

edilmesi gereken bazı hususlar vardır. Bunlardan ilki ve belki de en önemlisi dokunun 

enzimle iĢlem görme süresidir. Protokolün bu kısmı çok iyi optimize edilmelidir. Çünkü 

inkübasyon süresinin az olması desellülarizasyon sürecinin baĢarısızlığına yol 

açabilmektedir. Bu sürenin gereğinden uzun olması ise proteinlerden oluĢan matrikste 

bozulmalara yol açabilmektedir.  Enzim kullanımında dikkat edilmesi gereken hususlardan 

birisi de desellülarizasyon iĢleminin gerçekleĢtirileceği ortamın sıcaklığı ve bu sıcaklığın 

sürdürülebilir olmasıdır. Çünkü enzimlerin çalıĢabildiği belli bir sıcaklık vardır ve bu 

sıcaklık korunması gerekir. Aksi takdirde yapılan hücresizleĢtirme iĢlemi ya tamamen ya 

da kısmen baĢarısız olabilir.  

 

Tripsin, desellülarizasyon için en yaygın kullanılan proteolitik enzimlerden birisidir. 

Kollajen gibi ekstrasellüler matriks proteinlerinin tripsininin sindirme iĢlemine karĢı 

direnci sınırlıdır (Waldrop ve diğ. 1980). Bu nedenle tripsin kullanımında -özellikle 

kollajen içeriği yoğun olan dokularda- dikkatli olunmalıdır.  Birçok deterjana göre tripsin 

elastin ve kollajen için daha yıkıcıdır ve hücreleri daha yavaĢ çıkarır fakat 

glikozaminoglikan içeriğini daha iyi korur (Kasimir ve diğ. 2003 Yang ve diğ. 2009). 

Tripsinden kaynaklanan matriks hasarı doku iskelesinin hem mekanik hem de biyolojik 

özelliklerindeki değiĢim ile iliĢkilendirilebilir (Yang ve diğ. 2009).  

 

Sık kullanılan enzimlerden bir diğeri de nükleazlardır. Ancak nükleazlar direkt 

olarak kullanılmazlar. Hücre lizizi gerçekleĢtirildikten sonra nükleik materyallerin 

parçalanması amacıyla kullanılırlar. Benzonaz gibi endonükleazlar nükleotitleri daha kısa 

frangmentler halinde kestikleri için ekzonükleazlardan daha etkilidir (Petersen ve diğ. 

2010). Bu da DNA’nın daha etkin bir Ģekilde uzaklaĢtırılmasında araĢtırmacının iĢini 

kolaylaĢtırmaktadır.  
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Enzimatik Olmayan Ajanlar 

 

Etilendiamintetra asetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetraasetik asit (EGTA) gibi 

Ģelatlayıcı ajanlar daha hassas bir desellülarizasyon için protokollere eklenebilmektedir. 

Genellikle deterjanlarla birlikte kullanılırlar (Gui ve diğ. 2010, Lehr ve diğ. 2011). Bu 

maddelerin -metal iyonlarını tutabilme özelliği sayesinde- ekstrasellüler matriks 

proteinlerinden hücrelerin ayrılmasını kolaylaĢtıran özellikleri vardır (Gailit ve diğ. 1988). 

Muhtemelen Ģelatlayıcı ajanlar yine aynı mekanizma ile protein-protein etkileĢimlerinde 

ustaca tasarlanmıĢ aksaklıklara sebep olmaktadır.  

 

Bunların dıĢında desellülarizasyon süreçlerinde sitotoksik özelliklerinden 

yararlanmak için enzimatik olmayan biyolojik ajanlardan toksinlerin kullanımı (Gillies ve 

diğ. 2011), antibiyotiklerin kullanımı da söz konusudur. 

 

 

1.6.2.   Desellülarizasyon Yöntemleri 

 

1.6.2.1.   Tam Organ Perfüzyonu 

 

Desellülarizasyonun tarihsel geliĢimi göz önüne alındığında tam organ perfüzyon 

sistemleri oldukça yeni bir yaklaĢımdır. Optimizsyon sağlandığında ekstrasellüler 

matriksin 3B yapısını oldukça iyi koruyan perfüzyon sistemleri doku ya da organın damar 

sistemini kullandığı için oldukça etkin desellülarizasyonlara imkan sağlarlar. Hücresel 

içeriğin dokudan uzaklaĢtırılması konusunda en avantajlı yöntemlerden birisidir. 

Günümüze kadar kalp (Ott ve diğ. 2008),  karaciğer (Uygun ve diğ. 2010), akciğer 

(Petersen ve diğ. 2010 ), böbrek (Liu ve diğ. 2009) gibi organların desellülarizasyonlarında 

perfüzyon sistemi baĢarıyla kullanılmıĢtır. 

 

Tam organ perfüzyon desellülarizasyonlarında peristaltik sistemlerin bağlanacağı 

damarın seçimi oldukça önemlidir. Doku ya da organın tamamının desellülarize olması 

sağlanacak damarlar seçilmelidir. Seçilen damar perfüzyon sisteminin bağlanabilmesine 

imkan verecek ebatlarda olmalıdır. Tüm bunlar da ekstrasellüler matriksi elde edilecek 

dokunun histolojik özelliklerinin iyi biliniyor olmasını gerektirmektedir. Ayrıca kullanılan 

cihaz dokuya hava, köpük giriĢini engelleyecek özellikte olmalıdır. Eğer araĢtırmacı böyle 

bir sisteme sahip değilse özellikle kullanılan kimyasalların değiĢtirilmesi sırasında oldukça 
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dikkatli olmalı ve dokuya kesinlikle hava giriĢine izin vermemelidir. Çünkü dokuya giren 

hava damar siteminin bir bölümünün tıkanmasına sebep olmaktadır. Bu küçük ayrıntı 

desellülarizasyonun baĢarısını doğrudan etkilemektedir.  

 

Perfüzyon desellülarizasyonları için tercih edilen ajanlar genellikle deterjanlardır. 

SDS ve Triton X-100 desellülarizasyon için en çok kullanılan deterjanlardandır (Uygun ve 

diğ. 2010, Schneider ve diğ. 2016).  

 

1.6.2.2.   Basınç Gradienti Yöntemi 

 

Doku boyunca bir basınç gradienti oluĢturmak özellikle enzim temelli 

desellülarizasyon uygulamalarına yardımcı olmakta ve dokunun mikro mimarinde üstün 

bir koruma sağlamaktadır (Prasertsung ve diğ. 2008). Hidroksiprolin miktarı ölçülerek ısı 

değiĢimlerinin olduğu akıĢ, çalkalamalı akıĢa göre daha az miktarda kollajen bozulumuna 

neden olduğu belirlenmiĢtir. Mesane desellülarizasyonu basınç gradienti yönteminin 

kullanıldığı desellülarizasyonlara örnek olarak gösterilebilir (Bolland ve diğ. 2007). Bu 

yöntemde kollajen tip 1’in, kollajen tip 4’ün lamininin ve glikozaminoglikanın 

desellülarizasyon sürecinden etkilenmediği bildirilmiĢtir.  

 

1.6.2.3.   Sıvıda Bekletme ve Çalkalama Yöntemi 

 

Desellülarizasyon ajanlarının içinde bulunduğu bir sıvıya dokuların daldırılarak 

bekletilmesiyle ya da bu iĢlemi çalkalamalı olarak yapılmasıyla doku ve organlardan 

biyoiskeleler elde etmek mümkündür. Wilson ve arkadaĢlarının 2015 yılında yaptıkları bir 

kornea desellülarizasyonu buna örnek olarak gösterilebilir (Wilson ve diğ. 2015). Ancak 

her dokunun hücreleri bu yöntem ile tam olarak uzaklaĢtırılamayabilir. Özellikle hücresel 

açıdan aĢırı yoğun olmayan, damarsal olarak zengin ve desellülarizasyon sıvısının dokuya 

difüzyonunu engelleyecek yapıları içermeyen dokular tercih edilmelidir. Bu yöntem uygun 

dokular için tek baĢına kullanılabileceği gibi bazı dokularda da diğer desellülarizasyon 

yöntemleriyle birlikte kullanılabilir. Günümüze kadar pek çok dokunun desellülarizasyonu, 

desellülarizasyon ajan veya ajanlarını içeren sıvılarda dokuların bekletilmesi ya da 

çalkalanmasıyla yapılmıĢtır. Ġskelet kası ve tendonları (Woods ve Gratzer 2005, Deeken ve 

diğ. 2011), kan damarları (Montoya ve McFetridge 2009), kalp kapakçıkları (Meyer ve diğ. 

2006), kıkırdak (Elder ve Kim 2010), özafagus (Ozeki ve diğ. 2006), trakea (Remlinger ve 

diğ.2010), mesane (Yang ve diğ. 2010), kornea (Wilson ve diğ. 2015) bunlardan 
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bazılarıdır. Bu yaklaĢımların kullanıldığı protokollerin süresi çalkalamanın yoğunluğuna, 

doku kalınlığına, dokunun yoğunluğuna, kullanılan desellülarizasyon ajanına değiĢkenlik 

göstermektedir. Mesane gibi ince dokular kolaylıkla hücresizleĢtirilebilir ve bu süre çok 

uzun zamanlara yayılmaz. Ancak, dermiĢ, tendon, trakea gibi yoğun dokular günlerce hatta 

birkaç aya kadar uzayabilen uzun bir çalkalama süreci gerektirir. Bu tar dokularda 

genellikle deterjan, enzim ve alkol kombinasyonları kullanılmaktadır.  

 

1.6.3.   Desellülarize EdilmiĢ Ekstrasellüler Matriksin Sterilizasyonu 

 

Bir dokudan biyoiskele elde edildikten sonra in vivo transplantasyon yapılacaksa tüm 

değerlendirme ve tahminlerden önce malzemenin sterilizasyonu ve dolayısıyla hasta 

güvenliği mutlaka ele alınmalıdır.  Eğer ekstrasellüler matrikste hücre kültürü yapılacaksa 

da mutlaka sterilizasyon iĢlemi yapılmalıdır. Dokuda bulunma olasılığı olan endotoksinler, 

viral veya bakteriyal ajanların matriksten uzaklaĢtırılması sırasında özenle korunmaya 

çalıĢılan dokunun mikro ve nano yapılarının değiĢmemesi de son derece önemlidir. 

Biyoiskelelerin sterilizasyonu asit (Hodde ve Hiles 2002) ya da çözücülerde bekletme gibi 

basit iĢlemlerle yapılabilir. Ancak bu tarz yöntemler etkili bir penetrasyon sağlamayabilir 

ve ekstrasellüler matriksin önemli bileĢenlerine zarar veren bir uygulamayı da içerebilir. 

Özellikle etilen oksit, gama ıĢınlama, elektron ıĢınlamaların ekstrasellüler matriks yapısını 

ciddi Ģekilde değiĢtirdiği bilinmektedir.  

 

Son zamanlarda yaygınlaĢan süperkritik karbondioksit ekstrasellüler matriks 

sterilizasyonuna alternatif bir yöntem sunmaktadır. Diğer yöntemlere göre oldukça düĢük 

miktarda ekstrasellüler matriks değiĢimlerine neden olmaktadır (Qiu ve diğ. 2009).  

 

Henüz doku iskelelerinin sterilizasyonu amacıyla kullanılmaya yeni baĢlanan PAA 

sterilizasyonu ise küf ve bakteri sporlarına bile oldukça etkili bir Ģekilde nüfuz etmekte ve 

biyolojik materyalin sterilizasyonunu etkili bir Ģekilde gerçekleĢtirmektedir. PAA ile çok 

düĢük yoğunluklarda bile baĢarıyla sterilizasyon iĢlemi yapılabilemktedir. 

Desellülarizasyon süresince kullanılan malzemenin yoğunluğu ne kadar düĢük olursa 

ekstrasellüler matriksin mikro mimari yapısına etkisi de o kadar az olacaktır. PAA 

kullanımı bu avantajlarının yanı sıra araĢtırmacıya hızlı, ucuz ve pratik bir sterilizasyon 

yöntemi sunmaktadır (Yoganarasimha ve diğ. 2014, Kajbafzadeh ve diğ. 2013). 
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1.6.4.   Desellülarize EdilmiĢ Ekstrasellüler Matriksin Değerlendirilmesi 

 

Doku iskelesi içinde hücresel kalıntıların olması biyo-uyumluluk problemlerine ve 

canlı bir bireye nakledildiğinde istenmeyen immünolojik yanıtların oluĢmasına neden 

olmaktadır. Dolayısıyla desellülarizasyon sonrasında elde edilen materyalin 

değerlendirilmesi son derece kritiktir. Çift zincirli DNA, mitokondri, fosfolipit gibi hücre 

membranıyla iliĢkili moleküller gibi hücre bileĢenleri nicel olarak incelenebilmektedir. 

Desellülarizasyon iĢlemi sonrasında hücresel kalıntıların tamamını ekstrasellüler 

matriksten ayırmak pek mümkün gözükmemektedir. Desellülarizasyon amacını 

karĢılamaya yeterli olacak bazı kriterler belirlenmiĢtir.  

i- 1 mg ekstrasellüler matriks kuru ağırlığında 50 ng’dan az çift zincirli 

DNA’nın bulunması 

ii- DNA parçalarının uzunluğunun 200 baz çiftinden kısa alması  

iii- 4’,6- diamino-2-fenilindol (DAPĠ) ya da hematoksilen-eozin (HE) 

boyamalarında görünür bir nükleer boyamanın olmaması 

 

Nükleik asitlerin direkt olarak transplantasyon sonrası istenmeyen yanıtların 

oluĢması ile bağlantılı olmasından dolayı, yukarıdaki kriterlerde çekirdek materyali üzerine 

odaklanılmıĢtır. Bu ölçütler genel olarak da diğer hücresel kalıntılar hakkında fikir 

sağlamaktadır. Birinci ve ikinci kriter polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain 

reaction, PCR) sonrası ticari olarak temin edilebilen PicoGreen, propidyum iodid, etidyum 

bromür gibi DNA enterkalasyon ajanı ve jel elektroforezi ile kolaylıkla 

belirlenebilmektedir. Üçüncü kriter ise histoloji boyama ya da bir immün floresan boyama 

yapılarak gerçekleĢtirilir ve ilk iki yöntemi nitel olarak doğrulamaktadır.  

 

Ancak zamanla anlaĢılmıĢtır ki, sitoplazmik bileĢenlerle ve membranla iliĢkili 

bileĢenler ile olumsuz konak yanıtları arasında bir iliĢki vardır. Dolayısıyla yukarıda 

belirtilen ölçütlerin bu sonuçları da göz önüne alarak değiĢtirilmesi gerekmektedir.  

 

ġu ana kadar ekstrasellüler matriksin mekanik özelliklerine etkileri hakkında 

desellülarizasyon ajanlarının ayrı ayrı değerlendirilmesiyle oluĢturulmuĢ bir fikir birliği 

yoktur.  

 

1.7.   Resellülarizasyon 
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Desellülerize edilmiĢ ekstrasellüler matrikslere hücreler ekilerek yeniden 

hücrelendirilmesi ve canlandırılması iĢlemi resellülarizasyon olarak adlandırılmaktadır. 

Tam organ desellülarizasyonu yapılmıĢ doku iskelelerinin kök hücreler kullanılarak 

yeniden hücrelendirilmesi doku mühendisliği ürünleri olan organları oluĢturmak için yeni 

bir kapı açmıĢtır. Son yıllarda birçok çalıĢma desellülarizasyon ve resellülarizasyon 

uygulamalarının fonksiyonel yapay organlar elde edilmesindeki potansiyelini ortaya 

koymuĢtur. (Goh ve diğ. 2013)  

 

1.7.1.   Organ Ġskelelerinin Parankim Resellülarizasyonu 

 

Resellülarizasyon iĢlemi; uygun hücre kaynaklarını, optimize edilmiĢ hücre ekim 

yöntemlerini ve fizyolojik olarak uygun bir kültür yöntemlerini gerektirir. Organ 

rejenerasyonu için implantasyon öncesinde vasküler sistem, destekleyici bileĢenler ve 

parankima yeniden oluĢturulmuĢ olmalıdır. Birçok grup en uygun resellülarizasyon 

yöntemlerinin geliĢtirilmesi için çalıĢmaktadır. Ancak fonksiyonel organ oluĢturulmasının 

karmaĢıklığı, uzmanlaĢma ve maliyet gibi sınırlamalar çalıĢmaların hızını azaltmaktadır. 

Özellikle implantasyonu kapsayan in vivo çalıĢmalar sınırlıdır.  

 

1.7.1.1.   Parankimal Resellülarizasyonda Kullanılan Hücreler 

 

Resellülarizasyon tekniklerini kullanarak hastaya spesifik organlar oluĢturmak 

amacıyla araĢtırmacılar kök hücrelere yönelmiĢlerdir. Kök hücreler -kültür ortamında 

çoğaltılabilmeleri ve birçok hücre soyuna farklılaĢabilmeleriyle- ilginç hücrelerdir. 

 

Resellülarizasyon için en fazla kullanılan kök hücre türlerinden biri de EKH’lerdir. 

Bu hücreler genellikle organ matriksleri üzerinde farklılaĢmaları için denenmiĢtir. 

Desellülerize edilmiĢ sıçan böbrek ekstrasellüler matriksi üzerine herhangi bir dıĢ kaynaklı 

farklılaĢma sinyali olmadan fare EKH’leri ekilmiĢtir (Donandrini ve diğ. 2014). EKH’lerin 

pluripotensileri azalırken renal ve endotel hücre belirteçlerini ifade ettikleri 

gözlemlenmiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada resus maymunlarından elde edilen akciğer ve böbrek 

doku iskeleleri üzerine insan EKH’leri ekilmiĢtir (Nakayama ve diğ. 2013).  Ancak ekilen 

hücreler akciğer ve böbrek hücrelerine ait belirteçler ifade etse de organa spesifik bir 

ekspresyon gözlenmemiĢtir. Organ ekstrasellüler matriksleri EKH’lerin farklılaĢmaları için 

gerekli sinyalleri tek baĢına sağlayabilme konusunda muhtemelen sınırlı bir kapasiteye 
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sahiptirler. Bu sınırlama Nakayama’nın neden organa spesifik belirteçler elde edemediği 

konusuna da açıklık getirmektedir.  

 

Organ resellülarizasyonları için denenen diğer bir hücre tipi de uPKH’lerdir. Somatik 

hücrelere spesifik pluripotent genlerin aktarılması yoluyla embriyonik benzeri bir statüye 

yeniden programlanmalarını içeren bu teknik sayesinde kiĢiye spesifik pluripotent hücreler 

elde edilebilmektedir. Bu yaklaĢım hastaya spesifik organlar oluĢturmak için hücre kaynağı 

sağlamaktadır. Yakın bir zamanda akciğer resellülarizasyonu için uPKH’lerin kullanıldığı 

çalıĢmada uPKH’lerin yüksek verimlilikle tip 2 alveolar epitelyal hücrelere farklılaĢtığı 

gözlemlenmiĢtir (Ghaedi ve diğ. 2013). Bu hücrelerin sürfektan protein B ve C gibi tipik 

akciğer belirteçleri eksprese ettikleri tespit edilmiĢtir. Fare kalp matriksleri üzerine aort 

yoluyla uPKH kaynaklı miyosit progenitör hücrelerin ekimi yapıldıktan 20 gün sonra 

spontan olarak kasıldıkları gözlemlenmiĢtir. Ancak ekokardiogramda gözlemlenmiĢtir ki 

bu kasılma düzensiz ve senkronize değildir (Lu ve diğ. 2013).   

 

Organ mühendisliği çalıĢmaları için son derece önemli olan hücrelerden biri de 

mezenkimal kök hücrelerdir. Klinik uygulanabilirliği, yetiĢkin bireylerden elde edilebilen 

bir kök hücre kaynağı oluĢu, kültürünün kolay olması, farklı hücre tiplerine 

farklılaĢabilmesi, doku tamirinde rol alması, sitokin ve kemokin salgılayarak stromal 

destek sağlaması, immünojenik olmaması, immün düzenleyici rolleri ve invazif özellikleri 

gibi pek çok sıra dıĢı özelliği MKH’leri doku mühendisliği için olmazsa olmazlar arasına 

sokmaktadır. Doku iskelelerinin MKH’lerin farklılaĢmasını tetiklediği yönünde kanıtlar 

vardır. Jiang ve arkadaĢları kemik iliği kaynaklı MKH’leri 2B statik kültür koĢullarında ve 

3B karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde aynı koĢullarda kültüre almıĢlardır. 4 hafta 

sonra karaciğer doku iskelesinde kültüre alınan MKH’lerin 2B kültürle kıyasladığında çok 

daha etkili bir Ģekilde hepatik farklılaĢmaya gittiği gözlemlenmiĢtir (Jiang ve diğ. 2014). 

Ayrıca fulminan hepatik yetmezlik modeli oluĢturulmuĢ farelere MKH’ler ile resellülarize 

edilmiĢ karaciğer iskeleleri aktarıldığında transplantasyondan sonra karaciğer 

fonksiyonlarının korunduğu gözlemlenmiĢtir.  

 

Doku iskelelerinin MKH farklılaĢmasını uyarabilmeleri muhtemelen organa spesifik 

ekstrasellüler matriks-hücre etkileĢimlerinden kaynaklanmaktadır (Reilly ve Engler 2010). 

Organa spesifik stromaların oluĢması bölgesel olarak kök hücre farklılaĢmalarına ihtiyaç 

duyar. Örneğin, akciğer ya da karaciğer için lokal hepatosit ya da alveolar hücre 

farklılaĢmaları gereklidir. Bu bağlamda, desellülarize edilmiĢ sıçan akciğer iskelesi üzerine 
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ekilen hem insan adipoz kaynaklı MKH’lerin hem de insan kemik iliği kaynaklı 

MKH’lerin pulmonar epitelyal kökene farklılaĢtığı gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada her iki 

kaynaktan da elde edilen MKH’lerin tip 2 alveolar hücre belirteci olan surfektan protein C 

ifade ettiği ancak yalnızca adipoz kaynaklı MKH’lerin Clara cell salgı protin (Club cell 

belirteci) ifade ettikleri ve yalnızca kemik iliği kaynaklı MKH’lerin de sitokeratin-5 (bazal 

epitelyal hücre belirteci) ifade ettikleri gözlemlenmiĢtir (Mendez ve diğ. 2014). Adipoz 

kaynaklı MKH’ler ayrıca akciğer doku iskelesinin üst kısımlarına (üst solunum yolu) 

tutunma eğilimi gösterirken bu davranıĢ kemik iliği kaynaklı MKH’lerde 

gözlemlenmemiĢtir. Bu durum her iki MKH’nin de eĢsiz tutunma özellikleri olduğuna 

iĢaret etmektedir.  

 

1.7.1.2.   Parankimal Resellülarizasyon 

 

Organ resellülarizasyonlarında günümüze kadar birçok hücre tipi denendiği gibi 

birçok hücre ekim yöntemi de denenmiĢtir. Sıklıkla kullanılan resellülarizasyon yöntemi 

vasküler sistem olmuĢtur. Sıvıların akıĢından kaynaklanan stres ve basınç hücreleri 

etkileyebilmektedir. Dolayısıyla hücre ekim yöntemini iyi belirlemek ve özellikle 

optimizasyonunu iyi yapmak hücrelerin dağıtımında oldukça önemli bir basamaktır.  

 

Karaciğer Parankimal Resellülarizasyonu 

 

Karaciğer doku iskelesine damar sistemi kullanılarak hücre ekiminin birçok yolu 

vardır. Portal ven, hepatik ven (inferior vena cava) ve hepatik arter resellülarizasyon için 

kullanılan yollardandır. Ancak çalıĢmaların çoğunda ya portal ven ya da hepatik ven tercih 

edilmektedir. Karaciğer matriksine hücre ekiminde portal ven tercih edilirse hücreler daha 

çok periportal alanda konumlanırken hepatik ven kullanılırsa hücreler perisentral alanda 

konumlanırlar (Batista ve diğ. 2011). Batista bu çalıĢmasında akıĢ yönünün hücrelerin 

hizalanmasını, dizilmesini de yönettiğini belirtmiĢtir. Vasküler ağın kullanılmadığı, direkt 

olarak hücrelerin bir Ģırınga yardımı ile ekstrasellüler matrikse ekildiği yöntemler de 

mevcuttur. Ancak bu tarz yöntemlerde hücrelerin birikip kümelenmesi (agregasyon), 

kuvvetli olmayan tutunmalar ve etkili olmayan bir dağılım göstermeleri söz konusudur. 

Sato-Gutierrez ve arkadaĢları, desellülarize edilmiĢ sıçan karaciğer parankimini oluĢturmak 

için fare hepatositlerinin ekim yöntemlerini değerlendirdikleri çalıĢmalarında (Sato-

Gutierrez ve diğ. 2011) hepatik loblara iğne yardımıyla 5 enjeksiyon yapıldıktan sonra 

hücre tutunmasının %13’ten daha düĢük olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Biyoreaktörlerde 
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hücrelerin besi ortamı içinde kesintisiz olarak damar yoluyla verildiğinde ise hücre 

tutunma oranının %70’lere kadar çıktığı görülmüĢtür. Bir döngüsü 10-15 dakika süren 

sirküler bir besi ortamı akıĢı içinde hücreler verildiğinde ise hücre tutunması %86’ya kadar 

çıkmıĢtır. Döngüsel hücre ekim yöntemi Uygun ve arkadaĢları tarafından sıçan 

karaciğerine sıçan hepatositleri ekildiğinde %95 hücre tutunmasının sağlandığı 

görülmüĢtür (Uygun ve diğ. 2010).  

 

Karaciğerde var olan hepatik safra sistemi henüz çalıĢmalarda hücre ekimi için 

kullanılmamıĢtır. 

 

Diğer Organların Parankimal Resellülarizasyonu 

 

Akciğer iki farklı ekim yöntemi ile resellülarize edilebilmektedir: vaksüler sistem ve 

solunum yolu. Ott ve arkadaĢları fetal sıçan akciğer hücrelerinin ekimi için trakeayı 

kullanmıĢ, HUVEC (insan göbek bağındaki venden elde edilen endotel hücreler) ekimi için 

ise pulmoner arteri kullanmıĢtır (Ott ve diğ. 2010). Yapılan çalıĢmalardan yola çıkılarak 

söylenebilir ki tam akciğer resellülarizasyonu hem solunum yolu hem de pulmoner arter ve 

pulmoner ven kullanılarak vasküler sistemin iyi bir Ģekilde hücrelendirilmesine bağlıdır.  

 

Böbrek resellülarizasyonları da vasküler sistem ya da üreter kullanılarak yapılabilir 

ancak en yaygın yol renal arteri kullanmaktır (Bonandrini ve diğ. 2014). Yeni yayınlanmıĢ 

bir çalıĢmada renal arter perfüzyonu ile ekilen 40 milyon insan renal kortikal tübüler epitel 

hücrelerin 25 ml/dk hız ile ekimi ile renal alanın yaklaĢık %50 sinin hücrelerce kaplandığı 

gözlemlenmiĢtir (Caralt ve diğ. 2015). Hücre ekimi için üreteri kullanan iki grup vardır. 

Ross ve arkadaĢları hücre ekiminde renal arterin üretere kıyasla daha iyi bir hücre dağılımı 

ve tutunması (%95’e %50) sağladığını belirtmiĢlerdir (Ross ve diğ. 2009). Fakat, Song ve 

arkadaĢları üreter yoluyla yapılan ekimin bölgeye spesifik olduğunu iddaa etmiĢlerdir 

(Song ve diğ. 2013). 

 

Pankreas desellülarizasyonu ise diğer organlara kıyasla çok yaygın olmadığı için 

resellülarizasyonu da çok çalıĢılmıĢ konular arasında değildir. Pankreatik kanal ya da 

vasküler sistem kullanılarak pankreas resellülarizasyonu yapılabilir. Goh ve arkadaĢları 

MIN-6 pankreatik beta hücrelerini portal ven yoluyla AR42J pankreatik asiner hücrelerini 

de pankreatik kanal yoluyla ekmiĢtir (Goh ve diğ. 2013). AR42J pankreatik asiner 

hücreleri tübüler duktal alana yerleĢirken, MIN-6 hücreleri ise luminal alana 
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tutunmuĢlardır. Bu ekimde her iki hücrenin de aynı yerde konumlandığı görülmemiĢtir. Bu 

sonuçlar pankreas resellülarizasyonu için her iki kanal sisteminin de kullanıĢının faydalı 

olabileceğini göstermektedir.  
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2.   AMAÇ 

 

Bu çalıĢmada, doku mühendisliği teknikleri kullanılarak karaciğer doku iskelesi 

üzerinde insülin salgılayan endokrin pankreas benzeri bir doku oluĢturulması 

hedeflenmiĢtir. Hem iki boyutlu klasik kültür yöntemlerinin hem de vücudu çok daha iyi 

taklit edebilen üç boyutlu (3B) kültür yöntemlerinin kullanıldığı bu tez çalıĢması aynı 

zamanda bir doku iskelesi üzerinde, sıra dıĢı olarak, iskelenin elde edildiği dokuya ait 

olmayan farklı bir dokuya benzer yapılar oluĢturmayı amaçlamaktadır. 

 

Doku mühendisliği gibi son derece ileri teknolojiler ile çalıĢan disiplinler arası bir 

alanda bile henüz denenmemiĢ olan ve dünyada bir ilk niteliği taĢıyan bu yaklaĢım ile 

bilim insanlarının ve araĢtırmacıların aklında yeni fikirlerin oluĢumuna yol açmak da 

çalıĢmanın en önemli amaçları arasında yer almaktadır. Böylelikle, doku ve organ onarım 

çalıĢmalarının ya da doku ve organ üretebilme çalıĢmalarının sınırları geniĢlemiĢ olacaktır. 

Farklı doku materyallerini, hedeflenen amaçlar doğrultusunda birleĢtirebilmenin ve 

özellikle yeni doku tasarımları yapabilmenin mümkün olup olmayacağı ortaya konulmuĢ 

olacaktır. Belki de doku mühendisliği, benzer çalıĢmaların artması ile ‘doku tasarımı’ adı 

altında ya da benzeri ifadeler ile kendi bünyesinde yeni kavramlar dahi kazanabilecektir. 
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3.   YÖNTEM 

 

3.1.   Hücreler ve Kültür KoĢulları 

 

Bu çalıĢmada kullanılan hücreler daha önceki çalıĢmalardan elde edilmiĢ pankreatik 

adacık kaynaklı kök hücrelerdir (Karaoz ve diğ. 2010a). Daha önceki bir çalıĢmada bu 

hücrelerin endokrin farklılaĢma potansiyelini artırmak için Pax4 ve MafA genleri 

aktarılmıĢtır (Bağlar 2014). Gen aktarımı sonrasında yapılan karakterizasyon 

çalıĢmalarında bu hücrelerin mezenkimal kök hücre özelliklerine sahip oldukları ve 

kimyasal uyarı olmadıkça farklılaĢma sürecine girmedikleri belirlenmiĢtir (Bağlar 2014). 

 

Bu hücreler; FBS (%10), Penisilin-streptomisin (%1) ve G418 (%0,4) eklentileri 

içeren RPMI 1460 besi yerinde kültüre edildi. Ekilen hücreler %5 CO2 içeren 37 °C’lik 

ortamda inkübe edildi ve her 3 günde bir hücrelerin besi yeri değiĢtirildi. Hücreler %70-80 

konfluent olunca pasajlandı.  

 

3.2.   Deney Gruplarının OluĢturulması 

 

ÇalıĢmada esas olarak pankreatik adacık kaynaklı kök hücrelerin desellülarize 

karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde kültüre edilmesiyle insülin de salgılayan 

endokrin pankreas dokusu oluĢturulması hedeflenmiĢtir. Bu amaçla, 3B ekstrasellüler 

matriks kültürleri hem standart RPMI besi yeri olarak tanımlanan FBS, Penisilin-

streptomisin ve G418 eklentileri içeren RPMI 1460 ile kültüre edilecek (Çizelge 3.1, Grup 

3) hem de endokrin farklılaĢtırma besi yeri olarak tanımlanan B27, EGF, Nikotinamide, 

Exendin4, HGF, Pentagastrin, FBS, Pen/Strep ve G418 eklentileri içeren RPMI 1460 ile 

kültüre edilecektir (Çizelge 3.1, Grup 4). 

 

ÇalıĢmanın diğer amaçlarından biri de pankreatik adacık kaynaklı kök hücrelerin 

klasik 2B kültürlerde endokrin farklılaĢma potansiyelleri karĢılaĢtırmalı olarak ile 

karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde 3B olarak endokrin farklılaĢma potansiyellerini 

karĢılaĢtırmalı olarak incelemektir. Bunun için deney gruplarına klasik 2B kültürlerde 

standart besi yeri ile kültürü yapılan (Çizelge 3.1, Grup 1) ve endokrin farklılaĢtırma besi 

yeri ile kültürü yapılan (Çizelge 3.1, Grup 2) deney grupları da eklendi.  

ÇalıĢma için tasarlanan deney grupları sayesinde 3B ekstrasellüler matriksin 

farklılaĢma için sağladığı fiziksel indükleme ve farklılaĢtırma besi yerlerinin sağladığı 

kimyasal indükleme etkileri ayrı ayrı ve birlikte incelenebilir hale gelmiĢtir. 
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Çizelge 3.1. Deney gruplarının belirlenmesi 

 

3.3.   Karaciğerin Ġn vivo Perfüzyonu ve Çıkarılması  

 

ÇalıĢmada Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel AraĢtırma Biriminden 

(DETAB) temin edilen 200-280 gramlık Wistar cinsi albino sıçanlar karaciğerlerin elde 

edileceği deney hayvanları olarak kullanıldı. Kan pıhtılarının damarları tıkamaması 

amacıyla 5000 ünite sodyum heparin 1 ml serum fizyolojik içinde çözülerek dolaĢıma 

verildi. Karaciğer sıçanlardan alınmadan edilmeden önce anestezi altındaki sıçanlara 

%0.9’luk serum fizyolojik kullanılarak perfüzyon yapıldı. Bu iĢlem için kanül vasıtasıyla 

sol ventriküle girildi ve kanın dıĢarı çıkmasını sağlamak amacıyla sağ atriyuma kesi 

yapıldı. Sonrasında sol ventriküle koyulan kanülden %0.9’luk serum fizyolojik kan 

vücuttan tamamen uzaklaĢıncaya kadar verildi. Kalp kasılması durduğunda perfüzyonun 

devam edebilmesi için serum fizyolojik deney hayvanından yaklaĢık 1 m yükseklikte 

tutuldu.  

 

Perfüzyon ile birlikte organların rengi iyice açıldıktan sonra sıçan karaciğerlerinin 

bütünlüğü bozulmadan diğer organlarla bağlantıları dikkatli bir Ģekilde kesilerek çıkarıldı. 

 

Deney 

Grupları 

Ekim Yapılan 

Materyal 
Besi Yeri 

FarklılaĢma 

Uyaranları 

Kültür 

Türü 

Grup 1 Klasik 2B Kültür 
Standart RPMI Besi 

Yeri 
Uyaran Yok 2 Boyutlu 

Grup 2 Klasik 2B Kültür 

Endokrin 

FarklılaĢtırma Besi 

Yeri 

Kimyasal 2 Boyutlu 

Grup 3 
Doku Ġskelesi Üzerinde 

3B Kültür 

Standart RPMI Besi 

Yeri 
Fiziksel 3 Boyutlu 

Grup 4 
Doku Ġskelesi Üzerinde 

3B Kültür 

Endokrin 

FarklılaĢtırma Besi 

Yeri 

Fiziksel 

ve 

Kimyasal 

3 Boyutlu 
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3.3.   Tam Karaciğer Desellülarizasyonu 

 

Portal ven kanüle edilerek peristaltik pompaya bağlanmıĢ ve sırasıyla %0.02 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) içeren 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 sağlamak amacıyla %0.1’lik PAA 3 saat boyunca geçirilmiĢ ve son olarak 

doku iskelesi 1000 ml PBS ile yıkanarak karaciğerin desellülarizasyon iĢlemi tamamlandı. 

Tüm basamaklarda perfüzyon hızı 3 ml/dk olarak ayarlandı.  

 

3.4.   Karaciğer Desellülarizasyonunun Değerlendirilmesi 

 

Desellülarizasyon iĢleminin etkinliğini değerlendirmek için; izole edilen karaciğer 

doku iskelesindeki DNA miktarını gözlemlemek amacıyla PCR yapıldı ve agaroz jel 

elektroforezinde DNA bantları incelendi. Ekstrasellüler matriksin yapısı histokimyasal ve 

immün floresan boyamalarla incelendi ve biyokimyasal olarak kollajen içeriği tespit edildi. 

 

3.4.1.   PCR ile DNA Ġçeriğinin Ölçülmesi 

 

Desellülarize edilen karaciğerden ve pozitif kontrol olarak normal karaciğer 

dokusundan DNA saflaĢtırma seti (GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Fermentas) 

ile genomik DNA izolasyonu yapıldı. Ardından hata okuma aktivitesi bulunan (proof 

reading) DNA polimeraz ve kullanılan tüm hücrelerde var olan Actβ genine ait primerler 

kullanılarak PCR yapıldı. PCR’a ayrıca negatif kontrol olarak DNA içermeyen ancak diğer 

tüm bileĢenleri içeren bir grup da eklendi. PCR reaktifleri çizelge 3.2’de gösterildi. 

 

Denatürasyon (95°C, 30 sn.), bağlanma (55 °C, 45 sn.) ve uzama (72°C, 1 dk) 

aĢamalarından oluĢan reaksiyonlar 35 döngü Ģeklinde gerçekleĢtirildi. PCR sonrası ürünler 

ve 1 kb DNA belirteci Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) içinde %1’lik hazırlanan agaroz jele 

Sybr Green ile birlikte ile birlikte yüklenmiĢtir. Jel 100 V’ta 30 dk yürütülerek 

görüntüleme cihazıyla (DNR Bio-Imaging Systems) görüntülendi. 

 

Çizelge 3.2. Konvansiyonel PCR reaktifleri ve konsantrasyonları 

Reaktif Konsantrasyon 

Taq DNA Pol. Tampon Çözeltisi 1X 
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MgCl2 2 mM 

dNTP 0,2 mM 

Taq DNA Pol. 1 U 

DNA 40 ng/µl 

Primer 1 pM 

 

3.4.2.   Histokimyasal ve Ġmmün Floresan Boyamalar 

 

Desellülarizasyon iĢlemi tamamlandıktan sonra karaciğer doku iskelesinin 

histokimyasal ve immün floresan analizleri için ekstrasellüler matriks %10 formalin içinde 

fikse edildi. 3 gün formalinde bekleyen örnekler yıkandıktan sonra dehidratasyon için 

sırasıyla %70’lik etil alkol, %80’lik etil alkol, %90’lık etil alkol, %100’lük etil alkolde 

20’Ģer dk bekletildikten sonra tekrar %100’lük alkolde 40 dk daha bekletildi. Ardından 

ksilen içinde de 1 saat bekletilen dokular 60 
0
C’deki sıvı parafine atılarak 1 saat etüv içinde 

tutuldu. Bu iĢlemin ardından dokular metal bloklara yerleĢtirilerek parafin ile kaplandı. 

Dokulardan mikrotom ile 5 µm kalınlığında kesilen kesitler lamlara alındı. Ġmmün floresan 

ve histolojik analizler için önce deparafinizasyon iĢlemi uygulanarak kesitlerden parafin 

uzaklaĢtırıldı. Bunun için 70 
0
C’deki etüvde bir saat bekletilen kesitler ksilenle dolu üç ayrı 

kapta 5’er dk bekletildi. Daha sonra %100’lük etil alkolde, %90’lık etil alkolde, %80’lik 

etil alkolde ve %70’lik etil alkolde 3’er dk bekletildi. Distile su ile yıkanan örneklerin 

antijen açığa çıkarma iĢlemi (antijen retrievel) 50 mM pH 6.0 olan kaynamıĢ 

trisodyumsitrat çözeltisinde 20 dk bekletilerek yapıldı.  

 

Histolojik olarak Hematoksilen-Eozin (HE) ve picrosirius red boyaması yapılmıĢ 

lamlar Crystal Mounting Medium ile kapatılıp Leica DMI 4000 ıĢık mikroskobunda 

görüntülendi. 

 

Ġmmün floresan boyamalar için dokuların uygun blok serumda 20 dk 

inkübasyonundan sonra anti-kollajen1 antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ve anti 

fibronektin antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ile +4 
0
C’de gece boyu inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Daha sonra PBS ile yıkanan örnekler floresan boya eklenmiĢ uygun ikincil 

antikorlar ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilerek iĢaretlendi. Bağlanmayan antikorların 

uzaklaĢtırılması için yıkama yapıldıktan sonra, son aĢama olarak, nükleer boya içeren 

kapatma medyumu DAPĠ (4',6-diamidino-2-fenilindol) (UltraCruz Mounting Medium for 
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flouresence with DAPI) ile kapatıldı. Örnekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000 

Microsystems) incelenerek fotoğraflandı. 

 

3.4.3.   Kollajen Ġçeriğinin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi 

 

Desellülarize edilen karaciğer ekstrasellüler matriksinde bulunan kollajen miktarını 

normal karaciğer dokusunda var olan kollajen miktarı ile karĢılaĢtırmak için biyokimyasal 

olarak hem normal karaciğerdeki hem de desellülarize matriksteki kollajen içeriği 

pikrosirius red ile boyanmıĢ ve spektrofotometrede ıĢımasına ölçülerek belirlendi.  

 

Bunun için 200’er mg normal karaciğer dokusu ve desellülarize karaciğer matriksi 3 

gün boyunca oda sıcaklığında tripsin içinde bekletildi. ParçalanmamıĢ dokuları 

uzaklaĢtırmak için 20.000 g’de 20 dk santrifüj edildi. Hem örnekler hem de standart 

oluĢturmak için kullanılan sıçan kuyruk kollajeni 0.5 M asetik asit içinde hazırlanan 0.5 

µM picrosirius red ile oda sıcaklığında 20 dk inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda örnekler 

10 dk 2500 g’de santrifüj edildi. Hazırlanan süpernatantların 540 nm’de absorbansları 

ölçüldü ve 0.5 M asetik asit içinde hazırlanan 0.5 µM picrosirius red absorbans değerinden 

çıkarılarak düzenlendi.  

 

3.5.   Resellülarizasyon 

 

Desellülarize edilmiĢ karaciğer ekstrasellüler matriksine daha önce çoğaltılmıĢ olan 

MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’lerden 25x10

6
 hücre portal ven vasıtasıyla perfüzyon sistemi 

kullanılarak doku iskelesine ekildi. Bu iĢlem 15’er dk ara ile 4 kez tekrarlanmıĢ ve 

toplamda 1x10
8 

hücre matrikse ekildi. Hücreler karaciğer doku iskelesine verilerken 

perfüzyon hızı 1 ml/dk olarak belirlendi.  

 

3.5.1.   Karaciğer Doku Ġskelesinde Hücre Proliferasyonunun Değerlendirilmesi  

 

Ekstrasellüler matriksin hücre bölünmesi üzerine etkisini araĢtırmak için WST-1 

(Water soluble tetrazolium-1)’den yararlanıldı. Açık kırmızı renkli stabil tetrazolyum tuzu 

olan WST-1 kompleks bir dizi hücresel mekanizmalar sonucu koyu kırmızı renkli 

çözülebilen formazona dönüĢür. Tetrazolyum tuzlarının formazona kesimi süksinat-

tetrazolyum redüktaz sistemi tarafından gerçekleĢtirildi. Bu sistem mitokondrinin solunum 

zincirine aittir ve yalnızca metabolik olarak aktif hücrelerde faal durumdadır. Bu indirgeme 

reaksiyonu büyük ölçüde canlı hücrelerdeki glikolitik NAD(P)H üretimine bağlıdır. 
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Sonuçta, kültürde metabolik olarak aktif hücre sayısı ile formazonun spekrofotomektrik 

ölçümü direkt olarak iliĢkilidir.  

 

Hücrelerde WST-1 deneyi gerçekleĢtirmek için kültür ortamı tamamen çıkarılıp %10 

WST-1 reaktifi içeren RPMI-1460 ile 2.5 saat karanlık ortamdan standart hücre kültürü 

koĢullarında inkübe edildi. Kör okuma olarak hücre içermeyen ancak WST-1 reaktifli besi 

yeri içeren kuyucuğun kullanıldığı deney planında 2B klasik kültür ortamında hücre 

çoğalmasının standardizasyonuna göre 1 hafta ve 2 hafta sonunda doku iskelesindeki hücre 

proliferasyonu tespit edildi.  

 

3.6.   Karaciğer Doku Ġskelesinde MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’lerin Ġnsülin Üreten 

Hücrelere FarklılaĢtırılması 

 

Yalnızca karaciğer ekstrasellüler matriksinin MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’lerinin 

endokrin yönde farklılaĢmalarına etkisinin değerlendirilebilmesi için 1x10
8 

hücre karaciğer 

doku iskelesine ekilmiĢ ve fetal sığır serumu (FBS)  (%10), Penisilin/streptomisin (%1), 

G418 (%0,8) içeren RPMI 1640 besiyerinde 37 °C, %5 CO2 kontrollü atmosfer kültür 

koĢullarında 15 gün inkübe edildi (Çizelge 3.1). Mezenkimal kök hücrelerin -matriksin 

fiziksel farklılaĢtırma etkisine ek olarak- kimyasal olarak da endokrin yönde 

farklılaĢmalarının uyarılması için 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) içeren RPMI 1640 besiyerinde 37°C, %5 CO2 kontrollü atmosfer kültür 

koĢullarında 15 gün inkübe edildi (Çizelge 3.1). Deney gruplarının besi yerleri her üç 

günde bir değiĢtirilerek tazelenmiĢtir. Sonuçları gen ekspresyonu düzeyinde 

değerlendirmek amacıyla Real Time-PCR, salgılanan insülin seviyesini belirlemek 

amacıyla insülin ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ve protein seviyesinde 

görmek amacıyla histokimyasal ve immün floresan teknikler kullanıldı.  

 

3.7.   2-Boyutlu İn Vitro Kültürlerde MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’lerin Ġnsülin 

Üreten Hücrelere FarklılaĢtırılması 

 

MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’lerin endokrin yönde farklılaĢmalarında karaciğer 

ekstrasellüler matriksinin etkisinin daha detaylı irdeleyebilmek için 2 boyutlu kültür 

kaplarında hem standart RPMI besi yerinde hem de endokrin farklılaĢtırma besi yerinde 15 

gün boyunca kültürü yapıldı.  Bu amaçla 6 kuyucuklu kültür kaplarının her bir kuyucuğuna 
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150.000 hücre ekilmiĢtir. FarklılaĢma sonunda gerçekleĢtirilecek immün floresan 

boyamalar için kuyucuklara cam slaytlar yerleĢtirildi. Kontrol grubu olarak kullanılacak 

olan hücreler FBS (%10), Penicilin/streptomisin (%1), G418 (%0,4) içeren RPMI 1640 

besiyerinde 37°C, %5 CO2 kontrollü atmosfer kültür koĢullarında 15 gün inkübe edildi. 

Kök hücrelerin kimyasal olarak endokrin yönde farklılaĢmalarının uyarılması için 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) içeren RPMI 1640 besiyerinde 37°C, 

%5 CO2 kontrollü atmosfer kültür koĢullarında 15 gün inkübe edildi (Çizelge 3.1). Deney 

gruplarının besi yerleri her üç günde bir değiĢtirilerek tazelendi. Sonuçları gen ekspresyonu 

düzeyinde değerlendirmek amacıyla Real Time-PCR, salgılanan insülin seviyesini 

belirlemek amacıyla insülin ELISA ve protein seviyesinde görmek amacıyla histokimyasal 

ve immün floresan teknikler kullanıldı. 

 

3.8.   Kantitatif Real Time-PCR Yöntemiyle Gen Ekspresyon Seviyelerinin 

Belirlenmesi 

 

Tüm deney gruplarından kültür süresince hafta hafta alınan örneklerden set (High 

Pure RNA Ġsolation Kit, Roche) ile total RNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen total 

RNA’lardan OligodT primerler kullanılarak Revers Transkriptaz PCR (RT PCR) ile 

komplementer DNA (cDNA) kütüphanesi elde edildi.  

 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.3. qRT-PCR’da kullanılan genlere ait primer baz dizilimleri 

Primerler Açık Adları Baz Dizilimi (5’-3’) 

INS-R 
İnsülin 

CCAGTTGTTAGAGGGAGCAG 

INS-L GACCTTGGCACTGAGGGTT 

GCK-R 
Glukokinaz 

GGATCCTCACTGGGCCAGCATG 

GCK-F GCTAAGCTTATGGCTATGGATACTACAAGGTG 
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PDX1-R 
İnsülin Promotör Faktör 1 

CTCCTCGCCCGAGGTTAC 

PDX1-F CGTAGTAGCGGGACAACGA 

PAX4-R 
Paired Box 4 

CGGATCCTTATGGCCATGGTAAGTAATAG 

PAX4-F GAAGCTTATGCAGCAGGACGGTCTC 

MAFA-R Pankreatik Beta-Hücre 

Spesifik Transkripsiyonel 

Aktivatör 

GGATCCTCACATGAAAAATTCGGGAGAG 

MAFA-F GCAAGCTTATGGCTTCAGAACTGGC 

GCG-R 
Glukagon 

GAGAAGGATCCATCAGCATGT 

GCG-L GGTGAAAGGCCGAGGAAG 

SST-R 
Somatostatin 

CTGCAGCTCCAGCCTCAT 

SST-L CTGGAGCCTGAGGATTTGC 

HNF 4α-R Hepatosit Nükleer Faktör-4 

Alfa 

GAGTCATACTGCCGGTCG 

HNF 4α F GAGCTAGCAGAGATGAGCCG 

ALB-R 
Albümin 

CCTTGCAACACTTGTCCACG 

ALB-F CACCAAGTGCTGTAGTGGGT 

AFP-R 
Alfa Fetoprotein 

GGAGCATACAGGAAGGGGTT 

AFP-F ACTGGCGATGGGTGTTTAGA 

ACTβ-R 
Beta Aktin 

GTACTCCTGCTTGCTGATCC 

ACTβ -F AGAGAAGCTGTGCTATGTTG 

 

Deney gruplarındaki hücrelerin endokrin yönde farklılaĢmaları ve karaciğer 

matriksinden kaynaklanabilecek hepatik yönde farklılaĢmaları gen ekspresyonu 

seviyesinde belirlemek için cDNA kütüphanesi kullanılarak kit (Power SYBR Green PCR 

Master Mix, Applied Biosystems) ile Real Time-PCR’da analiz yapıldı. Aktarımı yapılan 

MafA ve Pax4 genlerinin primerleri, insülin, glukokinaz, pdx1 gibi çeĢitli beta hücre 

primerleri, alfa hücre belirteci glukagon genine ait primerler, delta hücre belirteci olan 

somatostatin genine ait primerler, hepatik farklılaĢmayı değerlendirmek için HNF-4α, 

albümin ve α-fetoprotein genlerine primerler ve referans gen olarak da beta aktin genlerine 

ait primerler (Çizelge 3.3) kullanılarak SYBR içeren master solüsyonu (Roche) ile 

reaksiyon kuruldu. Real-Time PCR cihazı (Lightcycler 480, Roche) ile DNA parçalarının 

çoğalması ölçüldü. Gen ekspresyon seviyeleri referans genlerin (GAPDH ve β-Aktin) 

ekspresyon seviyelerine göre belirlendi. 

 

3.9.   ELISA Yöntemiyle Ġnsülin Seviyesinin Belirlenmesi 
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Deney gruplarındaki hücrelerin insülin salgılama seviyelerinin belirlenmesi ve 

kıyaslanması amacıyla her deney grubunun besi yerinden ayrı ayrı örnekler alındı. Alınan 

örneklerdeki insülin seviyesi ticari bir kit (Millipore Rat/Mause Insulin ELISA Kit) 

kullanılarak ELISA ile belirlendi. Sonuçlar 450 nm ve 590 nm’de absorbans ölçümüyle 

belirlendi. 

 

3.10.   Histokimyasal ve Ġmmün Floresan Boyamalar 

 

2 hafta boyunca kültüre edilen deney grupları 15. günün sonunda histokimyasal ve 

immün floresan analizler için doku takip kasetlerine alınarak %10 formalin içinde fikse 

edildi. 3 gün formalinde bekleyen örnekler akar suda yıkandıktan sonra dehidratasyon için 

sırasıyla %70’lik etil alkol, %80’lik etil alkol, %90’lık etil alkol, %100’lük etil alkolde 

20’Ģer dk bekletildikten sonra tekrar %100’lük alkolde 40 dk daha bekletildi. Ardından 

ksilen içinde de 30 dk bekletilen dokular 30 dk da parafin-ksilen karıĢımda bekletilmiĢ ve 

56 
0
C’deki sıvı parafine atılarak 1 saat etüv içinde tutuldu. Bu iĢlemin ardından dokular 

metal bloklara yerleĢtirilerek parafin ile kaplandı. Dokulardan mikrotom ile 5 µm 

kalınlığında kesilen kesitler lamlara alındı. Ġmmün floresan ve histolojik analizler için önce 

deparafinizasyon iĢlemi uygulanarak kesitlerden parafin uzaklaĢtırıldı. Bunun için 56 

0
C’deki etüvde bir saat bekletilen kesitler ksilenle dolu üç ayrı kapta 5’er dk bekletildi. 

Daha sonra %100’lük etil alkolde, %90’lık etil alkolde, %80’lik etil alkolde ve %70’lik etil 

alkolde 5’er dk bekletilerek rehidrate edildi. Distile su ile yıkanan örneklerin antijen açığa 

çıkarma iĢlemi (antijen retrievel) 50 mM pH 6.0 olan kaynamıĢ trisodyumsitrat 

çözeltisinde 20 dk bekletilerek yapıldı.  

 

Histolojik olarak Hematoksilen-Eozin (HE) ve picrosirius red boyaması yapılmıĢ 

lamlar Crystal Mounting Medium ile kapatılıp Leica DMI 4000 ıĢık mikroskobunda 

görüntülendi. 

 

Ġmmün floresan boyamalar için dokuların uygun blok serumda 20 dk 

inkübasyonundan sonra çeĢitli primer antikorlarla (Çizelge 3.4) boyanan örnekler +4 
0
C’de 

gece boyu inkübasyona bırakıldı. Daha sonra PBS ile yıkanan örnekler floresan boya 

eklenmiĢ uygun ikincil antikorlar (Çizelge 3.4) ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilerek 

iĢaretlendi. Bağlanmayan antikorların uzaklaĢtırılması için yıkama yapıldıktan sonra, son 

aĢama olarak, nükleer boya içeren kapatma medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-
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phenylindole) (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile kapatıldı. 

Örnekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotoğraflandı. 

 

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

Antikor Adı  Katalog Numarası Firma 

Anti-İnsülin sc-9168 Santa Cruz 

Anti-Glukokinaz Reseptörü 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-Kollajen1α1 sc-25974 Santa Cruz 

Anti-Fibronektin sc-8422 Santa Cruz 

Goat Anti-rabbit IgG-FITC sc-2012 Santa Cruz 

Donkey Anti-goat IgG-FITC sc-2024 Santa Cruz 

Goat Anti-mause IgG-FITC sc-2010 Santa Cruz 

Donkey-Antigoat-TR sc-2783 Santa Cruz 

 

3.11. Ġstatistiksel Analiz 

 

Sonuçların istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programı ile 

yapıldı. Veriler eĢli t-testi ve çoklu analizler için Newman–Keuls metodu ile test edildiler. 

Her deney en az üç kez tekrar edildi. Deney ve kontrol grupları arasındaki fark p<0,05 

olduğunda anlamlı ve p<0,01 olduğunda ileri derece anlamlı olarak ifade edildi.  
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4.   BULGULAR 

 

4.1.   MafA ve Pax4 Genleri AktarılmıĢ Hücrelerin Kültürü ve Çoğaltılması 

 

-150 C’de dondurularak saklanan ve daha önceden karakterizasyonu tamamlanan 4. 

pasajdaki MafA
+
/Pax4

+ 
hücreler çözüldükten sonra fetal sığır serumu (FBS)  (%10), 

penisilin/streptomisin (%1), G418 (%0,4) içeren RPMI 1640 besiyerinde 37 °C, %5 CO2 

kontrollü atmosfer kültür koĢullarında çoğaltılmak üzere kültüre alındı. Her 3 günde bir 

hücrelerin besi yeri değiĢtirildi. Kültür kabında % 70-80 yoğunluğa ulaĢtıklarında 

pasajlama iĢlemi tripsin kullanılarak yapıldı. Faz kontrast mikroskobuyla yapılan 

incelemelerde hücrelerin koloni oluĢturma eğiliminde oldukları gözlemlendi (Çizim 4.1).  

 

 

Çizim 4.1. Gen aktarılmıĢ pankreatik adacık kök hücre kültürü. (a-d) Koloni oluĢturma 
eğilimindeki MafA

+
/Pax4

+
-sPA-MKH morfolojisi. Ölçek çubuğu: 200 µm (a), 100 µm (b), 

50 µm (c) ve 20 µm (d). 
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Gen aktarılmıĢ hücrelerin koloni oluĢturma eğilimlerine ek olarak mezenkimal kök 

hücrelerin iğsi, ince uzun, fibroblast benzeri morfolojilerinin yerini epitel benzeri hücre 

morfolojisine bıraktığı gözlemlendi (Çizim 4.2).  

 

 Çizim 4.2. Gen aktarımı ile epitelyal bir görünüm kazanan MafA
+
/Pax4

+
-sPA-

MKH’lerinin zıt-faz ıĢık mikroskobu görüntüleri. (a) KümeleĢen yassılaĢmıĢ ve poligonal 
Ģekilli kök hücreler. (b) Gen aktarımı sonrası seçim aĢamasında olan farklı morfolojilere 
sahip karıĢık kültür ortamında epitelyal (yıldız) ve fibroblastik (Ok) morfolojilere sahip 
hücreler. Ölçüm çubuğu: 50 µm (a), 200 µm (b). 

 

4.2.   Perfüze EdilmiĢ Sıçan Karaciğerinin Çıkarılması 

 

Yapılan ön çalıĢmalarda karaciğer sıçanlardan çıkarılırken oluĢabilecek kan 

pıhtılaĢmalarının perfüzyon desellülarizasyonunun verimliliğini düĢürdüğü gözlemlendi. 

Kan pıhtılarının damarları tıkamaması amacıyla 5000 ünite sodyum heparin 1 ml serum 

fizyolojik içinde çözülerek dolaĢıma verildi. Karaciğer izole edilmeden önce anestezi 

altındaki sıçanlara %0.9’luk serum fizyolojik kullanılarak perfüzyon yapıldı (Çizim 4.3). 

Bu iĢlem sonunda karaciğerin renginin açıldığı gözlemlendi.  
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Çizim 4.3. Sıçan karaciğeri izole edilmeden önce organdaki kanın uzaklaĢtırılması 
amacıyla yapılan perfüzyon iĢlemi. 

 

4.3.   Desellülarize Karaciğer Matriksinin Karakterizasyonu 

 

Karaciğerin bütün olarak desellülarizasyonu için perfüzyon desellülarizasyon 

yöntemi kullanıldı. 24G’lik bir kateter yardımıyla vena portaya girilerek peristaltik pompa 

sistemi ile karaciğer damar sistemi arasındaki bağlantı kuruldu. Sırasıyla EDTA, %1 Triton 

X-100, PBS, %0.5 SDS, %1 SDS, %0.1 PAA ve PBS geçirilerek yapılan desellülarizasyon 

iĢleminde doku rengi gittikçe açılmıĢ ve desellülarizasyonun 25. saatinde karaciğerin 

Ģeklini koruyan yarı saydam hücresiz bir matriks elde edildi (Çizim 4.4). TritonX-100 

desellülarizasyon baĢlangıcı için yeteri kadar yumuĢak bir deterjan olup tam bir 

desellülarizasyon için uygun sertlikte değildir. Ancak, TritonX-100’e göre daha agresif bir 

ajan olan SDS özellikle %1 konsantrasyonda kullanıldığında daha etkili bir 

desellülarizasyon ajanı olduğu görüldü. Ancak kullanılan kimyasalın parçalayıcı özelliği 

arttıkça matrikse vereceği zararın da arttığı gözlemlendi. Bu nedenle bu tez çalıĢmasında 

yüksek konsantrasyonda SDS kullanımından kaçınılmıĢtır. Desellülarizasyon basamakları 

ilerledikçe ĢeffaflaĢan karaciğerin damarları da gözle görülür hale geldi (Çizim 4.4). 
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Çizim 4.4. Sıçan karaciğer desellülarizasyonu. Karaciğer desellülarizasyonunun (a) 0. saat, 
(b) 3. saat, (c) 9. saat,  (d) 12. saat ve (e) 18. saat görüntüleri. (f) Desellülarizasyon 
sonrasında sterilizasyonu yapılarak hücre ekimine hazır hale gelmiĢ karaciğer doku 
iskelesi. 

 

4.3.1.   PCR ile DNA Ġçeriğinin Ölçülmesi 

 

Desellülarizasyon iĢlemi tamamlanmıĢ olan karaciğer dokusundan elde edilen 

ekstrasellüler matrikste kalan DNA içeriğinin belirlenmesi amacıyla genomik DNA 

izolasyonu (Genomic DNA Purification Kit, Fermentas) yapıldı. Buna ilaveten pozitif 

kontrol olarak MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH’lerden de genomik DNA izolasyonu yapıldı. 

Ardından PCR ile Actβ geni çoğaltıldı. Bu esnada yalnızca DNA içermeyen bir örnek de 

negatif kontrol olarak hazırlanmıĢ diğer tüm koĢullar aynı olarak PCR yapıldı. PCR 

ürünleri, %1’lik agaroz ile hazırlanan jel elektroforezi sonrasında jel görüntüleme cihazı ile 

görüntülendi (Çizim 4.5). 
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Çizim 4.5. Desellülarizasyon sonrası matriksten genomik DNA izolasyonu ve jel 
elektroforezi ile matriks içinde DNA kalmadığının belirlenmesi. Farklı ağırlıklarda matriks 
parçalarından, pozitif kontrolden ve DNA içermeyen negatif kontrolden PCR ile çoğaltılan 
Actβ geninin agaroz jel elektroforezi sonrasında bant vermemesi matrikste DNA içeriğinin 
kalmadığını göstermektedir.  DNA marker olarak (M) GeneRuler 1kb Plus (Thermo) 
kullanıldı. 

 

4.3.2.   Histokimyasal ve Ġmmün Floresan Boyamalar 

 

Desellülarize edilen karaciğer ekstrasellüler matriksi hem hematoksilen-eozin (HE) 

ve pikrosirius red ile histokimyasal olarak hem de kollajen-1 α1 (Col-1α1) ve fibronektin 

ile immün floresan yöntemlerle boyanarak incelendi.  

 

Histolojik değerlendirmelerde HE ile boyanan normal karaciğer dokusu ile 

karĢılaĢtırıldığında desellülarize karaciğer matriksinde çekirdek bulunmadığı 

görülmektedir (Çizim 4.6).  
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Çizim 4.6. Normal karaciğer dokusundan ve desellülarize karaciğer matriksinden alınan 
kesitlerde HE boyaması. (a) Normal karaciğer kesitinin HE boyaması, (b) desellülarize 
karaciğer matriksinin HE boyaması ile karĢılaĢtırıldığında desellülarizasyon iĢleminin 
hücrelerin uzaklaĢtırılmasında oldukça etkin olduğu ve matrikste çekirdek kalmadığı 
görülmektedir. Ölçüm çubuğu: 200 µm (a-b). 

 

Hem normal karaciğer dokusundan alınan kesitler hem de desellülarize karaciğer 

matriksinden alınan kesitler çekirdek, sitoplazma, kas lifleri ve eritrositleri sarı boyarken 

kollajen liflerinin kırmızı renge boyayan pikrosirius red ile histolojik olarak boyandı. 

Normal karaciğer dokusunda yalnızca damar yapılarının çevresinde net bir Ģekilde kırmızı 

boyamalar göze çarparken desellülarize dokulardan alınan kesitlerde ise yalnızca kollajen 

liflerinin boyandığı görüldü (Çizim 4.7). Ayrıca desellülarize edilmiĢ matriks kesitlerinde 

sarı renkte boyamanın olmaması da bu kesitlerde nükleus ve sitoplazma kalmadığını 

göstermektedir (Çizim 4.7). 
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Çizim 4.7. Normal karaciğer ve desellülarize matriks kesitlerinde pikrosirius red 
boyaması. Ölçüm çubuğu: 200 µm. 

 

Ġki ekstrasellüler matriks proteini için yapılan immün boyamalarda (kollajen tip 1 ve 

fibronektin) ekstrasellüler matriksin yapısal bileĢenlerinin iyi korunduğu gözlemlendi 

(Çizim 4.7 a,b). Yapılan histokimyasal ve immün floresan boyamalar desellülarize 

edilmemiĢ karaciğer matriksi ile desellülarizasyon sonrası çekilen matriks görüntülerinin 

birbirine oldukça benzer olduğunu ve matrikste desellülarizasyon protokolünden 

kaynaklanan ciddi bir hasarın olmadığı görülmektedir (Çizim 4.8). 
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Çizim 4.8. Normal ve desellülarize karaciğer matriks görünümü. (a,b) Ġmmün floresan 
olarak boyanan desellülarize karaciğerde (a) Col-1a1 ve (b) fibronektin boyamaları (c,d) 
HE ile histolojik olarak boyanan normal karaciğer matriksine oldukça benzemektedir. 
Ölçüm çubuğu: 50 µm (a-d). 

 

Desellülarize edilmiĢ dokuların immün floresan boyamalarında desellülarizasyon 

sonrası damar yapılarının da oldukça iyi korunduğu gözlemlendi (Çizim 4.9). 

 

Çizim 4.6 b’de HE ile boyana kesitlerde çekirdek boyamasının olmaması, Çizim 4.8 

a-b ve Çizim 4.9’de desellülarize karaciğer iskelelerinden alınan kesitlerde DAPĠ ile 

boyamanın negatif oluĢu matriks içinde çekirdek kalmadığını doğrulamaktadır. 
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Çizim 4.9. Hücrelerden arındırılmıĢ karaciğer doku iskelesinde desellülarizasyon sonrası 
damar yapılarının görüntülenmesi. Matriksin Col-1a1 (yeĢil) ile boyanması sonucu elde 
edilen görüntüler hepatik arter, portal ven ve safra kanalından oluĢan portal triadlara çok 
benzeyen yapıların bütünlüğünü koruduğunu göstermektedir. Hücre çekirdeklerinin 
boyamak için DAPI (mavi) kullanılmıĢtır. Ölçüm çubuğu: 50 µm. Histolojik görüntü Cram.com’dan 

uyarlanmıĢtır. 

 

4.3.3.   Kollajen Ġçeriğinin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi 

 

Hem normal karaciğerden hem de desellülarize karaciğer ekstrasellüler matriksinde 

bulunan kollajen içeriğini ölçmek için pikrosirius red aracılığı ile biyokimyasal analiz 

yapıldı. Elde edilen sonuçlar matriksin toplam ağırlığına göre % cinsinden verilerek 

karĢılaĢtırıldı. Elde edilen verilere göre normal karaciğerden alınan doku parçasının 

ağırlıkça yaklaĢık %4’ünün kollajen olduğu belirlenirken bu oran desellülarize doku 

iskelesinde yaklaĢık %9 olarak belirlendi (Çizim 4.10).  
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Çizim 4.10. Normal karaciğer ve desellülarize karaciğer ekstrasellüler matriksinde 
ağırlıkça kollajen içeriğinin matriks toplam ağırlığına göre yüzde cinsinden belirlenmesi.  

 

4.4.   Karaciğer Doku Ġskelesinin Resellülarizasyonu 

 

Desellülarizasyon iĢlemi sonrasında matriksteki vasküler yatağın iyi bir Ģekilde 

korunması kontrollü bir resellülarizasyonunun gerçekleĢtirilebilmesine olanak 

tanımaktadır. Dolayısıyla karaciğer vasküler sistemi kullanılarak klasik kültür 

yöntemleriyle çoğaltılan hücreler karaciğer matriksine perfüzyon yardımıyla verildi. 

Resellülarizasyondan önce doku ortamı hücreler için uygun hale gelmesi amacıyla 20 dk 

boyunca hücresiz besi yeri doku dolaĢımına verildi. 4 ayrı basamakta portal ven yoluyla 

dokuya verilen hücrelerin tutunmaları ve dokuda uygun yerlere yerleĢmeleri amacıyla 

inkübasyona bırakıldı (Çizim 4.11a). Matriks içinde yer alan hücrelerin dağılımlarını 

gözlemlemek için yapılan incelemeler resellülarizasyonun ilk gününde hücrelerin damar 

benzeri yapılar içinde yoğunlaĢtıklarını ve çok fazla dağılım göstermediklerini ortaya 

koyarken 7. gün ve sonrasındaki incelemelerde hücrelerin ekstrasellüler matriks içinde 

dağılım gösterdikleri saptandı. (Çizim 4.11b-g).  
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Çizim 4.11. Desellülarize sıçan karaciğer matriksinin kök hücreler ile resellülarizasyonu. 
(a) Doku iskelesinin resellülarizasyon Ģeması. (b-d) Fibronektin (yeĢil) ve (e-g) kollajen 
tip 1 (yeĢil) ile boyanan resellülarize edilmiĢ karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde 
(b,e) 1. gün, (c,f) 7. gün ve (d,g) 15. gün hücre dağılımları. Kesitlerin zıt boyamaları DAPI 
(mavi) ile yapıldı. Ölçüm çubuğu: 50 µm (b-g). 
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Bölünmeye devam eden hücrelerin varlığını araĢtırmak amacıyla besi yerine timidin 

nükleositinin sentetik analoğu olan ve çoğalan hücreleri belirlemek için kullanılan BrdU 

eklendi ve 2 gün boyunca hücre kültürüne BrdU’lu besi yeri ile devam edildi. BrdU 

bölünen hücrelerin genetik materyaline yerleĢen 15. günde BrdU’ya karĢı antikor 

boyamasıyla bölünen hücrelerin tespiti yapıldı (Çizim 4.12). 

 

 

 

Çizim 4.12. 15 günlük resellülarize doku kültüründe hücre bölünmesinin görüntülenmesi. 
Kültüre eklenmiĢ BrdU’ya (kırmızı) karĢı antikor boyaması ile genetik materyalde BrdU 
tespit edilmiĢtir. Kesitlerin zıt boyamaları DAPI (mavi) ile yapılmıĢtır. Ölçüm çubuğu: 50 
µm 

Matriks içindeki hücrelerin çoğalması belirlemek için ayrıca WST-1 ile canlılık ve 

proliferasyon analizi de yapılmıĢtır. Küçük bir karaciğer ekstrasellüler matriks örneği 

alınarak 25 bin hücre ekilmiĢ ve iki hafta boyunca metabolik olarak aktif hücre sayısı 

belirlenmiĢtir (Çizim 4.13). 
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Çizim 4.13. Metabolik olarak aktif hücre sayısını belirlemek için yapılan WST-1 
proliferasyon analizi. 0. günde matrikse 25 bin ekilmiĢtir. Canlı hücre sayısı ilk haftanın 
sonunda yaklaĢık 8 bine kadar düĢmektedir.  Bu noktadan sonra çoğalmaya baĢlayan 
hücreler sayılarını yaklaĢık 10 bine kadar çıkarmaktadır. 

 

Sonuçlar karaciğer ekstrasellüler matriksinin pankreatik adacıklardan elde edilen kök 

hücrelerin proliferasyonunu engellemediğini ve matriks üzerinde hücre bölünmelerinin 

gerçekleĢtiğini göstermektedir. 

 

4.5.   2-Boyutlu Kültürde ve Karaciğer Doku Ġskelesinde MafA
+
/Pax4

+
-sPA-

MKH’lerin Ġnsülin Üreten Hücrelere FarklılaĢtırılması 

 

Karaciğer ekstrasellüler matriksine MafA
+
/Pax4

+
-sPA-MKH ekimi yapılan deney 

gruplarından bir kısmı standart RPMI besi yeri (RPMI+FBS+Pen/Strep+G418) içinde 15 

gün boyunca kültüre edilmiĢ, bir kısmı ise endokrin farklılaĢtırma besi yeri 

(PRMI+B27+EGF +Nikotinamide+Exendin4+HGF+Pentagastrin+FBS+Pen/Strep+G418) 

içinde kültüre edilmiĢtir. 

 

Her 3 günde bir besi yeri değiĢimi yapılan deney gruplarının kültür ortamlarından 

alınan örneklerdeki insülin seviyesi ticari bir set (Millipore Rat/Mause Insulin ELISA Kit) 

kullanılarak ELĠSA ile ölçüldü (Çizim 4.14). 

 

Deney sonuçları 2B-standart kültür ortamında bulunan hücrelerin 0’a yakın bir 

insülin salgısı olduğunu ancak, 3B-standart kültür ortamında ise 20 ng/ml’den daha fazla 
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insülin salgısı olduğunu ortaya koymaktadır. 3B-endokrin farklılaĢma kültür ortamında ise 

hücrelerin 50 ng/ml’den daha fazla olan insülin salgısı dikkat çekmektedir (Çizim 4.14).  

 

Çizim 4.14. Besi ortamına salgılanan insülin miktarının belirlenmesi. Kültür sonunda 2B 
ve 3B kültür ortamlarından alınan besi yeri örneklerinden hücrelerin ortama salgıladıkları 
insülin miktarı belirlenmiĢtir. Hem standart besi yerinin içerdiği insülin miktarı hem de 
endokrin besi yerinin içerdiği insülin miktarı yine aynı yöntemle tespit edilmiĢ ve deney 
gruplarında saptanan insülin seviyesinden çıkarılmıĢtır.  

 

3B-Endokrin farklılaĢtırma grubundaki insülin salgısı 3-4 günlük periyotlarda 

ölçülerek 3 hafta boyunca insülin salgısındaki değiĢim incelenmiĢtir. Bu esnada her 

ölçümden sonra besi yeri değiĢtirilmiĢ ve taze besi yeri eklenmiĢtir. Ġncelemelerde insülin 

salgısı miktarının bir dalgalanma gösterdiği ancak 2. haftadan sonra değiĢimin çok 

olmadığı görülmektedir (Çizim 4.15).  

 

ELISA ile elde edilen bu veriler baĢlangıçta hemen hemen insülin salgısı olmayan 

(0,44 ng/ml) hücrelerin 3 boyutlu kültürlerde oldukça yüksek konsantrasyonlarda insülin 

salgıladığını göstermektedir.  
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Çizim 4.15. Karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde endokrin farklılaĢtırma besi yeri ile 
kültüre edilen hücrelerin zamana bağlı olarak ortama salgıladığı insülin miktarı.  

 

ELISA ile elde edilen bulguları doğrulamak amacıyla kültür sonunda formalin ile 

fiksasyonu yapılan deney gruplarından alınan doku kesitlerinde insülin, GckR, Pdx1, 

glukagon, Pax4 ve MafA boyamaları immün floresan olarak yapılmıĢtır. 

 

Ekstrasellüler matriks üzerinde yapılan hem standart hem de endokrin kültürlerde 

immün floresan olarak insüline karĢı antikor boyamasında standart kültürde daha lokal 

boyamalar göze çarparken endokrin kültürde ise daha geniĢ alanda ve daha yoğun olarak 

boyandığı görülmektedir (Çizim 4.16 a,b). Bir transkripsiyon faktörü olan Pdx1’in ise 

çekirdekte lokalize olması beklenmektedir. Standart besi yerinde yapılan kültürde Pdx1 

boyamalarında pozitifliğe çok rastlanılmamıĢ olmasına rağmen endokrin farklılaĢma 

kültürlerinde ise Pdx1 ile pozitif boyanan hücre kümelerine rastlanmaktadır (Çizim 4.16 

c,d).  
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Çizim 4.16. 15. gün sonunda standart ve endokrin farklılaĢma besi yerinde kültüre edilmiĢ 
3B yapılarındaki hücrelerin insülin ve Pdx1 boyaması. (a,c) Standart besi yeri içinde 
yapılan kültürde  (a) insülin (yeĢil) ve (c) Pdx1(kırmızı), (b,d) endokrin besi yerinde (b) 
insülin ve (c) Pdx1 boyanmıĢtır. Kesitlerin zıt boyamaları DAPĠ (mavi) ile yapılmıĢtır. 
Ölçüm çubuğu: 50 µm (a-d). 

 

Karaciğer doku iskelesi üzerinde yapılan kültürlerde glukokinaz reseptörü ve α-hücre 

farklılaĢmasını değerlendirmek için glukagon boyaması immün floresan olarak yapılmıĢtır. 

3B standart kültürde GckR pozitif hücreler göze çarparken endokrin kültürde pozitif hücre 

sayısında gözle görülür bir artıĢ söz konusu olmaktadır (Çizim 4.17 a,b). Anti-glukagon 

antikoruyla boyamalarda ise çok nadir pozitiflikler görüntülenmektedir (Çizim 4.17 c,d). 

Bu sonuçlar doku iskelesi içindeki hücrelerin az bir miktarının α-hücrelerine farklılaĢmıĢ 

olabileceğine iĢaret etmektedir.  
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Çizim 4.17. 15. gün sonunda standart ve endokrin farklılaĢma besi yerinde kültüre edilmiĢ 
3B yapılarındaki hücrelerin GckR ve glukagon boyaması. (a,c) Standart besi yeri içinde 
yapılan kültürde  (a) GckR (yeĢil) ve (c) glukagon (kırmızı), (b,d) endokrin besi yerinde 
(b) GckR ve (c) glukagon boyanmıĢtır. Kesitlerin zıt boyamaları DAPĠ (mavi) ile 
yapılmıĢtır. Ölçüm çubuğu: 50 µm (a-d). 

  

MafA ve Pax4 genleri aktarılmıĢ olan pankreatik adacıklardan elde edilen kök 

hücrelerde bu genlerin ürünleri olan transkripsiyon faktörlerinin çekirdekte lokalize olması 

beklenmektedir. Anti-MafA ve anti-Pax4 antikorlarıyla boyanan hücreler floresan 

mikroskopta incelenmiĢtir. Elde edilen görüntülerde MafA ve Pax4 pozitif olan hücreler 

görülmektedir. Ancak hücrelerin tamamının pozitif olmaması da dikkat çekmektedir. 

Özellikle standart kültürde diğer hücrelerden uzak, tek baĢına olan hücreler MafA 

proteinine karĢı yapılan boyamada pozitif boyanmıĢken küme halinde bulunan hücrelerin 

ise negatiftir (Çizim 4.18 a).  Endokrin kültürde ise MafA proteinine karĢı yapılan 

boyamada boyanan hücrelerin bir arada olması dikkat çekmektedir (Çizim 4.18 b). Pax4’e 

karĢı yapılan boyamada ise hem standart kültürde hem de endokrin kültürde boyanan 

hücrelerin lokalizasyonları benzerlik göstermektedir (Çizim 4.18 c,d).  
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Çizim 4.18. 15. gün sonunda standart ve endokrin farklılaĢma besi yerinde kültüre edilmiĢ 
3B yapılarındaki hücrelerin MafA ve Pax4 boyaması. (a,c) Standart besi yeri içinde 
yapılan kültürde  (a) MafA (yeĢil) (ok) ve (c) Pax4 (yeĢil) (ok), (b,d) endokrin besi yerinde 
(b) MafA (kesikli kare) ve (d) Pax4 (ok) boyanmıĢtır. Kesitlerin zıt boyamaları DAPĠ ile 
yapılmıĢtır. Ölçüm çubuğu: 50 µm (a-d). 

 

ELISA ve immün floresan tekniklerle elde edilen bulguları doğrulamak amacıyla, 

desellülarize karaciğer ekstrasellüler matriksi içinde normal besi yeri ve endokrin 

farklılaĢtırma besi yeri ile kültüre edilen dokulardaki hücrelerin endokrin 

farklılaĢtırmalarını değerlendirmek amacıyla insülin, glukokinaz (Gck), Pdx1, Pax4, MafA 

glukagon, somatostatin, HNF-4α, albümin, α-Fetoprotein ve Actβ genlerinin ekspresyon 

seviyeleri incelenmiĢtir (Çizim 4.19 – 4.26).  

 

Gruplar arası karĢılaĢtırmalarda klasik 2B kültürlere göre karaciğer ekstrasellüler 

matriksi üzerinde yapılan 3B kültürlerde insülin ekspresyonu oldukça yüksek bulunmuĢtur. 

Yapılan analizler sonucu standart besi yerinde 2B yöntemlerle kültüre edilen hücrelere 

göre 3B olarak kültüre edilen hücrelerde yaklaĢık 2000 kat, endokrin farklılaĢtırma besi 

yerinde 3B olarak kültüre edilen hücrelerde ise yaklaĢık 3000 kat daha fazla insülin 
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ekspresyonu belirlenmiĢtir. 2B endokrin farklılaĢtırma besi yerinde yapılan kültürde ise 

insülin ekspresyon oranı kontrol grubuna göre yalnızca 2 kat artıĢ göstermiĢtir (Çizim 

4.19). 

 

Çizim 4.19. Gruplar arası karĢılaĢtırmalı insülin gen ekspresyon analizi. Standart besi 
yerinde 2B klasik kültür yöntemiyle kültüre edilen MafA

+
/Pax4

+
-sPA-MKH hücrelerin 

negatif kontrol grubu (1. sütun) olarak kullanıldığı çalıĢmada endokrin farklılaĢtırma besi 
yerinde 2B klasik kültür yöntemiyle (2. sütun), standart besi yerinde doku iskelesi üzerinde 
kültür yöntemiyle (3. sütun) ve endokrin farklılaĢtırma besi yerinde doku iskelesi (4. sütun) 
üzerinde kültür yöntemiyle kültüre edilen hücrelerde insülin gen ekspresyonu 
karĢılaĢtırılmıĢtır. Langerhans adacıkları ise pozitif kontrol grubu (5. sütun) olarak 
kullanılmıĢtır. Referans gen olarak β-Aktin kullanılmıĢtır.  

 

Karaciğer doku iskelesinde yapılan kültürde hücrelerin bu denli yüksek insülin 

ekspresyonu göstermesi ilgi uyandırmıĢ ve kültür süresince insülin ekspresyon düzeyindeki 

değiĢimler hafta bazında incelenmiĢtir. Bunun için 3 hafta boyunca hem standart besi 

yerinde hem de endokrin farklılaĢtırma besi yerinde kültüre edilen dokularda 1. haftanın, 2. 

haftanın ve 3. haftanın sonunda gen ekspresyon analizi yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar 

özellikle 2. haftadan sonra ekspresyon seviyesinin çok hızlı bir Ģekilde arttığını 

göstermektedir. Bu artıĢ endokrin farklılaĢtırma ortamı içinde daha da yüksek olduğu tespit 

edilmiĢtir (Çizim 4.20).  
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Çizim 4.20. Ekstrasellüler matriks üzerinde yapılan kültürlerde haftalık insülin gen 
ekspresyon analizi. Hem standart besi yerinde (yeĢil) hem de endokrin farklılaĢma besi 
yerinde (mavi) kültürü yapılan hücrelerin haftalık ekspresyon düzeyleri 2B standart besi 
yeri içeren kültürdeki hücrelere kıyasla belirlenmiĢtir. Referans gen olarak β-Aktin 
kullanılmıĢtır.  

 

Glukoz sensörü olarak görev yapması ve yükselen ve azalan glukoz oranına göre 

hücre metabolizması düzenlemesi sebebiyle karbonhidrat metabolizmasında önemli bir yer 

tutan glukokinaz gen ekspresyonu Pdx1 ekspresyonu ile birlikte değerlendirilmiĢtir. Pdx1, 

insülin ile birlikte ortak eksprese olan ve β-Hücre olgunlaĢması için gerekli transkripsiyon 

faktörüdür.  Bu iki genin ekspresyon seviyelerinin 2B kültürlerde çok değiĢmediği hatta 

endokrin yönde uyarılan 2B kültürde Pdx1 ekspresyonunda azalma gözlemlenmiĢtir. 

Bunun aksine 3B kültürlerde her iki genin de ekspresyon seviyelerinde artıĢ dikkat 

çekmektedir. Standart besi yerinde yaklaĢık 35 katlık ve farklılaĢtırma besi yerinde 

yaklaĢık 50 katlık bir artıĢ söz konusudur. Özellikle Pdx1 ekspresyonu pozitif kontrol 

olarak kullanılan Langerhans adacıklarındaki seviyeye oldukça yaklaĢmıĢtır ve aralarındaki 

fark 2 kat olarak ölçülmüĢtür (Çizim 4.21).  Standart besi yerinde yapılan 3B kültürdeki 

glukokinaz ve Pdx1 ekspresyon seviyesinin birbirine olan yakınlığı ilginç bir Ģekilde 

endokrin yönde farklılaĢması için uyarılan 3B kültürde de gözlemlenmektedir.  
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Çizim 4.21. Gruplar arası karĢılaĢtırmalı glukokinaz ve Pdx1 gen ekspresyon analizi. 
Deney grupları arasındaki glukokinaz ve Pdx1 gen ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır. 
Langerhans adacıklarının pozitif kontrol olarak kullanıldığı analizde 2B-Standart kültür ise 
kontrol grubu olarak kullanılmıĢtır.  β-Aktin ise referans gen olarak kullanılmıĢtır.  

 

Pankreatik adacıklardan elde edilen kök hücrelerin MafA ve Pax4 genleri 

aktarılmıĢtır. Bu genlerin farklı kültür koĢullarındaki ekspresyonları incelenmiĢtir. Yapılan 

analizler sonucunda Pax4 ekspresyonunun kültür ortamındaki değiĢikliklerden çok fazla 

etkilenmediği gözlemlenmiĢtir. Adacıklarda 1,55 kat olarak ölçülen Pax4 ekspresyonu 

deneyde kurgulanan ortamlarda ve aynı ortamlardaki farklı kültür sürelerinde 0,7 ile 1,75 

kat arasında değiĢtiği görülmüĢtür.  3 hafta sonunda matrikslerde kültüre edilen 

hücrelerdeki Pax4 ekspresyonu adacık hücrelerindeki ekpsresyon seviyesi oldukça yakın 

bulunmuĢtur. MafA ekspresyonları ise 2 ve 3 haftalık 3B standart kültürde ve 3 haftalık 3B 

endokrin kültürde en yüksek seviyelere ulaĢmıĢtır (Çizim 4.22).  
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Çizim 4.22. Pax4 ve MafA gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarılmıĢ 
hücrelerle yapılan farklı kültür koĢullarındaki değiĢim oranlar ve bu gen ekspresyonlarının 
Langerhans adacıklarındaki ekspresyon seviyesi saptanmıĢtır. Referans gen olarak β-Aktin 
kullanılmıĢtır. 

 

Pankreastaki α-hücrelerince üretilen ve insülin hormonu ile ters etkiye sahip olan 

glukagonun ekspresyon seviyesi ölçüldüğünde kontrol grubuna göre 3B standart kültürde 

140 kat, 3B endokrin kültürde ise bu oranın 250 kattan fazla arttığı bulunmuĢtur. 2B 

endokrin kültürde ise ekspresyon seviyesi 3 katın altında kalmaktadır. Bu incelemeler 

karaciğer ekstrasellüler matriksinde yapılan kültürün MKH’lerin α-hücrelerine 

dönüĢümünü de indükleyebileceğini göstermektedir (Çizim 4.23). 
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Pax4 1 1,17 1,01 1,35 1,75 1,24 0,71 1,34 1,55

MafA 1 0,68 0,67 3,33 3,33 1,03 0,99 3,63 1,37
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Çizim 4.23. Deney gruplarındaki α-hücre farklılaĢmasını değerlendirebilmek için yapılan 
glukagon gen ekspresyon analizi. Referans gen olarak β-Aktin kullanılmıĢtır. 

 

δ-hücrelerince üretilen somatostatinin ekspresyon seviyesinin incelenmesi 3B 

matriksler üzerinde yapılan kültürün adacıklarda bulunan bir diğer endokrin hücreye (δ-

hücreleri) farklılaĢma etkileri hakkında bilgi verecektir. Yapılan analizlerde görülmüĢtür ki 

2B endokrin farklılaĢma kültüründe somatostatin azalırken karaciğer ekstrasellüler matriksi 

üzerinde yapılan endokrin kültürde ise somatostatin 71 kat artmıĢtır. Adacıklarda 

somatostatin ekspresyon miktarı ise 400 kat olarak bulunmuĢtur. Bu veriler ıĢığında 

değerlendirildiğinde baĢlangıçtaki 400 katlık oran 3B endokrin kültür ile yaklaĢık 3.5 kat 

kadar düĢürülmüĢ ve adacıklarda eksprese olan somatostatin miktarına oldukça 

yaklaĢılmıĢtır (Çizim 4.24).  
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Çizim 4.24. Deney gruplarındaki δ-hücre farklılaĢmasını değerlendirebilmek için yapılan 
somatostatin gen ekspresyon analizi. Referans gen olarak β-Aktin kullanılmıĢtır. 

 

Karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde yapılan kültürün hepatik farklılaĢmaya 

etkisini inceleyebilmek için HNF4-a, albümin ve AFP genlerinin ekspresyonları 

incelenmiĢtir. Matriks üzerinde hem standart besi yeri ile yapılan farklılaĢtırmada hem de 

endokrin besi yeri ile yapılan farklılaĢtırma çalıĢmalarında HNF4-a ve albümin ekspresyon 

seviyesinde ciddi değiĢimlerin olmadığı, fakat AFP ekspresyonunun 3B kültürlerde 

yükseldiği gözlemlenmiĢtir (Çizim 4.25).   
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Çizim 4.25. Deney gruplarında hepatik belirteçlerin ekspresyon miktarlarının belirlenmesi. 
Referans gen olarak β-Aktin kullanılmıĢtır. 

 

Karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde yapılan kültürlerde AFP’nin yüksek 

seviyesi biraz daha irdelenerek 3 hafta boyunca hem endokrin hem de standart besi 

yerindeki ekspresyon değiĢimleri incelenmiĢtir. Elde edilen veriler her iki kültürde de ilk 2 

hafta boyunca herhangi bir artıĢın olmadığını ancak 3. haftada AFP ekspresyonunun hızla 

yükseldiğine iĢaret etmektedir (Çizim 4.26). 
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2B Kültür-Endokrin 0,93 1,05 0,60

3B Kültür-Standart 1,18 2,28 67,63

3B Kültür-Endokrin 1,37 2,93 91,72

  Langerhans Adacığı 0,96 1,01 4,59
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Çizim 4.26. 3B kültürlerde hepatik belirteç ekspresyonunun 3 hafta boyunca değiĢiminin 
incelenmesi. Karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde yapılan kültürlerde 3 hafta boyunca 
HNF-4a, albümin ve AFP ekspresyon seviyelerinin incelenmesi. 3 haftalık standart ve 
endokrin kültürlerdeki AFP seviyesi dıĢınca hepatik genlerdeki ekspresyon seviyelerinde 
ciddi değiĢimler olmamaktadır. Referans gen olarak β-Aktin kullanılmıĢtır. 

  

3B Kültür-

Standart 1

Hafta

3B Kültür-

Standart 2

Hafta

3B Kültür-

Standart 3

Hafta

3B Kültür-

Endokrin 1

Hafta

3B Kültür-

Endokrin 2

Hafta

3B Kültür-

Endokrin 3

Hafta

HNF-4α 1,13 1,39 1,18 1,27 1,05 1,37

Albumin 1,12 1,03 2,28 0,98 0,82 2,93

AFP 1,17 0,80 67,63 0,66 0,96 91,72

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

G
e
n 

e
k
sp

re
sy

on
 a

na
li
z
i 
(Δ

Δ
C
p)

 

HNF-4α Albumin AFP



93 
 

5.   TARTIġMA 

 

Günümüzde tip 1 diyabette olduğu gibi vücutta üretilen insülinin kan Ģekerini 

düĢürmede yetersiz olması insanları farklı arayıĢlara yönlendirmiĢtir. Beta hücre, 

pankreatik adacık ve pankreas transplantasyonu bu arayıĢlardan bazılarıdır. Ancak söz 

konusu yaklaĢımlarda immünolojik sorunlar ve donör yetersizliği oldukça büyük 

engellerdir. DıĢarıdan, ekzojen olarak, alınan insülin alternatif olarak kullanılsa da yaĢam 

kalitesini düĢürmesi ve hastaların insüline bağımlı halde yaĢamaları gibi etmenler 

sebebiyle birçok araĢtırmacı gerçek bir tedavi üretebilmenin yollarını aramaktadır.  

 

Günümüzde hızla geliĢen ve çalıĢmaların önemli bir ayağı haline gelen, gelecek için 

büyük potansiyel taĢıyan doku mühendisliği yaklaĢımlarından biri olan hücresizleĢtirme 

iĢlemi ile birçok vücut parçası üretilebilir duruma gelmiĢtir (Çizelge 1.4). Bunların bir 

kısmı tedavi olarak uygulanmaya baĢlamıĢ bir kısmı da deneme aĢamasında olan 

çalıĢmalar olarak karĢımıza çıkmaktadır. Özellikle hastalardan alınan hücrelerle inĢa edilen 

doku parçalarının immünolojik tepkilere yol açmaması dikkat çekmektedir. Ne yazık ki, 

hem oldukça kompleks ve taklit edilmesi günümüzde bir hayli zor olan pankreasın yeniden 

modelleme noktasındaki sıkıntılardan dolayı hem de oldukça hassas bir organ olması 

sebebiyle cerrahi müdahalelere çok açık olmaması gibi sorunlar tip 1 diyabet hastaları için 

doku mühendisliği yaklaĢımlarının elini zayıflatmaktadır.  

 

ÇalıĢmamızda insülin üreten endokrin pankreas benzeri bir doku parçası üretmek 

üzerine yoğunlaĢılmıĢ ve bu iĢlem için özgün olarak karaciğer ekstrasellüler matriksi 

kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada insülin üretebilen doku parçasının karaciğer ekstrasellüler 

matriksi üzerinde elde edilmesinin hedeflenmesinde birçok etken söz konusu olmaktadır. 

Karaciğer rejenerasyon kapasitesinin oldukça yüksek olması, pankreasa göre cerrahi 

iĢlemlere daha dayanıklı oluĢu, pankreas gibi endoderm kaynaklı bir organ oluĢu, hacim 

olarak çok daha büyük bir organ olması sebebiyle bir kısmı alındığında bile görevini yerine 

getirebilmesi ve yalnızca pankreas-karaciğer için değil vücudun diğer organ matrikslerini 

de çeĢitli hastalık tedavilerinde doku iskelesi olarak kullanılabileceğini göstermek bu 

etkenler arasındadır. Bu seçim pankreatik doku mühendisliğine alternatif bir yaklaĢım da 

sunmaktadır. Dolayısıyla bu çalıĢma doku mühendisliğinde klasikleĢen aynı matriks 

üzerinde aynı organı oluĢturma mantığının bir adım ötesine geçerek farklı matriksler 

üzerinde farklı organ ve dokuların da oluĢturulabileceğini ortaya koyması ile son derece 

önemli bir misyonu da üstlenmektedir. Ancak, bu çalıĢmada karaciğer ekstrasellüler 
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matriksi kullanılmasına iten asıl sebep Langerhans adacıklarının damarlaĢma özellikleri, 

adacık periferinin ekstrasellüler matriks özellikleri, adacık içi ekstrasellüler matriks 

özellikleri ve β-hücrelerinin integrin kompozisyonu incelendiğinde karaciğer ekstrasellüler 

matriksine ne kadar uyumlu olduklarını gözlemlemek olmuĢtur. Bu kısmı daha açık bir 

Ģekilde irdelemek gerekirse baĢlangıç noktasının hem karaciğerin hem de pankreasın 

endodermden köken alması olduğu söylenebilir. Ancak, endodermden türevlenen diğer 

organlar içinde karaciğer, mikro yapısı ile de endokrin pankreasa oldukça uyumlu 

görünmektedir. Bu uyum Ģu Ģekilde özetlenebilir: 

 

1- Karaciğer damarlaĢma açısından oldukça zengin bir organdır. Bu zenginlik 

hem vasküler sistem kullanılarak oldukça etkili bir resellülarizasyona olanak tanır hem de 

pankreasta yer alan ve damarlaĢma açısından oldukça zengin olduğu bilinen Langerhans 

adacıklarının (Ross MH ve Pawlina W, 2014 s.631-32,654) oluĢturulabilmesi için iyi bir 

zemin hazırlar.  

2- Pankreastaki konumları incelendiğinde Langerhans adacıkları 

fibroblastların ürettiği kollajen fiberlerinden bir ağ ile çevrilidir (Meyer ve diğ. 1998b). Bu 

durum, kollajen tip 1’in karaciğer ekstrasellüler matriksini bir ağ gibi ördüğü 

düĢünüldüğünde adacıların ya da elde edilebilecek olan β-benzeri hücrelerin oturacağı 

zemini hazır hale getirmektedir. 

3- Adacıkların periferal ekstrasellüler matriksleri laminin, kollajen tip 4, 

fibronektin (Meyer ve diğ. 1998b) ve kollajen tip 1 (Van Deijnen ve diğ. 1994, Meyer ve 

diğ. 1998b) içermektedir. Karaciğer ekstrasellüler matriks bileĢenleri incelendiğinde 

kollajen tip 1 ve fibronektin ağırlıklı olmak üzere laminin, kollajen tip 4, kollajen tip 5 ve 

kollajen tip 6 gibi komponentleri yapısında bulundurmaktadır. Özellikle fibronektin her iki 

ekstrasellüler matrikste de yoğundur.  

4- Periferin aksine adacık içindeki ekstrasellüler matriks oldukça farklıdır. Bu 

yapılar özellikle mikrovasküler sistem ile iliĢkili bol bazal membran barındırırlar. Ancak 

adacık endokrin hücrelerinin kendi bazal membranları yoktur. Bu ilginç durum hepatositler 

için de benzer olup hepatositleri de intersitisyumdan ayıran bir bazal membran yoktur. 

5- Adacık içi ekstrasellüler matrikste kollajen tip 4 ve laminin diğer bileĢenlere 

göre daha yoğundur. Oysa karaciğer ekstrasellüler matriksinde kollajen tip 4, kollajen tip 1 

kadar yoğun değildir. Ancak, β-hücrelerinin reseptör içerikleri incelendiğinde bu 

hücrelerin kollajen tip 4’ten ziyade laminin ile bağlanma etkileĢimlerine girdikleri, β-

hücrelerinin saflaĢtırılmıĢ kollajen tip 4 üzerindeki kültürlerinde de insülin üretiminin 
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oldukça düĢtüğü gözlemlenmiĢtir (Kaido ve diğ. 2006). Kaido ve arkadaĢlarının literatüre 

sunduğu bu veri karaciğer doku iskelesinde kollajen tip 4’ün çok yoğun bir Ģekilde 

bulunmamasını avantaja çevirebilecek bir durum olarak göze çarpmaktadır. 

6- Karaciğer ekstrasellüler matriksi kapsül, portal alan, disse aralığı ve merkezi 

alan olmak üzere dört kısma ayrılır. Her bölge kendine has özellikler sergilemektedir. 

Dolayısıyla, ekimi yapılacak olan ve β-benzeri hücrelere farklılaĢması beklenen adacık 

kaynaklı kök hücrelerin benimseyebileceği, kendi niĢini oluĢturabileceği alternatif 

ekstrasellüler matriks yapıları da desellülarize edilmiĢ karaciğer ekstrasellüler matriksi 

içinde var olacaktır.  

7- Bilindiği gibi MKH’lerin ekstrasellüler matriks proteinlerini 

sentezleyebilme yetenekleri de söz konusudur (Chen ve diğ. 2014). Dolayısıyla insülin 

üretmesi beklenen hücreler için niĢ ortamını daha uygun bir hale de getirmesi olası 

durumlardan biridir. 

 

Vücutta yaklaĢık 200 farklı hücre tipi içinden insülin de üretebilen endokrin pankreas 

dokusunu oluĢturacak doğru hücrelerin seçimi de çalıĢmanın kritik basamaklarından birini 

oluĢturmaktadır. ÇalıĢmanın amacı dikkate alındığında hem çoğalabilme özellikleri hem de 

farklılaĢabilme özellikleri ile kök hücreler ilk göze çarpan hücreler olmaktadır. Literatürde 

yer alan bilgiler seçilmesi gereken kök hücre türünün hangisi olacağı hakkında ipuçları 

içermektedir. Mezenkimal kök hücrelerin birçok dokudan kolaylıkla izole edilebilmesi, 

ekstrasellüler matriks sentezi yapabilmesi ve endokrin hücrelere farklılaĢabilmeyi de 

kapsayan geniĢ farklılaĢma yelpazesi (Gabr ve diğ. 2015, Neshati ve diğ. 2010), özellikle 

endokrin hücreler içinde insülin üreten hücrelere dönüĢebilmesi (Karaoz ve diğ. 2013, 

Khorsandi ve diğ. 2015) seçilebilecek olan hücreyi iĢaret etmektedir. Birçok MKH kaynağı 

mevcut olup bu hücreler dokudan dokuya farklı özellikler gösterebilmektedir. 2010 yılında 

Karaöz ve ekibinin pankreatik adacıklardan elde ettikleri kök hücreler üzerinde yaptıkları 

bir çalıĢmada bu hücrelerin tipik MKH olabileceği ve özellikle T1DM’te hücresel tedavi 

çalıĢmalarında kemik iliği MKH’lerine göre daha iyi bir aday olacağı ileri sürülmektedir 

(Karaoz ve diğ. 2010a). 2014 yılında Kocaeli Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Kök 

Hücre Anabilim Dalı’nda yapılan bir çalıĢmada bu hücrelere ektopik olarak MafA ve Pax4 

geni aktarıldığında MKH karakterini korumakla birlikte endokrin farklılaĢma potansiyelini 

taĢıdıkları bildirilmiĢtir (Bağlar 2014). Ancak söz konusu çalıĢmada yalnızca gen 

aktarımının endokrin farklılaĢma için yeterli olmadığının bildirilmesi bu hücrelerin 

kullanılabileceğini düĢündürmektedir. Ayrıca Langerhans adacık kaynaklı kök hücreler 
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olması da bu hücrelerin seçiminde önemli bir yer tutmaktadır. Karaciğer ekstrasellüler 

matriksinin kullanımı (yukarıda belirtilen sebeplerle farklılaĢma için uyumlu olabileceği)  

ve gerekirse kimyasal uyarı da uygulanarak bu hücrelerin gen aktarımı ile arttırılmıĢ olan 

endokrin farklılaĢma potansiyeli açığa çıkarabilmesi olası sonuçlardan biridir. Matriks 

içine verilen hücrelerin bir kısmının farklılaĢması ve bir kısmının ise farklılaĢmayı 

seçmemesi olması muhtemel olan sonuçlardan bir diğeridir. Bu noktada çalıĢmada 

kullanılan hücrelerin MKH olması çok önemli avantajlar sunmaktadır; 

1- Bilindiği gibi MKH’ler vasküler ağ oluĢumunu desteklemesidir (König ve 

diğ. 2015; Freiman ve diğ. 2016). Dolayısıyla farklılaĢmadan kalan ve kendi özelliğini 

koruyan MKH’ler oluĢabilecek adacık benzeri yapılar için vasküler ağ yapısına katkıda 

bulunabilirler. Yukarıda belirtildiği gibi Langerhans adacıklarının zengin bir vasküler 

sisteme sahip olmaları fonksiyonel adacıkların oluĢumunda MKH’lerin alabileceği rollere 

ıĢık tutmaktadır. Yalnızca adacık transplantasyonu yapılan çalıĢmalarla karĢılaĢtırıldığında 

MKH’lerle birlikte yapılan nakillerde adacık çevresindeki damarlaĢmada önemli oranda 

artıĢ görülmektedir. MKH’ler ile birlikte transplantasyonun adacıkların yaĢamı ve 

fonksiyonelliğinde ciddi iyileĢmeleri beraberinde getireceği vurgulanmaktadır (Borg ve 

diğ. 2014). Kotransplantasyon (adacık ve MKH’lerin birlikte transplante edilmesi) 

modellerinde VEGF (vascular endothelial growth factor), IL-6, IL-8, HGF (hepatocyte 

growth factor) ve TGF-β (transforming growth factor β) gibi anjiyojenik faktörlerin 

salınımı ile damarlanma oranının erken baĢladığı tespit edilmiĢtir (Cao ve diğ. 2016).  

2- MKH’ler tarafından salgılanan matriks elemanları da önceden var olan 

ekstrasellüler matriksin onarımına ya da yeniden düzenlenmesine katkıda bulunabilir.  

3- MKH’ler adacıkların nakli sırasında maruz kaldığı hipoksik ve inflamatuar 

etkilerden korunmasını sağlayacak olan anti-apoptotik etkiye sahiptirler (Lu ve diğ. 2010).  

 

Bu zeminde planlanan yüksek lisans tez çalıĢmasında desellülarizasyonu yapılacak 

olan karaciğerin sıçanlardan elde edilmeden önce perfüzyonunun yapılması 

desellülarizasyon sürecini pozitif yönde etkilediği gözlemlenmiĢtir. Perfüze edilmeden 

alınmıĢ karaciğer desellülarizasyonlarında kan pıhtılaĢmasının damar tıkanıklıklarına yol 

açabileceği ve bu tıkanıklıkları aĢmak için daha yüksek basınçlı desellülarizasyon süreçleri 

gerektirebilmektedir. Bu yüksek basınç da doku iskelesinde tahribata yol açmaktadır. Bu 

durumu engellemek için daha uzun süreli bir desellülarizasyon alternatif olarak görünse de 

deterjanlara doku iskelesinin maruz kalma süresi arttıkça ekstrasellüler matriksteki 

bozulmalar da paralel olarak artmaktadır. Dolayısıyla bu ön aĢama (karaciğerin perfüze 
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edilerek alınması) aslında desellülarizasyon sürecini kısalttığı için daha sağlıklı 

ekstrasellüler matriks eldesi sağlanmasında ve resellülarizasyon etkinliğinin arttırılmasında 

da rol üstlenecektir.  

 

Hücrelerin doku iskelelerinden uzaklaĢtırılarak yalnızca ekstrasellüler matriksin elde 

edilebileceğinin anlaĢılmasından sonra organların yeniden inĢası için birçok 

desellülarizasyon yöntemi geliĢtirilmiĢtir (Elbert 2011). Desellülarizasyon için yaygın 

olarak kullanılan dondurma-çözme ve çalkalama gibi mekanik yöntemlerde 

desellülarizasyon iĢlemi organ büyüklüğüne de bağlı olarak haftalarca sürebilmektedir. 

Ancak, 2010 yılında Uygun ve arkadaĢlarının karaciğer desellülarizasyonu için 

geliĢtirdikleri perfüzyon desellülarizasyonu ile söz konusu süre oldukça azaltılmaktadır 

(Uygun ve diğ. 2010). Bu tez çalıĢmasında da hücrelerin etkili bir Ģekilde ve kısa süre 

içinde matriksten atılmasına olanak tanıyan perfüzyon desellülarizasyonu kullanılmıĢtır. 

Kullanılan bu teknikte zamanın azalmasındaki temel etken desellülarizasyon ajanının 

hücrelere ulaĢması için gerekli olan difüzyon mesafesinin damar sistemi sayesinde oldukça 

kısalması ve konvektif taĢıma sayesinde hücresel materyalin dokudan kolaylıkla 

uzaklaĢtırılmasıdır (Soto-Gutierrez ve diğ. 2012, Song ve Ott 2011). Dolayısıyla bu teknik 

3B organ matriksinin yapısını da koruyarak etkili ve hızlı bir Ģekilde hücresiz doku iskelesi 

elde edilmesine olanak tanır. Yapılan desellülarizasyon sonunda yarı saydam karaciğer 

ekstrasellüler matriksi elde edilmiĢtir (Çizim 4.4). Ancak, bu görünümün elde edilmesi 

iĢlemin baĢarılı olarak tanımlanması için yeterli değildir. Daha önceki çalıĢmalarda 

desellülarizasyonun baĢarılı olabilmesi için 1) hücresel materyalin tamamının ya da 

tamamına yakınının matriksten uzaklaĢtırılması ve 2) ekstrasellüler matriks 

kompozisyonunun korunuyor olması gerektiği belirtilmiĢtir (Badylak ve diğ. 2011). 

Desellülarize edilen karaciğer ekstrasellüler matriksinde yapılan histolojik incelemelerde 

görülmüĢtür ki yapı iskelesi içinde herhangi bir hücre kalmamıĢtır (Çizim 4.6 b). Bu bulgu 

immün floresan boyamalarla da desteklenmektedir. Nükleer boya içeren kapatma 

medyumu DAPĠ ile kapatılan desellülarize doku kesitleri incelenmiĢ ve matriks üzerinde 

herhangi bir nükleer boyanma gözlemlenmemiĢtir (Çizim 4.7 a,b, Çizim 4.8). Desellülarize 

edilmiĢ doku iskelesinden genomik DNA izolasyonu yapılmıĢ ve Actβ geni PCR da 

çoğaltılarak agaroz jelde yürütülmüĢtür. Pozitif kontrolde Actβ’nın bant oluĢturması ve 

negatif kontrolde herhangi bir bant gözlemlenmemesi PCR’ın doğru çalıĢtığını 

göstermektedir. Çok düĢük konsantrasyondaki DNA örneklerini bile görünür hale 

getirebilen PCR yönteminde desellülarize dokulara ait hiçbir DNA bandının görülmemesi 
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desellülarizasyonun oldukça baĢarılı olduğunu ortaya koymaktadır (Çizim 4.5). Bu durum 

desellülarizasyon sonrası materyalin DNA içeriği bakımından negatif olduğunu 

göstermektedir. 

 

Desellülarize edilen dokuda DNA içeriğinin kalmamasına ek olarak materyalin 

bütünlüğünü korumak da baĢarı kriterlerimiz arasındadır. Matriks yapısını incelemek için 

yapılan histokimyasal incelemeler ve immün floresan yöntemler doku bütünlüğünün 

korunduğunu göstermektedir. Desellülarize dokuların ekstrasellüler matriks yapısı ile 

normal karaciğer dokusunun ekstrasellüler matriks bütünlüğü karĢılaĢtırıldığında her iki 

materyalde de neredeyse aynı matriks bütünlüğünün var olduğu gözlemlemektedir (Çizim 

4.7). Resellülarizasyon sırasında vasküler sistem aracılığı ile hücrelerin dokunun hemen 

her yerine dağılması beklenmektedir. Bu sebeple desellülarizasyon sonrasında damar 

yapılarının bütünlüğünün koruması oldukça önemlidir. Elde edilen veriler damar bütünlüğü 

hakkında son derece olumlu sonuçları ortaya koymaktadır (Çizim 4.8). Biyokimyasal 

analizler ile karaciğer dokusu ve desellülarize doku arasındaki kollajen miktarının tespiti 

yapılmıĢtır. Baptista ve arkadaĢları desellülarize ettikleri karaciğer ekstrasellüler 

matriksinin kollajen içeriğini %7,2 bulduklarını bildirmiĢlerdir (Baptista ve diğ. 2011). Bu 

tez çalıĢmasında yapılan biyokimyasal analizler sonucunda desellülarize karaciğer 

matriksinin kollajen miktarı %8,8 olarak bulunmuĢtur. (Çizim 4.9). Bu veri 

desellülarizasyon sürecinin matriksin korunumu açısından da oldukça baĢarılı olduğunu 

göstermektedir.  Tüm bu sonuçlardan yola çıkarak söylenebilir ki elde edilen sonuçlar 

desellülarizasyonun baĢarılı olarak tanımlanabilmesi için gerekli olan Ģartları 

sağlamaktadır. 

 

Organ desellülarizasyonu için önemli noktalarda birisi de biyolojik olarak aktif 

ekstrasellüler matriks komponentlerinin kaybını ve istenmeyen değiĢiklikleri mümkün olan 

en düĢük seviyelere çekmektir. Bu kritik bilgi göz önüne alınarak çalıĢmada yüksek 

konsantrasyonlarda SDS kullanımından kaçınılmıĢtır. Ayrıca matriksin SDS ile etkileĢim 

süresini de kısaltmak için SDS kullanmadan önce hücre membranlarının çözünür hale 

gelmesi amacıyla TritonX-100 kullanılmıĢtır. TritonX-100’ün SDS’e yardımcı olan bu 

etkisi muhtemelen hücre membranlarını çözmek için lipit-lipit ve lipit-protein 

etkileĢimlerini bozmasından kaynaklanmaktadır (Sabetkish ve diğ. 2015). Ardından düĢük 

konsantrasyonlarda (%0,5 ve %1) kullanılan SDS ile hücreler tamamen lizize uğratılmıĢ, 

sitoplazmik bileĢenler ve membran lipitleri çözülerek matriksteki nükleer kalıntılar da hem 
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SDS aracılığı ile hem de yöntemin yıkama etkisiyle temizlenmiĢtir. Karaciğer 

ekstrasellüler matriksinin anahtar proteinlerinden olan kollajen tip 1 ve fibronektin 

desellülarizasyon sonrasında da matriks organizasyonunda yerini kaybetmediği 

gözlemlenmektedir. Resellülarize edilen matrikste 2 hafta boyunca hücrelerin canlı 

kalabilmesi ve 2 haftanın sonunda hücre proliferasyonunun var olması da matriksin biyo-

uyumluluğunu ve biyolojik olarak aktif ekstrasellüler matriksin hücrelere ev sahipliği 

yaptığını ortaya koymaktadır (Çizim 4.9). Her ne kadar doğal bir biyoiskele olması 

sebebiyle zaten biyouyumlu olması beklenen karaciğer ekstrasellüler matriksi 

desellülarizasyon protokolü sebebiyle fazla tahribata uğrayabilir. Bunun doğal bir sonucu 

olarak hücrelerin tutunup prolifere olmasını sağlayabilecek kompozisyonu kaybetmesi de 

oldukça muhtemel bir durumdur. 

 

β-hücrelerinin yaĢam ve fonksiyonelliğinde ekstrasellüler matriks-hücre etkileĢimleri 

oldukça kritik bir aĢamadır (Weber ve diğ. 2008, Daoud ve diğ. 2010). Bu sebeple 

hücrelerin insülin üretimi kültüre edildikleri yüzey/materyal ile sıkı bir iliĢki içindedir. 

 

Günümüze kadar pek çok çalıĢmada kök hücrelerin insülin üreten hücrelere 

dönüĢtürülmesi denenmiĢtir (Thakkar ve diğ. 2015, Li ve diğ. 2016). Yüksek farklılaĢma 

potansiyeline sahip olan EKH’ler ve uPKH’ler baĢlıca ilgi odakları olsa da zaman zaman 

MKH’ler de bahsi geçen çalıĢmalara dâhil edilmiĢlerdir. Bazı çalıĢmalarda MKH’lerin β-

hücrelerini de içeren endokrin hücrelere farklılaĢtıkları belirtilse de baĢarının çok yüksek 

bir verim elde edilememiĢtir (Chen ve diğ. 2004, Milanesi ve diğ. 2012). Khorsandi ve 

ekibi 2015 yılında kemik iliği kaynaklı MKH’leri insülin üreten hücrelere dönüĢtürmeye 

çalıĢmıĢ ve hücrelerin baĢlangıçtaki haline göre insülin gen ekspresyonunda yaklaĢık 5 

katlık bir artıĢ gözlemlemiĢtir (Khorsandi ve diğ. 2015). Kim ve arkadaĢları bademcik ve 

adipoz kaynaklı MKH’leri insülin üreten hücrelere dönüĢtürmeye çalıĢmıĢ ve adipoz 

kaynaklı hücrelerde yaklaĢık 40 katlık, bademcik kaynaklı MKH’lerde ise yaklaĢık 50 

katlık bir insülin gen ekspresyon artıĢı olduğunu belirtmiĢlerdir (Kim ve diğ. 2015).  Bu 

çalıĢmada ise 3B ekstrasellüler matriks üzerinde yapılan endokrin kültürdeki insülin gen 

ekspresyon seviyesinin cam slaytlar üzerinde yapılan 2B klasik kültüre göre yaklaĢık 3000 

kat daha fazla olduğu bulunmuĢtur. Bu bulgular β-hücrelerinin ekstrasellüler matriksin 

sağladığı 3B niĢ ortamına cevap verdiğini göstermektedir.  Önceki çalıĢmalarda da 3B 

matrikslerin hücre-matriks etkileĢiminde 2B subsratlardan daha uygun olduğu bildirilmiĢtir 

(Chun ve diğ. 2006). 
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Resellülarizasyon çalıĢmalarının hemen hemen hepsinde hücre hattı kullanılmaktadır 

(Goh ve diğ. 2013, Crabbé ve diğ. 2015). Kullanılan bu hücre hatlarının da birçoğu da 

sarkoma, blastoma gibi tümör hücre hatlarıdır (Goh ve diğ. 2013, Mazza ve diğ. 2015). Bu 

tarz hücreler sürekli bölünüp çoğalabilme yeteneğinde oldukları için desellülarize 

matrikslerin resellülarizasyonları için büyük kolaylık sağlamaktadır. Ancak bu yöntemle 

elde edilebilecek olan doku ve organ parçalarının klinik kullanımı kısmı büyük bir soru 

iĢareti oluĢturmaktadır. Yapılan bu tez çalıĢmasında ise izole edilmiĢ kök hücreler 

kullanılmaktadır. Dolayısıyla bu hücrelerin resellülarizasyonunda ortama uyum 

sağlamaları, çoğalmaları çok daha zorlu bir süreci kapsamaktadır. Ancak bu yaklaĢımımız 

hastalardan alınabilecek kök hücreler ile resellülarize edilmiĢ dokuları temsil etmektedir. 

Yani bireylerin kendi hücreleri ile resellülarize edilmiĢ, biyo-uyumlu ve klinik kullanıma 

uygun doku ve organ parçaları üretebilmek için seçilen bir yaklaĢımdır. Bu açıdan 

bakıldığında β-hücre hattı vb. hatları kullanmadan bu derece yüksek insülin gen 

ekspresyonlarına ulaĢmak söz konusu baĢarıyı özel kılmaktadır. Bununla birlikte söz 

konusu ekpresyonun proteine dönüĢmesi de son derece önemlidir. Her ne kadar insülin 

mRNA’sı sentezlense de iyi bilinmektedir ki sentezlenen mRNA’ların proteine 

dönüĢümünü engelleyici bir dizi mekanizmalar da hücrelerde mevcuttur (Mouillet ve diğ. 

2015). Yapılan immün floresan boyamalar hücrelerde sentezlenen insülin mRNA’larının 

proteine dönüĢtüğünü göstermektedir (Çizim 4.11 a,b). Ayrıca insülin ELISA ile 

hücrelerce sentezlenen insülin miktarını da sayısal olarak belirlenmiĢtir (Çizim 4.11, Çizim 

4.12). Tüm bu analizler birbirini destekler niteliktedir. 3B karaciğer ekstrasellüler 

matrikslerinde -özellikle de endokrin farklılaĢtırma deney grubunda- kültüre edilen 

hücrelerin salgıladıkları yüksek insülin miktarı yapılan analizlerle güçlü bir Ģekilde ortaya 

koyulmuĢtur.   

 

Pdx1, pankreatik geliĢim için önemli olan bir transkripsiyon faktörü olmakla birlikte 

β-hücre olgunlaĢmasında da aktif roller üstlenmektedir. Pdx1 knockout fare embriyolarında 

pankreatik tomurcukların oluĢtuğu ancak pankreas geliĢiminin olmadığı bildirilmiĢtir 

Jonsson ve diğ. 1994). GeliĢen β-hücresinde Pdx1, NKX6-1 ve insülin birlikte ifade olur. 

Bu sürecin sonuçlarından biri de MafB’nin sessizleĢmesi ve MafA’nın ekspresyonun 

artmasıdır (D'Amour ve diğ. 2006). Pdx1, β-hücrelerinin yaĢamı için de gereklidir. Pdx1 

ekspresyonunun azaltıldığı hücrelerde apoptotik ölüm oranının arttığı gözlemlenmiĢtir 

(Johnson ve diğ. 2006). Bu genin gastrik kanserde ekspresyonunun tamamen durması ise 
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bir tümör baskılayıcı olabileceğini düĢündürmektedir (Ma ve diğ. 2008). Tüm bu bilgiler 

ıĢığında endokrin pankreas geliĢimi, insülin salgısının sürekliliği, β-hücrelerinin hayatta 

kalması, glukagonla antogonistik olarak insülinin çalıĢması gibi endokrin pankreasın 

düzenli bir Ģekilde iĢlev yapmasında anahtar görevi göre Pdx1 ekspresyonu incelenmiĢ ve 

3B matrikslerde yapılan kültürde kontrol grubuna kıyasla 50 kat artmıĢtır. Langerhans 

adacıklarındaki Pdx1 ekspresyonunun ise 3B endokrin kültürün yalnızca iki katı kadar 

olduğu gözlemlenmiĢtir (Çizim 4.14). Ġmmün floresan boyamalarla (Çizim 4.11 d) da 

desteklenen bu veri fonksiyonel bir endokrin pankreas dokusu eldesinde son derece 

kritiktir. 

 

Glukokinaz memelilerde 4 dokuda keĢfedilmiĢtir: karaciğer, pankreas, ince bağırsak 

ve beyin. Bu dokuların tümünde kan glukoz seviyesinin artması ya da azalmasına göre 

hayati roller oynamaktadır. Glukokinaz, glikoliz yolunda görev alan ve glikozun glikoz-6-

fosfata dönüĢümünü katalizleyen bir enzimdir. Aynı zamanda glukoz sensörü olarak da 

bilinir, β-hücrelerini artan kan glukoz seviyesine göre uyarır ve insülin salgılanmasını 

sağlar. Glukokinaz aktivitesi sonucu oluĢan glikoz-6-fosfat tüketildiğinde ATP miktarı 

artar. Bu durum insülin salgısıyla sonuçlanan bir dizi olayları tetikler. Artan hücresel 

solunumun  β-hücrelerinde ortaya çıkan ilk sonuçlarından birisi NADH ve NADPH 

konsantrasyonunun yükselmesidir. β-hücrelerinin redoks durumundaki bu değiĢim hücre 

içi kalsiyum seviyesindeki yükselmelere yol açar ve ATP bağımlı potasyum kanalları 

kapanır. Ġnsülin salgı granüllerinin hücre membranıyla birleĢmesi, membran 

depolarizasyonu ve kana insülinin geçmesi ile sonuçlanır. Glukokinaz ekspresyonu 

oldukça sıra dıĢı bir mekanizmaya sahiptir. Ġki promotöre sahip olan glukokinazda ilk 

promotör pankreatik adacıklardaki hücrelerde, nöral dokuda ve enterositlerdeki glukokinaz 

ekspresyonundan sorumludur (Iynedjian ve diğ. 1989a). Ġkinci promotör ise 

hepatositlerdeki glukokinaz ekspresyonundan sorumludur (Iynedjian ve diğ. 1989b). 

Glukokinazın bu özel durumu muhtemelen farklı dokulardaki ekpsresyon seviyelerini 

birbirinden ayırmak içindir. Çünkü karaciğerde glukokinaz glukozun ‘toplu iĢlenmesi’ için 

rol oynar. Oysa nöroendokrin sistemde ise hücre genelindeki karbonhidrat 

metabolizmasına hücresel yanıtın tetiklenmesinde rol oynar (Iynedjian 2009). Dolayısıyla 

hücrelerin düzenli ve olması gerektiği Ģekilde insülin salgılanması için gerekli olan 

glukokinaz ekspresyonu çalıĢmamızın önemli hedeflerinden birisidir. Ancak bu güne kadar 

kök hücrelerden insülin üreten hücrelere farklılaĢtırma çalıĢmalarında bu hücrelerdeki 

glukokinaz çok fazla incelenen bir durum olmamıĢtır (Agulnick ve diğ. 2015, Shaer ve diğ, 
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2015). Bu çalıĢmada ise GckR varlığı protein seviyesinde immün floresan boyamalarla 

gösterilmiĢtir (Çizim 4.12). Buna göre 3B-standart besi yeri ile kültüre edilen deney 

grubunda GckR ekspresyonunun olduğu görülmekte (Çizim 4.12 a) ancak 3B-endokrin 

farklılaĢma besi yeri ile kültüre edilen deney grubunda daha fazla hücrenin boyandığı 

(Çizim 4.12 b) görülmektedir. Gck gen ekspresyon seviyesinde de Real Time PCR ile 

ortaya konulmuĢtur (Çizim 4.14). Elde edilen verilere göre Gck ekspresyonu adacıklarda 

görülen ekspresyon seviyesinden 6-10 kat daha yüksektir.  

 

Glukagon kan glukoz konsantrasyonunun artmasını sağlayan, α-hücrelerinden 

salgılanan bir hormondur. Ġnsülin ile birlikte kan glukoz seviyesinin stabil kalmasını 

sağlayan bu iki hormon arasında geri-bildirim (feedback) mekanizması söz konusudur. 

Glukagon α-hücre belirteci olarak kullanılır. Somatostatin ise pankreatik adacıklarda da 

bulunan δ-hücrelerinden üretilir. Somatostatin; insülin ve glukagon salgısını baskılar. 

Büyüme hormonu baskılayıcı hormon (growth hormone–inhibiting hormone) olarak da 

bilinen somatostatin δ-hücre belirtecidir. Bu çalıĢmada da 3B matriksler üzerinde 

oluĢturulmaya çalıĢılan endokrin pankreas dokusunda α-hücre farklılaĢmasını 

değerlendirmek için glukagon, δ-hücre farklılaĢmasını değerlendirmek için ise 

somatostatin kullanılmıĢtır. Yapılan immün floresan boyamalarda sayıca az olmasına 

rağmen glukagon pozitif hücreler görülmüĢtür. Gen ekspresyon düzeyinde ise 3B standart 

kültür ile 3B endokrin kültür arasında endokrin kültür lehine 2 hatlık bir fark olup bu oran 

kontrol grubu ile kıyaslandığında 250 kattan fazladır. Adacıklardaki hücrelerin yaklaĢık 

%5’ini oluĢturan somatostatin ekspresyonunda ise 3B kültürler arasındaki fark biraz daha 

azalarak 1.5 kata kadar inmiĢtir. 3B endokrin kültür ile adacıklardaki somatostatin 

ekspresyonu kıyaslandığında ise adacıklarda yaklaĢık 4.5 katlık fazlalık söz konusudur. 

Ancak bu oran kontrol grubu hücrelerinde 400 kata denk gelmektedir.  

 

Hücrelere, β-hücre elde edilmesi için bu güne kadar birçok gen aktarılmıĢtır. Pax4, 

MafA v Ngn3 bunlar içinde en sık karĢılanılan genlerdendir (Zhou ve diğ. 2008). Daha 

önce yapılan bir çalıĢmada pankreatik adacıklardan elde edilen mezenkimal kök hücrelere 

Pax4, MafA ve Ngn3 birlikte aktarılmıĢtır. Ancak bu çalıĢmada 3 genin de aktarıldığı 

hücrelerin endokrin farklılaĢma için kimyasal uyarıya cevap vermedikleri belirtilmektedir 

(Bağlar 2014). MafA postnatal dönemde pankreas geliĢimi ve beta hücre iĢlevleri için 

önemli bir proteindir (Hang ve Stain, 2011). Gck ile birlikte kan glukoz seviyesine cevap 

verecek Ģekilde insülin sentezini kontrol eden önemli bir moleküldür (Aguayo-Mazzucato 
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ve diğ. 2011). Pax4, pankreas β-hücresi geliĢiminde görev alan, progenitör hücrelerin β-

hücresine faklılaĢmasını tetikleyen bir transkripsiyon faktörüdür (Lock ve Tzanakakis, 

2007). Bu çalıĢmada kullanılan hücreler Pax4
+
/MafA

+
 hücrelerdir. Dolayısıyla hem 2B 

hem de 3B kültürlerde bu genlerin ekspresyon sevileri arasında daha önceki genlerin 

ekspresyonları arasında olduğu kadar büyük farklıklar söz konusu değildir. 3B 

matrikslerde yapılan 3 haftalık kültürlerde MafA ekspresyon seviyeleri yükselmiĢ olmakla 

birlikte kontrol grubu ile aradaki fark MafA için yaklaĢık 2.5 kattır (Çizim 4.17). Pax4 

ekspresyonunun Pax6 aracılığı ile Pdx1’i indüklemesi sonucu α-hücre farklılaĢmasını 

bloke edeceğini ve β-hücre farklılaĢmasının verimini artırdığı bildirilmiĢtir (Ritz-Laser ve 

diğ. 2002). Ġmmün floresan boyamalarda glukagon pozitif hücrelerin nadir olması Pax4’ün 

domino etkisi yaratan bu özelliğinden kaynaklanabilir. Ġnsülin üreten hücreler için 

fonksiyonelliğin devamının MafA ekspresyonunun yetiĢkinlerde de devam etmesine bağlı 

olduğu önceki çalıĢmalar ile bildirilmiĢtir (Artner ve diğ. 2010). Gen ekspresyon 

analizlerinde -3hafta boyunca yapılan 3B kültürler incelendiğinde- ciddi oranlarda MafA 

ve insülin artıĢının aynı zamanlarda gerçekleĢmesi literatürde yer alan bilgilerle 

kaynaĢmaktadır.  

 

HNF-4α, HNF-1α’yı da içeren bazı genlerin ekspresyonunu düzenleyen 

transkripsiyon faktörüdür. Albümin ise serumda en fazla bulunan protein olup çeĢitli 

maddelerin taĢınımı ve zararlı maddelerin detoksifikasyonu ile iliĢkili bir proteindir. AFP 

ise embriyonik dönemdeki albümin olarak da bilinir. Ancak görevi tam olarak 

belirlenememiĢtir. Endokrin pankreas dokusu elde edilmesi amaçlanan bu çalıĢma 

karaciğer ekstrasellüler matriksi üzerinde yapılmıĢtır. Bunun doğal bir sonucu olarak 

hücreler hepatik farklılaĢmaya da gidebilirler. Matriks üzerinde kültüre edilen hücrelerin 

hepatik farklılaĢmalarını değerlendirmek amacıyla HNF-4α, ALB ve AFP ekspresyonlarına 

bakılmıĢtır (Çizim 4.17). Deney grupları ve Langerhans adacıkları incelendiğinde HNF-4α 

ve ALB seviyesinde önemli bir artıĢ gözlemlenmemiĢtir. Ancak AFP seviyesi adacıklarda 

kontrol grubuna göre 4.5 kat artmıĢtır. 3B matriksler üzerinde ise bu oran adacıklara göre 

yaklaĢık 20 kat daha yüksektir. Bu beklenmeyen artıĢı daha detaylı inceleyebilmek için 3B 

kültürlerin 3 hafta boyunca haftalık olarak AFP ekspresyon düzeyleri incelenmiĢ ve 

ekspresyon seviyesindeki yükselmenin 2. haftadan sonra olduğu gözlemlenmiĢtir (Çizim 

4.18). Sıçan embriyoları ile yapılan daha önceki bir çalıĢmada embriyonik geliĢimin 12. 

gününde dorsal pankreasta AFP varlığı gösterilmiĢtir. 12. günden önce ise AFP varlığı 

pankreas geliĢiminde görülmemiĢtir (Suzuki ve diğ. 1983). Söz konusu çalıĢmada AFP’nin 
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erken geliĢim aĢamalarında embriyonun hızla büyüdüğü dönemlerde önemli rolleri 

olabileceğinin düĢünüldüğü belirtilmektedir. BaĢka bir çalıĢma da AFP mRNA’larının 

embriyonik geliĢim süresince pankreas ve böbrekler bulunduğunun, bulunan bu 

mRNA’ların karaciğerden elde edilen AFP mRNA’ları ile aynı olduğunun yani 

muhtemelen proteine dönüĢecek olan mRNA’lar olduğu ileri sürülmektedir. Yine bu 

çalıĢmada doğumdan sonra giderek azalmakla birlikte yetiĢkin pankreas dokularında da az 

miktarda AFP mRNA’nın tespit edildiği vurgulanmaktadır (Nohan ve diğ. 1988). Nohan 

ve arkadaĢları dotblot analizi ile AFP’yi protein seviyesinde de çalıĢmalarında 

göstermektedir.  

 

5.1.   Sınırlılıklar 

 

3B yapıların yer aldığı bu çalıĢmada konfokal mikroskobu ile ekstrasellüler 

matrikslerden daha derin görüntüler alınarak hücrelerin matriksteki konumları hakkında 

bilgilere ulaĢılabilirdir. 

 

Deneyde biyokimyasal analiz ile matriksin ve normal karaciğerin kollajen içeriği 

belirlenmiĢtir. Ancak bu iĢlem liyofilizatör ile kurutulmuĢ dokular üzerinde yapılması daha 

net sonuçlara ulaĢılmasını sağlamaktadır. 

 

Dolayısıyla konfokal mikroskobu ve liyofilizatörün laboratuvar ekipmanları arasında 

yer alması yukarıda bahsedilen çalıĢmaların yapılmasına imkan tanıyacaktır. 
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6.   SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

Yapılan tez çalıĢmasında desellülarize edilmiĢ hepatik ekstrasellüler matriksin 

Langerhans adacıklarından elde edilen MafA
+
/Pax4

+
-MKH’ler kullanılarak resellülarize 

edilmesiyle insülin salgılayan endokrin pankreas benzeri bir doku üretmek amaçlanmıĢtır. 

Bu haliyle dünyada bir ilk niteliği taĢıyan söz konusu çalıĢmada hem matriksin sağladığı 

fiziksel uyarılar ile hem de endokrin farklılaĢtırma besi yerinden kaynaklanan kimyasal 

uyarılar ile hücrelerin pankreatik adacık hücrelerine benzer özellikler sergileyeceği 

düĢünülmektedir. Elde edilen sonuçlar hepatik matriksler üzerinde yapılan 3B kültürlerde 

insülin salgısının 2B klasik kültürlere göre çok daha yüksek olduğunu göstermektedir. Bu 

veri hem gen ekspresyonlarıyla hem de immün floresan analizlerle desteklenerek kuvvetli 

bir Ģekilde ortaya koyulmuĢtur. Bunun yanında tıpkı adacıklarda olduğu gibi hücrelerin 

glukagon, glukokinaz gibi adacıklarda var olması gereken proteinleri de sentezlediği 

görülmektedir.  

 

Karaciğer desellülarizasyonu için kullanılan protokolün matrikse çok ciddi bir hasar 

vermediği, doku iskelesinin doğal yapısına oldukça yakın bir içeriğe sahip olduğu 

histokimyasal ve immün floresan tekniklerle ortaya koyulmuĢ, biyokimyasal analizler ile 

desteklenmiĢtir.  

 

Karaciğer ekstrasellüler matriksinin pankreas dokusundan elde edilen kök hücrelerin 

çoğalma ve farklılaĢmasına engel olmadığı ve adacık ekstrasellüler matriksine benzer 

özellikler sunarak hücrelere niĢ ortamı sağladığı görülmüĢtür.  

 

Yine bu çalıĢma ile farklı organ matrikslerininin ait olduğu organ dıĢındaki yapıların 

üretilmesi için de kullanılabileceği gösterilmiĢ ve doku mühendisliğine yeni bir yaklaĢım 

sunulmuĢtur. 

 

ÇalıĢmada gözlemlenen glukokinaz ekspresyonunun bu genin hangi promotörü 

vasıtasıyla gerçekleĢtiğini belirlemek için bu konu üzerinde yeni çalıĢmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. Elde edilen endokrin pankreas benzeri dokuların glukoz duyarlılığı test 

edilmeli ve diyabetik hayvanlara nakledildiğinde kan glukoz seviyesini düĢürdüğü 

gösterilmelidir. Bu Ģekilde elde edilen doku parçalarının iĢlevselliği gösterilecektir.  
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