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OZET

Viicudumuzdaki hasarli ya da kayip doku ve organlarin onarmmini hedefleyen doku
miithendisligi, heyecan verici yaklasimlariyla yakin bir gelecekte insanoglunun yasam
kalitesinin artirilmasina damgasini vuracaga benzemektedir. Insanlardaki pek ¢ok hastalik
i¢cin bir tedavi stratejisi olarak ortaya ¢ikan hiicre esash tedavinin amaci, hasar géren bir
dokunun veya organin biyolojik islevini yerine koymak, tamir etmek veya arttirmaktir. Bir
hedef organa, o organin islevlerini eski haline getirmeye yetecek kadar sayida ve kalitede
izole edilmis ve Ozellikleri belirlenmis olan hiicrelerin nakledilmesiyle, bu amaca
ulasilabilir.

Doku olusumunda en son yaklagim, hiicreleri tek tek kullanmak yerine, in vivo
ortamdakini taklit etmek amaciyla, hiicreleri tabakalar halinde kullanarak dokuyu
olusturmaktir. Biyolojik ortamda pargalanip yok olan biyo-bozunur polimerler, birinci
nesil doku miihendisligi i¢in anahtar rol oynarken; ikinci nesil doku miihendisligi icin
hiicrelerin tabaka halinde iiretimini saglayan sicaklik-duyarli polimerler anahtar rol
oynamaktadir.

Otoimmiin bir hastalik olan tip 1 diyabet, pankreatik langerhans adaciklarindaki beta
hiicrelerinin tahribati1 ile ortaya cikmaktadir. Giiniimiize kadar, B-hiicrelerinin yerine
konmasim1 amaglayan {i¢ farkli strateji gelistirilmistir; pankreas, adacik ve hiicre
transplantasyonu. Halen adacik hiicrelerinin transplantasyonu i¢in tercih edilen organ,
karacigerdir. Ancak immun problemler ve graft basarisizlig1 ile sonuglanir ve alicilarin
biliylik kismini insiilin bagimsiz durumdan tekrar insiilin bagimli hale getirir. Adacik
transplantasyonunun uzun Omiirli olmasi igin ¢esitli yontemler konusunda caligmalar
stirmektedir. Bunlar arasinda biyomiihendislik yaklasimlar1 da kullanilarak adacik hiicre
tabakalar1 olusturulup fonksiyonel adacik sistemleri insa edilmesi ve bu sistemlerin ekstra
hepatik alanlara transferi de yer almistir. Ornegin subrenal, subkutan ve abdominal bolge
transferleri gibi. Bu 3-B hiicre tabakalarinin, subkutan bolgede daha etkili bir sekilde
varligini stirdiirdiigii rapor edilmistir.

Bu nedenle biz de yaptigimiz ¢alismamizda, sigandan izole ettigimiz kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicreleri (KI-MKH) ve PB-hiicrelerini, invitro sicaklik-duyarli kiiltiir
kaplar1 [poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAM] iizerinde kiiltiir ederek olusturdugumuz 3-
Boyutlu Beta Hiicre Dokusunu, diyabetik siganlarin subkutan bolgesine transfer ederek
“ekstra hepatik fonksiyonel bir adacik dokusu” inga etmeyi ve MKH kullaniminin buna
etkisini analiz etmeyi amagladik. Bu sayede biyomiihendislik yontemleri kullanarak
olusturdugumuz bu 3-Boyutlu Beta Hiicre Tabakasinin, diyabetik sicanlarda normal
glisemik indeksi saglayip saglamadigin1 gostermeyi hedefledik. Ek olarak yeni insa edilmis
bir adacik dokusu olarak bu 3-Boyutlu Beta Hiicre Tabakasinin, subkutan dokuya
engrafman yapma ve devamli fonksiyon gosterebilme yeteneginde olup olmayacagini da
Saptamayi diisiindiik.

Anahtar Kelimeler: beta hiicre, hiicre-tabaka miihendisligi,kok hiicre, tip 1 diyabet,
PIPAMmM.



ABSTRACT

Tissue engineering, which aims to repair and reconstruction of injured or lost organs, will
most likely have an impact of increasing life quality of humans with exciting approaches.
Cell based therapies emerge as an alternate strategy for many diseases which are targeting
to repair, replace or increase function of an injured tissue or organ. This aim is
accomplished via transferring enough number of defined cells at a certain quality to the
targeted organ.

Latest approach of tissue generating is to construct cell layers instead of singe cells in
order to mimic in vivo environment better. Biopolymers, which are degraded and
eliminated in vivo were the keys of first generation tissue engineering while temperature-
responsive polymers, which allow formation of cell layers became the second generation.
Temperature-responsive polymers are covalently grafted onto the dishes, allowing various
types of cells to adhere and proliferate at 37°C. The cells spontaneously detach when the
temperature is reduced below 32°C without the need for proteolytic enzymes.

Type | diabetes, which is an autoimmune disease emerges with the destruction of beta cells
of pancreatic Langerhans islets. Three different therapeutical approaches were developed
so far; pancreas transplantation, islet transplantation (allogenic and xenotransplantations)
and cell based therapies (cell replacement and neogenesis). Liver is the preferable organ
for islet transplantation. Therefore transplanting islets into the portal vascular system of
liver is among major clinical treatments of type | diabetes. However immune rejections
resulting with graft failure turns most of the receivers back to the insulin dependent
patients.

Different strategies are still under development in order to increase longevity of
transplants. Building functional islet systems via constructing beta cell layers using
bioengineering approaches and transplanting these structures into the hepatic areas such as
subrenal, subcutaneous and abdominal areas is among these strategies. These 3D cell
layers were reported to last longer at the subcutaneous areas.

We first planned to construct ‘functional 3D extra hepatic islet constructs’ using
bioengineering approaches and transplant the constructs into the subcutaneous areas of
diabetic rats. In order to do this we will co-culture rat bone marrow isolated mesenchymal
stem cells (rBM-MSCs) with pancreatic B cells on in vitro temperature-responsive culture
dishes [poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAm]. Our aims in this study are to evaluate the
effects of MSCs on this 3D constructs and to determine the efficiency of the system on
amelioration of glisemic index of diabetic rats. We also aimed to evaluate engraftment of
this new 3D beta cell constructs and thei ability to function continuously.

Keywords: beta cell, cell sheet engineering, stem cell, type 1 diabetes PIPAMmM.

\



TESEKKUR

Tezim ve yliksek lisans caligmalarim boyunca her sikintimi ¢6zmem i¢in bana yardimci

olan Sayin Prof. Dr. Erdal Karaoz’e,

Bugiinlere gelmemde emeginin biiyiik oldugunu diisiindiigiim ve ¢alismam siiresince tez
danmismanlhigimi iistlenerek, bana destek olan, tez konumun belirlenmesinde, ¢alismamin
planlanmasinda ve sonug¢landirilmasinda bilimsel ve manevi katkilarini esirgemeyen Sayin

Yrd. Dog¢. Dr. Ayla Eker Sariboyacr’ya,

Tez calismalarim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim,Hocalarim Sayin
Yrd.Do¢. Dr. Giil¢cin Gacar, Yrd. Do¢. Dr. Gokhan Duruksu’ya,ve calismalarimda
yardimlarini esirgemeyen sevgili Dr. Ayca Aksoy,Tibbi Lab. Tekns.Alparslan Ok¢u ve

Bio. Giilay Erman’a,

Uzmanlik egitimim boyunca, birlikte biiyiik 6zveri ile nice zorluklar i¢inde ¢alistigimiz
anabilim dalindaki degerli arkadaslarim Ars. Gor.Cigdem Inci, Ars. Gor.Aysegiil Baglar

ve Bio.Cansu Subasi’na,

Verilerimin istatiksel analizinin yapilmasinda ve in vivo calismalarimda yanimda olan

Uzm.Zehra Seda Halbutogullari ve Uzm.Ozlem Saglam’a,

Tez calismalarim boyunca orneklerimin kesit alma asamasinda desteklerini esirgemeyen
Osmangazi Universitesi Universitesi Patoloji laboratuvarlari sefi Biyolog Yiicel

Okatalr’ya

Deneysel ¢alismalarimi yiiriitebilmem icin, maddi destek saglayan Kocaeli Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Zorlu ve yipratici bir slire¢ olan uzmanlik egitimini stirekli destegi ile katlanabilir kilan ve

her giiniime ayr1 bir renk katan sevgili esim Mehmet Giirkan Duman’a,

Hayatimdaki tiim sikintilara karsi her zaman bana destek olan, bir isi basarabilecegimden

bir an olsun siiphe etmeyen annem, babam ve kardesime

TESEKKUR EDERIM...
Vil



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ..ottt e e I
ITHAF SAYFASL .. oo e, II
OZET ..ot 1
AB ST RA T .. v
TESEKKUR . ..ot Vv
ICINDEKILER.........iiuiiiii e, VI
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.............coooiiiii VIl
SEKILLER DIZINI.......cooiiiii e, X
1. GIRIS VE AMAC .ottt sttt sttt ettt s 1
2. GENEL BILGILER ......oo o oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeee et eee e st n et n e see s s enena, 3
2.1, KOK HUCTEIET ...ttt ettt e e et e e e et e e e s et e e e e sabae e e e enbbeeeeeanres 3
2.2. KOK HUCTEIE GOSTLIOTT .. veeiiieiiiiiiieiiie sttt sttt 5
2.2.1. Embriyonik Kok Hiicre (EKH) ......coouiiiiiiiiii e 5
2.2.2. Embriyonik Olmayan Kok HUCTeler ... 7
2.3. TIP L DIYADEL ..ottt re e b e e e s e re e re e e 11
A BRI o] To (=10 1Y/ ] o] | ISR RPP 12
R I @ ) (o) 1101410911 (= TR 12
2.4. DOKU MURENAISIIZI ... 13
2.4.1. Hiicre Tabaka(Cell Sheet) MUhendiSliZi........c.ccvrveiriiieiieiiiiesiesese e 15
3. GEREC VE YONTEM........coceitiiiiiritetetsiseeeie ettt 26
B L HAYVANIAT <.ttt bbb 26
3.2. Sican Kemik iligi Kokenli Mezenkimal K6k Hiicrelerin (sKI-MKH’lerin) izolasyonu,
Kiltiirti ve KaraKteriZasyOnU........c.cvviiiiiiiiiiiiiieee e 27
3.2.1.sKi-MKH’leri Izolasyonu ve Kiiltiire Hazirlanmas...............cccovvverireverieesnerernnns 27
3.2.2.sKI-MKH’lerin KaraKteriZaSyOnU .............ccceceueveerueuererieceseresssiesessesesssesssessesesesnen, 28
3.3. sSKI—MKH’lerin GFP ile iSaretlenmesi........cccceveveverererereeeieieisieeeeise e ese e, 31
3.3.1.Plazmid DNA IZOIaSYONU ......c.cvvviviriviiiecreiiisisicie et 31
3.3.2. GFP GeN TranSfOrMaSYONU.........c.oieiuiiiiieiiiieienie ettt sttt st 31
3.4. Beta Hiicrelerinin Kiiltiir ve Karakterizasyonu ..........c.coovvvveriiiiiieiieienieseee e 32
3.4.1. Sicaklik Duyarh Kiiltiir Kaplarinda Enzimsiz Kiiltiiriin Beta Hiicreleri Uzerine
Etkilerinin Hiicre Canlilik ve Proliferasyon Analizi ile Belirlenmesi..........c...ccccooeiiennnn 32
3.4.2.1s1 Degisimine Duyarh Kiiltiir Kabinda Beta Hiicre Kiltirt...........coovvveniiiciennn, 34

3.5. Siganlarda STZ ile Diyabetin Indiiklenmesi ve Diyabetik Hayvan Modelinin
OTUSTUTUIIMAST 1.vvee ittt e e e st e e bt e e e bn e e s br e e s be e e enneas 35



3.6. Nakil I¢in Siganlara Anestezi Uygulanmasi ve Hiicre Tabakalarmin Nakli ................ 36
3.6.1.sKI-MKH tabakalarmin ve Beta hiicrelerininbir araya getirilmesi ve 3-boyutlu doku

olusturularak diyabetik hayvanlara transplantasyonu.............cccoceeiiiiiiiiiiiiincscc s 36
K I N 41T (=4 SR 38
3.6.3. Derialti(Subkutan) NaKil........ccccviiiiiiiiieiiiie e 38
3.7. Transfer edilen dokunun Terapotik Etkisinin Degerlendirilmesi...........cccoovviviiineennen. 40
3.7.1. Tokluk Kan Sekeri OIGHMIT .......cccvevivivereeiieiesieteeeee sttt 40
3.7.2. Intraperitonal GIUKOZ TOIErans TESI .........ccueieiiiieiericiisece e 40
3.7.3. Deri alt1 dokunun ¢IKarilmast........c.couieiiiiiieiie e 41
3.8. Histolojik ve Immunohistokimyasal ANalizIer..............ccccccevvierereeeiieieeeeiee s 41
4. BULGULAR ..ottt bbbttt bbbttt 42
4.1. Hiicre Kiiltiirti ve KarakterizaSyonu..........ccocveiiiiiiiiiiiiieiiesee e 42

4.1.1. Sigan kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok hiicrelerin (sKi-MKH) kiiltiir ve

e U 72 53] LU OSSR 42
4.1.2.sKi- MKH’lerin GFP ile iSaretlenmesi .......cceveveveveverereeereieieeeeeie e, 45
4.1.3. Beta Hiicrelerinin Kiiltlir veKarakterizasyonu...........cocoeevveeriieiieiieesie e sieesies 45
4.2. Beta hiicrelerinin ve sKI-MKH tabakalarinin nakli ...........cocveeeevreeerseeeseeerseeesseeen, 50
4.2.1. sSKI-MKH tabakalarinin NaKIE ........cvoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeeeseeeeeesenseseeeenenenanns 51
4.2.2.Beta Hiicrelerininn NaKIi .....c...oeeiiiiiiiiiiiiie ettt e e eavee e ebree e 52
4.3. Transfer Edilen Dokularin Terapotik Etkisinin Degerlendirilmesi...........ccccooevvrnennnn. 52
4.3.1.Nakil Sonrast Siganlarin AZirlik OIGUMIT ......v.vvvecveveeereeceee e, 52
4.3.2.Nakil Sonras1 Sicanlarin Tokluk Kan Sekeri OIgUMI ........coeveveveveveeeeeeeeeeeeenae, 54
4.3.3.Nakil Sonrasi 11.giinde IPGTT (Intraperitonal Glukoz Tolerans Testi) Uygulanmasi
56

4.4, Histolojik ve Immunohistokimyasal ANAliZIET..............ccovrverrirerirereireeresisessese s 58
5. TARTISMA ... oottt b ettt b e e bbb e et ne e b e et e 66
6. SONUCLAR VE ONERILER ........ccccoeietiiiiiiiiieiiiieece e 71
KAYNAK ettt e ettt et st et e e et s be e es e e e saeee e ea e saeees e e e saeeesbe e sae e enbe e ereeeeenren saeennenn 73
OZGECMIS. ... 76



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CD:Cluster of differentiaition

CFU-F :(Colonyformingunitfibroblast)
dk:Dakika

dl:desilitre

DNA:Deoksiriboniikleik asit

DM:diabetes mellitus

ESM:ekstraselliiler matriks:

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EKH:Embriyonik kok hiicre

FCS:Fotal buzagi serumu

FBS:Fetal bovine serum

FITC: fluoresan izotiyosiyonat

GFP:Green flouresan protein

HLA:Human lokocyte antigen

IPGTT: Intraperitonal Glukoz Tolerans Testi
[HK: Immunhistokimyasal

iF: Immunfloresan

NSF:National Science Foundation
LCST:Low critic soluble temperature
L-DMEM:Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose
MEM : Minimum Essential Medium
MKH:Mezenkimal kok hiicre

Mm:milmolar

ml:mililitre

PIPAAM: poly(N-isopropylacrylamide)
PDL.:Periodontal ligament

P:Pasaj

PE: fikoeritrin

PBS:Phosphate Buffer Saline



PVDF: Polyvinylidene fluoride
STZ:Streptotozocin

sKi-MKH:Si¢an kemik iligi mezenkimal kék hiicresi
WST-1
um : mikrometre

pl:mikrolitre

p-huicrelerinin:Beta hiicreleri
3-B:Ug boyutlu

XI


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCYQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolyvinylidene_fluoride&ei=qdmQU6uZMYyHyQP07IHoBQ&usg=AFQjCNG87OFrSaYqrtFPlbYPMf0VxhAKjQ&sig2=ihxMONB7G66HZzEUUB7PhQ&bvm=bv.68445247,d.bGQ

SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. Embriyonik K&k Hiicrelerin In-Vitro Farklilasmalari 6
Sekil 2.2. Mezengeneziz 9
Sekil 2.3. Tip 1 Diyabette Otoimmunite 13

Sekil 2.4. Doku Miihendisligi Teknikleri ile Hiicrelerin Uretilip Yap1 Iskelelerine(scaffold)
Ekilmesi 16

Sekil 2.5. Sicaklik Duyarli Kiiltiir Kaplari(PIPAAm) ile Hiicrelerin Tabaka Halinde Elde
Edilmesi 17

Sekil 2.6. Hiicrelerin Sicaklik Degisimi ile Enzim Kullanmadan Tabaka Olarak
Kaldirilmasi 17

Sekil 2.7. Poly(N-Isopropylacrylamide)(PIPA Am) Kiiltiir Kaplarmin Calisma
Mekanizmast 18

Sekil 2.8. Kornea Epitel Hiicresinden PIPAAm kiiltiir Kabi ile Korneal Epitel Hiicre
Tabakas1 Eldesi 19

Sekil 2.9. insandan izole Edilen Periodontal Ligament Hiicrelerinin Is1 Duyarli Kultir
Kabinda 37°C de Cogaltildiktan Sonra 20°C de Inkiibasyonu Sonras1 Hiicre Tabakasi

Olusturulup, Sican Periodontal Ligamenti Hasarl1 Bolgesine Nakil Yapilmasi 20
Sekil 2.10. M"esaneden Alman Diiz Kas Hiicrelerinden Hiicre Tabakas1 Elde Edilerek

Gastrik Flep Uzerine Yerlestirilmesi Sonucu Yeni Bir Mesane Olusturulmasi 21
Sekil 2.11. Kalp Yamalarinin Hiicre Tabaka Teknolojisi ile Elde Edilmesi 22
Sekil 3.1. Sigan KI-MKH’lerin Faz-Kontrast Mikroskopik Gériiniimleri 27

Sekil 3.2. Sicaklik Duyarli Kiiltiir Kaplarinda Hiicrelerin Kiiltiirii ve Enzim Kullanilmadan
Sicaklik Degisimi ile Kaldirilmasi 35

Sekil 3.3. Hiicre Tabakalarmin Sicaklik Duyarli Kaptan PVDF Destekleyici Membran ile
Bir Tabaka Halinde Kaldirtarak Transplantasyona Hazirlanmasi 37

Sekil 3.4. Beta Hiicrelerinin Matrijel ile Homojenize Edilerek Nakil I¢in Hazirlanmasi 37
Sekil 3.5. Subkutan Transplantasyon 39
Sekil 3.6. Matrijel Igerisindeki Beta Hiicrelerinin Nakli 40

Sekil 4.1. Sigan Kemik iliginden izole Edilmis Mezenkimal K&k Hiicrelerin Faz-Kontrast
Mikroskobik Goriintiileri 42
Sekil 4.2. Sican Kemik Iliginden Izole Edilmis MKH’lerin Akim Sitometri ile Analizi 43

Sekil 4.3. Sican Kemik Iliginden Iizole Edilmis MKH’lerin Karakteristiklerinin
Immunofloresan Isaretleme ile Analizi 44

Sekil 4.4. Sican Kemik Iliginden izole Edilmis MKH’lerin (P3) Farklilagmalar1 ve
Farklilasma Sonras1 Immunofloresan ve Histokimyasal Analizleri 45

Xl



Sekil 4.5. Beta Hiicre Hattina (BRIN BD 11) Ait Hiicrelerin Kiiltiirdeki Faz-Kontrast
Mikroskobik Goriintiileri 46

Sekil 4.6. Beta Hiicrelerinin Karakteristiklerinin immunofloresan Isaretleme ile Analizi 47

Sekil 4.7. Poly(N-Isopropylacrylamide) ve Polisitiren Kiiltiir Kaplarinda Kiiltiir Edilen
Beta Hiicrelerinin Cogalma ve Canlilik Kapasitesinin WST-1 Analizi ile Karsilastirilmast

48
Sekil 4.8. Polisitiren (kontrol) ve Poly(N-isopropylacrylamide) (Deney Grubu) Kiiltiir
Kaplarinda Kiiltiir Edilen Beta Hiicrelerinin Apoptoz Analizi 48
Sekil 4.9. Glukoz ile Indiiklenmis insiilin Salgilama Fonksiyon Analizi 49
Sekil 4.10. Ki-MKH ve Beta Hiicrelerinin Farkli Oranlarda Yapilmis Birlikte Kiiltiir (Ko-
Kiiltiir) Gorlintiileri 50
Sekil 4.11. Sicaklik Duyarli Kiiltiir Kabinda(PIPAAM) Kiiltiir Edilen sKi-MKH Hiicre
Tabakasinin Tastyict Membran ile Nakil I¢in Hazirlanmasi o1
Sekil 4.12. sKi-MKH’lerin Deri Alt1 Bélgesine Nakli 51
Sekil 4.13. Matrijel igerisindeki Beta Hiicrelerinin Nakil Goriintiileri 52
Sekil 4.14. Kontrol Grubu Giinlere Gore Agirlik Degisimi 53
Sekil 4.15. STZ’1i Kontrol Grubu Giinlere Gore Agirlik Degisimi 53

Sekil 4.16. Beta Hiicresi Nakledilmis STZ’li Sican Grubu Giinlere Gore Agirlik Degisimi

54
Sekil 4.17. Beta Hiicresi ve MKH nakledilmis STZ’1i Sigan Grubu Giinlere Gore Agirlik
Degisimi 54
Sekil 4.18. Nakil Gruplarinda Giinlere Gore Kan Glukozu Grafigi 56

Sekil 4.19. Nakil Sonras1 11. Giinde Yapilan IPGTT Uygulamasinin Analiz Grafigi 57

Sekil 4.20. Beta Hiicre Nakli ve Beta-MKH Nakli Yapilan Gruplarda Deri Greftinin
Immunofloresan Antikor ile Boyanma Gériintiileri 59

Sekil 4.21. Deri Greftlerinde Damar Olusumunun ve Beta Hicre Apoptozunun
Immunofloresan Boyama ile Gosterilmesi 60

Sekil 4.22. Deri greftinde Beta-MKH grubunda MKH’lerin Salgiladiklar1 Sitokinler Olan

TGEFp ve IL-6 Boyamasi 60
Sekil 4.23. TGFp Sitokini Salgilayan MKH’lerin Greft Bolgesinde Gosterilmesi 61
Sekil 4.24. Hiicre Tabakas1 Halinde Nakledilmis MKH Tabakasinin Deri Greftinde Nakil
Bolgesindeki GFP Boyamasi ile Gosterilmistir 61
Sekil 4.25. GFP-MKH’lerin Tabaka Halinde Nakil Bolgesindeki Goriintiisii 62

Xl



Sekil 4.26. Matrigel Icerinde Nakledilen Beta Hiicrelerinin Deri Alt1 Nakil Bélgesindeki
Goriintiileri 63

Sekil 4.27. Nakil Bolgesindeki Greftin H-E Boyanmis Goriintiisii 64
Sekil 4.28. Nakil Bolgesindeki Beta Nakli Yapilan Greftin [F Boyanmis Goriintiisii 64

Sekil 4.29. Dort farkli Deney Grubunun Pankreas Adaciklarinin IF Boyama Gériintiileri 65

XV



1. GIRIS ve AMAC

Viicudumuzdaki hasarli ya da kayip organ ve dokularim onarimi ya da yeniden
yapilandirilmasin1 hedefleyen doku miihendisligi, heyecan verici yaklasimlariyla yakin bir
gelecekte insanoglunun yasam kalitesinin artirilmasma damgasini vuracaga benziyor. Iste
bu yaklagimlarin en sonuncusu, sicakliga duyarli doku kiiltiir kaplarinda hiicreleri tabaka
halinde iiretmek ve bu tabakalar1 uygun diizende birlestirerek doku olusumunu
gerceklestirmektir. Mesane, kalp dokusu, dis ¢evre dokusu ve goz ylizeyleri gibi yumusak

doku ve organlar, hiicre tabakalarinin bagarili uygulama alanlaridir.

Gliniimiize kadar, B-hiicrelerinin yerine konmasini amaglayan ii¢ farkli strateji
gelistirilmistir; pankreas, adacik ve hiicre transplantasyonu. Halen adacik hiicrelerinin
transplantasyonu i¢in tercih edilen organ, karacigerdir. Ancak immun problemler ve graft
basarisizligi ile sonuglanir ve alicilarin biiyiik kismini insiilin bagimsiz durumdan tekrar
instilin bagimli hale getirir. Adacik transplantasyonunun uzun omiirlii olmasi i¢in ¢esitli
yontemler konusunda c¢alismalar siirmektedir. Bunlar arasinda biyomiihendislik
yaklagimlar1 da kullanilarak adacik hiicre tabakalari olusturulup fonksiyonel adacik
sistemleri insa edilmesi ve bu sistemlerin ekstra hepatik alanlara transferi de yer almistir.
Ornegin subrenal, subkutan ve abdominal bdlge transferleri gibi.(Okano, 2011). Bu 3-B
hiicre tabakalarinin, subkutan bolgede daha etkili bir sekilde varligimi siirdiirdiigii rapor

edilmistir.

Bu calismada Tip1 Diyabetin tedavisine alternatif olarak hiicre-tabaka miihendisligi
kullanmilmistir. Dolayisiyla diyabetin tedavisi i¢in umut verici bir yontemi kullanacagimiz
bu calismamizin sonuglarit bu konuyla ilgili bilimsel veriye 6nemli bir katki saglayacagini
ongormekteyiz Hazir satin alinan beta hiicre hatt1 matrijel ile homojenize edilmis, sigandan
izole edilen KI-MKH ise sicaklik invitro sicaklik-duyarli kiiltiir kaplar1 [poly(N-
isopropylacrylamide)-PIPAAmM] iizerinde kiiltir edilerek olusturulmustur.Bu iki farkli
hiicre In vitroda ¢ogalilip STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarin sirtina nakledilerek bu
bolgede bir adacik dokusu olusturulmas: hedeflenmistir.Bu sayede diyabetik halinde olan
sicanlarda normal glisemik indeksin saglanip saglanamayacagi  gosterilmesi
amaglanmistir. MKH kullaniminin ise nakil dokusunun subkutan dokuya uzun siire tutunma
ve devamli fonksiyon gosterebilme yeteneginde olup olmayacaginm1i da saptanmaya
calisilmistir. Bu sayede 3-B yapiya getirilip subkutan hiicre implantlar1 olarak ¢ok az
invazif biryontemle hastaya nakledilebilir duruma getirilip klinik olarak test edilebilecek

hale gelecektir.



o Ayrica bu yontem sayesinde hiicre kaynagi olarak kullanilacak hiicrelerin hepsi
deger kazanacaktir. Cilinkii yontem hangi hiicre olursa olsun o hiicrenin en fonksiyonel ve
dogru korunmus sekilde nakline izin verebilen bir yontemdir. Hiicre kaynag ister insandan
izole edilmis matiir beta hiicreleri olsun ister herhangi bir invitro ortamda kok hiicreden
farklilastirilarak {iretilmis beta hiicreleri olsun hepsinin oldukg¢a verimli bir sekilde naklini

saglayabilecektir.

o Yontemin hiicre naklinin kalitesini arttiran bir bagka yonii ise nakledilen dokunun
¢ok daha uzun siire fonsiyonunu ve canliligini devam ettirebilmesi ve engrafman oraninin

yiiksek olmasidir.

. Ayrica nakil yontemine ekledigimiz ve daha Once hi¢ calisitlmamis olan bir
basamak olan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre tabakasini, beta hiicre
tabakalarina ilave etmeyi planladigimiz yontem yine nakil yapilan hiicrelerin canliligi,
proliferasyonu ve engrafmanini olumlu yonde degistirerek ¢ok daha uzun siire normal

glisemik indeksin devam edebilecegini dngérmekteyiz.

Sayet yapilacak deneyler sonucunda kullanacagimiz hiicre tabakalandirma ve
sonucunda ekstrahepatik 3-B fonksiyonel adacik dokusu teknigi ile diyabetik hayvanlarda
uzun siiren normal bir glisemik indeks saglayabilirsek, otoimmun bir hastalik olan tip 1
diyabetin radikal tedavisi amaciyla, simdiye kadar denenmemis beta hiicre ve kok hiicre
esaslt deneysel tedavi yonteminin ilk kanitlarin1 sunmus olacagiz. Dolayisiyla gelecekte,
basta tip 1 olmak iizere tiim diyabet hastalarinin radikal tedavisinde alternatif bir model

gelistirilmis olunacaktir.

Gergeklestirilecek deneyler sonucunda, in vitro kiiltiir kosullarinda iiretilecek
fonksiyonel olarak insiilin iireten 3-B beta-hiicre dokusu, diyabetik hayvanlara
nakledilecektir. “Uluslararas1 Juvenil Diyabet Arastirma Vakfinin (JDRF)” otoimmun bir
hastalik olan tip I diyabetin radikal tedavisi i¢in belirledigi yontemlerden biri olan hiicre ve

kok hiicre esasli deneysel tedavi yontemlerine katki saglanmis olunacaktir.

Pankreas hasarlarinin hiicresel tedavisinin hiicre-tabakalandirma yontemiyle
basarilmasi durumunda, halen diinyada 50’ye yakin merkezde allojenik nakil amacl
kadavradan zaten basariyla izole edilmekte olan adaciklar ve onlardan izole edilen beta-
hiicreleri, ¢aligmamizda oldugu gibi fonksiyonel 3-B adacik dokular1 yapilarak ileride
subkutan/derialtt implantlar seklinde olduk¢a az invazif bir yontemle hastaya

nakledilebilecek duruma gelecektir. Ciinkii hali hazirda uygulanmakta olan nakil
2



yonteminde nakledilecek adacik sayisi yetersiz kalmaktadir. Eger hem 3-B’lu yap1 ile hem
de kok hiicreler ile bu implantlar desteklenirse istenilen sayiya ulasilabilinecektir. Bu
yontemle, gilinlimiizdeki adacik nakillerinde karsilasilan sorunlarin ¢oziimiine katki

saglanabilecegini diisiinmekteyiz.

2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kok Hiicreler

Farkl1 hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline ve kendisini yenileyebilme giicline sahip
hiicrelerdir. 1960’11 yillarda Kanada’li bilim adamlar1 Ernest A. McCulloch ve James E.

Till yaptiklar1 ¢galismayla insan kok hiicreleri alanindaki ¢aligmalara 6ncii olmuslardir.
Kok hiicrelerin 6zelliklert;

* Uzun siire boliinebilmeli ve kendini yenileyebilmelidir.

* Farklilasmamis olmalidir.

+ Ozellesmis hiicrelere doniisebilmelidir.

Boliinme ve farklilasma 6zelliklerine gore kok hiicreler, {i¢ gesittir:

o Totipotent
o Pluripotent

o Multipotent.

Kok hiicreleri, kendini yenileme o6zelligine sahip, 6zellesmis hiicrelere farklilasabilen,
viicut icinde veya laboratuvar ortaminda uygun sartlar saglandiginda birgok farkli hiicre
tipine doniisebilen farklilagmamis hiicrelerdir. Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran iki

temel 6zellik bulunmaktadir;

Boliiniip, ¢ogalabilme (proliferasyon) ve kendini yenileyebilme (rejenerasyon): Tekli
hiicrelerden elden edilen embriyonik kok hiicrelerinin  300-400 dongii boyunca
cogalabildikleri gosterilmistir. Sonugta meydana gelen hiicrelerin 6zellesmedigi ve bu
nedenle de bu hiicrelerin uzun dénemde kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir. Hiicrelerin boliinme kapasitelerini kromozomlarin u¢ kisminda bulunan ve *
telomer ““ denilen DNA zincirleri belirler. Telomerler ne kadar uzunsa hiicreler o kadar ¢cok
boliinebilirler. (Sudheer 2008). Telomerlerin uzun kalmasimi saglayan da “telomeraz

enzimi ” dir. Bir hiicrede telomeraz enzimi ne kadar aktif ise telomer uzunlugu da o kadar



korunabilir. Kok hiicreler ¢ok yogun telomeraz enzim aktivitesinden dolay1 ¢ok sayida

bolinebilirler.

Farklilasabilme: Insan ve memeli hayvanlardaki kok hiicreleri birden fazla hiicre tipine

farklilagabilirler. Bunlar;

A-Totipotent: Tam bir bireyi olusturabilecek kapasiteye sahip olan bu hiicreler, sinirsiz
farklilasma yetenegine sahiptir. Bu hiicreler embriyo, embriyo sonrast tiim doku ve
organlar ile embriyo dis1t membranlarin ve organlarin kaynagini olusturan kok hiicre tiirleri
olarak tanimlanmaktadir. Bu terim embriyonun 5. Giinline kadarki tiim blastomerler i¢in
gecerlidir (erken embriyonik donem). Dollenmis yumurta tek bir hiicre olmakla birlikte,
viicut sistemlerini meydana getirecek biitiin hiicreler bu tek hiicreden c¢ogalirlar. Bu
dollenmis yumurta hiicresine totipotent hiicre denir. Totiptent kelime anlami1 olarak her sey
olma potansiyeline sahip anlamina gelmektedir. Ddllenmeden birkag saat sonra bu
totipotent hiicre iki esit par¢aya boliiniir. Bu iki totipotent hiicreden birisi alinip uterusa
implante edilirse, canli gelisimi devam eder. Genetik olarak ayni olan tek yumurta ikizleri
de bu sekilde olusmaktadir. Iki totipotent hiicre bilinmeyen sebeplerle birbirinden ayrilip,

her ikisi tek basina gelisebilmektedir. (Sudheer 2008).

B-Pluripotent: Embriyonik gelisimde ii¢ germ tabakasindan koken alan ve yaklasik 200
cesit hiicreye doniisebilen hiicrelerdir. Pluripotent hiicreler, organizmada bir¢ok dokunun
olusmasina kaynaklik etmesine ragmen, yeni bir birey olusturamazlar. Dollenmenin 5.
giiniinden itibaren ve birka¢ hiicre boliinmesinden sonra totipotent hiicreler farklilagmaya
baslayarak blastosist denilen i¢i bos bir kiireye doniisiirler. Blastosistte iki tip hiicre vardir;
biri dig tabaka (ektoderm), digeri ise i¢ tabaka (endoderm) dir. Blastosistin dis
tabakasindan (throphoblast), yavrunun beslenmesi ve solunumunu saglayacak plasenta ve
koruyucu chorion kesesi gelisir. Blastosistin i¢ hiicre tabakasindan (nodus embriyonalis)
g6z, kalp, beyin, kaslar, kemikler vs gibi doku ve organlar gelisir. Ancak; bunun i¢in
endoderm ve ektodermin bir arada ¢alismasi gerekir. Tek basina endodermden higbir canli
gelisemez. Blastosistin i¢ tabakasindaki hiicre kiimesi pluripotent’dir. Buradaki hiicreler
cesitli doku ve hiicre tiplerine doniisebilirler. Pluripotent hiicreler totipotent olmadigindan
plasenta olusamaz ve dolayist ile de canli gelisimi olmaz. Blastosistin i¢ hiicre
tabakasindan kokenalan pluripotent kok hiicrelerine embriyonik kok hiicreleri (embriyonic
stem cell) de denilmektedir . (Sudheer 2008).



C-Multipotent: Pluripotent hiicrelerden daha sinirli sayida hiicre tipine doniisebilen ve tek
bir yonde farklilagsmak iizere programlanmis hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreleri (Eriskin
kok hiicreler), biraz daha 6zellesmis olan multipotent kok hiicrelerine doniisiirler. Kademe
kademe farklilasmalar gegiren pluripotent hiicreler, daha 6zel hiicreler haline gelirler.
Ornegin; kan hiicrelerini olusturacak kok hiicreleri; oksijen tasiyarak solunumda gerekli
olan alyuvarlar, hastalik etkenleri ile savasan akyuvarlar ve pihtilasmay1 saglayan
trombositler gibi birbirinden farkli 6zelliklere sahip ii¢ ana grupta farklilasirlar. Deri kok
hiicreleri ¢esitli tipteki deri hiicrelerini, kas kok hiicreleri de farkli tipteki kas dokularini
meydana getirirler. Iste, bu ozelliklere sahip kok hiicrelerine multipotent kdk hiicreler
denir. Sonugcta bir tek dollenmis yumurtadan milyarlarca farkli hiicre olusur. Pluripotent
kok hiicreleri erken gelisim doneminde bulunur. Buna karsin multipotent kok hiicreleri
cocuklarda ve yetiskinlerde bulunabilmektedir. Ornegin insanin kemik iliginde bulunan
kan kok hiicreleri hayati éneme sahiptir. Omiir boyu bu kék hiicreleri gesitli tipteki kan

hiicrelerine doniiserek hayatin devamliligini saglarlar.(Sags6z,2008)
Kok Hiicreleri:

-Embriyonik kok hiicreler
-Embriyonik olmayan kok hiicreleri
Eriskin Kok Hiicreleri
A.Hematopoetik Kok Hiicreler
1.Kemik Iligi K&k Hiicreler
2.Periferik Kan Kok Hiicreleri
3.Kordon Kani kok Hiicreler
B.Stromal Kok Hiicreleri
C.Organlardaki Kok Hiicreler
1.Fotiis Kok Hiicreleri

2.Kadavra Kok Hiicreleri

2.2. KoKk hiicre cesitleri

2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonik kok hiicreleri: Erken donemdeki memeli embriyosundaki kok hiicrelerden elde
edilmektedirler. Bu hiicreler in vitro ortamda smirsiz ve farklilagmadan ¢ogalma
kapasitesine sahiptir ve pluripotenttirler. Embriyonik kok hiicrelerin viicuttaki tiim

dokulara kaynaklik edebilecegi sadece farelerde tam olarak gosterilebilmistir.(Sell,2004)
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Sekil 2. 1.Embriyonik kok hiicrelerin in-vitro farklilasmalari

Birgok calismada insan embriyonik kok hiicrelerinin in vitro ortamda farklilastiklar
gosterilmistir. Insan embriyonik kok hiicrelerinin, embriyonik doku gelisimindeki ii¢ farkli
tabakaya ait hiicrelere kaynaklik ettigi bildirilmis ve embriyonik cisimler ad1 verilen hiicre
topluluklarimi meydana getirdikleri goézlenmistir. Kaufman ve ark.’nin yaptig1 bir
calismada embriyonik kok hiicrelerinin hematopoetik onciil hiicrelere farklilasabilecegi

gosterilmistir.(Kaufman 2001)

Embriyonik kok hiicre serileri, siirekli cogalabildikleri ve pluripotent Ozellikte
olduklarindan viicuttaki herhangi bir hiicre tipi ic¢in yenilenebilir bir kaynak
olusturmaktadirlar. Briistle ve ark. embriyonik kok hiicre kaynakli ndral onciil hiicreleri,
fetal siganin ventrikiillerine implante etmislerdir. Bu ¢alismayla, tamamen in vitro ortamda
tiretilen sinir onciil hiicrelerinin hiicre gogiline ve farklilasmasina rehberlik eden g¢evresel
sinyallere cevap verebildigi ve merkezi sinir sistemindeki noronal ve gliyal hiicre serilerini
tekrardan yerine koyma potansiyeline sahip olduklarini gosterilmistir. Bu agidan
degerlendirildiginde embriyonik kok hiicre naklinin erigkin merkezi sinir sistemindeki
birincil ve ikincil demiyelinizasyon rahatsizliklarinin tedavisinde pratik bir yaklasim

olabilecegi ifade edilmistir. Embriyonik kok hiicreleri, diger viicut hiicrelerine kiyasla ¢ok



yiiksek bir ¢ekirdek-sitoplazma hacmine sahiptir ve belirgin bir proniikleus yapisi igerir.
Bu hiicreler, destek hiicreleri lizerindeki kiiltiirlerde {i¢ boyutlu koloni olustururlar.
Embriyonik kok hiicrelerin bir diger 6nemli &zelligi de, kanser hiicrelerine benzer
boliinebilme 6zelligine sahip olmalaridir ancak bu hiicrelerden farkli olarak normal bir
karyotip yapisina sahiptirler. Embriyonik kok hiicreleri, ileri molekiiler tanimlama
teknikleri kullanilarak gosterilebilirler. Immiinolojik olarak tanimlanabilmeleri erken
donemde ekspresyon gosteren isaretleyiciler (SSEA-1, 3, 4, TRA-1-60 ve 81 vb) veya gen
tirtinlerinin yardimiyla (OCT-4, Alkalin Fosfataz vb.) yapilabilmektedir .(Sell,2004).

2.2.2.Embriyonik olmayan kok hiicreler:

2.2.2.1.Eriskin kok hiicreler (dokuya 6zgiin kok hiicre, postnatal kok hiicre): Arastiricilar
heniiz erigkin kok hiicrelerinin embriyonik kok hiicrelerinde oldugu gibi her ¢esit dokuya
kaynaklik edebilecegi konusunda goriis birligine varmis degildirler. Erigkin bir kok
hiicreleri, bir doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan farklilagsmamis
hiicredir. Bu hiicreler kendilerini yenileyebilir ve i¢inde bulundugu doku veya organin
Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilir. Somatik kok hiicre de denilen erigskin kok
hiicrelerinin esas gorevleri, bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliliginm

saglamaktir.

2.2.2.1.1.Hematopoetik kok hiicreleri; Bu hiicrelerin kaynagini kemiklerin merkezinde
yerlesmis olan kemikiligi olusturur. Kemikiligi, hematopoetik, endotelyal ve mezenkimal
kok hiicrelerini de kapsayan farkli tipteki kok hiicrelerini igerir. Hematopoetik kok
hiicreleri kani, endotelyal kok hiicreleri vaskiiler sistemi (arterler ve venler) ve mezenkimal
kok hiicreleri kemik, kikirdak, kas, yag ve fibroblastlar1 olusturmaktadir. Kemik iligi ve
kanda bulunan kok hiicrelerinin, kan hiicreleri disinda kas, sinir, kemik, karaciger ve damar
hiicrelerine de doniisebildigi gosterilmistir. Bu Kemikiligi stromal hiicrelerine mezenkimal
kok hiicre de denir. Bu hiicrelerin, in vitro ortamda kemik, kikirdak, adiposit, miyosit ve
kardiyomiyositlere farklilastiklart gdsterilmistir. Kemik iligi stromal hiicrelerinin,
miyojenik farklilasma ve eriskin organize kontraktil protein olusturdugu ve alici
kardiyomiyositler ile gap junctionlar araciligi ile iliski kurdugu gosterilmistir . Kemikiligi
stromal hiicrelerinin miyositler disinda endotel ve diiz kas hiicrelerine de farklilastigi

bildirilmistir . (Brustle ,1997).

2.2.2.1.2.Mezenkimal Kok Hiicreler; Mezenkimal kok hiicreler (MKH), eriskin kok

hiicre tipidir. Stromal kokenli olmalar1 nedeniyle genel anlamda “destek hiicresi” 6zelligi



tasimalari, MKH’lerin tibbin birgok alaninda kullanim potansiyelinin  temelini
olusturmaktadir. Bir¢ok dokudan elde edilebilen, sayica ¢ogaltilmaya elverisli, dayanikli

hiicrelerdir.

MKH’ler bag dokunun ana hiicreleridir. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon,
ligament gibi hiicrelere farklilasabilir. Bunun yani sira tiim dokularda destek hiicreleri olan
stromal hiicrelerinde kokenini teskil etmektedirler. Bu hiicreler ilk kez Fridenstein
tarafindan tanimlanmiglardir. Fridenstein, FCS (fotal buzagi serumu) kullanilarak yapilan
kemik 1iligi kiiltiirlerinde adezyon yetene8i gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hiicrelerine
farklilagsma yetenegine sahip olduklarini gostermistir. Yillar sonra yapilan ¢aligmalarda bu
hiicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan multipotent kok hiicreler oldugu, her ii¢ germ
yapragindan koken alan hiicrelere farklilasma yetenegi bulundugu ortaya konmustur
Onceleri, CFU-F (Colonyformingunitfibroblast) ve “Kemik iligi stromalfibroblast”lar1
denilen bu hiicreler daha sonra mezenkimal kok/ stromal hiicre olarak
tanimlanmislardir.CD73, CD54 (ICAM-1), CD105, CD39, CD49e (a5-integrin) gibi
belirtegleri ifade ederler. MKH’ler hematopoetik hiicrelerin en O6nemli belirteci olan

CD34+ ve CD45’1 tasimazlar. Ek olarak MKH’ler HLA class-1’leri de tasirlar.

Mezenkimal kok hiicrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalar igin en ¢ok ilgi
¢eken Ozelligi, uygun mikro c¢evre kosullarinda basta bag doku olmak iizere ¢ok ¢esitli
hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyelidir. Caplan ve arkadaslarinin ardindan ¢esitli
aragtirmacilar in vitro kosullarda uygun uyaranlarlaosteojenik, adipojenik, kondrojenik,
miyojenik  farklilagma kapasitelerini  ve hematopoetikstroma olusturabildiklerini
gostermistir. Ilerleyen zamanda MKH’lerden pankreas beta hiicreleri, hepatosit, endotel ve
epiteloid hiicrelere doniisim oldugu gosterilmistir. Farklilagmanin  transkripsiyon

faktorlerini de iceren bir genetik kontrol mekanizmasi oldugu da gosterilmistir.
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Sekil 2.2:Mezengenezis.(Karadz ve Oval1,2004)

Yetiskin kok hiicrelerin yeni hiicre tedavilerinin gelistirilmesi konusunda gelecekte
umut verici Ozelliklerinin olmas1 dolayisiyla,mezenimal kok hiicre  sahasindaki
arastirmacilar, bu hiicrelerin tedavi amagh olarak kullanilmasinin 6niinii agagak olan genis

yelpazedeki arastirmalarin pesinden kosmuslardir.
Mezenkimal kok hiicrenin bir ¢ok alanda klinik kullanim potansiyeli mevcuttur.

kemik dokularinin tamiri,
osteoporoz,

kikirdak dokusu tamiri,
dejeneratif noron hastaliklari,
kardiyak rejenerasyon,

kemik iligi transpalantasyonlari,
konjenital genetik hastaliklar

bu alanlarin baglicalaridir.(Karadz ve Oval1,2004)



2.2.2.2.Fotal kok hiicreler: 1998 yilinda Gearhart ve ark.'nin ¢alismalar1 sonucunda, 5-9
haftalik fetusun gonadal kivrim ve mezenter bolgesindeki primordiyal germ hiicrelerinin
kiiltiirlerinden elde edilmistir. Fetustan elde edilen kok hiicrelerin arastirma veya tedavide
kullanim1 uygun doku gruplarina ait fetus kaynaklarmin olusturulmasi gibi etik acidan
ciddi sorunlar dogurabilir. Ancak, kendiliginden diisiik yapmis kisilerde bu hiicreler
bagislanarak arastirma ve tedavi amaciyla kullanilabilir. Gerekli fetus kaynaginin az
olmasi nedeniyle fetus kaynakli germ hiicreleri arastirmalar1 eski hizin1 kaybetmistir.
Fetuslardan elde edilen kok hiicreler oldukca sinirlidir (ndyral kok hiicreleri, hematopoetik
kok hiicreler ve pankreas Onciil hiicreleri) . Giiniimiizde ¢esitli kalitsal hastaliklar fetal

karaciger kaynakli kok hiicre nakilleri ile tedavi edilmektedir .

2.2.2.3.Kadavra kok hiicreleri: Arastiricilar bu tip hiicrelerden elde edilen yeni hiicrelerin
¢ogalma hizlarinin 6len kisilerin yasiyla ters orantili oldugunu bildirmektedir.(Sell,2004)
Kok hiicrelerinde boliinme sekilleri Kok hiicreler, farklilasmis hiicreler olugturmak igin iki

¢esit boliinme yaparlar.
1) Asimetrik boliinme (invariyant ya da degismez boliinme);
2) Simetrik bdliinme (diizenleyici boliinme)

Asimetrik bolinmede kok hiicre ikiye boliinerek bir kok hiicre ve bir de ilerde
farklilasacak olan progenitor hiicre (PH) olusturur. Bu bdliinmeye bu nedenle simetrik
olmayan bdliinme denir. Ciinkii simetrik boliinmenin Kok hiicre — Kok hiicre + Kok hiicre
seklinde olmas1 gerekir. Asimetrik bdliinmede Kok hiicre — Kok hiicre + Progenitor hiicre
seklinde gerceklesir. Progenitdr hiicreler ileride boéliinerek farklilasmis hiicrelere
dontigebilirler. Tek hiicreli canlilarda ve omurgasizlarda, Ornegin Drosophila

yumurtaliklarinda, asimetrik boliinme 6rnekleri goriilmiistiir.(Sags6z,2008)

Simetrik boliinmede ise, Kok hiicre — Kok hiicre + Kok hiicre ya da Kok hiicre —
Progenitdr hiicre + Progenitor hiicre olacak sekilde boliiniir. Kok hiicre + Kok hiicre mi,
Progenitor hiicre + Progenitér hiicre mi olacagini sans belirler; fakat uygun ortalama
alinirsa, boliinmeler sonucunda esit sayida kok hiicre ve progenitor hiicre olustugu goriiliir.
Buna ragmen bu ikinci tip boliinmelerin sonucunda dokuda kok hiicre ve progenitdr hiicre
sayilar esit degildir; buna “popiilasyon asimetrisi” denir. Ortalama olarak esit sayida kok
hiicre ve progenitor hiicre olugsmusken dokuda kok hiicre ve progenitor hiicre sayilarinin
farkli olusunun nedeni, doku gereksinimlerine gore kok hiicre ve progenitor hiicre boliinme

hizlarinin  degisebilmesidir. Genellikle dokularda progenitér hiicrelerin sayist kok
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hiicrelerden ¢ok daha fazladir. Memelilerin kendini yenileyebilen dokularinin ¢ogu ikinci
tip boliinme yapar ve popiilasyon asimetrisi gosterir. Cok farkli olsalar da, bu iki
boliinmede de geri kontrol (feedback) ve hiicrelerarasi etkilesim mekanizmalar1 s6z
konusudur. Hiicre populasyonlarmin simetrik olmayist ¢esitli fizyolojik gereksinimlere
yanit1 kolaylastirir; bir yaralanmadan sonra kan ya da epidermis hiicreleri gerektiginde,

daha c¢abuk olusturulabilir
2.3.TiP 1 DIYABET

Tip 1 diabetes mellitus (DM) ¢ocukluk yas grubunda sik goriilen T-hiicrelerinin
aracilik ettigi insiilin iiretiminde gorev alan pankreasin beta hiicrelerinin siiregelen
otoimmiin veya otoimmun dis1 nedenlerle haraplanmasi sonucu gelisen insiilopeni ve
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. (Sperling,2003).Duyarli
bireylerde T ve B hiicrelerinin aracilik ettigi immun sistemin anormal aktivasyonu sonucu
geliflen bir insulitis tablosudur. Hastalar, mutlak veya goreceli bir insiilin yetersizligi
oldugundan Omiir boyu insiilin hormonunu disardan (enjeksiyon yoluyla) almak
zorundandirlar. Bu nedenle Tip 1 diyabet, Insiiline Bagimli Diyabet (Insulin Dependent
Diabetes Mellitus=IDDM) olarak da isimlendirilmektedir.Klinik bulgular, immiinolojik
bozukluklarin ortaya ¢ikisindan aylar-yillar siiren bir prodromal dénemi takiben ortaya
cikmaktadir. Diabetes mellitus (DM), pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi
ve/veya dokularin insiiline cevabinin bozulmasiyla olusan, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasin1 etkileyen metabolik bir hastalik olup cesitli diiz kas yapilarinin
fonksiyonlarimin bozulmasi1 DM’nin kronik komplikasyonlar1 arasindadir. Diyabet hastalar1
mikro ve makro anjiyopati, ateroskleroz, konjestif kalp yetersizligi ve hipertansiyon dahil
olmak 1iizere kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina genellikle daha yatkindirlar.
Kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim oran1 diyabet hastalarinda genel popiilasyona gore ii¢
kez daha yiiksektir. DM’ nin farmakolojik yonden tedavisi hipoglisemik ilaglar ve insiilin
tizerine kurulmustur. Bu terapdtik ajanlarin yan etkilerinden dolay: glinlimiizde bitkisel ve
sentetik tedavi ydntemlerine biiyiik bir ilgi baslamistir .Ulkemizin cesitli bolgelerinde
diyabet tedavisi i¢in geleneksel bitki tedavilerine bagvuruldugu bilinmekte olup tibbi

bitkilerin hipoglisemik etkileri izerinde de bilimsel ¢aligmalar yapilmaktadir.

Genel olarak toplumdaki diyabet vakalarinin %10'unu tip 1 diyabet vakalari
olustumaktadir. Cocukluk ¢aginda tip 1 diyabet siklig1 iilkeler (bolgeler) arasinda farklilik
gostermekte ve her yil 15 yas altindaki 100.000 ¢ocuktan 1-42'sinde diyabet gelismektedir.

Tip 1 diyabet genel olarak kuzey {ilkelerinde daha sik goriilmektedir. Otoimmunitenin
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varligma gore tip 1a ve tip 1b olarak ikiye ayrilmaktadir. Immiin kékenli Tip 1a, diyabetli
olgularln %90’nim1 olusturur iken yine cocukluk yas grubunda goriilen otoimmun

belirleyicileri negatif olan Tip 1b ise %10’luk kismin olusturmaktadir.(Abac1,2007)
2.3.1.Epidemiyoloji

Son 20 yildaki epidemiyolojik ¢alismalar, tip 1 DM goriilme insidensinde ve
prevalansinda belirgin dramatik degisikliklerin ve diinya iilkeleri arasinda belirgin
farkliliklarin oldugunu gosve diinya {ilkeleri arasinda belirgin farkliliklarin oldugunu
gosme yasinin da giderek 5 yas altina indigi bildirilmektedir.Bes yas civarindaki genel
prevalansin  1/1430 oldugu saptanirken 16 yasindaki prevalansin 1/360 oldugu
saptanmistirAmerika’da, tip 1 DM prevelansinin 1.7-2.5/1000 iken insidensinin 15-
17/100000 arasinda oldugu rapor edilmistir. .(Abac1,2007)

Avrupa Diyabet Calisma Grubu’'nun (EUROD<AB) 1989-94yilinda yaptigr 44
Avrupa ve Israil iilkesinin katildig1 cok merkezli insidens galismasinda 15 yas ve altinda
goriilme insidensi 3.2/100000 olarak saptanmistir. Cin’de ve Venazuella’da insidensi
0.1/100000 iken Sardinia’da 36.8/100000, Finlandiya’da ise 40/100000 olarak
saptanmustir. Isvicre, Norveg, Portekiz, Ingiltere, Kanada ve Yeni Zelanda’daki
insidensinin >20/100000 oldugu bildirilmektedir. Goriilme insidensinin 10—14 yas arasi
daha yiiksekoldugu bildirilmektedir. Tiirkiye’de 1996°’da 19 bolgeyi kapsayan c¢ok
merkezli bir calismada 0—15 yas arasi diyabet insdensi 2.52/100000 olarak bulunmustur

Diinyada, tip 1 DM’ nin ¢ocukluk yas grubundaki artis insidensi %2.4 olarak
bildirilmektedir . Tip 1 DM’nin 5 yas altinda goriilme insidensinin artig1 ve bu artisin 0—4
yas arasinda %4.8-6.3 iken, 10-14 yas arasi %2.1-2.4 oldugu saptanmistir. Tip 1 DM
insidensi gerek topluluklar arasinda, gerekse ayni topluluk icinde genetik ve c¢evresel

faktorlerin etkisi nedeniyle bolgesel farkliliklar gostermektedir. .(Abac1,2007)
2.3.2.0toimmunite

Genetik ve cevresel faktorler, pankreasin adacik hiicreleri ne karsin otoimmiin
stirecin baslamasinda tetikleyicidirler. Otoimmun siire¢ ile birlikte pankreasin adacik
hiicrelerinde siiregelen ve yavas progresyonlu yikim ile birlikte insiilin sekresyonu
azalmaktadir. Ancak, hiicresel immun yamtin tip 1 DM gelisimindeki rolii halen
tartigmalidir. Pankreasta ki mevcut adacik hiicrelerinin  %80-90’nin  haraplanmast
durumunda diyabetin klinik bulgular1 ortaya ¢ykmaktadir . Kiigiik yas grubundaki diyabetik

hastalarda hiperglisemi semptomlari ortaya ¢iktktan sonraki ilk 3 yilda pankreatik beta
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hiicre yikimi tamamlanirken, daha biiyiik yas grubundaki bu siirecin 10 yi1lda tamamlandigi

One surilmektedir.

Otoimmun kaynakli tip 1 DM’de insiilin sekresyonudaki azalma iki mekanizma ile
olmaktadir. Bunlardan birincisi pankreasin beta hiicrelerinin haraplanmasi iken diger
mekanizma ise ortamdaki sitokinlerin pankreasin beta hiicrelerin den insiilin sekresyonunu

azaltmalar1 ile olmaktadir.

Tip 1 DM hastalarda otoimmun siire¢ dort fazda gercekleflmektedir; 1-¢cevresel
faktorlere maruziyet, 2- T hiicreler nin uyarilmasi, 3- T hiicrelerinin farklilasmasi, 4- beta

hiicrelerinin haraplanmasidir. .(Abac1,2007)

. CD8+ T Cell

CD4+ T Cell

e nodu
Antijen sunan
hiicre(APC) *
0 Beta hiicre

o Beta hiicre

antijeni “’

Pankreatik lenf

Invasive Insulitis

Pankreatik adacik

Sekil 2.3.Tip 1 diyabettte otoimmunite (Kulkarni Lab)

2.4.Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi” terimi ilk olarak 1987°de California Universitesi'nden (San
Diego) Dr. Y.C. Fung tarafindan NSF’nin (National Science Foundation) bir toplantisinda
dile getirilmistir. Bilimsel ¢evrelerin “doku miihendisligi” konusuna odaklanmasinda ise 2
makale ¢ok etkili olmustur. Bunlardan biri Nerem tarafindan 1991°de “hiicre
mithendisligi” konusunda digeri ise Langer ve Vacanti tarafindan 1993°te Science

dergisinde “doku miihendisligi” baslig1 altinda yayilanmistir.
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Doku miihendisligi i¢in degisik tanimlamalar yapilmaktadir. Ancak, en kabul goren
tanim su: Biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerini tek bagslarina veya birlikte
kullanarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi i¢in biyoloji, kimya ve
miihendislik ilkelerinin uygulanmasidir. Bu tanima gore doku miihendisligi i¢in 4 yaklasim
mevcut. Birinci yaklasim yeni dokunun olusumu igin yalnizca biyomalzeme kullanirken,
“hiicre nakli” olarak adlandirilan ikinci yaklasim yalnizca hiicreleri kullanarak tedaviyi
gerceklestirmeyi amagliyor. Hiicreler, canli dokulardan yalitilan hiicreler olabilecegi gibi,
genetik olarak islem gormiis hiicreler de (bu durum gen tedavisi olarak adlandirilir)
olabilir. Ugiincii yaklasim, biyomalzeme ile biyosinyal molekiillerini (yapisma ve biiyiime
faktorleri) kullaniyor. Dordiincli yaklasim (ki, bu iizerinde en ¢ok calisilan yaklasimdir)
biyomalzeme, hiicre ve biyo sinyal molekiillerinin iiglinii bir arada kullanarak doku

olusturmay1 hedefler.

Hiicre iiremesini yeni doku veya organlar1 olusturacak sekilde yonlendirmek ve
gerekli mekanik deste gi saglamak igin biyomalzemelerden 3-boyutlu doku iskeleleri
(tissue scaffold) tiretilir. Ayrica gercek doku mikrocevresindeki mekanik kuvvetlere benzer
etkilerin saglanabilmesi i¢in ¢esitli biyoreaktdrler kullanilir. Dolayisiyla doku miithendisligi
icin 4 temel bilesenin gerekli oldugunu sdyleyebiliriz: Doku iskelesi, islevsel hiicreler,

biyosinyal molekiiller ve dinamik kuvvetlerdir.

Sekil 2.4:Doku miihendisligi teknikleri ile hiicrelerin iiretilip yap1 iskelelerine(scaffold)
ekilmesi.
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2.4.1.Hiicre Tabaka(Cell Sheet) Miihendisligi

Viicudumuzdaki hasarlt ya da kayip organ ve dokularin onarimi ya da yeniden
yapilandirilmasini hedefleyen doku miihendisligi, heyecan verici yaklasimlariyla yakin bir
gelecekte insanoglunun yasam kalitesinin artirilmasina damgasini vuracaga benziyor. Iste
bu yaklasimlarin en sonuncusu, sicakliga duyarl doku kiiltiir kaplarinda hiicreleri tabaka
halinde iiretmek ve bu tabakalari uygun diizende birlestirerek doku olusumunu
gerceklestirmektir. Mesane, kalp dokusu, dis ¢cevre dokusu ve goz yiizeyleri gibi yumusak

doku ve organlar, hiicre tabakalarinin basarili uygulama alanlaridir.(Okano,2004)

Doku miihendisliginde c¢esitli yaklagimlar vardir. Doku hasarinin kii¢iik oldugu
durumda, hastanin kendisinden ya da uygun bir vericiden izole edilen saglikli hiicreler,
hasarli bolgeye dogrudan veya kapsiiller icerisinde enjekte edilerek doku onarmmi
saglanmaktadir. Kii¢lik hasar durumundaki diger bir yaklasimsa, doku olusumunu
tetikleyen maddelerin, 6rnegin biiylime ve farklilastirma faktorlerinin hasarli bdlgeye
gonderilmesidir. Ancak, bu yaklagimlarin her ikisi de ciddi kayip veya hasar durumlarinda
¢Oziim olmaktan uzak kalmaktadir. Bu durumda, doku miihendisliginin ii¢lincli ve en
carpict yaklasimi ortaya c¢ikmaktadir. Saglikl hiicreler, gercek doku mikrogevresini taklit
eden {ig-boyutlu (3-B) bir yapi iskelesi {izerine yerlestirilmektedir (Okano 2012).Yap1
iskelesi, cogunlukla biyobozunur yapida bir polimerden {tiretilmektedir ve doku hasarina
uygun fiziksel ve geometrik bicimde, bilgisayar teknolojisine dayali tekniklerle
sekillendirilmektedir  (Okano,2009). Ayrica, hiicre {iremesi ve fonksiyonlarini
gerceklestirebilmesi i¢in, uygun faktorlerle zenginlestirilmektedir. Hiicreler, yap1 iskelesi
tizerinde tireyip doku olusumunu gerceklestirirken, yapr iskelesi de parcalanip yok

olmaktadir.

Doku olusumunda en son yaklasim, hiicreleri tek tek kullanmak yerine, in vivo
ortamdakini taklit etmek amaciyla, “hiicre tabakalarim™ kullanarak doku olusturmaktir.
Bilindigi gibi, viicudumuzdaki organlarin timii erken embriyonik donemdeki li¢ farkli
hiicre tabakasinin gelisimiyle olusmustur: endoderm, mezoderm ve ektoderm. Organ
olusumunda bu {i¢ tabaka birbiriyle etkilesim halindedir. Ilk olarak, Tokyo Kadimlar Tip
Universitesi’nden Okano ve grubu tarafindan 2004 yilinda 6ne siiriilen “hiicre tabaka
miihendisligi’nin temeli de, yukaridaki bu kuramsal bilgiye dayanmaktadir (Matsuda-
2007). Doku hiicrelerinin bir malzemeyle etkilesiminde iic durum sézkonusudur.
Bunlardan ilki, hiicrelerin ylizeyle etkilesmedigi, bodylece hiicre yapigmasinin ve

tiremesinin gergeklesmedigi durumdur. Boyle malzemeler doku tiretiminde kullanilamaz.
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Ikincisi, malzemeyle hiicreler arasinda fizikokimyasal etkilesimlerin oldugu ve bunun
sonucunda da “geri doniistimlii hiicre yapismasinin (pasif yapisma)” gerceklestigi
durumdur. Son tiir etkilesimse “aktif hiicre yapigsmasi”dir. Pasif yapisma sonrasinda
gerceklesen bu olayda, hiicreler malzeme ylizeyine yapisir, yayilir ve iirerler (Yang,2007).
Bu yiizeylerden hiicreleri koparmak igin, tripsin ve dispaz gibi protein zincirlerini kiran
(proteolitik) enzimler kullanmak gerekir. Bu enzimler, hiicre adezyon/yapisma
molekiillerini ve hiicreler arasindaki matriksi (ekstraselliiler matriks:ESM) hiicrelerden
ayirirlar. Sonug olarak, bu islem sonrasinda tek tek hiicreler elde edilir. Tabaka halinde
hiicre iiretebilmek igin ise aragtirmacilar proteolitik enzimleri kullanmadan hiicreleri
malzeme yiizeyinden kaldirabilecek yontemleri aramiglar ve sicaklik-duyarli polimerlerin

ozelliklerini bu yonde kullanmanin miimkiin olabilecegini gostermislerdir.

Biyolojik ortamda pargalanip yok olan “biyo- bozunur polimerler” birinci nesil
doku miihendisligi i¢in anahtar rol oynarken, ikinci nesil doku miihendisligi igin,
hiicrelerin tabaka halinde iiretimini saglayan ‘“sicaklik-duyarli polimerler” anahtar rol
oynamaktadir. Arastirma sonuglarna gore, sicaklik-duyarli polimerler arasinda en ¢ok
poli(N-izopropil akrilamid) tercih edilmistir (Yamato,2007). Poli (N-izopropil akrilamid),
en diisik kritik c¢oziinme sicakligi (LCST) olan 32°C’nin iizerindeki sicakliklarda,
yapisindaki suyu kaybederek biiziisiir. 32°C’nin altindaki sicakliklardaysa yapisina tekrar
su alarak sisme Ozelligi gosterir. “Biyonano yiizey teknolojisi” kullanilarak, organik
malzemelerin yiizeyine elektron bombardimaniyla herhangi bir polimeri kaplamak
miimkiindiir. Bu teknolojiyle polimer, nanometre kalinliginda ve piiriizsiiz bir sekilde
plastik malzemeler iizerine kaplanabilir. Okano ve grubu ¢aligsmalarinda, bu teknolojiyi
kullanarak, polistiren doku kiiltiir kaplarinin yiizeyini poli(N-izopropilakrilamid) ile
kaplamislardir. 20 nanometre kalinliktaki bu polimer tabakasi, ortam sicakligininda
degistirilmesiyle hiicrelerin kap yiizeyine yapismasina ve yiizeyden kopmasina izin
vermistir. 37°C’de, yani pek c¢ok hiicrenin iireyebildigi sicaklikta, kiiltiir kabimin yiizeyi
hidrofobiktir; yani su molekiillerini iter. Bu sicaklikta hiicreler ylizeye yapisir, yayilir ve
cogalirlar. Hiicre iiremesi tamamlandiinda, yani kap ylizeyinin tamami hiicrelerle
kaplandiginda, sicaklik 32°C’nin altina distiriiliir ve yiizey hidrofilik (suyu seven) hale
gelir. Boylelikle, sisen yiizey lizerinden herhangi bir enzime gerek duyulmadan hiicreler
kaldirilabilmektedir. Hiicre-hiicre baglantilart ve hiicreler arast1 matriks (ECM)
bozulmadig1 icin, hiicreler tabaka halinde elde edilebilir. Canli olan bu hiicre tabakasi,
diger bir kiiltiir kabina ya da viicut igerisindeki doku yiizeyine aktarilabilir. Ayrica, hiicre
tabakalar1 birbiri iizerine yerlestirilerek 3-B yap1 halinde de elde edilebilirler. Bu yontem,
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farkli hiicre tabakalarini birlestirerek yeni bir organ olusturmaya izin veren su andaki tek

yontemdir(Yamato,2004-Okano,2010).

Sicakligin 37 C den 20
C ye diigtirilmesi

——-

Hiicre tabakalarinin bir araya
getirilerek 3 boyutlu doku
olusturulmasi

[T T Hidrofobik PIPAAM

F¥7 Hidrofilik  PIPAAm

s Ekstraselliiler Matriks ECM

Sekil 2.5.S1caklik duyarl: kiiltiir kaplari(PIPAAm) ile hiicrelerin tabaka halinde elde
edilmesi.(Yamato ve Okano,2004)

Sekil 2.6.Hiicrelerin sicaklik degisimi ile enzim kullanmadan tabaka olarak kaldirilmasi.
(‘YYamato ve Okano,2004)

2.4.1.1.Poly(N-isopropylacrylamide) Kiiltiir Kaplar:

Poly(N-Isopropylacrylamide) (PIPAAm) polimeri tipki kloroform,aseton,metanol
ve alkol gibi organik sivi bir ¢oziiciidiir. 20 nanometre kalinliktaki bu polimer tabakasi,
ortam sicakligininda degistirilmesiyle hiicrelerin kap yiizeyine yapismasina ve yiizeyden
kopmasina izin vermistir. 37°C’de, yani pek c¢ok hiicrenin iireyebildigi sicaklikta, kiiltiir
kabiin yiizeyi hidrofobiktir; yani su molekiillerini iter. Bu sicaklikta hiicreler yilizeye
yapisir, yayilir ve ¢ogalirlar. Hiicre tiremesi tamamlandiginda, yani kap yiizeyinin tamami

hiicrelerle kaplandiginda, sicaklik 32°C’nin altina disiiriilir ve yilizey hidrofilik (suyu
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seven) hale gelir. Boylelikle, sisen yiizey lizerinden herhangi bir enzime gerek duyulmadan
hiicreler kaldirilabilmektedir Doku miihendisligi hasarli doku ve organlarin tedavisinde
onemli bir rol oynamaktadir.Nakil sonrasi enflamasyonun Onlenmesi ve yiiksek hiicre
yogunlugunun saglanmasinda hala yeni yontemlere ihtiyag duyulmaktadir.Poly(N-
Isopropylacrylamide) ile kaplanan kiiltiir kabi1 yiizeyleri hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi

icin kolay ve basaril1 bir yontem olmustur.(Kikuchi ve Okano,2004)

a)

—(-CHz-CI:H o

C=
I

LCST: 32°C

Sekil2.7. Poly(N-isopropylacrylamide)(PIPAAm) kiiltiir kaplarinin ¢calisma mekanizmas.

(Kikuchi ve Okano,2004)
2.4.1.2.Hiicre Tabakalar1 ile Uretilmis Dokularin Kullamldigi in vivo Hayvan

Modelleri ve Klinik Uygulamalar

Sicaklik-duyarl kiiltiir kaplarindan kaldirilan epidermal hiicre tabakalari, bu
konudaki ilk klinik uygulamadir. Sicaklik-duyarli kiiltiir kaplarinda hazirlanan insan
epidermal hiicre tabakalar1 daha az kirilgan olup, dispaz enzimiyle ylizeyden kaldirilan
benzeri hiicre tabakalarma gore, yaralara ¢ok daha i1yl yapisma Ozelligi gostermis

durumdadir.
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Kornea epitel hiicre tabakalarinin in vitro iiretimi

Hiicre tabakalari, g6z yiizeyinin yeniden yapilanmasinda da kullanilmaktadir.
Kornea’daki (saydam tabaka) epitel kok hiicreleri, kornea ve konjiiktiva (goz zar)
arasindaki sinirda, yani limbus’ta yerlesmis durumdadir. Alkali yaniklarn gibi goz
travmalar1 ve Stevens-Johnson sendromu gibi agrili goz hastaliklari, limbus’ta kok hiicre
eksikligi nedeniyle kornea’da opaklagsmaya ve goriintii kaybina neden olur. Bu durumda
kornea nakli gerekmektedir. Ancak, verici bulmak onemli bir sorundur. Doku
miihendisliginin tirettigi ¢oziim ise, limbus kok hiicrelerini izole etmek ve sicaklik-duyarl
kiltir kaplarinda, 37°C’de ¢ogaltmaktir. Bdylece olusan kornea epitel hiicre tabakalari,
sicaklik 20°C’ye diisiiriildiiglinde kap yiizeyinden kolaylikla ayrilmaktadir. Bu tabakalar
seffaf ve dikis gerekmeksizin korneaya kolaylikla yapigsmaktadir. Tek bir hasta i¢in 2x2
mm boyutlarinda doku pargasi yeterli olmakta ve tiim vakalarda kornea tabakasinin
naklinden sonra, goriislin anlamli bir bi¢imde berraklastig1 goriilmiistiir. Tek bir vericinin
gbziinden alinan kok hiicreleriyle hazirlanan hiicre tabakalarinin 20°den fazla hasta icin
yeterli olabilecegi sonucuna varilmistir. Arastirmacilar halen kornea endotel hiicre
tabakalar1 ve retina (ag tabaka) pigmentli epitel hiicre tabakalarinin, hayvanlara nakli
tizerinde calismaktadir. Basar1 saglandig: taktirde, optik seffalik agisindan sorun yaratan
biyobozunur polimer iskeletlerin, goz dokusu yapilanmasinda kullaniomma gerek

kalmayacakdir.(Yamato,2002-Okano 2004)

Limbal kok hicre

S—

Sicakhik-d \ﬁc' .

icakhik-duyarh -
s Y7c

S
Komeal epitel
hicre tabakas:

Komea epitel hiicre tabaka nakhi

Sekil:2.8.Kornea epitel hiicresinden PIPAAm kiitliir kabi ile korneal epitel hiicre tabakasi
eldesi (Nishida,2004)
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Periodontal ligamentin yeniden yapilandirilmasi

“Periodontal ligament”; disi dis yuvasina tespit eden kollajen liflerden olusmus bag
dokusudur. Genis anlamda disi saran ve ona destek saglayan ¢evre doku ve olusumlarin
tiimi, “periodontium” olarak adlandirilmaktadir. Dig ¢evresindeki (periodontal) hastaliklar,
eskiden beri bilinen yaygin hastaliklardir. Bunlar periodontium’un iltihaplanmasi, nefesin
pis kokmasi ve dis kayiplar1 gibi ac1 verici sikayetlere neden olmaktadir. Geleneksel tedavi
yontemleriyse, dis ¢evresindeki dokunun yeniden yapilandirilmasi i¢in yetersiz kaliyor.
Hiicre tabaka miihendisligi, bu sorunlarin ¢oziimii i¢in dis eti ¢evresine uygulanmi s
bulunuyor. Bu calisma i¢in sicaklik-duyarli kiiltiir kaplarinda insan periodontal ligament
hiicre tabakalar iiretilmis ve sicanlara nakledilmistir. Calismada bosluk igerisine yapigmis
fibriller ve dis kokiinii ¢evreleyen ince kemik tabakaya benzeyen hiicresel icerikli doku
benzeri periodontal ligament tanimlanmistir. Olusan fibrillerin dogal periodontal ligament
fibrillerin aynis1 oldugunu gormiislerdir. Ulasilan sonuglar, bu teknigin dis c¢evresinin

yapilandirilmasi nda yararli olabilecegini gostermektedir(Okano,2004)

Periodontal
ligament hiicreleri

Periodontal = AERIAN
v Hiicre tabaka ligament e AN

nakli

Ist duyarhi =~ \ |

petri i
|

.PDL olmayan PDL
—
.
" N

Sekil 2.9. Insandan izole edilen periodontal ligament hiicrelerinin 1s1 duyarl kiiltiir kabinda
37°C de cogaltildiktan sonra 20°C de inkiibasyonu sonrasi hiicre tabakasi olusturulup,
sican periodontal ligamenti hasarli bolgesine nakil yapilmasi. (Okano,2004)

"Yenilenmis ' Yenilenme

Periodontal ligament
hiicre tabakasi

Mesanenin in vitro uretimi

Tas olusmasi, bobreklerden idrar kanali (iiretra) dis deligine kadar uzanan idrar
yollarini i¢ine alan sistemin enfeksiyonu ve elektrolit dengesizligi gibi durumlar, mesane
icinde ciddi sorunlara neden olmatadir. Bununla ilgili bir ¢alismada ise mide-bagirsak

kanali mukozasindan alinmis bir parga kiiltiirde ¢ogaltilmis idrar yolu hiicre tabakalar
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kullanilarak yeni bir mesane olusturulmaya calisilmistir Bir kdpege uygulanan bu
yontemde, mide-bagirsak kanali mukozasindan alinan parganin igindeki tabaka (mukoza),
sicaklik-duyarlt kiiltiir kaplarinda {iretilen idrar yolu hiicre tabakalariyla yenilenmistir.
Caligmada, idrar yolu hiicreleri kiiltiirlenmis ve sicakligin azalmasiyla bu kaplardan
bozulmamis halde elde edilmistir. Bozulmamis saglam idrar yolu hiicre tabakalari, daha
sonra mukoza tabakasi ¢ikartilmis doku parcaciklari igerisine yerlestirilmistir. Bu hiicre
tabakalarinin, herhangi basgka bir isleme gerek duyulmadan, mukozasi alinmis dokulara
kendiliginden yapistiklart gézlemlenmistir. Daha sonra, kopege yeniden yerlestirilen yeni
mesane, li¢ hafta sonra incelendiginde dogal idrar yolu hiicreleriyle ayni epitel doku
hiicrelerinin olustugu goézlemlenmistir. Bu iirolojik ¢alismada, sicaklik-duyarli kiiltiir
kaplarindan elde edilen hiicre tabakalarinin, cerrahi olarak yeniden doku olusumu i¢in son

derece uygun olduklari sonucuna varilmistir. (Shiroyanagi,2003)

Mesane biyopsisi

A 4
A 4

\__ﬂ' ,‘

Gastrik fep ) l

-

Demukolizasyon

Hicre tabakasi

Sekil 2.10.Mesaneden alinan diiz kas hiicrelerinden hiicre tabakasi elde edilerek gastrik
flep lizerine yerlestirilmesi sonucu yeni bir mesane olusturulmasi. (Shiroyanagi,2003)

Kalp yamalarinin in vitro iiretimi

Iki boyutlu hiicre tabakasiyla yapilan g¢aligmalara ek olarak, {i¢ boyutlu hiicre
tabakalariin ele alindig1 kalp dokusu miihendisligi de basariyla uygulanmis durumdadir.
Zayiflamis kalbin onarilmasinda hiicre nakli, yakin zamanda ¢alisilan yontemlerden biridir.

Bu yonteme ek olarak, kalp kasi hiicre tabakalar1 biraraya getirilerek, {ic boyutlu yamalar
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elde edilmektedir. Kalp dokusu miihendisliginin, doku destek malzemesi olarak kullanilan
biyobozunur polimerle uygulamasi da bulunmaktadir. Bununla birlikte, doku iskelelerinin
biikiilmez ve hacimli ozellikleri, kalp kasi hiicrelerinin dinamik atimlarina engel
olmaktadir. Kalp kasi hiicre tabakalarinin biraraya getirilmesi sonucu olusan {i¢ boyutlu
kalp yamalarinin eszamanl olarak attig1 gézlemlenmistir.Hiicreler olusturulan bu 3-B kalp
yamalarinda boliinme ve fonksiyonlarii gergeklestirmistir Yeni dogan siganda kalp kasi
hiicresi tabakalari, sicakligin azaltilmasi sonucu sicaklik-duyarli kiiltiir kaplarindan elde
edilmis ve daha sonra bunlar kalp iizerine gomiilerek yama yapilmistir. Biraraya getirilen
dort kas hiicre tabakasinin da attigi, gozle goriilmiis bir sonuctur (Okano,2007-Imran
2005).

Sekil 2.11.Kalp yamalarinin hiicre tabaka teknolojisi ile elde edilmesi.(Yamato ve
Okano,2004)

Diyabette pankreatik dokunun in vitro iiretimi

Adacik transplantasyonunun uzun dmiirlii olmasi i¢in ¢esitli yontemler konusunda
caligmalar siirmektedir. Bunlar arasinda biyomiihendislik yaklagimlar1 da kullanilarak
adacik hiicre tabakalar1 olusturulup “fonksiyonel adacik sistemleri” insa edilmesi ve bu
sistemlerin ekstra hepatik alanlara transferi de yalnizca iki ¢alismada yer almaktadir.
Ormegin subrenal, subkutan ve abdominal bolge transferleri gibi. Bu 3-B hiicre

tabakalarinin, subkutan bolgede daha etkili bir sekilde varligini siirdiirdiigli yukarida da
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bahsettigimiz gibi ¢esitli ¢alismalarda rapor edilmistir. Bunun nedeni adacik hiicre/sistem
transplantasyonunun bu bolgede bulunan doku sistemlerinin karakteri nedeniyle minimal

invazif etki gostermesidir.

Diyabet, kandaki sekerin anormal sekilde yiiksek oldugu bir hastaliklar grubu
olarak tanimlanmaktadir. Giiniimlizde tiim diinyada yaklasik olarak 240 milyon insani
etkilemekle birlikte bu sayr artmaya devam etmektedir. Ulkemizde ise, 2.6 milyon
diyabetli ve 2.4 milyon diyabet aday1 olmak {izere toplam 5 milyon kisilik bir popiilasyonu
ilgilendiren bir saglik sorunudur(38). Otoimmiin bir hastalik olan tip 1 diyabet, pankreatik
langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin tahribati ile ortaya ¢ikmaktadir. Insulitis adi
da verilen otoimmiin hastaligin ilk asamasinda adaciklar dendritik hiicreler, makrofajlar, B
hiicreleri, CD4" ve CD8" T hiicreleri tarafindan istila edilirler. Sonugta, pankreasin insiilin
tireten hiicrelerinin kayb1 s6z konusu oldugu igin, insiilin yetersizligi nedeniyle glikoz
hiicrelere giremez ve kanda birikir. Tip I diyabetin kesin tedavisi i¢in, Uluslar arasi Juvenil
Diyabet Arastirma Vakfinin (JDRF) da belirttigi gibi iki dnemli husus vardir; bunlardan
birincisi, haraplanmis adacik hiicrelerinin yerine konmasi (replasmani) ve bu amagla
alternatif kaynaklarm bulunmasidir. Ikincisi ise, bu transplantasyon isleminden sonra
yasam boyunca immun sistemi baskilayan (immunosiipresif) ilaglar kullanilmaksizin
tedavinin saglanmasidir. Yani, kalict replasmanin saglanmasi gerekmektedir. Giiniimiize
kadar, B-hiicrelerinin yerine konmasin1 amacglayan {i¢ farkli strateji gelistirilmistir;
pankreas  transplantasyonu, adacik transplantasyonu  (allojenik  ve  kseno-
transplantasyonlar) ve hiicre esashi tedavi (hiicre replasmani ve adacik neogenezi).
Pankreas ve adacik nakilleri i¢in yeterince dondr bulunamamasi, bu alanda calisan
arastirmacilarin farkli kaynaklardan adacik hiicrelerinin {iretilmesine yonelik calismalara

lizerine yogunlagsmalarina neden olmustur (Shimizu et al,2009-Okano et al.2011).

Hiicre temelli terapilerde, Tip 1 diyabetin tedavisi i¢in pankreatik adaciklarin
kullanildig1 yeni yaklasimlar, ortaya ¢ikmistir. Halen adacik hiicrelerinin transplantasyonu
icin tercih edilen organ, karaciger olmaktadir. Tipl diabet mellitusun major klinik
tedavilerinden birisinde karacigerdeki portal vaskular sistem i¢ine adacik hiicrelerinin
transplantasyonu gerceklestirilmektedir. Ancak bu yaklasimin dondr sikintis1 nedeniyle
sinirli oldugundan yukarida da bahsetmistik. Ek olarak transplantasyondan sonra yeni
transfer edilen adacik hiicreleri, otoimmun ataklar ile yeniden hasar gérmektedir. Sonug
olarak alicilarin biiylik bir kismi, nakil sonrasi elde ettikleri insiilin-bagimsiz durumu

kaybedip tekrar insiilin-bagimli hale gelmektedir. Adaciklarin portal inflizyonunun,
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komplikasyonlarin sayisi ile iligkili oldugu iddia edilmektedir. Bu durum, kan aracili anti-
inflamatuar reaksiyonlar1 tamamlayic1 kaskad aktivasyonu ve lokosit infiltrasyonunu
kapsamaktadir. Sonugta bu immun iligkili problemler, graft basarisizlig1 ile sonuglanir ve
alicilarin  bliylik kismimi insiilin  bagimsiz durumdan tekrar insiilin bagimli hale

getirir(Okano et al.2004).

Adacik transplantasyonunun uzun Omiirlii olmasi i¢in ¢esitli yontemler konusunda
caligmalar siirmektedir. Bunlar arasinda biyomiihendislik yaklasimlari da kullanilarak
adacik hiicre tabakalar1 olusturulup “fonksiyonel adacik sistemleri” insa edilmesi ve bu
sistemlerin ekstra hepatik alanlara transferi de yer almaktadir. Ornegin subrenal, subkutan
ve abdominal bolge transferleri gibi. Bu 3-B hiicre tabakalarinin, subkutan bolgede daha
etkili bir sekilde varligini siirdiirdiigii yukarida da bahsettigimiz gibi ¢esitli ¢alismalarda
rapor edilmistir. Bunun nedeni adacik hiicre/sistem transplantasyonunun bu bdlgede

bulunan doku sistemlerinin karakteri nedeniyle minimal invazif etki gostermesidir.

Transplantasyon bolgesinin prevaskiilerize edilmesi yada hiicrelerin dis bolgelere
tutunmast i¢in tek tek hiicre transplantasyonu yerine sentetik polimer hiicre
iskelesi/scaffold kullanilmasi seklindeki yaklagimlar, transplantasyon sonrasi, adacik
hiicrelerinin subkutan bolgeye inflizyonunu saglar ve bu da hiicrelerin boliinme ve
fonksiyonlarini devam ettirebildigini/canliligini gostermektedir. Yap1 iskelesi ve hiicre
tabakas1 kullanilmadiginda, transplante edilen adacik hiicrelerinin engrafmaninin tam
olmamasma ve zayif kalmasina neden olur. Yapr iskelesi ve hiicre tabakasi
uygulamalarinin  adacik hiicrelerinin  engrafmanini ya da canliliini destekleyip
desteklemedigi ve klinikte kullanima uygun olup olmadigt konusu ile ilgili ¢alismalar

yogun bir sekilde devam etmektedir.

Bu sebeple cesitli laboratuarlarda gelistirilen yontemlerden birisi “hiicre tabaka/cell
sheet teknolojisidir. Bu teknoloji tek tek daginik halde bulunan hiicrelerin, ince, devamli ve
bitisik bir tek tabakali (monolayer) hale gelmelerini saglamaktadir. Hiicre tabakasi/cell
sheet halinde bulunan hiicreler, birbirleriyle iletisim yapabilirler ve transplantasyondan
sonra fizyolojik parametrelerdeki degisimleri hisseden ve fark edebilen basit ve temel bir
biyolojik sistem olarak hareket edebilirler. Hiicre tabakalari/cell sheet kullanilan doku
miihendisligi c¢aligmalarinda daha oOnce oral mukoza hiicreleri, karaciger hiicreleri,
kardiomiyositler ve son zamanlarda da adacik hiicreleri gibi kaynaklar kullanilmigtir. Bu
yeni hiicre tabaka/cell sheet 3 boyutlu dokularin olusturulmasina izin veren c¢ok tabakali

hiicre olusumunu sagladigi i¢in ayr1 ayr1 ve dagmik haldeki hiicre kiimelerine gore g¢ok
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daha avantajlidir. Bu da, hiicre tabakasi/cell sheet kullanildiginda terapotik yaklagimlarin

onemli 6zelligi olan canlilik ve fonksiyonelligin saglanabildigini géstermektedir.

Biz de calismamizda sigandan izole edeceg§imiz MKH ve pg-hiicrelerini invitro
sicaklik-duyarlt kaplar poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAm iizerinde kiiltiir ederek
olusturacagimiz 3-Boyutlu Beta Hiicre Dokusunu, diyabetik si¢anlarin subkutan bolgesine
transfer ederek “ekstra hepatik fonksiyonel bir adacik dokusu” insa etmeyi ve MKH
kullanimimin buna etkisini analiz etmeyi amaglamaktayiz. Bu sayede biyomiihendislik
yontemleri kullanarak olusturacagimiz bu 3-Boyutlu Beta Hiicre Tabakasinin, diyabetik
siganlarda normal glisemik indeksi saglayip saglamadigimi gostermeyi hedefledik. Ek
olarak yeni insa edilmis bir adacik dokusu olarak, subkutan dokuya engrafman yapma ve
devamli fonksiyon gosterebilme yeteneginde olup olmayacagini da saptamayi

diisiinmekteyiz.

Calismamizda ilk olarak in vitro ortamda beta hiicreleri ve mezenkimal kok
hiicreler, sicaklik-duyarl kiiltiir kaplarina ekilecektir. Bu kiiltiir kaplar1 sayesinde hem beta
hiicreleri hem de MKH’ler, bir tabaka halinde elde edilebilecektir. Hiicreleri tek tek elde
etmek yerine bizim calismamizda oldugu gibi tabaka halinde elde etmek, hem beta
hiicrelerine minimal invazif bir manipulasyon uygulanmasint hem de hiicreler arasi
baglantilarin ve hiicreleraras1 matriksin in vivoya en yakin sekilde korunmasini
saglayacaktir. Calismamizda bu Beta hiicre tabakalari, transplantasyon sirasinda iist iiste
yerlestirilerek 4 katli hiicre tabakasi elde edilecek ve bu sayede 3 boyutlu hale
getirilebilecektir. Ayni zamanda caligmamizda in vitro ortamda da ekstra hepatik
fonksiyonel bir 3-B’lu adacik dokusu elde etmis ve etkinligini STZ ile diyabet
olusturulmus ratlarda test etmis olacagiz. MKH’lerin, ileri diizeyde farklilagmis Beta
hiicreleri tizerindeki destekleyici etkisinden de faydalanmak amaciyla deneyimizde
olusturmay1 planladigimiz fonksiyonel 3-B’lu ekstra hepatik adacik dokusunu inga ederken
diger calismalardan farkli olarak Ki-MKH’lerden olusan bir tabaka daha ilave edip bunun
etkinligini de yalnizca Beta hiicresi transfer edilenlerle karsilastirarak ortaya koymay1

amaclamaktay1z.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Hayvanlar

Calismamizin bu boliimiinde pankreatik adacik dondrii ve transplante etti§imiz greftin

alicist olarak Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Biriminden (DETAB)

temin ettigimiz hayvanlarin transfer sonrasi biiyiime etkisini elemine etmek icin en az 8

haftalik, 200-260 gr agirliginda toplam 90 adet Wistar Albino cinsi,kemik iligi kaynakli

mezenkimal kok hiicre (KI-MKH) izolasyonu igin erkek, doku nakli igin ise 6 disi si¢an

kullanilmustir.

Deney plam

Calismada kullanilacak hayvanlar, Tablo 1°deki gibi 4 deney grubuna ayrilmaistir.

Gruplar

Diyabetik Hayvan modeli

Doku transferi

Grup INegatif Kontrol

(n=6)

Saglam

Sahte-operasyon kontrol: STZ-deney grubu ile ayni
kosullarda enjeksiyon yapildi ancak STZ yerine
subkutan olarak esit hacimde %0.9’luk serum
fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

Bu grup deney gruplarindaki Olgiimlerdeki
degisimlerin  enjeksiyondan  kaynaklanmadigini
gosterdi.)

Doku transferi yapilmadi

Grup 11 Pozitif Kontrol

STZ-indiiklenmis diyabetik

Doku transferi yapilmadi

Sahte-operasyon  kontrol:  Nakil
yapilan deney grubu ile ayni cerrahi
islem yapildi ancak doku nakli

yapilmadi.Dorsal ~ bdlgedeki  deri
(n=6) Subkutan olarak STZ enjeksiyonu yapildi. kaldirilip transfer ~ yapilmadan
kapatildi.Bu grup deney
gruplarindaki Olgtimlerdeki
degisimlerin cerrahi operasyondan
kaynaklanmadigini gosterdi.
Doku transferi yapild
Grup I STZ-indiiklenmis diyabetik
Matrigel i¢ine gomiilmiis
(n=6) Subkutan olarak STZ enjeksiyonu yapildi.
beta hiicresi
Doku transferi yapildi
Grup IV STZ-indiiklenmis diyabetik Matrigel igine gdmiilmiis
(n=6) Subkutan olarak STZ enjeksiyonu yapildi.

Beta hiicresi + Tasitict membrana
yiiklenmis Ki-MKH (tek tabakal).

Tablo 1. Deney ve kontrol gruplarinin diizenlenmesi
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3.2.81can Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (sKi-MKH’lerin)

izolasyonu, Kiiltiirii Ve Karakterizasyonu
3.2.1.sKi-MKH’lerin izolasyonu ve kiiltiire hazirlanmast:

Sican kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinin izolasyonu i¢in servikal dislokasyon
yontemiyle Oldiirilen sicanlarin femurlart uygun steril sartlarda c¢ikartildi. Femurun
etrafindaki yumusak dokular ¢ikartildiktan sonra hava akimli steril kabinde uygun kesiler
yapilarak kemik iligi igerikleri L-DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low
glucose) medyum igeren petri tabaklarinda toplandi. Toplanan kemik iligi igerikleri
santrifiij edildikten sonra iki kez daha yikama isleminden gegirildi ve sonra %10 FBS, %1
penisilin ve streptomisin i¢ceren L-DMEM’de T75 flasklarinda kiiltiire edildiler. (yaklasik
1.2 X 10°® hiicre). 72 saat sonra yiizen tiim hiicreler atildi ve yeni medyum ilavesi yapildi.
Haftada iki kez olmak {izere bu islem tekrarlandi ve flaskin tabani yaklasik %80 oraninda
hiicreler ile kaplaninca (konfluent) (ki yaklasik olarak 14-25. gilinler arasinda)
tripsinizasyon iglemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire edildiler ve bu ilk pasaj
(sub-kiiltiir) olarak degerlendirildi (Sekil 1). Bu islemler iigiincii pasaja kadar tekrarlandi

ve 3. pasajin sonunda elde edilen hiicrelerin karekterizasyon ¢alismasina baslandi.

Sekil 3.1. Sican Ki-MKH’lerin P0-4. giin (A), P0-5.giin (B), P2-4. giin (C) ve P3-4.
giindeki faz-kontrast mikroskopik goriiniimleri (Orijinal biiylitme, A-B:X40; C-D:X200).
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3.2.2.sKi-MKH’lerin Karakterizasyonu

Sican kemik iliginden elde edilen MKH’ler kiiltiir kabina yapisma ozellikleri
sayesinde izole edildi ve yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ¢aligsma siiresince zit faz
mikroskobu ile incelendi.immunofenotipik 6zelliklerin belirlenmesi icin akim sitometrik
analiz ve immiinsitokimyasal isaretleme (Immunhistokimyasal Isaretleme (IHK) ve
Immunfloresan Isaretleme (iF) calismalar1 gergeklestirildi. Gen ekspresyonlar1 RT-PCR ile
belirlendi. sKi-MKH’ler in vitro farklilasma kapasitelerinin belirlenmesi i¢in; adipojenik,

osteojenik, norojenik ve farklilasmaya alindu.
3.2.2.1.immunfenotipleme
3.2.2.1.1.Akim sitometrik Analiz

Analizler, her alt-kiiltiir islemi sonrasinda (P1’den P5’e kadar) ve FACS Calibur
akim sitometri cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler tripsinizasyon(enzimde
bekletme) islemi ile kaldirilip, hiicre sayimi yapilarak hiicre sayisi belirlendikten sonra
(yaklagik olarak 8x10° hiicre) PBS iginde homojenize edilip belirlenen hiicre yiizey
isaretleyicilerine 6zel fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge
monoklonal antikorlar (CD45, CD3,CD90, CD29, CD11b, CD44, CD71, CD106, CD73)
ve uygun izotip kontrollerinden 10 ul eklenerek inkiibe edildi (oda 1sisinda-karanlikta-45
dak.). Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenerek
santrifiij edilerek (5dk. 1780rpm) 400ul hiicre yikama soliisyonu ile resilispanse edildi.
Hazirlanan hiicre stispansiyonu FACS Calibur akim sitometri cihazinda okutuldu ve analizi

BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirildi.
3.2.2.1.2.immunsitokimyasal Isaretleme:

sKi-MKH’lerin immunositokimyasal yontemlerle karakterizasyon calismalari,
P3’de poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarina (Culture-Chamber-slide-8
well (24/pk) ekilen 2x10°hiicre/kuyucuk ile gerceklestirildi. Tutunmanin saglanmasi icin
bir gece inkiibasyonun ardindan IHK ve IF teknikler kullanilarak Tablo 2’deki antikor
paneli ¢alisildu.
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Sekonder

Primer Antikor Reakivit Uygulama Kaynak Katalog #
Antikor |©
Actin (C-2) |Mouse |R IF,IHC santa - CrUz| . g/q9
Biotechnology
Desmin Rabbit R IF,IHC Abcam ab8592
Fibronectin Santa Cruz
(EP5) Mouse R IF,IHC Biotechnology sc-8422
Map lla,b (Ab-2) |Mouse  |R IF,IHC Thermo MS-249-S
Scientific
Nestin R Mouse  |R IF,IHC sant@ - Crizi . aa677
Biotechnology
SPARC (H-90) |Rabbit  |R IF Santa  Cruz|q. 5oe7y
Biotechnology
. Chemicon
B- tubulin Mouse R IF . MAB3408
International
Vimentin (C-20) |Goat R IF,IHC santa - CIUzZ| . o0oy
Biotechnology
BMP2 Goat R IF,IHC sana - Cruz| oo ooey

Biotechnology

Tablo 3.1: IF/IHC antikor paneli.

3.2.2.1.2.1.immunbhistokimyasal isaretleme (IHC)

Immunohistokimyasal ¢alismalarda, Ultravision Detection System Large Volume
Anti-Polyvalent, HRP (RTU) ve ABC Staining System (for use goat primary antibodies)
immunohistokimya kitleri kullanilarak gergeklestirild. Hiicreler PBS’le yikandiktan sonra
metanolle 10 dk. fikse edildi. PBS (invitrogen) ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok
(Normal Sera) serum iceren PBS’de 30dk. inkiibe edilerek verilen uygun diliisyon
oranlarinda hazirlanan primer antikorlar eklenip oda sicaklifinda 2 saat siireyle inkiibe
edildi. PBS ile 3 kez yikama igleminden sonra immunohistokimyasal kit prosediirii aynen
uygulanip son asamada AEC kromojenle (AEC (RED) Substrat Kit) enzim kompleksi
gorliniir hale getirildi, Hematoxylin, Gill’s Formulation 2 ile ¢ekirdek zit boyamasi
gerceklestirilip kurutulan preparatlar Crystal Mounting Medium ile kapatilip Leica DMI
4000 Microsystems 151k mikroskobunda analiz edilip goriintiilendi (Negatif kontroller i¢in,

ayni yontem uygulanmig fakat primer antikor yerine PBS kullanilmistir).
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3.2.2.1.2.2.Immunfloresan Isaretleme (iF)

Hiicreler metanolle fikse edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok serum
iceren PBS’de 30dk. inkiibe edildi ve Antibody Diluent ile uygun oranlarinda dilue edilen
primer antikorlar eklenerek oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. PBS ile 3X2dk
yikama isleminden sonra immunfluoresans ¢alismalar i¢in uygun fluoresans (FITC, TR)
isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30dk. inkiibe edildi, son agsama niikleer boya
iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile
kapatidi..Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek
fotograflandi.

3.2.2.2.sKi-MKH’lerin in vitro farkhlastirilmasi
Adipojenik farkhlasma:

Kiiltiir kabinin cm?’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen MKH’leri; i¢inde
%10 FBS, 0.5 mM isobutyl-methylxanthine, 10°M dexamethasone, 10 ug/ml insulin, 200
UM indomethacin ve 1% penisilin- streptomisin bulunan MEM kiiltiir medyumunda iki
hafta kiiltire edildi ve kiiltiir sonrast hiicre i¢i biriken lipidler, Oil Red O histolojik
boyamasi IF/IHC ile galigilarak tespit edildi.

Osteojenik farkhlasma:

Kiiltiir kabinin cm?’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen MKH’leri; 100 nM
dexamethasone, 0.05 uM ascorbate-2-phosphate, 10 mM [-glycerophosphate, %1
penisilin- streptomisin ve %10 FBS igeren MEM Kkiiltiir medyumunda 4 hafta boyunca
kiiltiire edildi. Ayrica osteojenik farklilagma Alizarin Red S histolojik boyamasi, IF/THC

ile gosterildi.
Norojenik farkhlastirma:

Kiiltiir kabmnm cm?sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen MKH’leri; %10
fetal bovine serum, 10 ng/ml basik fibroblast biiyiime faktorii, 10 ng/ml epidermal biiyiime
faktori, 10 ng/ml Brain derived neurotrofic factor, 0.5 mM isobutyl-methylxanthine ve %1
penisilin-streptomisin igeren diisiik glikozlu DMEM Kkiiltiir medyumu iginde 24-72 saat
kiiltiir edildi. Norojenik farklilagma IF yontemle gosterildi.

3.3.sKi-MKH’lerin GFP Transdiiksiyonu ile isaretlenmesi
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3.3.1.Plazmid DNA izolasyonu

Yiiksek kalitede plazmid DNA izolasyonu, ayirma ve saflastirma islemleri
sonrasinda E.coli ‘den toksik lipopolysakkaritler gelmemesi i¢in EndoFree Plazmid Maxi
Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Segici kat1 besi ortamindan yeni ¢ogalmis tek bir koloni
alindi ve 2-5 ml uygun antibiyotik iceren LB broth (Luria Bertani) sivi besi ortamina
ekilerek 8 saat boyunca 300 dak/dev ve 37 °C ‘de ¢ogaltildi. 250 ml se¢ici LB ortami 1 ml
icerisinde bakteri c¢ogalmis ortam ile inokiile edildi ve aymi kosullarda 12-16 saat
bekletildi. Hiicreler 6000xg hizda 15 dakika boyunca 4 °C ‘de dondiiriilerek toplanacak ve
10 ml P1 tampon ¢ozeltisi igerisinde homojen hale getirip oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmeden dnce 10 ml Tampon P2 eklenip sertgce 4-6 kez ters ¢evrilerek karistirildi. 10
ml buzda sogutulmus P3 tamponu eklenerek 4-6 kez ters cevrilip karigim QIAfilter
siringasina aktarilacak ve 10 dakika bekletildikten sonra filtreden gegirtilerek 50 ml tiip
icerisine aktarilip 2,5 ml ER tamponu eklendi ve 30 dk buzda bekletildi. 10 ml QBT
tampon ¢ozeltisi ile dnceden dengelenmis QIAGEN-tip 500 kolonuna karisim eklenip
stiziilmesi beklenildi. 2 kez kolon 30 ml QC tamponu ile yikanacak ve 15 ml QN tamponu
icerisinde DNA ¢oziildii. Plazmid DNA ‘st 10,5 ml izopropanol eklenerek 4 °C ‘de, 30
dakika boyunca asgari 15,000xg hizla ¢oktiiriildii, DNA 5 ml endotoksin icermeyen %70
etanol icerisinde yikanip 10 dk asgari 15,000xg hizla ¢oktiiriildii. Yikanmis plazmid DNA
‘st oda sicakliginda 5-10 dakika kurutulduktan sonra endotoksin icermeyen TE tamponu

igerisinde istenilen hacimde ¢oziildii.
3.3.2.GFP Gen Transformasyonu:

Gen aktarimi elektroporasyon yontemini temel alan Neon Transfection Sistemi, 10
pl Neon Kit ve 100 pl Neon Kit kullanilarak gerceklestirildi. Yiiksek kalitede (endotoksin
icermeyen) plazmid DNA ‘st 1-5 pg/ul konsantrasyonunda deiyonize su igerisinde
hazirlanacak, MKH’ler ise deneyin olacagi giinde % 70-90 konfluente ulasacak sekilde
(transfeksiyon basma 0,5-1 x 10° hiicre) cogaltildi. Deney giiniinde hiicreler kiiltiir
kabindan kaldirildi ve Ca?* ve Mg®* icermeyen PBS’le yikanip, 1300 rpm’de 5 dk santrifiij
edilip “Resuspension Buffer R*“ tampon ¢6zeltisi ile son hiicre yogunlugu 1 ml basina 1,0 x
10" hiicre olacak sekilde hazirlandi. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 i¢erisine 2 ml serum igeren,
secici antibiyotik icermeyen (penisilin igerebilir, eger secici degil ise) uygun besiyeri
eklenip ve 37°C ‘de 5% CO; sirkiilizasyonu olan nemli ortamda inkiibe edildi (
Transfeksiyon parametreleri daha 6nceden optimize edildigi degerlere ayarlanacak). Steril
1,5 ml mikrosantrifiij tlipli icerisine transfeksiyon basina 2- 4 pug plazmid DNA ‘s1 ve

plazmid DNA ‘s1 bulunan tiip igerisine transfeksiyon basina DNA ile birlikte 10 pl olacak
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miktarda hiicre aktarilip Neon™ Pipeti ile yavasca tip igerisine 10 pl DNA-hiicre
siispansiyonunun c¢ekilecek ve ucundaki hiicre-DNA karisimi ile birlikte Neon™ Pipet
Istasyonu igerisinde bulunan ve 3 ml elektrolit tamponu eklenmis tiipe yerlestirildi.
Belirtilen ayarlarda sistem elektrik akimimi (atimini/sokunu) uygulanip, gen aktarilmisg
hiicreler hemen Onceden 1sitilmis serum igeren ama segici antibiyotik igermeyen besi
ortamina aktarildi, hiicreler 37°C ‘de nemlendirilmis CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.
Transformasyon sonrast 3. gilinde (transient/gecici ekspresyon) ortam degistirilerek besi
ortami tazelendi, ancak bu noktadan itibaren seci antibiyotik (pGFP i¢in G418, Kat. No.
11811-098) eklenecek. Kalic1 olarak gen ekspresyonu isteniyorsa 2-3 ay (5-10 pasaj)

boyunca hiicreler antibiyotik direncine gore seg¢ildi.
3.4.Beta Hiicrelerinin Kiiltiir ve Karakterizasyonu

Calismada kullanilan beta hiicreleri (BRIN BD11) hiicre bankasindan alindi. Bu
hiicreler instilin salgilayan ve NEDH s¢ian pankreatik adaciklari ile RINmSF(NEDH sican
insililinomadan elde edilen hiicre hatt1) in elektrofiizyonu ile elde edilmis hiicre hattidir.Bu

hiicrelerin nakil i¢in uygunlugunu test etmek icin ¢esitli karakterizasyonlar yapildi.

3.4.1.S1caklik Duyarh Kiiltiir Kaplarinda Enzimsiz Kiiltiiriin Beta Hiicreleri Uzerine

Etkilerinin Hiicre Canlilik ve Proliferasyon Analizi ile Belirlenmesi
3.4.1.1.WST-1 Testi

Sicaklik duyarl: kiiltiir kaplarinda enzimsiz kiiltiir sonrasi beta hiicrelerinin canlilig
ve proliferasyonlarini tespit etmek icin kiiltiiriin 2.glinlinde bu test uygulandi.Canli ve
apoptozisin erken evresindeki hiicrelerin mitokondriyonlart araciligiyla WST-1
soliisyonuyla olusturdugu reaksiyonda WST-1’in tetrazolium halkasi, hiicrelerin
mitokondriyonlarinda bulunan dehidrogenaz enzimlerince parcgalanarak turuncu renkli
formazan  kristalleri  olusturmakta iken, oOlii  hiicreler formazan  kristalleri
olusturmamaktadir.Olusan renk spektrofotometrik yontemle (ELISA mikro-plaka
okuyucuda) 480 nm’de 6l¢iildii.Beta hiicreleri kiiltiiriin 1. ve 4. giinlerinde WST-1 testine
alind1. 6-kuyucuklu playtlere hiicreler 12.5x10* olacak sekilde ekildi. Test giinlerinde (1.ve
4.giin) hiicreler toplanip 96-kuyucuklu playtlere ekildi. 0.5 mg/ml WST-1 eklenerek 4 saat
siireyle inkiibe edildi (%5 CO2, 37°C de).Inkiibasyon sonrasi absorbans degerleri 480
nm’de monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax, Molecular Device,

USA) tespit edildi.(tiim testler ii¢ kez tekrarlandi).
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3.4.1.2. In vitro Insiilin Salgilama Deneyi

Glukoz-bagimli insiilin  salimmim  belirleyebilmek igin  bir dizi deney
gerceklestirildi. Beta hiicreleri in vitro ortamda, besiyerine eklenen glukoza bagli olarak,
yine besiyerine insiilin salgilayip/salgilamadiklarint test etmek i¢in iki farkli glukoz
konsantrasyonuna maruz birakildi ve toplanan besiyerinde insiilin tayini yapildi. insiilin
salgilatma analizine baglamadan ©nce beta hiicre populasyonu, insiilin igermeyen
besiyerinde 48 saat kiiltiir edilip, besiyerinden insiilin tamamen uzaklasincaya kadar
periyodik olarak 3 kez PBS ile yikandi. Kuyucuklara 9%0.5 BSA igeren serumsuz L-
DMEM (distik glukoz icerikli; 5.5 mmol/L) eklenecek ve hiicreler 1 saat siireyle 37 °C’de
inkiibe edildi.

Laminin kapli 6 well plate PIPAAm plate igersindeki hiicreler 2 giin boyunca
¢ogalmaya birakildi. Yapisan hiicreler 37 C de RPMI1640 medyumu ile 3.3 mM glukoz
eklenip tekrar 37° C de inkiibasyona birakildi.Sonra medyum degisimi yapildi 20 mM
glukoz igeren besiyeri eklendi ve 60 dakika beklendi.Siire bitiminde siipernatant toplandi
ve son olarak 3.3 mM glukoz eklenip tekrar 37° C de 60 dakika inkiibasyona birakildi her
adimda toplanan besiyeri analiz edilinceye kadar -20° C de saklandi. Pankreasin endokrin
kismi olan Langerhans adaciklarinin sentezledigi peptid hormonlardan insulin (beta
hiicreleri) (Rat/Mouse Insulin ELISA Kit, Milipore EZRMI-13K) toplanan
stipernanatlardan ELISA yontemi ile analiz edildi. Bunun igin {retici firmanin 6nerdigi
prosediirler izlendi ve hormon diizeyleri monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda

(VersaMax, Molecular Device, USA) tespit edildi.
3.4.1.3.Beta Hiicrelerinin Apoptoz Deneyi

Sicaklik duyarli kiiltiir kabma 1x10° beta hiicresi ekildi 2 giin kiiltiir edildikten
sonra lizerindeki besiyeri ¢ekildi.Kiiltliir kabina yapisan ve ¢cogalmis hiicreler lizerine lizis
eklendi. Roche daignostic mannhein (Germany) kiti kullanilarak ELISA yontemi ile analiz
edildi.Apoptoz diizeyleri monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax,

Molecular Device, USA) tespit edildi.
3.4.1.4.Beta Hiicrelerini Immiinohistokimyasal isaretleme:

Hiicreler metanolle fiske edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok serum
iceren PBS’de 30dk. inkiibe edildi ve Antibody Diluent ile uygun oranlarinda dilue edilen
primer antikorlar eklenerek oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. Bu antikorlar
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Insiilin, Maf A, Pax-4,Ki-67 ,Glut-2,c-peptit(Santacruz Biotechnology) PBS ile 3X2dk
yikama isleminden sonra immunfluoresans ¢alismalar i¢in uygun fluoresans (FITC, TR)
isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30dk. inkiibe edildi, son agama niikleer boya
iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile
kapatildi. Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek
fotograflandi.

3.4.2 Is1 Degisimine Duyarh Kiiltiir Kabinda Beta Hiicre Kiiltiirii

3.4.2.1.1s1 Degisimine Duyarh Kiiltiir Kaplarimin Laminin ile Kaplanmasi

Laminin, (Santacruz Biotechnology) serumsuz kiiltiir medyumu ile diliie edildi. 35
mm’lik kiiltiir kabi igin 5 pg/cm? konsantrasyonda laminin hazirlanip eklendi. En az kiiltiir
kabinin ylizeyini kaplayacak kadar (0.5 ml) diliie edilmis laminin eklendi. Oda 1sisinda 1
saat bekletildi.

izole edilen hiicrelerin kiiltiirii icin 35 mm’lik 6 kuyucuklu Upcell (UpCell,
CellSeed, Inc., Tokyo, Japan) kiiltiir kab1 kullanildi. Bu kiiltiir kabinin 1s1 degisimine cevap
verebilen polimer olan poly(N-isopropylacrylamide) (PIPAAm) yapisinda olmasi
ozelliginden faydalanildi.

Hiicreler kiiltiir kabina ekilmeden once kiiltiir kab1 laminin ile kaplandi. Satin
aliman beta hiicreleri (BRIN BD11) , 35mm’lik bu kiiltiir kabina, 0,57x10° hiicre/cm?
konsantrasyonda olacak sekilde ekild. Besiyeri igine RPMI 1640 (Invitrogen), %10 FBS
(Invitrogen), 2 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich) konuldu. 2 giin boyunca g¢ogalmasi
beklendi ve daha sonra PIPAA m kiiltiir kabindaki bu hiicreler, 37° C deki inkiibasyondan
alarak 20° C de 30 dk inkiibasyona birakildi.Hiicreler tabaka halinde elde edilemedi.

Beta hiicrelerini tabaka haline getirebilmek icin cesitli yontemler denendi, 35
mm’lik 6 kuyucuklu Upcell kiiltiir kabina beta hiicreleri sKi-MKH ile birlikte farkli
oranlarda ekildi 1-1,1-2,1-4 ve 1-5 beta- sKi-MKH olarak degisik MKH oranlar1 denendi.
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Sekil 3.2.: Sicaklik duyarlt kiiltiir kaplarinda hiicrelerin kiiltiirii ve enzim kullanilmadan
sicaklik degisimi ile kaldirilmasi (Okano,2004)

3.5.S1canlarda STZ ile Diyabetin Indiiklenmesi ve Diyabetik Hayvan Modelinin

Olusturulmasi

Streptozotosin (STZ) ile beta-hiicre hasarina bagli deneysel diyabet olusturularak
ve disi siganlara kok hiicre eklenmis ve eklenmemis beta hiicre membranlarinin
transferinin diyabete baglh gelisen parametrelere olasi1 etkileri ¢esitli yontemlerle

gosterildi..

Diyabet indiiksiyonu yapilacak tiim disi hayvanlara (n=3) tek doz intraperitonel 65
mg/kg viicut agirlig olacak sekilde uygulandi. Ph’st 4.5 olan citrate buffer’da ¢oziilmiis
streptozotocin (STZ) (Sigma, St Louis, MO, USA) olarak enjekte edildi. Kontrol grubu
hayvanlara (n=3) esit hacimlerde yalnizca sitrat buffer ayn1 kosullarda ve sekilde verildi.
Tranplantasyondan 6nce, diyabetin olusup olusmadigi, 3 giin boyunca giinde 1 kez
hayvanlarda hipergliseminin (250>mmol/l) varligi ile konfirme edildi. Diyabet
indiiksiyonundan 3 giin sonra, taginabilir glukometre cihazi ile (Medisense Precision QID;
Abbott Laboratories, Bedford, MA, USA) kan glukoz diizeylerini belirlemek icin ratin
kuyruk ucundan kan alindi. Yapilacak Olgiimler sonucunda, tokluk kan sekeri 250
mg/dL’nin iizerinde olanlarda STZ’ye bagli beta-hiicre hasarinin sonucu olarak diyabetin
gelistigi kabul edildi ve deneye alind1.
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3.6. Nakil i¢in Sicanlara Anestezi Uygulanmasi ve Hiicre Tabakalarimin Nakli:

3.6.1.sKi-MKH tabakalarimin ve Beta hiicrelerininbir araya getirilmesi ve 3-boyutlu

doku olusturularak diyabetik hayvanlara transplantasyonu

Calismamizda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nden
(DETAB) temin edilecek olan en az 8 haftalik 200-260 gr agirliginda nakil yapilacak 12
adet Wistar Albino cinsi erigkin disi sicanlar kullanildi ve proje siiresince hayvanlarin

barindirilmasi ve bakimlari bu {initede saglandi.
3.6.1.1. sKI-MKH tabakalarinin transplantasyona hazirlanmasi:

STZ enjeksiyonundan 3 giin sonra kan sekeri dl¢limii sonucu diyabetik oldugu
tespit edilen siganlarda nakil yapilacagina karar verilerek ayni giin igerisinde hiicreler nakil
i¢in hazirland1.sKi-MKH ler hayvan basina 8x10° olacak sekilde 2 katli tabaka olarak
hazirland1.Bdylece 3B lu MKH tabakasi elde edilmis oldu. sKi-MKH ler 1s1 duyarl kiiltiir
kaplarina (PIPAAm) nakil giiniinden 2 giin once ekildi. Nakil giiniinde ise asagida

belirtilen islemler sirasiyla uygulandi
1) Alti-gozlii 1s1 duyarlt petrideki hiicreler, CO; inkiibatérden ¢ikarildi. (Sek. 3a).

2) Ist duyarh kiiltiir petrisinin her bir géziinde 4x10° MKH bulunan medyumunun tamanu
aspire edilerek 2 kez PBS ile yikand1 (Sek. 3b).

3) Her bir géze 500 pl PBS, hiicre tabaklarinin iizerine eklendi.(Sek. 3c).

4) PVDF membran (tasiyict membran), her bir géze, gozlerin ortasina gelecek sekilde beta-

hiicre tabakasinin tstiine yerlestirildi.(Sek. 3d).

5) Dikkatli bir sekilde forceps ile hiicre tabakasinin etrafina iyice bastirilarak destekleyici

membrana tutunmasi saglandi. (Sek. 3e—Q).

6) PVDF membran tarafindan kaplanmayan ve kenarda kalan hiicre tabakasi pens yardimi

ile PVDF membran iizerine dogru katland1 (Sek. 3e—Q).

7) PVDF membrana tutunmus olan tiim hiicre tabakasi, pens ile kaldirilip 60 mm ¢apindaki

petriye alind1. (Sek. 3h).

8) 2 tabakali MKH olusturulacagi i¢in 1-7 arasindaki islemler diger gozdeki hiicreler iginde
uygulandi. PVDF membrana tutunmus olan 2. hiicre tabakasi, pens ile kaldirilip 60 mm

capindaki petri tizerindeki diger tabaka tizerine alindi. (Sek. 3i).
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Sekil 3.3.Hiicre tabakalarinin sicaklik duyarli kaptan PVDF destekleyici membran ile bir
tabaka halinde kaldirlarak transplantasyona hazirlanmasi.(Okano, 2011)

3.6.1.2.Beta Hiicrelerinin bir araya getirilmesi ve 3-boyutlu doku olusturularak

diyabetik hayvanlara transplantasyonu i¢in hazirlanmasi

Beta Hiicreleri sicaklik duyarli kiiltiir kabinda 2 giin kiiltiir edildikten sonra
enzimatik olarak kiiltiir yiizeyinden kaldirilip falkon tiip igerisinde toplandi. 9x10° Hiicre
1800 rpm de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant atilarak pelet elde edildi. Pelet
tizerine 500 ml matrigel (BD) eklendi,(Matrijel 4 C de siv1 37 C de jel haline gelen bir
madde) ve 100 liik petri kabr isaretleyici kalem(Matrijelin damlacik formunda dagilmadan
kalmasii saglamak i¢in kullanildi.) ile 1 cm ¢apinda daire seklinde isaretlendi.Matrijel ile
homejenize edilmis beta hiicreleri bu daire igerisine 500 ml olacak sekilde konuldu. Petri

kab1 37 C lik inkiibatorde 30 dk beklendikten sonra nakil i¢in hazir hale getirildi

Sekil 3.4.Beta hiicrelerinin matrijel ile homojenize edilerek nakil i¢in hazirlanmasi.A-
B.Pelet haline getirilmis Beta hiicrelerinin iizerine matrijel eklenmesi.C-Petri kabinin
isaretleyici kalem ile daire ¢izilerek isaretlenmesi.D-Hiicrelerin isaretlenen daire igine
pipet ile aktarilmasi.
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3.6.2.Anestezi

Deney hayvanlarina 5 mg/kg ksilazin hidroklorid ve 35 mg/kg ketamin hidroklorit
intramuskuler olarak uygulandi. Anestezi derinligi palpebra, kornea refleksi, ¢ene ve

iskelet kas1 tonusu ile izlendi.
3.6.3.Derialti(Subkutan) Nakil
3.6.3.1.sKi-MKH Nakli

Diyabetik (Grup IV) hayvanlara transfer i¢in genel anestezi altinda sol dorsal deri
bolgelerindeki subkutan bolgeye U seklinde bir kesi (2x2 cm) agildi. Boylece destekleyici
membran lizerinde tabaka halinde bulunan hiicreler, deri alt1 bolgesine aseptik kosullarda
uygun cerrahi yontemler kullanilarak transplante edildi. 1 dakika tutunma periyodunu
bekledikten sonra, destekleyici membran hiicre tabakasindan dikkatlice ayrilarak
uzaklagtirildi. Hemen ardindan 2nci bir hiicre tabakasi transplante etmek i¢in bir bagka
hiicre igeren membran daha ilk hiicre tabakasinin iizerine yerlestirilip tutunmasi igin 1
dakika beklendi. Daha onceki hiicre sayim analizlerimizden bu iki hiicre tabakasindaki
toplam hiicre sayisinin yaklasik 8x10° sKI-MKH hiicresi oldugunu belirlemistik. Acilan
flep, transfer ettigimiz 2 katli beta hiicre membranlarinin {izerine forseps ile yavasca geri
¢ekilerek kapatildi ve bu kapak suture edildi. Transplantasyonda her bir hayvan igin 8x10°
sKi-MKH hiicresi kullanild1 Nakilin yapilisi sirasiyla asagidaki gibidir:

1.Anestezi altindaki sicanin dorsal bolgesi %70’lik alkol ile sterilize edildi

2.Dorsal bolgedeki deri merkez kismindan forseps ile tutulup 10 mm havaya kaldirild1 ve
deriye makas ile insizyon atildi. (Sek. 5d-2f).

3.Insizyon bolgesinden makas ile girilip makasin ucu agilarak derinin agilmasi sagland
(Sek. 5g, h).

4.Acilan deri flebi U seklinde bir kesi haline getirildi (Sek. 5m-0).

5.Kesilen bolgeye (subkutan dokuya) hiicre tabakalar1 tasiyict membran ile yerlestirldi ve 1
dk subkutan dokuya engrafman yapmasi igin beklendi.(Sek. 5p, r).

6.Acilan deri flebi tekrar geri kapatildi ve dikis atild1 (Sek. 5r-u).
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Sekil 3.5. Subkutan transplantasyon:Anestezi altindaki siganin dorsal bolgesi %70’1ik
alkol ile sterilize edildi.(a-c). Dorsal bolgedeki deri merkez kismindan forseps ile tutulup
10 mm havaya kaldirildi.(d). Deriye makas ile insizyon atild1.(d-2f). Insizyon bélgesinden
makas ile girilip makasin ucu agilarak derinin agilmasi saglandi.(g-h). Agilan deri flebi U
seklinde bir kesi haline getirildi (m-0). Kesilen bolgeye (subkutan dokuya) hiicre tabakalari
destekleyici membran ile yerlestirildi ve 1 dk subkutan dokuya engrafman yapmasi icin
beklendi (p, r). Flep tekrar geri kapatildi.(r-u). (Transplantation Volume 92, Number 11).

3.6.3.2.Beta Hiicrelerinin Transplantasyonu

Beta Hiicreleri matrijel ile homojenize edilerek 37°C lik inkiibatérde 30dk
bekletildi.Siire bitiminde matrijel jel formunu kazandi ve nakil i¢in uygun hale geldi. Genel
anestezi altindaki sicanin sol dorsal deri bolgesindeki subkutan bolgeye diiz seklinde
bistiiri ile insiizyon bir kesi (2 cm) atildi. Insizyon bdlgesinden makas ile girilip makasin
ucu acilarak derinin agilmasi saglandi. Kesilen bolgeye (subkutan dokuya) matrijel
icerisindeki beta hiicreleri yerlestirildi. Agilan deri flebi tekrar geri kapatildi ve dikis
atildi.

39



Sekil 3.6.Matrijel igerisindeki beta hiicrelerinin nakli:A- Deriye makas ile insizyon
atilmas1.B- Insizyon bdlgesinden makas ile girilip makasin ucu agilarak derinin agilmas1.C-
Dorsal bolgedeki deri merkez kismindan forseps ile tutulup 10 mm havaya kaldirilmasi.D-
Isaretlenen daire igerisindeki matrijelin metal cubuk ile nakil alanmna tasinmasi.E-
F.Matrijel igerisindeki beta hiicrelerinin subkutan bolgeye yerlestirilmesi.

3.7.Transfer edilen dokunun Terapotik Etkisinin Degerlendirilmesi
3.7.1.Tokluk Kan Sekeri Ol¢iimii

Nakil den sonra 3. giinden itibaren Periyodik olarak kuyruktan alinan kan &rnegi ile
tokluk kan sekeri 0l¢iildii (Accu-chek Performa Roche).3,5,6,7,8 ve 11. giinlerde de tokluk
kan sekeri ile birlikte sicanlarin agirliklart da 6lgiildii. 12 alici siganda de hem 11.giin

dorsal ¢evredeki ve nakil yapilan bolgedeki subkutan adacik dokulari ¢ikarildi.
3.7.2.Intraperitonal Glukoz Tolerans Testi

Transfer ettigimiz yeni-adactk dokularmin fonksiyonu, in-vivoda IPGTT
(Intraperitonal Glukoz Tolerans Testi) ile 11 gilinde 6l¢iildii. Bu testin yapilig sekli: 16 saat
ac birakilan sigana intraperitonal olarak glukoz soliisyonu verildi. (1mg/g body weigt) ve
degisik saatlerde Ol¢timleri yapildi.30.dk,60.dk vel20. dk larda si¢anin kuyruk veninden

kan 6rnegi alinarak glukometre cihazi ile 6l¢iildii.

40



3.7.3.Deri alti dokunun ¢ikarilmasi

Nakilden sonra 11. glinde dorsal ¢evredeki ve nakil yapilan bolgedeki subkutan
adacik dokular1 ¢ikarildi. Nakil bolgesindeki deri ile birlikte kas dokusuda alindi.Bu
dokular %10 formalin bulunan kaplara konuldu.

Deney gruplarindaki sicanlardan pankreaslar1 alindi. Pankreasin kloedok kanalina
kaniil ile girilerek icine %10 formalin enjekte edilerek doku sisirildi ve etrafindaki

dokulardan styrilarak ¢ikartildi.
3.8.Histolojik ve Immunohistokimyasal Analizler

11.glinde nakil bolgesindeki subkutan dokular alindi ve %10 formalin ile fikse
edildi. Pankreas dokular1 ise; karin 6n duvari sternuma kadar uygun cerrahi teknikler ile
acildiktan sonra koledok kanalinin duodenuma giren kismi sabitlenip ve 23 g kaniil
yardimryla 8-10 ml formalin soliisyonu enjekte edilerek alindi. Ornekler parafine gémiildii
ve Sum kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eosin ve immunohistokimyasal boyama
yapildi. Immunohistokimyasal ve histolojik analiz i¢in kesitlere dnce deparaffinizasyon
islemi uygulanarak parafin uzaklastirildi. Bunun i¢in 70°C lik etiivde 30 dakika bekletilen
parafin kesitler 6nce ksilen de 5 dakika 3 er kez bekletildi.Devaminda 1 dk saf alkol ve 1
dk %96 lik alkol serilerinden gegirilerek parafin uzaklastirilmis oldu. Antijen retrieval
islemi tamamlandiktan sonra antibody diluent ile uygun oranlarinda dilue edilen anti-rat
insulin antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ve GFP (Santa Cruz Biotechnology) PECAM-
1 active caspase, TGFp IL-6 antikoru ile subkutan nakil bolgesi dokular1+4°C de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Pankreas dokulari ise anti-mouse PCNA(Millipore) ve anti-rat
insulin antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ile inkiibasyona birakildi.Ertesi giin PBS ile
3X2dk yikama isleminden sonra immunfluoresan g¢alismalar i¢in uygun fluoresan (FITC,
TR) isaretli sekonder antikor Alexa-Fluor-594-konjuge anti-rabbit
immunoglobulin(Invitrogen) ve Alexa-Fluor-488-konjuge anti-goat immunoglobulin
antikoru kullanildi. Bu igslemde oda sicakliginda 30dk. inkiibe edildi, son asama niikleer
boya igeren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI)
ile kapatildi.Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek
fotograflandi.

Hematoksilen-Eosin boyamasi yapilan deri grefti ve pankreas doku kesitleri

Crystalmaunting medium ile kapatildi ve 1s1k mikroskobunda incelenerek fotograflandi.
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4-BULGULAR

4.1.Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

4.1.1.S1can kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok hiicrelerin (sKi-MKH)

kiiltiir ve karakterizasyonu

Sican kemik iliginden izole edilen hiicrelerin kok hiicre olup olmadigini
kanitlamak i¢in 151k mikroskobunda morfolojik incelemenin yani sira akim sitometrisi
yontemiyle kok hiicre belirtecleri tasiylp tasimadiklarina bakildi. Ayrica yag ve kemik
farklilasmalar1 yapilarak bir kok hiicre 6zelligi olan farkli hiicre tiplerine doniisebilme

karakteristigi tastyip tasimadiklar belirlendi.

Y, S

-

Sekil 4.1.S1¢an kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirli sirasinda
3.pasajdaki (P3) faz-kontrast mikroskobik gériintiileri (Ol¢iim ¢ubuklari: A-200 um ve B-
50 um).

Izole edilen Ki-MKH’lerin, kiiltiiriin 10. giiniinde daha ¢ok kisa ve yuvarlak bir
morfolojiye sahip olduklart ve MKH davranislarindan biri olan koloni olusturmayi
gerceklestirdikleri gdzlendi (Sekil 4.1.A). Ilerleyen pasajlarda ise giderek uzun ve ince bir
sekil alarak, normal MKH goriintimleri kazandiklar1 gosterildi (Sekil 4.1.B).

Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, Ki-MKH’lerin yiizey belirteci olarak
CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA ABC yoniinden pozitif, CD3, CD8,
CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR agisindan negatif
olduklar1 gosterildi.
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Sekil 4.2. Sican kemik iliginden izole edilip kiiltiir edilmis (P3) MKH’lerin akim sitometri
analizi ile belirlenen immunofenotipik 6zellikleri. sSMKH’ler; CD13, CD29, CD44, CD90,
CD146, CD166, HLA ABC belirtecleri yoniinden pozitif; CD3, CD8, CD11b, CD14,
CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR belirtecleri agisindan negatif

olarak g6zlendi.

sKi-MKH’ler immiinfloresan olarak cesiti MKH belirtegleri ile isaretlendi ve

pozitif olduklar1 flouresan mikroskopta incelenerek gosterildi.Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile

gosterildi
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Sekil 4.3. Sican kemik iliginden izole edilmis MKH’lerin karakteristiklerinin
immunofloresan isaretleme ile analizi: A- B-TUBULIN (yesil), B- VIMENTIN (yesil), C-
DESMIN (yesil), D- SPARC (yesil), E- BMP2 (yesil), F- NESTIN (yesil), G- ACTIN
(yesil), H- FIBRONECTIN (yesil), I-MAP2 ab (yesil). Cekirdekler DAPI (mavi) ile
isaretlendi (Ol¢iim cubuklari, 50 um).

KIi-MKH’lerin 28 giinliik kiiltiiriin sonunda sabitlenerek Oil Red O ile boyandiginda,
deney grubunda olusan yag vezikiillerinin Oil Red O boyasi ile kirmizi renk verdigi (Sekil
4.3.B), herhangi bir farklilasma besiyeri uygulanmayan KI-MKH’lerin ise adipojenik
farklilasma yoluna gitmedigi ve dolayisiyla da Oil Red O boyasi ile renk vermedigi
goriildii (Sekil 4.3.A).

KI-MKH’lerin 28 giinliik kiiltiiriin sonunda sabitlenerek Alizarin Red ile
boyandiginda, deney grubunda olusan kalsiyum fosfat nodiillerinin Alizarin Red boyasinin
kemik nodiillerine 6zgii rengi olan kirmiziya boyandigi saptandi (Sekil 4.3.C). Norojenik
bir farklilasma besiyeri uygulanan KI-MKH’lerin ise Nestin-cfos ikili boyamasinda bu

norojenik belirtegler pozitif gosterildi.
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Sekil 4. 4. Sican kemik iliginden izole edilmis MKH’lerin (P3) farklilasmalar1 ve
farklilasma sonrast immunofluoresan ve histokimyasal analizleri: A- Adipojenik
farklilasma besiyeri ile inkiibe edilmis MK-MKH’lerin faz-konrast mikroskobundaki
gorliiniimleri. Adipojenik yonde farklilasan hiicrelerin sitoplazmalarinda yag vakuolleri
belirgin olarak izlenmektedir (Olgiim ¢ubugu, 50 um). B- Adipojenik yonde farklilasmis
hiicrelerin Oil red-O ile boyanmis yag vakulleri (Oil Red O Boyamasi) (Ol¢iim ¢ubugu, 50
um), C-Osteojenik farklilasma kirmizi ile boyanmis ekstraselliiler matrikste kalsiyum
birikimi (Alizerin Red-S Boyamasi) (Olgiim gubugu, 200 um). D- Nérojenik farklilasma
sonrasi hiicrelerde, norojenik hiicrelere spesifik NESTIN ve C-FOS pozitif olarak
izlenmektedir (NESTIN: Yesil, C-FOS: Kirmiz1) (Ol¢iim ¢ubugu, 50 um).

4.1.2.sKi-MKH’lerin GFP ile isaretlenmesi

sKI-MKH lar P3 ten sonra GFP ile isaretlendi ve nakil igin ¢ogaltilamaya devam edildi.
4.1.3.Beta Hiicrelerinin Kiiltiir veKarakterizasyonu
4.1.3.1.Beta Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Satin alinan beta hiicrelerinin (BRIN BDI11) canlilik ,¢ogalma ve nakil i¢in
uygunlugunu kanitlamak i¢in 151k mikroskobunda morfolojik inceleri yapildi. Bunun yam
immunfloresan boyama yapilarak beta hiicre belirtecleri tasiyip tagimadiklarina bakildi.
Ayrica nakil oncesi in vitroda bu hiicrelerin degisen glukoz oranlara karsi insiilin
salgilama kapasitelerini 6lgme amach insiilin salgilatma deneyi yapildi.Hiicrelerin kiiltiir

45



ortaminda apoptoz(programlanmis hiicre 6liimii) diizeyleri i¢in ELISA apoptoz Kkiti
caligilarak 2 giin kiiltiir stirecindeki apoptoz diizeyleri belirlendi.

Sekil 4.5: Beta hiicre hattina (BRIN BD 11) ait hiicrelerin kiiltiirdeki faz-kontrast
mikroskobik goriintiileri. Beta hiicreleri, epiteliyal hiicrelere 6zgii poligonal sekilli ve kisa
uzantilar1 olan hiicreler olarak izlendi ve kiiltiirde proliferasyon sonrasi koloni olusumlari
gdzlendi (Olgiim gubuklart A- 200 um B- 50 zm,C-20 um).

Beta hiicrelerinin T175 kiiltiir kabmna ekildikten 2 gilin sonraki yilizeye tutunma
goriintlileri incelendiginde, birbirleri ile koloni olusturduklar1 gézlendi fakat hiicreler
ekildikten giinler sonra yilizeyin tamamini kaplamadiklart gorildi.Kiiltiirde hizli
cogaldiklar1 fakat 3. gilinde kontrol edildiklerinde g¢ogu hiicrenin yiizeyden kalktig1
gozlendi.

Beta hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in yapilan immiinfloresan boyamalarda 8
kuyucuklu lamlara eklen beta hiicreleri kendine 0Ozgii isaretleyiciler ile boyanarak

hiicrelerin pozitif olduklar1 gosterildi.
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C-peptid/

Sekil 4.6. Beta hiicrelerinin karakteristiklerinin immunfloresan isaretleme ile analizi. A-
Ki-67 (Yesil), B- MAF-A (Yesil), C- PAX-4 (Yesil), D- C-PEPTIT (Yesil), GLUKAGON
(Kirmizi), D-GLUT?2 (Yesil), E-INSULIN (Yesil). Cekirdekler DAPI (mavi) ile isaretlendi
(Olgiim gubuklari, 50 um).

4.1.3.1.1.Beta hiicrelerinin sicakhik duyarh Kkiiltiirkab: iizerindeki canhliklarinin
belirlenmesi: WST-1 Testi

Sicaklik duyarh kiiltiir kaplarinda enzimsiz kiiltiir sonras1 beta hiicrelerinin
canlilig1 ve proliferasyonlarini tespit etmek i¢in kiiltiiriin 2. giinlinde bu test uygulandi. 6-
kuyucuklu playtlere hiicreler 12.5x10* olacak sekilde ekildi Enzim kullanmadan 37°C lik
inkiibatorden 20°C lik 1s1ya alinan hiicreler 30 dk beklenerek kiiltiir kabindan kalkmasi
saglandi. Test giiniinde(2. Giin)hiicreler toplanip 96-kuyucuklu playtlere ekildi.Kontrol
grubu olarak polisitiren kaph kiiltiir kaplar1 kullanild1 Bu kiiltiir kabindaki hiicreler tripsin
(Gibco) ile kaldirildi.Deney sonunda absorbans degerleri 480 nm’de monokromator
sistemli mikroplaka okuyucuda okunduktan sonra yapilan analizde birbirine es degerde
sonuglar ¢iktigindan anlamlilik goriilmedi.Iki farkli kiiltiir kabinda kiiltiir edilen beta

hiicrelerinin kiiltiiriin 2. Giinlinde canlilik oranlarinin ayn1 oldugu tespit edildi.
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Poly(N-isopropylacrylamide) Polisitiren

Sekil 4.7. Poly(N-isopropylacrylamide) ve Polisitiren kiiltiir kaplarmda kiiltiir edilen beta
hiicrelerinin 2 giin siire ile kiiltiirii sonundaki ¢ogalma ve canlilik kapasitesinin WST-1
analizi ile karsilastirilmasi. Gruplar arasinda fark gozlenmedi (n=3, ortalama+SS, *P <0.05,
**P<0.01, ***P<0.001).

4.1.3.1.2.Apoptoz Deneyi

Beta hiicrelerinin 2 giinliik kiiltiir siirecinde apoptoz diizeyini belirlemek i¢in
uygulanan apoptoz deneyi sonrasinda kontrol grubu(Polisitiren) ve deney grubu(Poly(N-
Isopropylacrylamide) student’t testi ile karsilastirildiginda sonug **p<0.01 oldugundan
apoptozun polisitiren kapl kiiltiir kabinda anlaml1 bir sekilde arttig1 gézlendi.

0,18
0,16
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08
0,06
0,04
0,02
0

* k

Poly(N-isopropylacrylamide) Polisitiren

Sekil 4.8 Polisitiren (kontrol) ve Poly(N-isopropylacrylamide) (deney grubu) kiiltiir
kaplarinda kiiltiir edilen Beta hiicrelerinin apoptoz analizi. 2 giin kiiltiir sonrasinda kontrol
grubunda deney grubuna gore apoptozun anlamli dercede daha fazla oldugu belirlendi
(n=3, ortalama+SS, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
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4.1.3.1.3.Insiilin Salgilama Deneyi

Sicaklik duyarli kiiltiir kabindaki beta hiicrelerinin besiyerine diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda glukoz eklenerek,degisen glukoz oranlarina verdigi insiilin yanit1 tespit
edildi.Glukoz miktar1 arttirildiginda buna cevaben insiilin mikarinda artma gorildi.

Glukoz miktar1 azaltildiginda ise cevap alarak insiilin salgisinin azaldig: tespit edildi.

61,5 * %

61

60,5

60

59,5 -

59

58,5
3.3 mM RPMI 1.h 20 mM RPMI 2.h 3.3mM RPMI 3.h

Sekil 4.9.Glukoz ile indiiklenmis insiilin salgilama fonksiyon analizi. Besiyerine
eklenen glukozun cesitli konsantrasyonlarina her iki kiiltiir kabindaki beta hiicrelerinin
instilin salgilayarak verdigi cevap agisindan karsilastirildi. 3.3 mM glukozdan 20 mM
glukoza gecildiginde hiicrelerin insiilin salgis1 **P<0.01 oldugundan anlamli kabul
edilmistir. (n=3, ortalama+SS, *P <0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

4.1.3.2.Is1 Degisimine Duyarh Kiiltiir Kabinda Beta Hiicre Kiiltiirii

Nakil i¢in hazirlanan beta hiicrelerinin 2giin kiiltiir periyodu sonunda tabaka haline
gelmesi beklendi. Beta hiicreleri 37°C lik inkiibatérden 20°C lik 1siya alindiktan sonra

hiicreler 30 dk inkiibasyon sonrasinda kiiltiir kabindan tabaka halinde kalkmadig: goriildii.

Beta hiicrelerinin hem T175 kiiltiir kaplarinda (polisitiren) hem de PIPAAm kiiltiir
kaplarinda ¢ogaltilma asamasinda bu hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyinin tamamin
kaplamadig1 (konfluent olmadigi) mikroskobik olarak gdzlenmisti. Bu durum hiicrelerin
epitelyal karakterde olmasi ve koloni yapisinda (monolayer) kiimeler yapmasindan
kaynaklanmaktadir. Kiiltiirdeki siire arttirildiginda da, fibroblastik hiicrelerde oldugu gibi
konfluensiyi saglayamadilar. Bu yiizden PIPAAm kiiltiir kaplarinda hiicrelerin bir
membran olusturarak kalkmasi ve bu membranin nakil yapilabilmesini saglamak icin
PIPAAm Kkiiltiir kabinda hiicreler sKi-MKH’ler ile homojenize edilerek kiiliir kabina
ekildi. Buradaki ama¢ MKH’lerin besleyici tabaka (feeder layer) gibi davranarak
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fibroblastik tipte olduklari i¢in membran olusumunun desteklenmesiydi. Tabaka olusmasi
icin gereken hiicre sayisinin optimizasyonu yapildi. Beta hiicrelerinin kiiltiiriiniin MKH
gibi destekleyici hiicre grubu ile hiicrelerin canlilik ve ¢ogalma acisindan da daha basarili
oldugu gozlemlendi. Besleyici hiicre tabakasina ihtiyag duyan embriyonik kok hiicreler
gibi beta hiicrelerinin de basaril kiiltiirii i¢in destekleyici hiicre hattina gereksinimi oldugu

sonucuna varildi.

Sekil 4.10. KI-MKH ve beta hiicrelerinin farkli oranlarda yapilmus birlikte kiiltiir (ko-
kiiltiir) goriintiileri. Beta hiicreleri tiim oranlarda ¢ogalma ve proliferasyon agisindan
MKH’siz kiiltiirlere oranla daha verimliydi. A-1:1 oraninda Beta-MKH (6l¢iim ¢ubugu, 50
um), B-1:2 oraninda Beta-MKH (6lgtim ¢ubugu, 50 um), C-1:3 oraninda Beta-MKH
(6lgtim ¢ubugu, 20 um), D-1:4 oraninda Beta-MKH (6l¢iim gubugu, 20 um).

4.2.Beta hiicrelerinin ve sKi-MKH tabakalarinin nakli

Beta Hiicrelerinin ve sKi-MKH tabakalarmin diyabetik sigan modeline 2 asamali

olarak nakli yapildu.

[lk asamada siganin dorsalde deri alt1 bdlgesine U seklinde kesi acildi.PIPAAm
kiiltiir kabinda 1s1 farkiyla kaldirilan hiicre tabakalar1 tasiyici membran ile nakil bolgesine
yerlestirildi.1 dk bekledikten sonra tasiyict membran kaldirilarak MKH tabakasinin nakil

bolgesine yerlesmesi saglandi.

Ikinci asamada ise beta hiicreleri nakil bolgesine yerlestirildi. MKH larm nakli
sirasinda U seklinde agilan deri beta hiicre nakli 6ncesi kesinin iki yan1 kapatild1 ve tek bir

acik bolge birakildi.Matrijel icerisinde bulunan beta hiicreleri nakil bolgesine yerlestirildi
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ve dikis atild1.
4.2.1.sKi-MKH tabakalarinin nakli

sKI-MKH hiicre tabakasi elde edildikten sonra tastyict membran ile hedef bolgeye
nakil yapildi.

Sekil 4.11. Sicaklik duyarl kiiltiir kabinda(PIPAAM) 2 giin siireyle kiiltiir edilen sKi-
MKH hiicre tabakasinin tasiyict membran ile nakil i¢in hazirlanmasi. A-B: Kiiltiir kab1
igindeki hiicrelerin tasiyicti membran ile tabaka halinde kaldirilmasi (OK: tasiyici
membran).

Sekil 4.12.sKI-MKH larin deri alt1 bolgesine nakli.A-C:Sigan dorsal bdlgesinin U seklinde
acilmasi.D:  sKi-MKH tabakasmin tastyict membran ile deri alti bélgeye
nakledilmesi.(Tas1yict membran sekil D de kirmizi ok ile gosterilmistir.)
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4.2.2.Beta Hiicrelerinin Nakli

Beta hiicreleri matrijel le homojenize edilerek 3-B lu beta hiicre dokusu

olusturuldu.Nakil bélgesindeki sKi-MKH tabakasini iizerine yerlestirildi.

Sekil 4.13.Matrijel igerisindeki beta hiicrelerinin nakil goriintiileri. A-C:Nakil derialti
bolgesinin agilmasi.D-F:Matrijel icerisindeki beta hiicresinin deri alti bdlgesine
yerlestirilmesi.(Matrigel Sekil D ve E de beyaz ok ile gosterilmistir.)

4.3.Transfer Edilen Dokularin Terapotik Etkisinin Degerlendirilmesi
4.3.1.Nakil Sonrasi Sicanlarin Agirhk Ol¢iimii

Sicanlarin nakilden sonra 3. giinden itibaren agirliklar1 6l¢iildi. 5,6,7,8 ve 11.
Giinlerde agirlik dl¢iimleri devam etti. Diyabete baglh olarak agirliklarinda degisim olup

olmadig1 studen’t testi ile analiz edildi.

Saglikli kontrol grubunda ilerleyen gilinlerde beslenmeye bagli olarak agirlikta
diizenli artig goriildii 8. ve 11. giinlerde artis gozlendi. .(*P<0,05) oldugundan anlamli
kabul edildi.

STZ enjeksiyonu yapilmis kontrol grubunda diyabete bagli olarak 7.giinden itibaren
agirliginda belirgin bir azalis gozlendi.7,8 ve 11. giinlerde sirasiyla (*P<0,05), (**P<0.01)
oldugundan anlamli kabul edildi.

Beta hiicre nakli yapilmis diyabetli sican grubunda naklin sonuncu giiniinde

agirlikta azalma goriildii fakat istatiksel agidan anlam gostermedigi tespit edildi.
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Beta hiicresi ile birlikte MKH nakli yapilmis olan grupta 7. giine kadar agirlikta azalma
goriildii.7. ve 8. giinlerde tekrar agirlik artisi oldugu tespit edildi.Fakat istatiksel acidan

anlamli goriilmedi.

350 KONTROL

*
250
200
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100
50
0

0.giin 3.glin 5.glin 6.gin 7.gin 8.gin 11.gin

Agirhik(gr)

Sekil 4.14. Kontrol grubu giinlere gore agirlik degisimi. 8 ve 11. giinlerde anlaml artis
goriilmekte (¥*P<0,05). (n=3, ortalama+SS, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).
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Sekil 4.15. STZ li Kontrol grubu gilinlere gore agirlik degisimi.7, 8 ve 11. giinlerde anlaml
azalis (**P<0.01) goriilmekte (*P<0,05). (n=3, ortalama+SS, *P<0.05, **P<0.01,
***pP 0.001).
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STZ+BETA
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Sekil 4.16. Beta hiicresi nakledilmis STZ 1i sican grubu giinlere gore agirlik degisimi.
(n=3, ortalama+SS, *P<0.05, **P<0.01, ***P <0.001).
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Sekil 4.17.: Beta hiicresi ve MKH nakledilmis STZ 1i sican grubu giinlere gore agirlik
degisimi. (n=3, ortalama+SS, *P<0.05, **P <0.01, ***P<0.001).

4.3.2. Nakil Sonrasi Sicanlarin Tokluk Kan Sekeri Ol¢iimii

STZ enjeksiyonu yapildiktan 3 giin sonra STZ ye baglh beta hiicrelerinin
haraplanmas: ile kan sekerinin yiikseldigi kuyruk veninden alinan kan Orneginin

glukometre cihazi ile Ol¢iilmesi sonucu tespit edildi.Tokluk kan sekeri 250 mg/dL’nin
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tizerinde olanlarda STZ’ye bagli beta-hiicre hasarinin sonucu diyabetolustugu kabul edildi.

Nakilden sonra 3.gilinlinden itibaren nakil gruplarindan 5,6,7,8 ve 11. giinlerde
kuyruk veninden aliman kan Orneginden tokluk kan sekeri glukometre cihaz1 ile
Olciildii.Saglikli kontrol grubu,STZ li kontrol grubu, sadece beta hiicresi verilmig,beta
hiicresi ve MKH verilmis deney gruplar1 0,3,5,6,7.8 ve 11. giinlerdeki degisimler birbiri ile

karsilastirilarak incelendi.

Yapilan analizlerde 6l¢iim yapilan giinlerin her birinde gruplar arasi karsilastirma

yapild.

Yapilan analizlerde olusturulan grafikte deney gruplar1 arasinda nakil yapilmadan
onceki tokluk kan sekeri, nakilden sonraki 3 ve 8. giinlerdeki tokluk kan sekeri degerleri ile
karsilastirilarak spss analizi yapildi.Ayn1 zamanda 8. Giinde 4 deney grubu birbiri ile
karsilastirilarak incelendi.Beta-MKH grubu nakil dncesinde 0. giiniin, nakil sonrasi 3. ve 8.
giinlerdeki karsilagtirilmasi sonucu giinler arasi kan sekeri degeri degisimi **p<0,01
oldugundan anlamli kabul edilmistir.8. giinde 4 farkli deney grubu birbiri arasinda
karsilastirmali olarak incelendiginde,saglikli kontrol grubuna gére Beta nakli yapilan grup
arasindaki degisim **p<0,01 oldugundan,Beta-MKH nakli yapilan grup ile saglikli kontrol
grubu arasindaki degisim **p<0,01 oldugundan anlamli kabul edilmistir.Beta grubu ile

Beta-MKH grubu arasindaki analiz sonucu *p<0,01 oldugundan anlamli kabul edilmistir.

Nakil sonrasi, Beta-MKH nakli yapilan grubun sadece Beta nakli yapilan gruba
gore kan sekerinde anlamli bir diisiis oldugu tespit edildi.

Nakil oncesinde Beta-MKH grubunda tokluk kan sekeri degeri 411 mg/dl iken bu
deger 3. Giinde 183mg/dl olarak oOlgiilmiistiir. 8 giinde ise bu deger 146mg/dl olarak

Olclilmiistiir.

Nakil oncesinde Beta grubunda tokluk kan sekeri degeri 436 mg/dl iken,3. Giinde
bu deger 487 mg/dl, 8 giinde ise 366 mg/dl olarakolclilmiistiir

STZ enjeksiyonu yapilmis nakil yapilmayan grupta 0. glinde kan sekeri 450 mg/dl,
3. Glinde 504 mg/dl, 8. Giinde 506 mg/dl 6l¢iilmiistiir.

Saglikli kontrol grubunun kan sekeri 0. giinde 120 mg/dl, 3. giinde 118 mg/dl, 8
giinde 114 mg/dl olarak Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.18. Nakil yapilmadan 6nce ve nakilden sonraki 3, 5, 6, 7, 8 ve 11.gilinlerde tokluk
saglikli kontrol, STZ li kontrol, Beta nakli ve Beta+tMKH nakli yapilmis gruplardaki kan
glukoz diizeyleri. Nakilden sonraki 3.gilinde; saglikli kontrol, STZ li kontrol ve Beta nakli
yapilan gruplarda kan glukoz diizeyinde azalma gozlenmezken, Beta+tMKH nakli yapilmis
grupta nakil Oncesi ile karsilagtirlldiginda anlamli bir azalma (**P<0.01) gdzlendi.
Nakilden sonraki 8.glinde (deneyin son giiniinde) ise; nakil dncesi ile karsilastirildiginda
yine sadece Beta+tMKH nakli yapilmis grupta kan glukoz diizeyinde anlamli bir azalma
(**P<0.01) gozlendi. Nakil sonrast deneyin son giinii (8.giin) nakil yapilan gruplar, kontrol
gruplart ile kan glukoz diizeyi acisindan karsilagtirildiginda; yalnizca Beta hiicresi
nakledilen gruba gore Beta+MK hiicre nakledilen grupta glukoz diizeyi daha fazla azalma
gosterdi (° ®P<0.01). (n=6, ortalama+SS).

4.3.3.Nakil Sonrasi 1l.giinde IPGTT (intraperitonal Glukoz Tolerans Testi)

Uygulanmasi

Nakil sonras1 11. giinde ag¢ olan siganlara intraperitonel olarak glukoz yiiklemesi
sonrasinda 30,60 ve 120. dakikalarda kuyruk veninden alinan kandan glukometri cihazi ile

yapilan o6l¢timlerin karsilastirmali analizi yapildi

Beta nakli yapilan grupta glukoz verilmeden once aglik kan sekeri 85 mg/dl,glukoz
yiiklemesi yapildiktan sonra 30. dakikada kan sekeri 379 mg/dl, 60.dakikada 423 mg/dl,
120. dakikada 205 mg/dl olarak Sl¢iilmiistiir.

Beta-MKH nakli yapilan grupta glukoz verilmeden once aglik kan sekeri ise 78
mg/dl, glukoz yiiklemesi yapildiktan sonra 30. dakikada kan sekeri, 30. dakikada 123
mg/dl, 60. dakikada 132 mg/dl, 120. dakikada 111 mg/dl olarak Slgiilmiistiir.
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Gruplar oOlgiilen dakikalarda kendi aralarinda spss analizi ile karsilastirilmasi
yapildi. 60.dakidada Beta ve Beta-MKH grubu arasindaki karsilastirmali analizde

a0op<0.001 oldugundan anlamli kabul edilmistir.

Beta ve Beta-MKH grubu arasindaki 120. Dakikadaki karsilastirmada aop<0.01

oldugundan anlamli kabul edilmistir.

Bu sonuglara gore siganlarda kanda artan glukoz seviyesine cevaben nakledilen
beta ve MKH hiicrelerinin yanit olusturdugu ve insiilin salgilayarak kan glukozunu

diisiirmeye ¢alistig1 tespit edildi.

IPGTT

Glukoz mg/dl

0.dk 30.dk 60.dk 120.dk
W KONTROL W STZ W STZ+BETA M STZ+BETA+MKH

Sekil 4.19. Nakil sonrasi deneyin son giinii (8.gilin) tiim gruplara yapilan intraperitonal
glukoz tolerans testi sirasinda olgiilen kan glukoz diizeyleri. Gruplar kan glukoz diizeyi
Olclilen dakikalarda kendi aralarinda istatistiksel analiz ile karsilastirildi. 60.dakidada
yalnizca Beta hiicresi nakledilen gruba gore, Beta ve MKH nakledilen gruptaki kan glukoz
diizeyinin, ¢ok daha fazla azalma gosterdigi belirlendi (“**p<0.001). Aymi gruplar
120.dakikada karsilastirildiginda da yine Beta ve MKH nakledilen gruptaki kan glukoz
diizeyinin, daha fazla azalma gosterdigi belirlendi (“*p<0.01). (n=6, ortalama+SS).
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4.4. Histolojik ve Immunohistokimyasal Analizler

11.giinde nakil bolgesindeki subkutan dokular alindi.Deri greftleri kesilerek
formalin igerisine konuldu. Pankreas dokulari ise formalin enjeksiyonu ile sisirilerek

alindi.

Deri greftlerinde beta hiicresi nakledilmis ve beta-MKH nakledilmis gruplarda

immiinfloresan boyama yapildi.

Beta hiicre nakli yapilan grupta beta hiicrelerini gosterebilmek icin deri grefti
insiilin boyandi beta hiicrelerinin nakil bdlgesine basarili bir sekilde yerlestigi pozitif

boyanarak gosterildi.

Beta-MKH nakli yapilan grupta beta hiicreleri ve tabaka halinde nakledilen GFP
isaretli MKH hiicreleri insiilin ve GFP boyandi.Bu hiicrelerin nakil bdlgesinde pozitif
oldugu gosterildiMKH lerin nakil bodlgesinde damar olusturdugunu goéstermek igin
PECAM-1 boyandi pozitif goriildi ve MKH larin beta hiicrelerinde hasar olusumunu
engelledigi,grefti korudugu ve hiicreleri apoptozdan korudugunu gostermek ic¢in active

caspase boyand1 ve hiicrelerde boyanmadig1 negatif oldugu gosterildi.

MKH larin salgiladigr sitokin ve biiylime faktdrlerinin nakil bolgesindeki beta
hiicrelerinde hasar olusumunu engelledigi,grefti korudugu ve hiicrelerin apoptozunu
engelledigini gostermek i¢in TGFB VE IL-6 boyandi ve hiicrelerde pozitif oldugu
gosterildi.Beta hiicre nakli yapilan grupta ise TGF negatif olarak goriildii.
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STZ+BETA+MKH STZ+BETA STZ+BETA+MKH

STZ+BETA

Sekil 4.20. Beta hiicre nakli ve BetatMKH nakli yapilan gruplarda deri greftinin
immunfloresan antikor ile boyanma goriintiileri. A-A3, C-C3: Beta-MKH grubunda MKH
hiicreleri GFP (Yesil) ile Beta hiicreleri ise INSULIN (Kirmuzi) ile isaretlendiginde
nakledilen greftte her iki hiicrenin de bulundugu gosterildi. B-B3, D-D3: Beta hiicrelerinin
INSULIN (Kirmiz1) ile isaretlendigi yalmizca Beta hiicresi nakledilen grupta ise MKH
hiicreleri gézlenmedi. Beyaz oklar: beta hiicresi, kirmizi ok: MKH. (Olgiim gubuklari, 50

um).
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Sekil4.21. Deri greftlerinde damar olusumu (PECAM-1) ve beta hiicre apoptozunun
(Active caspase) immiinfloresan boyama ile gosterilmesi. A-D:Beta hiicre grubunda
PECAM-1 (Yesil) Active caspase (Kirmizi)boyamasi. PECAM-1 negatif,active caspase
pozitif goriilmektedir. E-H: Beta-MKH grubunda PECAM-1 (Yesil) Active caspase
(Kirmiz1) boyamasi. PECAM-1 damar olusumunu gostermektedir (Beyaz oklar pozitif
boyamay1 gostermektedir), active caspase negatif goriilmektedir. (Olgiim cubuklari, 50

Sekil 4.22.Deri greftinde Beta-MKH grubunda MKH lerin salgiladiklar1 sitokinler olan
TGFB (Yesil), IL-6(Kirmizi) boyamasi.D:Beyaz oklar pozitif TGFB boyamasini
gostermektedir. (Olgiim ¢ubuklari, 50 um).
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STZ+BETA+MKH STZ+BETA

Sekil 4.23. TGFp sitokini salgilayan MKH larin greft bolgesinde gosterilmesi.A-Al:Beta-
MKH nakledilen grubun greft 6rnegi TGFp (Yesil) pozitif goriilmektedir.B-B1:Beta hiicre
nakli yapilan grupta TGFB (Yesil) negatif goriilmektedir Cekirdekler DAPI (mavi) ile
isaretlendi (Ol¢iim ¢ubuklari, 50 um).

Sekil 4.24.Hiicre tabakasi halinde nakledilmis MKH tabakasinin deri greftinde nakil
bolgesindeki GFP (Yesil)boyamasi ile gosterilmistir.D:MKH hiicre tabakasi beyaz okla
gosterilmistir Kirmiz1 ok ile gosterilen pozitif olarak Insiilin (Kirmizi) ile boyanan beta
hiicresini gdstermektedir. (Olgiim gubuklar, 50 um).
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Sekil 4.25. Sekil 4.23’{in daha biiylik biiyiitmedeki goriiniimii. GFP ile isaretlenmis ve
tabaka halinde nakledilmis MKH’lerin tabaka halinde nakil bdlgesindeki goriintiisii (Beyaz
oklar: MKH tabakast). Gri oklar pozitif olarak Insiilin (Kirmizi) ile boyanan beta hiicresini
gostermektedir. (Olgiim ¢ubuklari, 50 um).
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STZ+BETA

STZ+BETA

Sekil 4.26.Matrigel icerinde nakledilen Beta hiicrelerinin deri alt1 nakil bolgesindeki
goriintiileri. A-B: Matrijel igerisinde koloni halinde bulunan beta hiicreleri. (Hemotoksilen-
Eosin boyamasi. Beyaz okla gosterilen bolge matrigel ve icerisindeki beta hiicreleri
goriilmektedir). C-D: Ayn1 nakil bdlgesinin IF goriintiileri. Insiilin (Kirmiz1) ile
isaretlenmis Beta hiicreleri. (Ol¢iim ¢ubuklar1, 50 um).
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Sekil 4.27. Nakil bolgesindeki greftin H-E boyanmis goriintiisii. A-B: Nakledilen matrigel
icindeki Beta hiicreleri daha biiyiik buyiitmede gorilmekte. Ok ile homojen eozinofilik
yapida matrijel gosterildi. (Olgiim gubuklari, 50 um).

Sekil 4.28. Nakil bolgesindeki Beta nakli yapilan greftin IF boyanmus goriintiisii. (Olgiim
cubuklari, 50 um).
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Nakilden sonra 11. giinde deney gruplarindan alinan pankreas dokularinda IF
boyama yapild1 ve kesitlerde adacik goriintiileri tarandi.Saglikli kontrol grubu adaciginin
boyutu diger 3 deney grubu adacik boyutu ile karsilastirildiginda farkliliklar goriildii. STZ
enjeksiyonundan sonra adacik dokusundaki beta hiicrelerinin haraplanmasi sonucu adacik
boyutunun kiigiildiigii tespit edildi.Beta hiicre nakli yapilan grupta nakilden sonra tedaviye
cevaben 1iyilesmenin goriilmesi sonucu adacik boyutunun nakil yapilmayan kontrol
grubuna gore daha biiyiik oldugu goriildii.Beta ve MKH nakli yapilan grupta ise sadece
beta nakli yapilan gruba gore adacik boyutunun daha biiyiik oldugu tespit edildi.Bu grupta
MKH lerin anti-apoptotik 6zelligi ve hasar bolgesine go¢ ederek o bolgeyi koruma etkisi
oldugu diisiiniilerek adaciktaki beta hiicrelerini proliferasyon ve canliligini korudugu tespit

edil

STZ KONTROL

STZ+BETA

STZ+BETA+MKH

Sekil 4.29.4 farkli deney grubunun pankreas adaciklarinin IF boyama goriintiileri.A-
A3:Saglikli kontrol grubu pankreas PCNA (Yesil) negatif, Insiilin (Kirmizi) pozitif
goriilmekte.B-B3:STZ li kontrol grubu.C-C3:Beta hiicresi nakledilmis grup.D-D3:Beta ve
MKH nakledilmis grup. (Olgiim gubuklar1, 50 zm).
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S5.TARTISMA

Giliniimilize kadar, B-hiicrelerinin yerine konmasimi amacglayan ii¢ farkli strateji
gelistirilmistir; pankreas, adacik ve hiicre transplantasyonu. Halen adacik hiicrelerinin
transplantasyonu i¢in tercih edilen organ, karacigerdir. Ancak immun problemler ve graft
basarisizligi ile sonuglanir ve alicilarin biliyiik kismini insiilin bagimsiz durumdan tekrar
insiilin bagimli hale getirir. Adacik transplantasyonunun uzun Omiirlii olmasi i¢in gesitli
yontemler konusunda c¢alismalar siirmektedir. Bunlar arasinda biyomiihendislik
yaklagimlart da kullanilarak adacik hiicre tabakalari olusturulup fonksiyonel adacik
sistemleri insa edilmesi ve bu sistemlerin ekstra hepatik alanlara transferi de yer almistir.
Ornegin subrenal, subkutan ve abdominal bolge transferleri gibi (Okano, 2011). Bu 3-B
hiicre tabakalarinin, subkutan bdlgede daha etkili bir sekilde varligini siirdiirdiigii rapor

edilmistir.

Bu calismada Tipl Diyabetin tedavisine alternatif olarak hiicre-tabaka miihendisligi
kullanilmistir. Dolayisiyla diyabetin tedavisi i¢in umut verici yontemlerden kullandigimiz
bu ¢alismamizin sonuglarinin bu konuyla ilgili bilimsel veriye 6nemli bir katki sagladigin
diisiinmekteyiz. Calisma i¢in hazir satin alinan beta hiicre hatti matrijel ile homojenize
edilmis, sigandan izole edilen Ki-MKH ise sicaklik invitro sicaklik-duyarl kiiltiir kaplar:

[poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAmM] tizerinde kiiltiir edilerek olusturulmustur.

Calismamizda kullandigimiz hiicre tabakalarindan 3B’lu adacik dokusu
yaklagiminin en 6nemli 6zelligi, in vitro ortamda 1siya cevap veren PIPAAm (Poly N-
isopropylacrylamide) kiiltiir kabinin kullanilmasidir (Okano et al.2011, Narang 2006). Bu
yontem proteolitik enzim kullanmaksizin, hiicrelerin  kiiltiir edildigi inkiibator
sicakligindan (32C0’nin istiinde yaklasik olarak 37C0’de) daha diisiik sicaklikta (32C0’nin
altinda) hiicre tabakalarinin kolaylikla kiiltiir kabindan kalkmasina izin vermektedir
(Cheng 2005, Fritschy 1991). Bu hiicre kiiltiir kabinin yapisini olusturan polimer, hidrofilik
formdan hidrofobik forma gecerek hiicrelerin kabin tabanindan kalkmasini saglamaktadir.
Bu kiiltiir kaplari, tek katli hiicre tabakalarinin dogal intraseliilar baglant1 ve intraseliiler
mikroyapisini koruyarak ayni zamanda da normal hiicre fonksiyon 6zelligini de koruyarak
hiicrelerin toplanmasini saglamaktadir. Ayrica hiicreleri kaldirmak i¢in kullanilan
enzimlerin hiicre yapisina verdigi zarar etkilerin de elenmesini saglamaktadir (Hirose

2000, Okano 1993).
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Calismamizda 3B’lu yapiy1 olusturdugumuz bu iki farkli hiicre, in vitroda ¢ogaltilip
STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarin sirt bolgesindeki deri altina nakledilerek bu
bolgede bir adacik dokusuna benzeyen derialti greft olusturulmustur. Bu sayede diyabetik
sicanlarda, normal glisemik indeks saglanabilmistir. Bu sayede genellikle karacigere
yapilan nakillerden farkli olarak daha kolay ve daha az invazif olan bir nakil bdlgesi
kullanilmistir (Blomeier 2006, Parnaud 2006, Arkhammar 1998). MKH kullaniminin ise
nakil dokusunun subkutan dokuya uzun siire tutunma ve devamli fonksiyon gosterebilme
yeteneginde oldugunun tespit edilmesi ise literatiirde bir ilk olmustur. Bu sayede adacik
dokular1 3-B yapiya getirilip subkutan hiicre implantlar olarak ¢ok az invazif bir yontemle
hastaya nakledilebilir duruma getirilip klinik olarak test edilebilecek hale gelecektir.
Diyabetin tedavisi igin kullanilan adacik, beta hiicre yada kok hiicre nakillerinde nakil
yapilacak bolge olarak pankreas ve karaciger (hepatopankreatik bolge) bolgesi tercih
edildiginde dezavantajlar gozlenmistir. Karaciger bolgesine yapilacak nakil invazif bir
girisim oldugu i¢in alternatif olarak subrenal, subkutan ve abdominal bolgelere nakiller
giindeme gelmistir. Calismamizda hiicre-tabaka miihendisligi kullanarak olusturdugumuz
greftleri, nakil bolgesi olarak deri alti/subkutan bolgeye nakletmeyi hedeflendi. Amacimiz
hasarli pankreas1 rejenere ederek insiilin {retimini diizenlenmesi degildi. Aksine
hepatopankreatik bolgeye gore daha az invazif bolge olan subkutan bélgeye greftin
yerlestirilip (hasarli pankreasin yapamadigi fonksiyonu) insiilin salgisinin bu yolla
diizenlenmesi hedeflendi. Her iki hiicreyi de kullanarak olusturdugumuz greftin deri altina
kolaylikla yerlestirilebildigini gozledik. Daha 6nce bir grup tarafindan yapilan ve sadece
beta hiicresi kullanilan greftlerde de derialt1 bolgenin uygun ve daha az invazif bir bolge
oldugu rapor edilmisti (Okano,2011). Bizim ¢aligmamizda farkli olarak matiir ve ileri
derecede farklilasmis hiicreler olan beta hiicrelerinden olusan greftlere ek olarak
mezenkimal kok hiicre eklendi. Mezenkimal kok hiicre ve beta hiicresi birlikte verilen
grupta ise, kok hiicre eklenmemis yalnizca beta hiicresi bulunan gruba gore grefti olusturan
hiicrelerin canlilik ve morfolojik olarak daha iyi diizeyde oldugu ve fonksiyonel olarak da
kan glikoz diizeyini ayarlamada daha etkin bir insiilin salgis1 ger¢eklestirebildigi belirlendi.
Greftin deri altina yerlestirilmesi, hem glikoz diizeyinin diizenlenebilmesi i¢in gerekli
hepatopankreatik olamayan insiilin salgisinin yeterli miktar1 saglayabildigi hemde greftin
zamanla fonksiyonunun azalmasi yada kaybedilmesi durumunda yeni greftin daha

kolaylikla yeniden nakledilebilecegi avantajini sagladig1 gozlendi.
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Ayrica kiltiir kaplarmi kiiltiire baslamadan kapladigimiz lamininin kiiltiirdeki Beta
hiicrelerini canliligina, tutunmasina, proliferasyonuna, olumlu etkisini gosteren pek ¢ok

calismada rapor edilmistir (Bosco 2000, Hammar 2004).

Calismamizda nakil sonrast 11 giin takip siiresi boyunca alinan tokluk kan
orneklerinde kan glukozunun normal seviyeye diistiigli gosterilmistir. Fakat deney gruplari
karsilastirildiginda Beta-MKH grubunun kan glukoz seviyesinin, Beta nakli grubuna gore
saglikli kontrol grubuna daha yakin oldugu gosterilmistir. Bu da elde ettigimiz 3B lu
adacik dokularinin sistemik sirkulasyonun i¢ine insulin sekresyonu ve insulin {iretim
yeteneginin oldugunu gostermistir. 3B’lu adacik dokularmin fonksiyonelligi IPGTT
(intraperitonal glukoz tolerans testi) ile gdsterilmistir. Sicaklik duyarli kaplar ile yapilan
beta hiicresi yada diger hiicre kiiltiir ve nakil ¢alismalarinda, hiicreler arasi baglanti
komplekslerinin korunmasi ve in vitro ortamda da olsa olusan ekstraselliiler matriksin
bozulmamasi, hiicrelerin  morfolojik olarak saglikli  olmalarmin  yan1 sira

fonksiyonelliklerine de katki saglamistir (Ohashi 2005, Hirose 2000).

Bu miihendislik {iiriinii adacik dokularimin hassasligt ve insulin salgilamasi,
transplante edilen dokuyu ¢evreleme ve yiiksek damar agi formasyonunu kazandirmistir
(Yokoyama, 2006). Bu da Beta-MKH nakli yapilan gruplarda MKH lerin 11 giinlikk
sliregte greft bolgesinde PECAM-1 proteinini pozitif ifade etmesiyle agiklanabilir.

Alict  diyabetik sigandan alinan greft bolgesinde yapilan histolojik  ve
immiinohistokimyasal kesit incelemelerinde MKH nakli yapilan grupta beta hiicreleri ve
tabaka halinde nakledilen GFP isaretli MKH hiicreleri, insiilin ve GFP antikorlar1 ile
isaretlendi. Dolayisiyla bu hiicrelerin nakil bolgesinde insiilin (beta hiicreleri) ve GFP
(mezenkimal kok hiicreler) pozitif hiicreler gozlenebildi. Tabaka halinde nakledilen
MKH’lerin nakil bolgesine basarili bir sekilde yerlestigi ve canliligini devam ettirebildigi
GFP ile gozlendi. MKH’lerin nakil bolgesinde anjiogenezi baslattigi ve yeni damar
olusumlari, PECAM-1 ve GFP’yi ayn1 anda pozitif gosteren endotel hiicreleri belirlenerek
goriildii. Yalniz Beta hiicresi nakledilen gruba gére, MKH’lerin beta hiicrelerinde hasar
olusumunu engelledigi, grefti korudugu ve hiicreleri apoptozdan korudugu, active caspase
ile apoptoz diizeyleri karsilastirilarak gozlendi. Bu sonuglarimiz da diger hiicre tabaka

¢aligmalarinin sonuglari ile uyumludur (Willy 2002, Rossignol 2009).

MKH’lerin salgiladig1 sitokin ve bilylime faktdrlerinin nakil bolgesindeki beta

hiicrelerinde hasar olusumunu engelledigi, grefti korudugu ve hiicrelerin apoptozunu
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engelledigini gostermek i¢in mezenkimal kok hiicrelerden salgilandigi ve koruyucu etkileri
bilinen sitokin ve biiylime faktorlerinden sectigimiz TGFB ve IL-6 antikorlar1 ile
isaretlendiginde greft bolgesindeki hiicrelerde daha yogun pozitif oldugu goriilmiistiir.
(Daan,2008). Yalnizca beta hiicre nakli yapilan grupta ise TGFp’nin negatif, IL-6’nin ise

daha az hiicrede pozitif oldugu goriildii.

Ek olarak Beta nakli ve Beta-MKH nakli yapilan grupta pankreas dokulari
incelenmis ve adaciklardaki INSULIN ifadesi her iki dokuda da gozlenmistir. Fakat Beta-
MKH grubundaki adacik boyutunun Beta grubundaki adacik boyutlarinda ¢ok belirgin
olmayan artis ve eozinolfilik alanlarin daha azalmis oldugu MKH’lerin beta hiicrelerinin

apoptozunu engelledigi ve proliferasyonunu arttirdig1 diisiiniilebilir.

Bu nedenle ¢alismamizin en énemli 6zelligi olan beta hiicresinin MKH ile birlikte
nakledilmesi, si¢anlarda kan glukozunun normal seviyeye gelmesinde sadece beta hiicre
nakline gore daha basarili oldugudur. Beta hiicrelerini sicaklik duyarli kaplarla kiiltiir edip
hiicre tabakasi halinde nakil yapan yalnizca iki ¢aligma bulunmaktadir (Okana et al.2011).
Ancak bu calismalarda pankreatik adaciklar enzimatik olarak parcalanip tek hiicre
siispansiyonu yapilmig ve elde edilen tiim hiicre grubu sicaklik duyarli kaplara ekilmistir.
Bilindigi gibi panreatik adaciklarin %80’ini beta hiicreleri olusturken %?20’sini adacigin
diger endokrin hiicreleri, vaskiiler ve stromal hiicreler olusturmaktadir. Dolayisiyla bu
calismalarda beta hiicrelerine destek olarak oOzellikle vaskiiler ve stromal hiicreler
bulundugu icin beta hiicreleri, nakil sonrasinda morfolojik ve fonksiyonel olarak
desteklenebilmistir. Bizim ¢alismamizdaki hedeflerimizden birisi; ¢esitli yollarla in vitroda
iretilmis beta hiicrelerinin (yada insiilin salgilayan hiicrelerin), diyabetik hayvanlara
nakledilmesinde verimliliginin arttirilmasi idi. Ciinkii in vitroda tretilen bu tip hiicreler,
adacigin kendisinin bir biitiin olarak yada pargalanarak hiicre siispansiyonu haline getirilen
beta hiicrelerinin destegini saglayan hiicrelerden yoksundur. Bu yiizden in vitro ortamda
tiretilen beta hiicrelerine destek olarak MKH kullandik. Bu sayede adacigin stromal ve
vaskiiler hiicrelerinin yerine gegecek ve kok hiicre oldugu i¢in de onlardan daha fazla beta
hiicrelerine destek olabilecek oldugunu diisiindiigiimiiz MKH’ler, sonuc¢larimiza gore
diyabetik hayvanlarda kan glukoz diizeyini yalmizca Beta hiicre nakledilen gruba gore
anlamli bir sekilde daha fazla disiirebildi. Sonug¢larimiza gore greftin canliligini,
proliferasyonunu destekledigi gibi fonksiyonel olarak insiilin salgilamasina da destek
sagladigimi gozledik. MKH larin salgiladig: sitokin ve biiyiime faktorleri TGFp ve IL-6,

MKH’lerin en 6nemli &zelliklerinden olan anti-apoptotik, anti-inflamatuar &zellikleri
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sayesinde grefti koruyup beta hiicrelerinin apoptozunu engellemesi ile aciklanabilir (Peng,

2013, Demircan, 2011).

Ayrica bu yontem sayesinde hiicre kaynagi olarak kullanilacak hiicrelerin hepsi
deger kazanacaktir. Cilinkii yontem hangi hiicre olursa olsun o hiicrenin en fonksiyonel ve
dogru korunmus sekilde nakline izin verebilen bir yontemdir. Hiicre kaynagi ister insandan
izole edilmis matiir beta hiicreleri olsun ister herhangi bir invitro ortamda kok hiicreden
farklilastirilarak {iretilmis beta hiicreleri olsun hepsinin oldukg¢a verimli bir sekilde naklini
saglayabilecektir. Yontemde MKH kullanimi sayesinde hiicre naklinin kalitesini arttiran
bir baska yonili ise nakledilen dokunun ¢ok daha uzun siire fonsiyonunu ve canlilifini
devam ettirebilmesi ve engrafman oraninin yiiksek olmasidir. Nakil yontemine ekledigimiz
ve daha once hi¢ ¢alisilmamis olan bir basamak olan kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicre tabakasinin, beta hiicre tabakalarina ilave edilmesi; yine nakil yapilan hiicrelerin
canliligi, proliferasyonu ve engrafmanini olumlu yonde degistirerek daha uzun siire normal

glisemik indeksin devam ettirilebildigini ¢aligmamizda gdstermis olduk.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Bagisiklik sisteminin insiilin lireten S-hiicrelerine hasar verdigi Tip I diyabet sigan
modelinde, pankreastan izole ettigimiz Beta hiicrelerini, doku miihendisligi yaklagimi ile
hiicre tabakalar1 haline getirip ve bu tabakalardan 3-B’lu bir ekstra hepatik fonksiyonel
adacik dokusu olusturup diyabetik sicanlara transfer ederek, A-hiicre replasmanini
saglamayr ve MKH’lerin olusturdugumuz 3-B’lu adacik dokusuna etkisini de
inceledigimiz planladigimiz c¢alismamizin, doku miihendisligi ile diyabetin tedavisine

yonelik ¢aligmalara dnemli katkilar saglayacagini 6ngérmekteyiz.

Ayrica g¢alismamizda doku miihendisligi yaklagimi ile sicaklik-duyarli kaplar
[poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAmM] {izerinde firettigimiz “3-B’lu bir ekstra hepatik
fonksiyonel adacik dokusunu” diyabetik hayvan modeli olusturacagimiz siganlara transfer
ederek doku miihendisligi, diyabetin hiicresel tedavisi ve kok hiicre konusundaki in vivo

hayvan modeli ¢alismalarina da cok énemli katkilar saglanabilecegi goriisiindeyiz.

Yapilan kaynak taramasinda Langerhans adaciklarindan izole edilen Beta
hiicrelerinin sicaklik-duyarli kaplar [poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAmM] iizerinde in
vitro kiiltiirde 3-boyutlu ekstra hepatik fonksiyonel adacik dokusu olusturup diyabetik
hayvanlara transfer ederek etkinligini test eden yalnizca ayni1 grup tarafindan yapilmis iki
calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda doku miihendisligi ile 2 tabakadan olusan bir 3-
boyutlu ekstra hepatik fonksiyonel adacik dokusu olusturulmustur. Biz ise ¢alismamizda
bundan farkli olarak 3 tabakadan olusan bir doku insa etmeyi planlaik. 3 tabakadan olusan
3-boyutlu ekstra hepatik fonksiyonel adacik dokusu kullanarak diyabetik sigan modelinde
tedavi etkinligini test eden bir ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla yaptigimiz bu
calisma 6zglin degeri olan bir konuya sahiptir. Bu sayede, ¢alismamizin tiim sonuglari

doku miihendisligi konusunda evrensel bilime katki saglayacak nitelikte olacaktir.

Yine yapilan kaynak taramasinda Langerhans adaciklarindan izole edilen Beta
hiicrelerinden sicaklik-duyarli kaplar [poly(N-isopropylacrylamide)-PIPAAmM] iizerinde in
vitro kiiltiirde 3-boyutlu ekstra hepatik fonksiyonel adacik dokusu olusturan yukarda
bahsettigimiz caligmalarda yalnizca beta hiicreleri kullanilmistir. Biz bu calismalardan
farkli olarak beta hiicre dokusuna ek olarak Ki-MKH’lerden olusturdugumuz hiicre
tabakasini ekledik. Kaynak taramasi sonucuna gore doku miihendisligi ile 3-boyutlu ekstra
hepatik fonksiyonel adacik dokusu insa edilirken MKH kullanan yada ilave eden baska bir
calisma bulunamamistir. Dolayisiyla planladigimiz bu calisma, 6zgiin degeri olan bir
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konuya sahiptir. Bu sayede, calismamizin tiim sonuglar1 kok hiicre kullanan doku

miithendisligi ¢alismalar1 konusunda evrensel bilime katki saglayacak nitelikte olacaktir.

Ayrica ¢aligmamizdan elde edecegimiz basarili sonuglara kosut olarak pankreas-
karaciger disinda farkli bir bolgede fonksiyonel bir adacik olusturuldugunda, klinikte
diyabet tedavisinde uygulama alani bulabilecektir. Elde etmeyi planladigimiz dokuyu,
dogrudan pankreas-karaciger bolgesine transfer etmek yerine subkutan olarak transfer ¢ok
daha az invazif bir yontemdir. Bu dokunun, ileride enkapsiile edilerek rahatlikla ¢ok az bir
invazif yontem ile deri altina yerlestirilebilen bir preparat/chip haline getirilecegini

diisiinmekteyiz.
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