T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

MEZENKIMAL KOK HUCRELERDEN PANKREAS ADACIK BETA
HUCRELERINE BENZER INSULIN SALGILAYAN HUCRELERIN
REKOMBINANT DNA TEKNOLOJIiSIi iLE ELDESI

AYSEGUL BAGLAR

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin
Kok Hiicre ve Doku Yenilenmesi Programi i¢in Ongordiigii
BILIM UZMANLIGI (YUKSEK LISANS) TEZI

Olarak Hazirlanmistir.

KOCAELI

2014






T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

MEZENKIMAL KOK HUCRELERDEN PANKREAS ADACIK BETA
HUCRELERINE BENZER INSULIN SALGILAYAN HUCRELERIN
REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISIi iLE ELDESI

AYSEGUL BAGLAR

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisti Yonetmeliginin
Kok Hiicre ve Doku Yenilenmesi Programi i¢in Ongordiigii
BILIM UZMANLIGI (YUKSEK LISANS) TEZI

Olarak Hazirlanmistir.

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Gokhan DURUKSU

Destekleyen Kurum ve Proje Kodu: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK)-112S125

KOCAELI

2014



T.C
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

(Tez Onay Sayfast)

Beta HSoddowe Beadr
Tezadi: Mereaumal €S\ Hicrlrdea Panlcas Adacie . '
islia Salglagen  Hoeslersn Belombact b Tekaskgiss T Blsbasi

Tez yazan: A3peatl BAgN-
Tez savunma tarihi: ©40F.20 1}

s, oc, D6 Githan Duwsiso

Tez Danigmant:
Is bu calisma Jiirimiz tarafindan ......... .. B\ MBere e e Anabilim Dali
sk, Lisans ... fezi olarak kabul edilmigtir.
Tez Savunma Smavi, jiiri tiyeleri Imzast J
Unvam Adi Soyadi o

tge Peat. Dy Erde). KRRAOL ... S
Oye Prof . .. Tancay, DEURASL .o /}K
LS

Uye Nard: . Dog. Df.. . Golkdaon DURMKSY. ...
L
ONAY

Yukaridaki imzalarin adi gegen ogretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

........ VO )

Prof. Dr. Tuncay Colak
Enstitii Miidiirii



OZET

MEZENKIMAL KOK HUCRELERDEN PANKREAS ADACIK BETA
HUCRELERINE BENZER iNSULIN SALGILAYAN HUCRELERIN
REKOMBINANT DNA TEKNOLOJIiSI iLE ELDESI

Sunulan tez c¢alismasinda mezenkimal kok hiicreler kullanilarak gen aktarimi
sonrast kimyasal uyarilma ile tip 1 diyabetin hiicresel tedavisi i¢in insiilin tiretebilen beta
benzeri hiicre elde etme potansiyelinin gézlenmesi amaglanmistir. Calismada sigcan
pankreatik adaciklarindan izole edilen mezenkimal kok hiicreler (sPA-MKH)
kullanilmustir. Izole edilen pankreatik adaciklardan spesifik primerler kullanilarak Ngn3
(Neurogenin3), Pax4 (paired box gene 4), MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog A) ve Gck (Glucokinase) transkripsiyon faktorleri ¢ogaltilmis ve bu
genlerden toplam dokuz grup olusturularak sPA-MKH’lere elektroporasyon ile
aktarilmistir. Aktarilan genlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve gruplar arasindaki fark
anlagilmaya calisilmistir. Gen aktarimi sonrasi hiicreler kimyasal ajanlar ile endokrin
yonde uyarilmis ve hiicrelerin farklilasma potansiyelleri morfolojik olarak ve beta hiicre
belirtegleri agisindan gen ekspresyon profilleri karsilastirilmistir. Hiicre i¢i proteinlerin

sentezi arasindaki farki belirleyebilmek i¢in Western Blot Hibridizasyon yapilmistir.

Sonug olarak gen aktarimi sonrasi elde edilen gruplar arasinda belirgin farklar
oldugu ve yalnizca beta benzeri hiicre degil diger adacik hiicrelerinin karakterini tasiyan
hiicrelerin de elde edildigi gézlenmistir. Endokrin yonde kimyasal uyarilma sonucunda ise
baz1 gruplarda adacik benzeri hiicre topluluklarinin olusmasini sagladigi goriiliirken,
yalnizca Ngn3-Pax4-MafA genlerinin bir arada aktarildig1 grup hiicreler {izerinde 6nemli
bir etki yaratarak insiilin graniillerine benzer yap1 elde edildigi immiinfloresan tekniklerle

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, Ngn3, Pax4, MafA, Gck, endokrin
farklilagsma, tip 1 diyabet



ABSTRACT

THE PRODUCTION OF PANCREATIC ISLET BETA LIKE INSULIN
PRODUCING CELLS FROM MESENCHYMAL STEM CELLS BY
RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY

In the presented thesis, the detection of the differentiation potential of the
mesenchymal stem cells into insulin producing beta like cells by chemical induction
following the gene transfer was aimed for the cellular therapy of type 1 diabetes. In the
study, rat pancreatic islet derived mesenchymal stem cells (rPI-MSC) were used. Ngn3
(Neurogenin3), Pax4 (paired box gene 4), MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog A) and Gck (Glucokinase) transcription factors were isolated from rat
pancreatic islets and transfected into rPI-MSC by electroporation in different combination
forming nine experimental groups. The interactions of these genes and the differences
between the groups were tried to be understood. Cells following gene transfection were
induced to differentiate into endocrine cell lineage with chemical agents, and the
diffentitaion potential of these cell groups were compared morphologically and by gene
expression profiling. Western Blot Hybridization analyses used to determine the cellular

protein differences between cell groups.

As a result, the cell groups that transfected with genes showed significant
differences, and not only the beta cells but also the other types of cells in pancreatic islets
were obtained. While some group of cells forms cell clusters like islets after the chemical
induction, only the Group 9 cells, which were co-transfected with Ngn3, Pax4, MafA, was
shown to form insulin granules that showed by immunofluorescence staining after the

chemical induction.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Ngn3, Pax4, MafA, Gck, endocrine differantiation,
type 1 diabetes
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALS : Amyotrophik lateral skleroz

ASMA : Alfa smooth muscle actin

bHLH : Basic helix loop helix

bp : Baz cifti

DM : Diabetes Mellitus

DMEM/F12: Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
D-MEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DTZ: dithiyozone

EGF : Epidermal growth factor

EKH : Embriyonik kok hiicre

EMT : Epitel mezenkimal gecisi

FBS : Fetal sigir serumu

FGF : Fibroblast growth factor

FITC : Fluoresan izotiyosiyonat

G3PDH : Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Geg : Glucagon

Gck : Glucokinase

HBSS: Hank's Buffered Salt Solution

HGF : Hepatocyte growth factor

HKH : Hematopoietik kok hiicre

IBMX: 3-isobutyl-1-methylxanthine

Ins1 : Insiilin 1

Ins2 : Insiilin 2

LIF : Losemi inhibitor faktor

MafA : musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A
MKH : Mezenkimal kok hiicre

MS : multiple skleroz

NeuroD : Neurogenic differentiation

Ngn3 : Neurogenin3



Pax4 : paired box gene 4

PBS : Fosfat salin tamponu

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

Pdx1 : Pancreatic and duodenal homeobox gene 1
PE : Fikoeritrin

Pen/Strep : Penisilin/Streptomisin

PFA : Paraformaldehit

Ptfla : Pancreas-specific transcription factor 1a
RNA: Riboniikleik asit

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SHH : Sonic hedgehog

sPA-MKH : si¢an pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicre
Sst : Somatostatin

TID : Tip 1 diyabet

T2D : Tip 2 diyabet

VEGEF : Vascular endothelial growth factor
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1 GIRIiS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiiti (World Health Organization, WHO) verilerine gore
gliniimiizde yaklasik 347 milyon insan diyabet hastasidir. Diyabetin tedavisi i¢in farkl

yollar denenmis olsa da kesin tedavisi heniliz bulunamamustir.

Kandaki glikoz seviyesinin dengede kalmasi i¢in pankreatik adaciklarda insiilin
hormonu salgilanan beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucunda kandaki glikoz seviyesi
ayarlanamadig1 i¢in hiperglisemi ortaya ¢ikmaktadir. Hipergliseminin yol agtifi cesitli
komplikasyonlar ile seyreden bu otoimmiin hastalik tip 1 diyabet olarak tanimlanmaktadir.
Tip 1 diyabetli hastalarin giinliikk hayatlarim1 saglikli stirdiirebilmeleri i¢in insiilin
takviyesine ihtiya¢c vardir. Ancak kesin ¢6ziim saglanamamasi nedeniyle farkli tedavi

yollart aragtirilmaktadir.

Son zamanlarda hiicresel tedavi yaklasimlart birgok hastalik i¢in umut 15181
olmustur. Ozellikle kisinin kendi viicudundan elde edilerek kullanilabilecek olan (otolog)
kok hiicreler immiin red olusturmayacagi i¢in arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir.
Kendini yenileyebilen, boliinme kapasitesi yiiksek ve farklilasma potansiyelleri olan kok

hiicreler birgok hastalik gibi diyabetin tedavisi i¢in de aragtirilmaktadir.

Kok hiicrelerin farklilasma 6zellikleri kullanilarak yikima ugramis olan beta
hiicrelerinin  yerine insiilin salgilayabilen kok hiicre nakledilmesi yeni tedavi
arastirmalarindan biri olarak o6nerilmektedir. Kok hiicrelerin farklilastirilabilmesi igin
kimyasal ajanlar kullanilarak yonlendirme saglanabilir. Uygulanabilecek yontemlerden
birisi de gen aktarim teknolojisidir. Insiilin iiretebilen beta benzeri hiicre elde edilmesi igin
instilin proteininin tretiminde rolii olan transkripsiyon faktorleri kullanilabilir. Ayrica
embriyonik donemde pankreasin gelisiminde 6nemli rolleri olan transkripsiyon faktorleri
ile insiilin tretebilen hiicrelere farklilagtirma saglanabilir. Elde edilmek istenen hiicrenin
glikoza cevap olarak insiilin tiretebilmesi i¢in de glikoz algi mekanizmasinda rol oynayan

bir transkripsiyon faktorii aktarilmasi hedeflenen hiicreye ulasmay1 saglayacaktir.

Bu ¢alismada si¢an pankreatik adaciklardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelere

(sPA-MKH) Ngn3 (Neurogenin3), Pax4 (paired box gene 4), MafA (musculoaponeurotic
1



fibrosarcoma oncogene homolog A) ve Gck (Glucokinase) transkripsiyon faktorleri
aktarilarak glikoza cevap niteliginde insiilin salgilayabilen beta benzeri hiicrelerin elde
edilmesi amaglanmistir. Ayrica gen aktarimi sonrasinda hiicreler kimyasal olarak
indiiklenerek iki farkli teknikte uygulanmistir. Boylece gen aktarimi ve kimyasal

indiiklemenin hiicreler tizerindeki etkileri karsilastirmali olarak incelenmistir.

Bu yaklagim kullanilarak elde edilecek olan hiicrelerin glikoza cevap olarak insiilin
tiretebilmesinin saglanmasi halinde, bu hiicrelerin tip 1 diyabetli hastalarda otolog hiicresel

tedavisinde kullanilmak i¢in olanak saglayacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kok Hiicreler

Hiicre esash tedavinin (hiicresel tedavinin) amaci, hasar goren bir hiicre, doku veya
organin biyolojik islevini yerine koymak, tamir etmek veya genisletmektir. Bir hedef
organa, o organin iglevlerini eski haline getirmeye yetecek sayida ve kalitede izole edilmis
ve Ozellikleri belirlenmis olan hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir. Yenileyici
(rejeneratif) veya tamir edici (reparatif) tip olarak da adlandirilan bu alanda kok hiicreler

oldukg¢a 6nemli kullanilma potansiyeli gostermektedir.

Kok hiicreler uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahip, 6zellesmemis hiicrelerdir. Kok hiicrelerden farklilasma

sonucu elde edilen bir yavru hiicre, 6zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilir.

Hiicrelerin  boliinme kapasitesini  belirleyen  faktorlerden biri  dogrusal
kromozomlarin ucunda yer alan ve “telomer” denilen DNA zincirleridir. Telomerler
kromozom uglarmin parcalanmasimi ve dagilmasin1 ya da diger kromozomlarla
kaynasmasini engelleyerek, kromozomlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasini saglayan,
binlerce kez tekrarlanan kisa DNA tekrar dizileridir (insanda TTAGGG). Her bir bolinme
sonucunda c¢esitli sebeplerden dolay1 bu telomerik DNA kismi kisalir. Bu kaybi karsilamak
icin, telomerler biinyesinde tersine transkriptaz telomeraz proteinini (h"TERT) ve telomeraz
RNA (hTR) taslagimmi tasiyan bir riboniikleoprotein olan telomeraz enzimi tarafindan
uzatilir. Enzim, her replikasyon sonrasi telomerin kisalmasini 6nlemek i¢in sayisiz
telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’ ucuna takarak kromozomun kisalmasini engeller

(Sekil 2.1.).

Somatik hiicrelerin ¢cogunda telomeraz enzim aktivitesi diisiiktiir ve bundan dolay,
her hiicre boliinmesi sonucu kromozomlarin telomerleri kisalir. Birgok boliinmeden sonra
telomerde ciddi aginmalar olur ve hiicre bolinme kapasitesini yitirir. Diger yandan, insan
germ, timor ve embriyonik kok hiicre serilerinde telomeraz etkinligi bulunmugtur ve bu
hiicre tiplerinin simirsiz bir sekilde kendini yenileyebilme kapasitesinden bu enzimin
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sorumlu oldugu distiniilmektedir. Kok hiicrelerin de telomeraz enzim aktivitesi yiiksek

oldugu icin uzun zaman boliinerek kendilerini yenileyebilirler.
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Sekil 2.1. Telomer ve telomeraz.

Bir kok hiicrenin temel 6zelliklerinden biri bu hiicrenin 6zellesmis islevleri yerine
getirebilecek herhangi bir dokuya benzer yapiya sahip olmamasidir. Fakat 6zellesmemis
kok hiicreler kalp kasi, kan veya sinir hiicreleri gibi 6zellesmis hiicrelere kaynaklik
edebilirler. Kok hucreler farklilasma 6zelligi olarak kabul edilen bu yetenekleri
bakimindan totipotent, pluripotent ve multipotent olarak adlandirilan ¢ gruba

ayrilmaktadir.



Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olan, sinirsiz farklilagma
ozelligi gosteren ilk embriyonel hiicreye totipotent hiicre denmektedir. Erken embriyonik
donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar ki tiim blastomerler totipotenttirler. Bu hiicreler, tam

bir embriyo ve embriyo dis1 yapilari olusturabilme yetenegindedirler.

Embriyonik donemin ilerleyen sathalarinda olusan blastosistin i¢indeki i¢ hiicre
kitlesinden elde edilen hiicreler viicudun endoderm, ektoderm ve mezoderm denilen g
embriyonik tabakasindan koken alan pek c¢ok farkli hiicre ¢esidine (yaklasik 270 cesit
hiicre) kaynaklik edebilirler. Bu o6zellige sahip kok hiicrelere pluripotent hiicreler

denmektedir.

Gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetal donemde) hiicreler biraz daha o6zel
gorevlere sahip olur ve eriskin kok hiicrelerine doniisiirler. Bu erigkin kok hiicreler tipik
olarak yer aldiklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Biraz daha 6zellesmis olan bu kok

hiicrelere multipotent hiicreler denmektedir (Kara6z ve Ovali, 2004).

2.1.1 Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara gore; embriyonik gelisim siirecinin erken
donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler olarak iki ana sinifa ayrilir.
Embriyonik olmayan kok hiicreler de dokuya 6zgiin (eriskin) kok hiicreler, dogum sonrasi
donemdeki (fetal) kok hiicreler ve kadavradan elde edilen kok hiicreler olarak

siniflandirilirlar (Sekil 2.2.) (Karadz ve Ovali, 2004).
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Sekil 2.2 Elde edildikleri kaynaklara gére kok hiicre siiflandirmasi (Inan ve Ozbilgin,
2009).

2.1.1.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH) blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
pluripotent (ii¢c embriyonik tabakadan kéken alan pek ¢ok farkli hiicre ¢esidine kaynaklik
edebilen) hiicrelerdir ve ilk olarak 3,5 giinliik fare blastosistlerinin i¢ hiicre kitlesinden elde
edilmislerdir. Losemi inhibitor faktor (LIF) varliginda uygun bir besleyici fibroblast
tabakaya yerlestirildiklerinde, prolifere olarak sonsuza kadar pluripotent kalirlar (Evans

and Kaufmann 1981; Martin 1981).

EKH’ler iki ¢ok onemli 6zellige sahiptirler ve bu o6zellikler sayesinde rejeneratif
tibbin odak noktasi haline gelmislerdir. Bu 6zellikler; kendini yenileme siireci ile
farklilasmaksizin prolifere olma becerisi ve farklilasma i¢in indiiklendiklerinde 6zellesmis

hiicre tiirleri olusturma potansiyelleridir (Smith, 2001).
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Olusturulan ilk insan embriyonik kok hiicresi 1998 yilinda bir in vitro fertilizasyon
kliniginde “kullanilmayan” zigotlardan izole edilmistir (Thomson et al., 1998). Bu ve bunu
izleyen calismalarda fare EKH’lerinde oldugu gibi insan EKH’lerde de farklilagsma

olmadan kendini yenileme becerisi ve pluripotent bir yapida olduklar1 belirtilmistir.

2.1.1.2 Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Embriyonik olmayan kok hiicreler eriskinlerden, fetal kaynaklardan ve kadavradan elde
edilen ve multipotent 6zellikteki kok hiicrelerin olusturdugu siniftir. Erigskin kok hiicreler

de kendi arasinda;

1. Hematopoietik kok hiicreler
1.1.  Kemik iligi kok hiicreler
1.2.  Periferik kan kok hiicler
1.3.  Kordon kan1 kok hiicreler
2. Stromal kok hiicreler (Mezenkimal kok hiicreleri)
3. Organlarda yerlesik diger erigkin kok hiicreler seklinde simiflandiriimaktadir
(Karatz ve Ovali, 2004).

Hematopoietik kok hiicreler (HKH) ¢ogunlukla kemik iliginde yerlesmis, stirekli
olarak kendilerini yenileyebilen, sinirli sayida cogalma potansiyeline sahip ve kanda
bulunan hiicre tiirlerine farklilagabilen eriskin kok hiicrelerdir. Uygun sitokinlerin ve
buyiime faktorlerinin etkisi ile hematopoietik kusagin biitiin hiicrelerine farklilagabilirler.

HKH’ler CD 45, CD 34 ve CD 14 yiizey belirteg¢lerini tagirlar (Karaéz ve Ovali, 2004).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) ise ilk kez fetal buzagi serumu igeren kemik
iliginin yayilmas1 sonrasinda, fibroblastlara benzeyen, kemik hiicrelerine ve adipositlere
farklilagsan, adherent hiicre kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenshtein tarafindan
tanimlanmistir (Koton et al., 2001). Sonraki in-vivo ve in-vitro c¢aligmalar sonucunda
MKH’ler her t¢ germ yapragindan koken alan hiicre ve/veya dokulart olusturan

multipotent kok hiicreler olarak tanimlanmistir (Kara6z ve Ovali, 2004).

MKH eldesi i¢in en sik kullanilan kaynak kemik iligidir. Kollajen I ve IV, laminin

ve fibronektin gibi matriks proteinlerini sentezleyen, biiyiik poligonal ve fibroblast benzeri
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koloni olusturan hiicreler olan MKH’ler tipik hemetopoietik antijenlerden olan CD 45, CD
34 ve CD 14" eksprese etmezler. Kemik iliginde 6nemli role sahip olan hiyaliironan ve
osteopontin gibi ¢esitli baglayicilara yonelik bir almag olan CD 44’1 kuvvetli bir sekilde
eksprese etmektedirler (Karaéz ve Ovali, 2004). Ayn1 zamanda CD 29, CD 90 ve CD 106
hiicre yiizey belirteglerini yiiksek oranda eksprese ettigi bilinmektedir (Karaoz et al.,
2009).

Adipoz, kas, kemik, kikirdak vb. bircok dokudan kaynaklanan mezenkimal kok

hiicreler de ayn1 karakteri tagiyan multipotent hiicrelerdir.

Pankreas, dis, beyin, kas, deri, kil folikiili gibi kaynaklardan elde edilen kok
hiicreler organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreler sinifina girmektedir. Erigkin kok
hiicrelerin elde edilmesi EKH’lere oranla daha kolay oldugu icin gelecekte hiicresel tedavi
amactyla kullamima daha yakm goriilmektedir. Ozellikle immiin cevabm olugsmasm da
engelleyecegi i¢in otolog kaynakli eriskin kok hiicre tedavisinin tercih edilecegi

diistiniilmektedir.

Tip 1 diyabet, multiple skleroz (MS) ve romatoit artrit gibi giderek artan ve siklikla
goriilen tiim otoimmun hastaliklar; kesin nedeni bilinmeyen oliimciil bir hastalik olan
Amyotrophik lateral skleroz (ALS); ¢esitli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan tedavisi i¢in
canli bir vericiden nakil gerektiren kalp, karaciger ve bobrek gibi organlarin yetmezlikleri;
cesitli seviyelerdeki omurilik hasar1 sonucu ortaya ¢ikan felgler; Alzheimer ve Parkinson
gibi norodejeneratif hastaliklar; muskiiler distrofi gibi ndro-muskiiler dejeneratif hastaliklar

gibi bir¢ok hastalik i¢in kok hiicreler umut olmustur.

Eriskin kok hiicreler kaynaklandigi dokunun hiicrelerine farklilasmaya daha
yatkindirlar. Bu nedenle herhangi bir hastaligin tedavisi i¢in, hasar olan doku veya
organdan izole edilen kok hiicrelerin kullanilmasi daha ¢ok tercih edilen bir yontemdir.
Omegin tip 1 diyabetin tedavisi i¢in pankreatik adaciktan kaynaklanan erigkin kok
hiicrelerin kullanilmasi ile insiilin tiretebilen hiicrelerin elde edilmeye calisildigi bir¢ok

calisma vardir.



2.2 Diyabet

Pankreas sindirim ve endokrin sisteminde 6nemli rol oynayan bir salgi organidir.
Pankreas iki ana hiicre tipinden olusmaktadir. Sindirim enzimleri salgilayan eksokrin
hiicreler ve Langerhans adaciklarinda konumlanan, kana hormonlart salgilayan endokrin
hiicreler. Yetiskin bir insan pankreasi; yaklasik olarak bir milyon, yani pankreasin %]1-
2’sini kaplayan Langerhans adacigindan olugmaktadir. Langerhans adaciklar alfa (o), beta
(B) ve delta (8) isimli {i¢ ana hiicreden olusmaktadir. Insiilin salgilayan B hiicreleri
adaciklarin %75’ini, glukagon salgilayan a hiicreleri %25’ini ve somatostatin salgilayan &
hiicreleri ise yaklasik olarak %5’ini olusturmaktadir. Adaciklarda bulunan bir diger hiicre
tipi PP hiicreleri ise pankreatik polipeptit salgilarlar ve bu polipeptidin islevi tam olarak
bilinmemektedir (Wong, 2011).

Pankreatik adaciklarda (Langerhans adaciklar) bulunan; B-hiicreleri, a-hiicreleri, 8-
hiicreleri birlikte calisarak normoglisemiyi saglarlar. Insiilin salinimmin yetersiz oldugu
veya olmadig1 durumlarda hiperglisemi ortaya ¢ikmaktadir (Kim et al, 2009). Hiperglisemi
de g6z, bobrek, sinirler, kalp gibi ¢esitli organlarda hasara neden olmaktadir. Hiperglisemi
sonucu ortaya ¢ikan bir grup metabolik diizensizlikle olusan bu hastaliga Diabetes Mellitus

(DM) denmektedir (Scobie, 2007).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) verilerine gére DM un
2025 yilina kadar 380 milyon insani etkilemesi beklenmektedir. Diinya tizerindeki toplam
insan oliimlerinin %5’inin diyabetten kaynaklandigi ve bunun 6niimiizdeki on yilda %50

oraninda artacag tahmin edilmektedir.

Iki tip diyabet vardir. Tip 1 diyabet (insiiline bagimli diyabet) (T1D) pankreatik B
hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucu yetersiz insiilin salinimi veya insiilin yokluguyla,
genellikle ergenlik baslangicinda ortaya cikar ve hastalar disaridan insiilin destegine
ihtiya¢g duyarlar. Tip 2 diyabet (insiiline bagimli olmayan diyabet) (T2D) ise sistemik
insiilin direnci ve B hiicrelerinin fonksiyon kayb1 sonucu, genellikle obeziteyle ve yaslilikla
ortaya c¢ikan diyabet tipidir ve hastalar insiilin destegine ihtiya¢ duymazlar. Bu tip diyabet,
hastalarin hayat sartlarim1 ve yeme aligkanliklarin1 degistirmeleri ile onlenebilir. Tip 1
diyabette ise hiicrelerin kendini yenilemesi veya otoimmiin sistemin yikici etkisinin

engellenmesi gerekmektedir (Mccall et al., 2010; Scobie, 2007; Ricordi et al., 2012).



2.2.1 Pankreas gelisim mekanizmasi

Memeli pankreas:i embriyonik gelisim sirasinda Onbagirsagin arka tarafindan,
ileride bas ve kuyruk kismim olusturacak olan ventrale ve dorsale dogru ¢ikint1 yapan iki

kismin birlesmesiyle olusur (Sekil 2.3.).

Dorsal pankreas
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formu tomurcuklanmasi onciil hiicreler olgunlagmasi

Sekil 2.3 Pankreasin embriyonik gelisim stireci (Hori, 2009).

Fare embriyonik gelisimi sirasinda pankreasin ilk kanitlar1 yaklasik 8,5’uguncu
(E8,5) glinde pankreatik tomurcuklari olusturan hiicrelerde homeodomain transkripsiyon
faktorii olan Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox gene 1) ekspresyonunun
goriilmesiyle baglar. Bundan kisa bir stire sonra farklilasmamis olan bu onciil hiicrelerde
bHLH (basic helix loop helix) transkripsiyon faktorii olan Ptfla’nin (pancreas-specific
transcription factor la) yiliksek derecede eksprese oldugu ve aymi zamanda sindirim
(asinar) enzimi olan Cpal transkripsiyon faktoriiniin diisiik seviyede eksprese oldugu
goriilmektedir. Tiim olgun pankreatik hiicreler bu Pdx1+/Ptfla+ olan onciil hiicrelerden
farklilasmaktadir (Sekil 2.4.). Yapilan bazi c¢alismalarda bu genler susturuldugunda
pankreas gelisiminin durdugu gosterilmistir. E13,5’tan doguma kadar hiicre farklilagmasi
devam etmektedir. bHLH transkripsiyon faktorii olan Neurogenin3 (Ngn3) ekspresyonu
adacik hiicre hattinin olusacagi progenitérlerde gegici olarak eksprese olarak, endokrin ve
ekzokrin hiicre hatlarinin ayn1 anda farklilasmasini baglatir. Cpal ekspresyonu ise buradan
sonra Onciillerde degil asinar hiicrelere spesifik olarak eksprese olmaktadir. Pdx1

ekspresyonu olgun beta hiicrelerinde de yiiksektir (Murtaugh and Kopinke, 2008).
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Sekil 2.4 Pankreasin embriyonik gelisim siirecinin molekiiler mekanizmasi (Murtaugh and

Kopinke, 2008).

Endokrin hiicre hattinin farklilasmasinda notch sinyal yolagi o6nemli rol
oynamaktadir. Notch sinyal yolaginda bHLH transkripsiyon faktérii olan NeuroD
(neurogenic differentiation) ile Ngn3 direk etkilesim halindedir. NeuroD’nin ve Ngn3’{in
fonksiyonunda azalma olmasi endokrin hiicre gelisimini engellemektedir. Boyle bir
durumda olgun beta hiicresi MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog

A) transkripsiyon faktoriiniin etkisiyle olusur (Noguchi, 2010).

FGF (Fibroblast growth factor) sinyal yolagi embriyoda endoderm gelisimi
sirasinda on-arka (anterior-posterior) kisimlarin olusumunu kontrol etmektedir. Mesoderm

tarafindan salgilanan FGF2 karaciger ve akcigerin olusumunu saglarken, notokordun
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salgiladigi FGF2 sonic hedgehog (SHH) sinyal yolagini baskilayarak pankreas gelisimini
desteklemektedir (Liew, 2010).

2.3 Diyabetin Tedavisi ve Kok Hiicreler

Diabetes mellitus heniiz kesin tedavisi olmayan ve diinya genelinde ciddi etkileri
olan bir hastaliktir. Yaklasik 80 yil once insiilinin kesfinden sonra diyabetin tedavisinde
buyiik bir yol kat edilememistir. Ayrica pankreas veya adacik nakli dezavantaj ve
komplikasyonlara sebep olmasa da uygun donér bulunamamasi ve immiin ret dolayisiyla
tedaviyi saglamamistir. Clinkii adacik hiicre nakli klinik olarak uygulanan bir yontem olsa
da tedavinin gegici bir siire saglanabilmesi bu yontemin yetersiz olmasina neden
olmaktadir. Transplantasyon i¢in uygun insan beta hiicresi elde etmekte ¢cok zordur. Bu
nedenle aragtirmacilar yeni tedavi yollar1 aramaya yonelmistir. Cesitli kaynaklardan elde
edilen kok hiicrelerin insiilin tiretebilen hiicrelere farklilasmasi yeni umutlar dogurmustur

(Wong, 2011; Akinci et al., 2012; Ricordi et al., 2012).

Onciil hiicrelerin direk olarak veya programlanarak beta hiicresine farklilastiriimasi
icin pankreasin ve beta hiicrelerinin embriyonik dénemde olusum mekanizmasinin veya
hasar sonucu yetigkinlerde nasil yenilendiginin anlagilmas1 gerekmektedir (Noguchi,

2010).

Dogum sonrasinda pankreasta herhangi bir hasar olmadig siirece 6nciil hiicrelerden
endokrin veya ekzokrin hiicre farklilasmasi gerceklesmemektedir. Yapilan caligmalara
bakildiginda yetiskinde pankreas “neogenezi” olarak tanimlanan bir hasar sonucu
pankreatik kanal ve asinar hiicrelerinin adacik hiicrelerine farklilasmaya basladigi ve
Ngn3+ onciil hiicrelere donustiikleri goriilmiustiir (Sekil 2.5.). Bunu destekleyen iki olay
vardir. Ilki pankreatik adaciklarin dogum sonrasinda da artmaya devam etmesi, ikincisi de
embriyoda adacik ve onciil hiicrelerin kanal yapilarinin i¢inde veya yaninda yer almasidir

(Murtaugh and Kopinke, 2008).
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Sekil 2.5 Pankreas rejenerasyonu ve neogenezi (Murtaugh and Kopinke, 2008).

2.3.1 Gen Aktarimu ile insiilin Ureten Hiicre Eldesi

Embriyogenez sirasinda hiicreler sirali bir farklilasma dizisi gegirerek viicudu
olusturan yaklasik 200 farkli hiicre tipinden birini olustururlar. Farklilagmasini tamamlayan
bu hiicreler uzun siire stabil bir hal alirlar. Ancak bazen farklilasmis olan bu hiicrelerde,
gelisim sirasinda hiicre farklilasmasinda 6nemli rol oynayan spesifik bazi transkripsiyon
faktorlerinin tekrar eksprese olmasi saglanarak farkli bir hiicre tipine geri programlanmasi
mimkiindiir. Bunun gibi bir transformasyon i¢in en az iki yada ii¢ transkripsiyon
faktoriiniin ekspresyonunun artmasi gereklidir. Direk olarak hedef genin ekspresyonunu
saglamazlar, fakat hiicrenin yeni bir gen ekspresyon profiline ulagsmalarin1 saglarlar. En
bilinen oOrnek olarak somatik hiicrelerin embriyonik kok hiicre haline yeniden

programlanmasidir (IPS hiicreleri) (Zhou et al., 2008).
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Transkripsiyon faktorleri ile direk olarak yeniden hiicre programlanmasi
calismalarindan biri de diyabet tedavisinde transplantasyon i¢in kullanilabilecek olan

insiilin tireten beta benzeri hiicre elde etme tizerinedir (Akinci et al., 2012).

Transkripsiyon faktorleri farklilasma, ¢ogalma ve apoptoz gibi biyolojik stirecleri
kontrol eden énemli hiicre i¢i molekiillerdir. Kromozom iizerinde yer alan promotor ya da
hizlandiric1 (enhancer) bolgelerindeki belli DNA dizilerine baglanarak genlerin aktive
olmalarin1 saglarlar. Onceki ¢alismalarla pankreas beta hiicrelerinin gelisiminde ve
fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde goérev alan bircok transkripsiyon faktorti ortaya
cikarilmistir (Bernardo et al., 2008). Bu faktorlerin dogrudan ya da dolayli olarak beta
hiicrelerinin insiilin promot6r bolgesini uyararak, insiilin sentezinde ve bu hiicrelere 6zgiin
diger ozellesmis gorevlerinin yerine getirilmesinde etkin rol aldiklart ve o6zellikle bu
faktorlerin insiilin-glikoz regiilasyonunda 6nemli gorevleri oldugu gosterilmistir (Andrali

et al., 2008).

Yapilan bilimsel c¢alismalarla insiillin miktarin1 artiran birtakim transkripsiyon
faktorleri tanimlanmistir: Pdx1, MafA, MafB, NeuroD1, Ngn3, Pax4, Pax6, Sox9, Sox17,
Hnfla, Hnf4a, Hnf6, Isl1, FoxA2, Nkx6.1, Nkx2.2 ve digerleri (Spence et al., 2009; Odom
et al., 2004; Kaneto et al., 2008; Jacquemin et al., 2000; Heremans et al., 2002). Bu
molekiiller insiilin tretimini ve salmimini kontrol eden metabolik yolagin farkh

noktalarinda gorev almaktadir.

Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox factor-1) embriyonik gelisim sirasinda
pankreasin olugmasi i¢in ortaya ¢ikan onciil hiicrelerin en énemli belirteclerinden biridir.
Insiilin sentezini dogrudan kontrol eden ilk tamimlanan faktorlerden biri olan Pdx1
pankreasin onarilmasinda, beta hiicrelerinden insiilinin tretilmesi ile sentezlenmesinde ve
kandaki degisen glikoz miktarina cevaben insiilin salinim regiilasyonunda goérev

almaktadir (Kaneto et al., 2007).

MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family A) dogumdan sonra
pankreas gelisimi ve beta hiicre iglevleri i¢in 6nemli bir proteindir (Hang and Stain, 2011).
Ayrica Glikokinaz (Gck) ile birlikte kandaki glikoz seviyesine cevap verecek sekilde

instiilin sentezini kontrol eden anahtar bir molekiildiir (Aguayo-Mazzucato et al., 2011).

Ngn3 (neurogenin3) insiilin sentezinde rol almakta olup son c¢alismalarda pankreas

hasar modelleri sonrasinda pankreasin onarilmasinda, beta hiicrelerinin yeniden
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olugmasinda ve proliferasyonunda gorev aldiklar1 gosterilmistir (Bonner-Weir and Weir,

2005; Xu et al., 2008).

2008 yilinda Zhou ve Ark.’larinin Nature’da yayinlanmig ¢alismasinda Ngn3, Pdx1
ve MafA genleri birlikte ekzokrin hiicrelerine aktarilarak insiilin salgilayan hiicreler elde

edilmistir (Zhou et al., 2008).

Embriyonik dénemde pankreatik tomurcuklarin olusmasinda 6nemli goérevi olan
Pdx1, endokrin onciil hiicre belirteci olan Ngn3 ve beta hiicre olgunlagsmasinda goérevli
MafA genlerinin kullanilmasiyla yapilan bir bagka ¢aligmada fare ekzokrin pankreasinda
yiiksek ekspresyonunun saglanmasi halinde STZ (streptozotocin) ile diyabet modeli
olusturulmus farelerde insiilin pozitif hiicrelerin {iretildigi gosterilmistir. Bu ti¢ faktori
iceren adenovektoriin karaciger hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada ise hiicrelerin insiilin

pozitif ve glikoz hassasiyeti olan hiicrelere donuistigu gosterilmistir (Akinci et al., 2013).

Pax4 (paired box gene 4) pankreas beta hiicresi gelisiminde gorev alan, Nkx2.2 ile
birlikte c¢alisarak Onciil hiicrelerin  beta hiicresine faklilagmasini tetikleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir (Wang et al., 2004; Lock and Tzanakakis, 2007). Pankreas beta
hiicresinin fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde énemli gorevlerinin yaninda aktivin A ve
betaselliilin varliginda eriskin sican dokularinda ifadesi artarak beta hiicre kiitlesinde artisa
sebep oldugu da gosterilmistir (Brun et al., 2004). Pax4 ekspresyonu Pax6'yi
indiiklemesiyle Pdx1'in yol agabilecegi alfa hiicre farklilagsmasini bloke edecegini ve beta
hiicre farklilagmasinin verimini artirdigi bildirilmistir (Ritz-Laser et al., 2002). Cdk4 ve c-
Myc genlerini uyararak beta hiicresi proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir (Brun ve
Gauthier, 2008). Pax4 ektopik olarak uzun stireli eksprese edildiginde Pdx1’i uyararak
insiilin sentezini artirmasmin yaninda NF-kappa B transkripsiyon faktoriinii baskilayarak
ve Bcl2 seviyesini artirarak beta hiicrelerinin apoptoza gitmesini engelledigi bulunmustur
(Hu He et al., 2011; Brun and Gauthier, 2008). Bu sayede T1D’de oldugu gibi bagisiklik
sisteminin beta hiicrelerine saldirip onlart yok etmelerinin oniine gecilebilecegi
onerilmistir. Yapilan bir ¢alismada MKH'lere Ngn3 ve Pax4 genleri aktarilmig ve
farklilasma goriilmiistiir. Pdx1 ekspresyonu artmig ancak hiicrelerin bir kismi alfa bir kismi
ise beta hiicrelerine farklilastig1 goriilmiistiir. Insiilin saliniminda bir artis olmus olsa da
beta hiicresi farklilagma verimi diisiik olmustur. MafA ve C-peptit ekspresyonlarinm

farklilasmis hiicrelerde gozlemlenememistir (Tang et al., 2011).
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Son yillarda insiilin salgilayan hiicre transplantasyonu, diyabet tedavisinde cerrahi
yontemler arasinda ilgi odagi haline gelmistir. Beta hiicresinin yerine kullanilmak iizere bu
hiicrelerin gelisimi ve c¢ogalmasinda gorev alan transkripsiyon faktorlerinin genleri
ozellikle kok hiicre ve hepatositlerde ifade edilmistir (Minami and Seino, 2008; Meivar-
Levy and Ferber, 2010; Karnieli et al., 2007). Bu yolla yapilan ilk ¢caligmalarda insiilin geni
mezenkimal kok hiicreler de olmak tizere birgcok hiicre tipine aktarilarak insiilin tiretimi
saglanmistir (He et al., 2011; Karnieli et al., 2007; Xu et al., 2007; Lu et al., 2006;
Zulewski, 2007; Meivar-Levy and Ferber, 2010; Sahu et al., 2009; Noguchi, 2010). insan
insiilin geninin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine verilerek insiilin iireten hiicreler
elde edilmis ve sonra bu hiicreler diyabet modeli olusturulmus farelere verildikten sonra
kandaki yiiksek seker seviyesini normal degerlere dondiigt goriilmiistiir (Xu et al., 2007).
Ancak, dogrudan insiilin geninin aktarilmasindaki en biiyiik sorun, hiicre transplantasyonu
sonrasinda zayif ya da yetersiz glikoz cevabinin gériilmesidir. Insiilin {ireten hiicreler ile
normal adacik beta hiicreleri arasindaki bu énemli fonksiyonel fark, bu hiicrelerin tedavi
yontemi olarak kullanilmasi 6ntindeki en ciddi engeldir. Uyarilmis pluripotent kok hiicreler
(iPSCs-induced pluripotent stem cells) ve uyarilmis néronlar (induced neurons) ile yapilan
calismalarda hiicre programlanmasinda sadece tek bir transkripsiyon faktoriiniin yeterli
olmadig1 birgok molekiiler faktorin ayni anda kullanilmasiyla erigkin hiicrelerin
programlanmasinin bagarili olabilecegi gosterilmistir (Kim et al., 2011; Ambasudhan et al.,

2011).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Pankreas Adacik izolasyonu

8 haftalik Wistar albino cinsi sicanin abdominal bélgesinde kesi olusturulduktan
sonra pankreas ve baglantili oldugu bagirsak kismi disariya ¢ikartilarak, kanaldan pankreas
dokusunun igerisine tek kaniille girilmistir. 10 mL kollajenaz P (Roche) soliisyonu
(Img/mL) kanaldan enjekte edilerek dokunun sismesi saglanmistir. Kalbinde kesi
olusturularak sakrifiye edilen sicanin pankreas1 bagirsak, dalak ve karacigerin etrafindan
toplanarak 50 mL falkon tiip igine alinip buz {izerine alinmistir. Yaklasik 15 dakika 37°C
su banyosunda tutulan pankreaslar daha sonra %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1
penicilin/streptomicin antibiyotigi iceren HBSS soliisyonu ile yikama islemine tabi
tutulmustur. Parcalanan doku 400-450 um por ¢apl celik elekten siiziilmiistiir. Istenmeyen
doku pargalar1 dansite-gradient santrifiij yontemiyle Ficoll kullanilarak diisiik devirde 25
dakika (dk) 4°C’de cevrilerek olusan bulutsu tabaka toplanmustir. izole edilen adaciklar
glikoz (20 g/L), FBS (%10), antibiyotik (%1) ve glutamin (2 mmol/L) eklenmis RPMI
1640 besiyerinde standart kiiltiir kosullarinda (37°C, %5 CO, kontrollii atmosfer) tutularak
canliliklar1 korunmustur. Izole edilen adaciklarin bir kismi kok hiicre izolasyonu igin

kullanilirken diger kismi1 genlerin izolasyonu i¢in kullanilmistir.

3.2 Sican Pankreatik Adacik Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

Elde edilen pankreatik adaciklardan eksplant yontemiyle kok hiicre (sigan
pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicre; sPA-MKH) izolasyonu yapilmistir.
[zolasyon sonrasinda pankreas adaciklarinin etkinligi mikroskop altinda gozlemlenerek
kayit altina alinmigtir. Sicaklik ve uygun atmosfer degerleri saglanmis ortamda, 16 saat ve
daha fazla goriintilenme stiresi sonunda pankreas adaciklarindan hiicre c¢ikist
gozlemlenmistir. Boylece koloni olusturacak bu hiicrelerin adacik kaynakli olduklar1 ve

cevre dokulardan kaynaklanmadig1 gosterilmistir.
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3.3 sPA-MKH Karakterizasyonu

sPA-MKH’ler kiiltiir kabina yapigma 6zellikleri sayesinde izole edilmis ve yapisan
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri calisma siiresince zit faz mikroskobu ile incelenmistir.
sPA-MKH’lerin kok hiicre ozelligi tasidigini gostermek igin ¢esitli karakrakterizasyon
analizleri yapilmistir. Immunofenotipik ozelliklerin belirlenmesi icin akim sitometri
analizi, immiinohistokimyasal isaretleme ve immiinfloresan isaretleme c¢alismalari
gergeklestirilmistir. MKH’ler in-vitro farklilasma kapasitelerinin belirlenmesi i¢in

adipojenik ve osteojenik farklilagsmaya alinmustir.

3.3.1 sPA-MKH’lerin immiinohistokimyasal Analizi

sPA-MKH’lerin immunositokimyasal yontemlerle karakterizasyon c¢alismalari,
P3’te poli-L-lizin kaph 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarma (Culture-Chamber-slide-8
well) ekilmis 2x10° hiicre/kuyucuk ile gergeklestirilmistir. Tutunmanin saglanmasi i¢in bir
gece inkiibasyonun ardindan immiinfloresan tekniklerle, belirlenmis olan antikor paneli

calisilmstir.

Hiicreler metanolle fiske edilip PBS ile yikandiktan sonra %1,5 normal blok serum
iceren PBS’de 30 dk inkiibe edilmistir. Antibody Diluent ile uygun oranlarinda dilue edilen
primer antikorlar eklenerek gece boyunca 4°C’de, sonra 2 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. ASMA (Alfa smooth muscle actin), c-fos, desmin, fibronektin ve vimentin gibi
MKH’lerin sentezledigi belirteclerden bazilar1 boyanmistir. PBS ile 3 kere 2 dk yikama
isleminden sonra immiinfloresan ¢aligmalar i¢cin uygun fluoresan (FITC, TR) isaretli
sekonder antikorla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Son asama olan niikleer boya
iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile
kapatildiktan sonra Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek

fotograflanmistir.

18



3.3.2 sPA-MKH’lerin Akim Sitometri ile Analizi

Analizler her alt-kiiltlir islemi sonrasinda (P3’deki) FACS Calibur akim sitometri
cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler tirpsinizasyon islemi ile kaldirilip, hiicre
sayimi yapilarak, yaklasik olarak 8x10° hiicre PBS icinde homojenize edilip belirlenen
hiicre ylizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-
bagli monoklonal antikorlar (CD45, CD90, CD44 MHC class I, MHC class I ) ve uygun
izotip kontrollerinden 10 pl eklenerek inkiibe edilmistir (oda 1sisinda-karanlikta-45dk.).
Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid igeren PBS) eklenerek santrifiij
edilmis (5 dk. 1780 rpm) ve 400 pl hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse edilmistir.
Hazirlanan hiicre stispansiyonu FACS Calibur akis sitometri cihazinda okutularak, analizi
BD Cell Quest TM programu ile gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda belirlenen yiizey

antijenleri %90 ve {lizeri ekspresyonu olanlar pozitif kabul edilmistir.

3.3.3 sPA-MKH’lerin in-vitro Farkhlastirilmasi

sPA-MKH’lerin kok hiicre karakterinde oldugunu belirlemek i¢in in-vitro ortamda

adipojenik ve osteojenik yonde farklilasma ¢aligmalar gerceklestirilmistir.

Adipojenik Farkhlastirma

Kiiltiir kabmin cm”’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen sPA-MKH’ler;
icinde %10 FBS, 0,5 mM isobutyl-methylxanthine, 10-6 M dexamethasone, 10 pg/ml
insulin, 200 pM indomethacin ve %]l penisilin-streptomisin bulunan MEM kiiltiir
medyumunda dort hafta kiiltiire edilmistir. Kiiltiir sonras1 hiicre i¢i biriken lipidlerin
goriintiilenebilmesi icin Oil Red O histolojik boyamasi yapilmistir. Once hiicreler %4
Paraformaldehit (PFA) (Merck) ile 15 dk. oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Sirastyla PBS ve
distile su ile yikanan cam slayt tizerindeki hiicreler son olarak %60 2-propanol (Sigma-
Aldrich) ile 5 dk oda 1s1sinda inkiibasyona birakilarak fiksasyon islemi yapilmistir. Oil Red
O (Sigma-Aldrich) Isopropanol ile 0,3 gr/100 ml olacak sekilde stok soliisyon

19



hazirlanmigtir. Hiicreler, 3:2 oraninda distile su ile dilue edilen stok soliisyonda 1 saat

37°C’de inkiibe edilmistir. Boyanan hiicre i¢i lipidler mikroskop ile gosterilmistir.

Osteojenik Farkhilasma

Kiiltiir kabinin cm?’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen sSPA-MKH’ler; 100
nM dexamethasone, 0,05 uM ascorbate-2-phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1
penisilin-streptomisin ve %10 FBS iceren MEM kiiltiir medyumunda doért hafta boyunca
kiiltire edilmistir. Yaklasik 25 giin sonra Alizarin Red-S (Fluka) histolojik boyamasi ile
farklilagsmanin pozitifligi gosterilmistir. Hiicreler %70°1ik alkol ile 5 dk oda 1s1sinda inkiibe
edilerek fikse edilmistir. Hiicreler %2’lik 4,0-4,3 pH araliginda hazirlanan Alizarin Red-S

ile 45 sn boyanarak hiicre i¢i kalsiyum nodiilleri mikroskopta gosterilmistir.

3.4 Sican Pankreatik Adaciktan Genlerin izolasyonlari

Sican pankreatik adaciklarindan toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
yapilmistir. Genlere 6zel tasarlanan primerlerle, 1050 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki Pax4
(GeneBank Acc. No NM 031799.1), 645bp uzunlugundaki Ngn3 (GeneBank Acc.No
NM 021700.1), 1086bp uzunlugundaki MafA (GeneBank Acc.No XM 345846.2) ve
1497bp uzunlugundaki Glikokinaz (GeneBank Acc.No NM 001270849.1) mRNA
fragmanlar1 cDNA dizisine c¢evrildikten sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

yontemiyle ¢ogaltilmistir.

3.4.1 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA izolasyonu igin High Pure RNA Izolasyon Kiti (Roche)
kullanilmistir. 200 pl PBS soliisyonu igerisinde bulunan adaciklar 400 pl lizis soliisyonu
ile 15 saniye vortexlendikten sonra kolonlara yiiklenmistir. 15 dk oda 1sisinda DNase ile
muamele edildikten sonra alkol soliisyonlar ile {i¢ kez santrifiij edilerek yikamalar
yapilmistir. Temiz bir tiipte toplanan RNA’nin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
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Picodrop kullanilmigtir. 260 nm ve 280 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilerek
Ango/Aggo orant ile 6regin safligl (>1,9) ve konsantrasyonu (ng/upl) belirlenmistir. izole

edilen RNA -80°C’de muhafaza edilmistir.

Transcriptor First Strand ¢cDNA Sentez Kiti (Roche) kullanmilarak izole edilen
toplam RNA’dan cDNA sentezlenmistir. Sentez reaksiyonu kurulurken bir reaksiyon i¢in
RNA miktar1 1 pg olacak sekilde hesaplanmistir. Iki temel basamaktan olusan bu islemde
once RNA’ya 65°C’de 10dk boyunca rastgele bélgelerinden primerlerin baglanmasi
saglanmistir. RNA’nin stabil kalmasi i¢in hemen buza alinarak ters transkripsiyonu
saglayacak enzimi igeren karigim eklenmistir. 55°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk bekletilerek
cDNA sentezi gergeklestirilmistir. cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Agaroz Jelden Genlerin Saflastiriimasi

Sentezlenen cDNA’lardan istenen gen bolgelerini ¢cogaltmak i¢in polimeraz zincir
reaksiyonlar1 kurulmustur. Reaksiyonlarda her gen icin 6zgiin olacak sekilde tasarlanmis
olan primerler ve hata denetleyen (proof reading) DNA polimeraz kullanilmistir (Cizelge
3.1.). Denatiirasyon (95°C, 5 dk), baglanma ve uzama (72°C, 1:30 dk) asamalarindan
olusan reaksiyonlar 30 dongii seklinde gergeklestirilmistir. Her gen i¢in primer baglanma
sicakliklart farklilik gostermektedir (Cizelge 3.2.). PCR sonrasi ¢ogaltilan genler %1°lik
hazirlanan agaroz (Roche) jele 1kb DNA belirteci (Fermentas, EK 1) ile birlikte
yiiklenmistir. Jel 100 V’ta 20 dk yiiriitilerek gorintiileme cihaziyla (DNR Bio-Imaging

Systems) goriintiilenmistir.
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Cizelge 3.1.

Genlerin ¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan primerler ve dizileri

Primerler | Acik Adlar Baz Dizilimi (5°-3°)

Ngn3-F ACAAGCTTATGGCGCCTCATCCCTTG
Neurogenin3

Ngn3-R CGGATCCTCACAAGAAGTCTGAGAACACC

Pax4-F GAAGCTTATGCAGCAGGACGGTCTC
Paired box gene 4

Pax4-R CGGATCCTTATGGCCAGTGTAAGTAATAG

MafA-F Musculoaponeurotic | GCAAGCTTATGGCTTCAGAACTGGC
fibrosarcoma

MafA-R oncogene family A GGATCCTCACATGAAAAATTCGGGAGAG

Gek-F GCTAAGCTTATGGCTATGGATACTACAAGGTG
Glucokinase

Gcek-R GGATCCTCACTGGGCCAGCATG

Agaroz jelde istenen boyutta goriilen bantlar kesilerek PCR Clean-up Gel

Extraction User Manual Nuclespin Extract II (Macherey Nagel) kiti ile izole edilmistir.

100 mg jel tizerine 200 pl tampon eklenerek 50°C’de eritilmistir. Ardindan kolonlara

yiiklenen ornekler etanol iceren yikama soliisyonlar1 eklenip ardisik santrifiijleme ile

DNA’nin jelden ayrilip filtreye takilmasi saglanmistir. Eliisyon tampon ¢ozelti ile filtreden

DNA akitilarak izolasyon gergeklestirilmistir. Klonlama vektorii olarak kullanilacak olan

pUC19’da jelde yiirtitiildiikten sonra ayn1 yontemle saflastirilmisgtir.

Cizelge 3.2. PCR sirasinda gene 6zgiin primerler i¢in baglanma sicakliklari

Primeler Sicaklik (°C)
Ngn3 ve Geck 60
Pax4 62
MafA 56
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3.5 1izole Edilen Genlerin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi ve Klonlama Vektoriine

Ligasyonu

Saflastirilan genler HindIIl ve BamHI restriksiyon enzimleri ile 10x Fast Digest
tampon ¢oOzeltisi (Fermentas) igerisinde 37°C’de 30 dk kesim reaksiyonu
gergeklestirilmistir. Sonuglar dogrultusunda Ngn3 ve Pax4 genlerinin Kompotent BL21
susu (NEB Turbo, New England BioLabs) Escherichia coli’de ¢ogaltilmasi i¢in klonlama
vektorli olarak ampisilin antibiyotigi diren¢ geni tagtyan pUC19 kullanilmistir. Genler ve
pUC19 vektorii kesim reaksiyonunun ardindan agaroz jelde yiriitulmustiir. Tekrar jelden
saflastirilan bantlarin (Ngn3 ve Pax4) T4 DNA ligaz (1 Weiss U/ml; Fermentas) ile
16°C’de bir gece inkiibe edilerek genlerin vektore aktarilmasi (ligasyon) saglanmistir.
MafA ve Gck genleri ise pUCS57 klonlama vektorii izerinde GenScript firmasindan satin
almmustir. Ligasyon sonrasinda genleri iceren 4 farkli klonlama vektorii elde edilmistir

(Cizelge 3.3.) (EK 2-5).

Cizelge 3.3. Ligasyon sonrasi elde edilen klonlama vektorleri

pUC19-Ngn3

pUC19-Pax4

pUCS57-MafA (Satin alinmaistir.)

pUC57-Gek (Satin alinmistir.)

3.6 Transformasyon ve Plazmit izolasyonu

Transformasyon i¢in genleri igeren klonlama vektorleri elde edildikten sonra
kompotent E. coli ile bir araya getirilmis ve 42°C sicaklikta 35 sn tutularak vektorlerin
bakteriye aktarimi saglanmigtir. Ampisilin iceren kati besi ortamina ekilen bakterilerin
koloni se¢imi yapilmistir. Koloni se¢imi sonrast sivi besi ortaminda ¢ok miktarda
cogaltilmis ve bunlardan Nucleospin plasmid kit (Macherey-Nagel) ile plazmit izolasyonu

yapilmistir. Yiiksek devirde santrifiij edilen E. coli plazmiti a¢iga ¢ikaracak olan tampon
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¢ozeltileri ile tekrar ¢oziilerek 11.000g 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant kolonlara
yiklenmistir. Yikama asamalarinin ardindan elde edilen plazmitin konsantrasyonu ve

saflig1 Picodrop ile belirlenmistir.

3.7 Genin Plazmitten Kesilerek Ekspresyon Vektoriine Aktarilmasi

Genler izole edilen plazmitlerden kesim (restriksiyon) enzimleri (Ngn3 ve Pax4
genleri HindIIl, BamHI ile; MafA geni HindIII/EcoRI ile; Gck geni EcoRI/BamHI ile)
yardimiyla ¢ikartilarak memeli ekspresyon vektor sistemi olan pIRES2-DsRed-
Express2’ye (CloneTech, ABD) T4 DNA ligaz ile aktarilmistir. Vektér memeli hiicresine
aktarildiktan sonra genlerin eksprese olmasi i¢in siirekli ekspresyonu saglayan
Sitomegaloviriis (CMV) promotoru icermektedir. Icerdigi IRES (internal ribosome entry
side-dahili ribozom giris bolgesi) dizisi ile gen klonlama bolgesi ve kirmizi florasan genini
birbirinden ayirmaktadir. Ligasyon sonrasinda takilan genlerin yont farkli kesim
enzimleriyle kontrol edilmistir. pDsRed-Ngn3 plazmiti Pstl restriksiyon enzimi ile,
pDsRed-Pax4 plazmiti Pstl/BamHI, pDsRed-MafA plazmiti Xhol restriksiyon enzimi ile
ve pDsRed-Gck plazmiti Pstl restriksiyon enzimi ile kesilmigtir. Dort genin
transformasyonu pIRES2-DsRed-Express2 vektoriine ayr1 ayr1 gerceklestirilmis ve
genlerin yonii restriksiyon enzim kesimleri ile belirlenmistir. Transformasyon sonrasinda
kanamisin/neomisin antibiyotik diren¢ bolgesi tasiyan vektorii tasiyan E.coli’lerin

kanamisin antibiyotigi ile secilimi yapilmistir.
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Sekil 3.1 Ekspresyon vektorii olarak kullanilan pIRES2-DsRed-Express2 haritasi.

Secim sonrasi koloniler kanamisin igeren sivi besi ortaminda c¢ogaltilarak
endotoksini elimine edecek sekilde Endotoxin-Free Plasmid DNA Purification (Macherey
Nagel) kiti ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Yiiksek devirde santrifiij edilerek pelet
haline getirilen vektor iceren E. coli’ler RNase enzimi ile muamele edildikten sonra lizis
yapilarak kolonlara yiiklenmistir. Notralizasyonun ardindan yikama asamalari
gergeklestirilerek plazmit DNA’s1 eliisyon ¢ozeltisi ile filtrelerden akitilarak endotoksin

icermeyecek sekilde elde edilmistir.

3.8 Kok Hiicrelere Genlerin Aktarilmasi (Elektroporasyon)

Gen aktarimi elektroporasyon yontemi (Neon Transfeksiyon Sistemi) ile 3.-4.
pasajdaki sPA-MKH’lere yapilmistir. Elektroporasyon aktarim basina 2-3 pg plazmit
olacak sekilde 1x10° hiicreye yapilmustir. 10 pl hiicre-plazmit siispansiyonunda; 990 V, 40
ms ve 2 atim ayarlarinda gergeklestirilmistir. Dort gen kullanilarak toplam dokuz farkhi
aktarim tasarlanmigtir. Birden fazla genin aktarimi igin ilgili genler ortak transfer (ko-
transfer) yontemiyle aktarilmistir. Boylece 9 farkli hiicre grubu elde edilmistir (Cizelge
3.4.). Bunlara ek olarak hi¢ gen aktarilmamis sPA-MKH’leri deneylerde kontrol olarak
kullanilmistir (Grup 10). Aktarimin sonunda hiicreler G418 (200 pg/ml; Gibco) antibiyotik
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direncine gore secilmistir. Hiicreler G418 antibiyotigi eklenmis RPMI Standard besi
ortamlarinda (%10 FBS, %1 Pen/Strep, % 0,4 G418; 37°C, %5 CO,) kiiltiire edilmistir.

Cizelge 3.4. Hiicre Gruplar1 ve Aktarilan Genler

Hiicre Grup No. Vektor Adi Tasinan Genler
Grup 1 Vektor 1 Ngn3

Grup 2 Vektor 2 MafA

Grup 3 Vektor 3 Pax4

Grup 4 Vektor 4 Pax4+ MafA
Grup 5 Vektor 5 Pax4+ Gck
Grup 6 Vektor 6 Ngn3+ MafA
Grup 7 Vektor 7 Ngn3+ Gck
Grup 8 Vektor 8 Ngn3+ Pax4
Grup 9 Vektor 9 Ngn3+ Pax4+ MafA
Grup 10 - -

3.9 Gen Aktarilmus Hiicrelerin Karakterizasyonu

Gen aktarimi sonrasinda hiicrelerin k6k hiicre karakterini tasiyip tagimadigi ¢esitli
teknikler ile analiz edilmistir. Hiicre yiizey belirtecleri akim sitometri analizi ile
belirlenmistir. Gen ekspresyon profilleri cesitli beta hiicre ve pankreas adacik belirtecleri
ile ¢aligilarak farklilagma durumlari analiz edilmistir. Gen aktariminin ardindan farklilasma
potansiyelleri goz oOniline alinarak beta hiicre belirtecleri immiinfloresan isaretleme ile
gortintiilenmistir. Aktarilan genlerin protein sentezlerini belirlemek icin Western blot

hibridizasyon analizi ger¢eklestirilmistir.
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3.9.1 Gen Ekspresyon Analizi

Aktarilan genlerin kopya sayilan1 belirlemek ve hiicrelerin ekspresyon profilinde

olusan degisiklileri belirlemek i¢in Real Time-PCR ile analiz edilmistir.

3.9.1.1 Gen Kopya Sayisi Belirlenmesi

Gen aktarimi sonrasi hiicrenin igerdigi gen kopya sayisini belirlemek i¢cin GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Fermentas) kullanilarak toplam 10 Grup hiicre igin
genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Kiltiir kabindan tripsin ile kaldirilan hiicrelerden
1x10° ayrilarak PBS ile yikanmustir. Kit igeriginde bulunan lizis soliisyonu ve proteinaz K
ile 56°C’de 10 dk muamele edilen hiicreler ardindan oda 1sisinda RNase A eklenerek
yaklagik 10 dk daha bekletilmistir. A¢iga ¢ikarilan genomik DNA sonrasinda kolonlara
yiiklenerek etanol iceren yikama soliisyonlariyla yikama asamalarina tabi tutulmustur.
Yikama islemlerinin ardindan Eliisyon tampon ¢ozeltisi ile kolondan akitilan DNA’larin
konsantrasyon ve safliklar1 Picodrop ile dl¢tilmiistiir. Ngn3, Pax4, MafA ve Gck genlerinin
cogalmalart Real Time-PCR ile incelenmis ve Sox2 geni ¢ogalmasiyla oranlanarak

karsilagtirilmistir.

3.9.1.2 Real-Time PCR ile Kantitatif Analiz

Elde edilen 9 Grup gen aktarilmis ve gen aktarimi yapilmamig kontrol (10. Grup)
hiicrelerinin farklilasma oranlarini belirlemek i¢in gen ekspresyonlart Real Time-PCR ile
analiz edilmigtir. Aktarimi1 yapilan 4 gen, c¢esitli beta hiicre ve pankreatik adacik belirte¢
primerleri (Cizelge 3.5) kullanilarak SYBR iceren master soliisyonu (Roche) ile reaksiyon
kurulmus. Real-Time PCR cihazi (Lightcycler 480, Roche) ile DNA parcalarinin
cogalmasi ol¢iilmistiir. Kontrol grubu hiicrelerinin ekspresyonlaria gore gen aktarilms

olan hiicrelerde gen ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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Cizelge 3.5. Gen ekspresyon profili belirlemede kullanilan primerler ve dizileri

Primerler Acik Adlan Baz dizilimleri 5°-3’

Ins1-F GACCTTGGCACTGGAGGTT
Insulin 1 (beta hiicre belirteci)

Ins1-R CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG

Ins2-F CGAAGTGGAGGACCCACA
Insulin 2 (beta hiicre belirteci)

Ins2-R TGCTGGTGCAGCACTGAT

Pdx1-F Pancreatic and duodenal homeobox CGTAGTAGCGGGACAACGA

Pdx1-R factor-1 (beta hiicre belirteci) CTCCTCGCCCGAGGTTAC

Geg-F GGTGAAAGGCCGAGGAAG
Glucagon (alfa hiicre belirteci)

Geg-R GAGAAGGATCCATCAGCATGT

Sst-F CTGGAGCCTGAGGATTTGC
Somatostatin (delta hiicre belirteci)

Sst-R CTGCAGCTCCAGCCTCAT

G3PDH-F Glyceraldehyde 3-phosphate AGAGAGAGGCCCTCAGTTGCT

G3PDH-R | dehydrogenase (kontrol) TGGAATTGTGAGGGAGATGCT

3.9.2 Gen Aktarilms

Sitometri)

Hiicrelerin Kok Hiicre Belirteclerini

Tasimas1 (Akim

Gen aktarimi sonrasinda hiicre karakterinde olusabilecek degisiklikler akim

sitometri ile kok hiicre yiizey belirtegleri incelenerek analiz edilmistir. Gen aktariminin

ardindan P3 veya P4’teki tripsinizasyon islemi ile kaldirilmus 1,5x10° hiicre PBS ile

homojenize edildikten sonra hiicre yiizey belirteglerine 6zgiin FITC ve PE ile bagh

monoklonal antikorlar (CD90, CD29 ve CD45) ve uygun izotip kontroller ile inkiibe
edilmistir (Oda 1sisinda, 45 dk). Yikamanin ardindan ekspresyonlart FACS Calibur (BD
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Bioscience) akim sitometri cihazinda okutularak, BD Cell Quest programu ile incelenerek

gen aktarilmamig sPA-MKH’lerine gore degisimleri belirlenmistir.

3.9.3 Hiicre ici Proteinlerin incelenmesi

sPA-MKH’lerine yapilan gen aktarimi sonrasinda elde edilen 10 hiicre
Grubunda olusmas1 beklenen farklilagmanin hiicre i¢i proteinleri agisindan incelenmesi
immiunfloresan isaretleme ile yapilmistir. Cesitli gruplar yapilarak aktarilmis olan Ngn3,
Pax4, MafA ve Gck genlerinin hiicreler tarafindan protein sentezlerini belirleyebilmek icin

ise Western blot hibridizasyonu yapilmistir.

3.9.3.1 immiin Floresan

Aktarilmig olan 4 farkli gen ve beta hiicre belirteglerinden olan insiilin, c-Peptit,
Pdx1 ve alfa hiicre belirteci olan Glukagon (Gcg) sentezi immiinfloresan tekniklerle
isaretleme yoluyla belirlenmistir. Boylece hiicre gruplari arasindaki fark incelenmistir.
Hiicre gruplan P3’te poli-L-lizin kaplhh 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarina (Culture-
Chamber-slide-8 well) ekilmis ve yaklasik %70 hiicre sikisikligina ulagmalarinin ardindan
PBS ile yikanarak metanolle fikse edilmistir. Belirlenen primer antikor paneline gore
secilen normal blok serumdan %1,5 hazirlanarak 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Uygun oranlarda Antibody Diluent ile hazirlanan primer antikorda gece boyunca 4°C’de,
sonra 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra uygun floresan
(FITC, TR) isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Son agama
olan niikleer boya iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence
with DAPI) ile kapatildiktan sonra Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000

Microsystems) incelenerek fotograflanmistir.
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3.9.3.2 Western Blot Hibridizasyon

Kiltiir kabindaki hiicreler PBS tampon ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 6zel hiicre
kaziyicilan (cell scrapper) ile kazinarak mekanik olarak kaldirilmistir. 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij sonrasi pelet tizerine 200 ul M-PER lizis ¢ozeltisi (Thermo Scientific) eklenerek
resiispanse edilmis ve proteinler agiga ¢ikarilmistir. 13000g’de 15 dk santrifiij sonrasi elde

edilen proteinler -80°C’de stoklanmastir.

Proteinler yiikleme tamponu ile 1:2 oraninda karistirilarak 3 dk kaynatilmistir.
%12'lik poliakrilamid jel (seperating jel) ve %4’likk stacking jel hazirlanarak protein
ornekleri yiiklenmistir. 200 mA elektroforezde 30dk yiiriitiilen sistemde proteinler
molekiiler agirliklarina gore ayrilmistir. Elektro-blotting yontemiyle proteinler bir
nitroselliiloz membrana aktarilmistir (iBlot Nitroselliilloz, Invitrogen). Membranlar TBS
solisyonu (pH 7,6) ile hazirlanan %5’lik siit tozu blok soliisyonu ile gece boyu
bloklanmistir. Her hiicre hatt1 dort farkli gene 6zgiin olacak antikorlar ile boyanmistir. Bu
antikora 6zgiin HRP (Horse Radish Peroxidase) isaretli sekonder antikorla muamele
edilmis ve son asamada substrat yardimiyla goriintiileme cihazinda bu kimyasal 1s1ldama
(kemiliiminesans) tespit edilmistir. BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (Life

Technologies) belirte¢ kullanilarak proteinin varligi ve boyutu kesinlesmistir (EK 15).

3.10 Endokrin Hiicre Farklilasmasi

Farkl1 vektorler aktarilmis olan 8 hiicre hatt1 (Grup 1-6, 8, 9) ve gen aktarilmamis
sPA-MKH’ler (Grup 10) endokrin yonde uyarilmak i¢in kuyucuk basina 150.000 hiicre
olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltir kaplarina ekilmistir. Farklilagma sonunda
gergeklestirilecek immiinfloresan boyamalar igin kuyucuklara fibonektin kapli cam
slayt’lar yerlestirilmistir. Gen aktarilmis olan hiicreleri kimyasal olarak endokrin y6nde
farklilasmaya uyarmak i¢in kimyasal bir karisim kullanilmistir. EGF (Epidermal growth
factor, 25 ng/ml), Nicotinamide (10mM), Activin-A (2nM), Activin-B (100 ng/ml),
Exendin-4 (10 nM), HGF (Hepatocyte growth factor, 100 pM), Pentagastrin (10 nm), FBS
(%10) ve Penicilin/streptomisin (%1) G418 (%0,4) (gen aktarilmamis hiicre hari¢) iceren
RPMI 1640 besiyerinde 37°C, %5 CO; kontrollii atmosfer kiiltiir kosullarinda 14 giin
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inkiibe edilmistir. Farklilagsma siiresince hiicreler arasinda olusan morfolojik farklar
mikroskopla takip edilerek fotograflanmistir. Farklilasma sonunda tiim Gruplarin hiicreleri
immiinfloresan teknikler ile insiilin antikoruyla isaretlenmis ve Fluoresan mikroskopta

incelenmistir.

3.11 istatistiksel analiz

Sonugclarm istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS , Chicago, ABD) programi ile
yapilmistir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler i¢in Newman—Keuls metodu ile test
edilmislerdir. Her deney en az ilic kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplar
arasindaki fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak

ifade edilmistir.
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4 BULGULAR

Bu projede, pankreas gelisimi ve insiilin iiretimi i¢in 6nem transkripsiyon faktorii
genlerinin aktarim ile insiilin {ireten beta benzeri hiicrelerin elde edilmesi amaglanmistir.
Bu projede ulasmak istedigimiz hedeflerden bir tanesi de kimyasal indiiklemenin gen

aktarilmis hiicreler tizerindeki etkisinin ortaya ¢ikarilmasidir.

Calismada KOGEM’de yiiriitiilen daha 6nceki projelerde elde edilen sigan pankreas
adacik kaynakli kok hiicreler kullanilmistir (Karaoz, 2010a). Bu adacik hiicreleri 8 haftalik
Wistar albino siganlardan eksplant yontemle elde edilmistir. lgili calismada elde edilen
kok hiicrelerin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelere benzer oldugu ve
adipojenik, kondrojenik, norojenik, miyojenik ve ostejenik hiicre tiplerine farklilastigi

gosterilmistir.

4.1 1izole edilen sSPA-MKH’ler ve Karakterizasyonu

Hiicreler ilk izole edildigi zaman kok hiicre belirteglerine gore karakterizasyonlari
tamamlanmis, ancak uzun siire (24 ay) siv1 azotta saklandigindan ¢oziildiikten sonra tekrar
karakterizasyon ¢alismas1 yapilma ihtiyact duyulmustur. Bu kapsamda hiicreler tasidiklar
yiizey belirteglerine, kok hiicre belirteclerine ve farklilasma yetenegine goére tekrar

karakterize edilmistir.
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Sekil 4.1 Sigan pankreatik adacik kaynakli kok hiicrelerin akim sitometrisi (hiicre sayar)

ile ylizey belirteclerinin belirlenmesi.

Daha onceki calismada pasaj 25°e kadar hiicreler belli araliklarda yiizey belirtecleri
incelenmis ve CD45, CD29 ve CD90 degerleri pasaj 25 icin sirasiyla %0,59, %99,91,
%65,34 bulunmustur. Calismanin basinda hiicreler ¢oziildiikten sonra yapilan analizlerde
bu degerler sirastyla %1,54, %99,59, %99,78 olarak bulunmustur (Sekil 4.1.). Sonuglar
bize hiicre ¢oziildiikten sonra kok hiicre 6zelliklerini kaybetmedigini hatta CD90 degerinin

%65,34’ten  %99,78 degerine yiikselmesiyle kok hiicre karakterlerinin iyilestigini

gostermistir.
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Sekil 4.2 sPA-MKH’lerin kok hiicre belirteclerine yonelik immiinfloresan boyamalar ile
gosterilmesi. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI boyasi ile mavi renkte gosterilmistir. Olgek cubugu:

50 pm.

Hiicrelerin kok hiicre belirteclerini tasidigini gostermek i¢in sPA-MKH’ler Alfa
Smooth Muscle Actin (ASMA), c-Fos, Desmin, Fibronektin ve Vimentin belirteglerine
gore immiinfloresan yontemle isaretlenmistir. Biitiin belirtegler hiicrelerde boyanmistir ve
bu sonug¢ hiicrelerin kok hiicre ozelligini tasidigini gostermektedir. VEGF (vascular
endothelial growth factor) boyanmasi kok hiicrelerde negatif ¢ikmistir. Bir kok hiicre
belirteci olmayan VEGF aslinda endotel hiicre belirtecidir. Bu da hiicrelerin saklanma

kosullarinda farklilasmadiginin bir gostergesidir (Sekil 4.2.).

Kok hiicre ozelliklerinin belirlenmesinde kok hiicrelerin osteojenik ve adipojenik
hiicre hatlarina farklilasabilme potansiyelleri incelenmistir (Sekil4.3., 4.4.). sPA-MKH’ler
kimyasal uyarilma ile adipojenik hiicre farklilagmasia alinarak hiicrelerin morfolojisi
incelenmistir (Sekil 4.3. A, B). Dort hafta siiren farklilastirma sonrasinda hicrelerin
sitoplazmasinda yag taneciklerinin olustugu goézlemlenmistir. Fiksasyon sonrasinda
hiicrelerdeki bu yag damlacigi benzeri yapilar Oil-Red-O ile boyanmistir (Sekil 4.3. C, D).
Hiicreler icerisinde olusmus olan yag tanecigi benzeri yapilar Oil Red-O ile boyanmis olup

hiicrelerin basarili bir sekilde adipojenik hiicreye farklilastig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.3 sPA-MKH’lerin adipojenik hiicre farklilastirmasi ¢alismasi. Hiicreler dort hafta
boyunca kimyasal olarak uyarilmistir. Deney sonunda hiicrelerin sitoplazmasinda yag
tanecikleri olugsmustur (A, B). Hiicreler sonra Oil-Red-O boyasi (kirmizi) ile igleme tabi
tutularak yag taneciklerinin boyanmasi incelenmistir (C, D). Hiicrelerdeki yaygin kirmizi
boyanma adipojenik farklilasmanin gerceklestigine isaret etmektedir. Hiicre ¢ekirdekleri

DAPI ile mavi renkle gosterilmistir. Olgek cubugu: A, B; 200 um; C, D 50 pm.

Osteojenik farklilagtirma ile hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakterini tagidigi
gosterilmistir. Dort hafta siiren farklilagtirma siireci sonrasinda hiicrelerin igerisinde
kalsiyum nodiillerinin olustugu gézlemlenmistir (Sekil 4.4. A, B). Olusan bu kalsiyum
nodiilleri daha sonra Alizerin Red-S ile boyanmistir (Sekil 4.4 C, D). Pozitif boyanma
sPA-MKH’lerin osteojenik hiicre hatlarma farklilasabilme yetenegine sahip oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 4.4 sPA-MKH’lerin osteojenik hiicre farklilastirmasi ¢alismasi. Hiicreler dort hafta
boyunca kimyasal olarak uyarilmistir. Siire¢ sonrasinda hiicrelerde kalsiyum nodiillerinin
olustugu mikroskobik incelemelerle (A, B) ve Alizerin Red-S boyamasi (C, D)
gosterilmistir. Olgek ¢ubugu: A-D 200 pm.

Kok hiicrelerin i farkli yontemle incelenerek kok hiicre 6zelliklerini
kaybetmedikleri ve hatta mezenkimal kok hiicre karakterine daha yakin bir 6zellik
kazandig1 gozlemlenerek, sPA-MKH’ler bu ¢alismanin devaminda gen aktarim c¢alismalari

i¢in kullanilmistir.

4.2 Genlerin Cogaltilmasi ve Klonlama Vektoriine Aktarilmasi

Ngn3, Pax4, MafA ve Gck genlerinin izolasyonlart i¢in sican pankreasindan adacik

izole edilmistir (Sekil 4.5.). Adacik izolasyonu kollajenaz P (Roche) kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Elde edilen 200-300 pankreas adacigi daha sonra PBS ile yikanarak
toplam RNA izolasyonu yapilmistir.

Sekil 4.5 Sican pankreas adacik izolasyonu.

Elde edilen toplam RNA spektrofotometrede 260nm/280nm dalga boyu olgtimleri
ile konsantrasyonlar1 ve safliklar belirlenerek ayni giin cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

Elde edilen cDNA’lardan 4 gen PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir.

4.2.1 Ngn3, Pax4, MafA, Gck genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

cDNA havuzu kullanilarak 4 genin hata denetleyen (proof reading) DNA polimeraz
ile ¢ogaltilmasi belirtilen ilgili primerler ile gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1.). Ngn3, Pax4
ve Gck genleri PCR yontemi ile basarili bir sekilde ¢ogaltilmisken MafA geni elde
edilememistir (Sekil 4.6.) Cogalan genler ilgili geni kesmeyecegi bilinen restriksiyon
kesim enzimleri (HindIIl, BamHI) ile inkiibe edilmistir. Ngn3 ve Pax4 genleri kesilmemis
olarak kalmisken, Gek geninin kesildigi goriilmistiir. Bu sonug ile ¢ogaltilmis olan Gek
geninin spesifik olmadig1 (baska bir gen oldugu) dusiiniilmiis ve bu noktadan itibaren

MafA ve Gcek genleri GenScript firmasindan satin alinmaistir.
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Sekil 4.6 Ngn3, Pax4 ve Gck genlerinin PCR ile ¢ogaltilmas1 sonucu agaroz jel goriintiisii.

M; DNA belirteci, 1; Ngn3 geni, 2; Pax4 geni, 3; Gck geni.

Hata denetleyen (proof reading) DNA polimeraz ile ¢ogaltilmis olan Ngn3 ve Pax4
DNA fragmanlar1 pUC19 klonlama vektoriine aktarilmistir. Klonlama sonrasinda Ngn3 ve
Pax4 genleri E.coli’de ampisilin antibiyotik direngliligine kars1 taranmistir. Elde edilen
koloniler ¢ogaltilmistir. MafA ve Gcek genleri firmadan pUCS57 vektorii tizerinde tedarik

edilmistir.

4.2.2 Vektoriin Tasarlanmasi

Genler klonlama vektorlerine takildiktan sonra ¢ogaltilarak ekspresyon vektori
tizerine aktarilmistir. Calismada ekspresyon vektorii olarak pDsRed Express2 (CloneTech)

kullanilmistir. Plazmit siirekli ekspresyonu saglayan CMV promotoru icermektedir.
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Icerdigi IRES (internal ribosome entry side-dahili ribozom giris bolgesi) dizisi ile gen

klonlama bolgesi ve kirmizi florasan genini birbirinden ayirmaktadir.

Sekil 4.7 Ekspresyon vektoriine ilgili gen aktarilmasi sonrasinda kesim 6ncesi ve kesim
sonrasi plazmitlerin agaroz jel tizerinde incelenmesi. M, DNA belirteci; 1, pDsRed-Ngn3
(HindIlI/BamHI); 2, pDsRed-Ngn3(kesilmemis); 3, pDsRed-Pax4 (HindIIl/BamHI); 4,
pDsRed-Pax4 (kesilmemis); 5, pDsRed-MafA (Hindlll/ EcoRI); 6, pDsRed-MafA
(kesilmemis); 7, pDsRed-Gck (EcoRI/BamHI); 8, pDsRed-Gcek (kesilmemis); 9, pDsRed
(HindIII/BamHI); 10, pDsRed (kesilmemis).

Ngn3 ve Pax4 genleri HindIIl ve BamHI restriksiyon kesim enzimleri kullanilarak
pDsRed iizerine aktarilmistir. MafA geni pUCS7 {izerinde bulundugundan dolay1
ekspresyon vektoriiniin klonlama bolgesi dikkate alimarak EcoRI ve HindlIIl restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. Gek geni ayni dogrultuda bu sefer EcoRI ve BamHI restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. Saflastirmalar sonrasinda elde edilen DNA fragmanlari pDsRed’e
aktarilmistir. E.coli’de c¢ogaltildiktan sonra genin varligi plazmit tizerinde gosterilmistir

(Sekil 4.7.).
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Ekspresyon vektoriine takilan genlerin vektoriin promotoriine gére dogru yonde
olmasi 6nemli oldugundan restriksiyon enzim kesimiyle elde edilen plazmitler kesilmis ve
boylelikle genlerin yonleri kontrol edilmistir. Bu amagla pDsRed-Ngn3 plazmiti Pstl
restriksiyon enzimi ile, pDsRed-Pax4 plazmiti Pst/BamHI, pDsRed-MafA plazmiti Xhol
restriksiyon enzimi ile ve pDsRed-Gck plazmiti Pstl restriksiyon enzimi ile kesilmistir.
Cikan sonuglar ile dogru yonde takildiysa c¢ikmasi gereken bant boyutlar
karsilastirilmistir. Dogru sonuclar1 veren koloniler segilerek hiicre aktarim c¢aligmalarina

baslanmuistir.

Hiicre aktarim Oncesinde plazmitler E.coli’de c¢ogaltildig1 icin yiiksek oranda
endotoksin igermektedir. Bu toksinin ortamdan uzaklastirilmasi icin Endotoxin Free
Plasmid izolasyon kiti (MN) kullamilmistir. Elde edilen plazmitlerin konsantrasyonlar

spekrofotometrede ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Endotoksinden temizlenmis plazmitlerin spektrofotometrede 6lgiilen

degerleri

pDsRed-Ngn3 138,6 ng/ul
pDsRed-Pax4 128,1 ng/ul
pDsRed-MafA 138,1 ng/ul
pDsRed-Gek 135,4 ng/ul

4.3 Gen Aktarilmis Hiicrelerin Karakterizasyonu

sPA-MKH’lere (1x10°) 2-3 pg plazmit olacak sekilde karistirilarak elektroporasyon
yontemiyle genler aktarilmistir. 24 saat sonra hiicreler G418 antibiyotigine karsi
secilmistir. Yaklagik olarak dort hafta siiren secim sonrasinda hiicreler incelenmeye

almmustir.

Hiicrelerin insiilin {ireten beta benzeri hiicrelere doniismesi i¢in Ngn3, Pax4 ve
MafA genleri aktarilmistir. MafA beta hiicrelerinin glikoz cevabimi diizenleyen bir faktor
oldugundan MafA geni aktarilmayan orneklerde Glikokinaz geni aktarilarak glikoz cevabi
olusturulmak istenmistir. 4 gen kullanilarak toplamda 9 farkli grup olusturulmustur
(Cizelge 3.4.).
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Birden fazla gen igeren grup hiicrelerine ilgili genler ortak transfer (ko-transfer)
yontemiyle aktarilmistir. Bu sekilde 9 farkli hiicre grubu elde edilmistir. Bunlara ek olarak

hi¢ gen aktarilmamis sSPA-MKH’leri deneylerde kontrol olarak kullanilmistir (grup 10).

4.3.1 Hiicre Morfolojileri

Hiicreler antibiyotik se¢imi sonrasinda 1x10° hiicre sayisina ulastiktan sonra pasaj 0
(PO) olarak adlandirilmistir. Sekil 4.8.de 1. grup (Ngn3) hiicrelerinin PO ve P1’deki
goriintiileri  verilmistir. Kiltiir sirasinda hiicrelerde belirgin  bir morfolojik fark

goriilmemistir.

Sekil 4.8 Grup 1 (Ngn3) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki
goriintiileri. A, B, C PO; D P1. Olgek ¢ubugu: A-C 200 um, D 100 um.

Grup 2 hiicreleri (MafA) gen aktarimi sonrasinda farkli morfolojilere sahip hiicre
tiplerinin karisimi oldugu gortalmistiir (Sekil 4.9.). Bu hiicreler temelde mezenkimal kok
hiicre morfolojisine sahip ince uzun yapidaki hiicreler ile epitel hiicre goriiniimiine sahip

kii¢iik ama sik konumlanan hiicre kolonilerinin olustugu gozlemlenmistir. ilerleyen pasajda
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(P3) heterojen yapidaki bu hiicre toplulugu degiserek epitel goriiniime sahip (G418 direnci
gosteren) hiicrelerin kiiltiir ortaminda baskin geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.10.).

Pax4 geni aktarilmis grup 3 hiicrelerinin normal kiiltir kosullar1 altinda olagan
mezenkimal kok hiicre morfolojisini sergiledigi goriilmiistiir (Sekil 4.11.). Ancak bu
hiicreler aym kiiltiir kabinda ileri hiicre sikisikligina kadar (konfluensi) kiiltiirii devam
ettirildiginde diger hiicre tiplerinden farkli olarak hiicrelerin bir araya gelerek topaklar
olusturdugu gézlemlenmistir. Bu hiicre topluluklar1 pankreas adacik benzeri bir goriiniim

sergilemektedir (Sekil 4.12.).

Sekil 4.9 Grup 2 (MafA) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki
gortinttileri. Kiiltirde ¢ok cesitli hiicre morfolojileri goriilmekle beraber epitel goriiniime
sahip hiicrelerin varhg dikkat ¢ekicidir. A, B, C P0; D P1. Olgek ¢ubugu: A, B 200 um, C
100 pm D 50 pm.
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Sekil 4.10 Grup 2 (MafA) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasi ilerleyen pasajda epitel hiicre
gortiinimiine sahip hiicrelerin kiiltiir ortaminda baskin duruma gegtigi gézlemlenmistir. A-

D P3. Olgek cubugu: A 20 um, B 200 pm, C 100 pm D 50 um.

Sekil 4.11 Grup 3 (Pax4) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki
goriintiileri. A-D PO. Olg¢ek ¢ubugu: A-C 200 pm, D 100 pm.
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Sekil 4.12 Grup 3 (Pax4) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki 21. giin
gortinttileri. Hiicrelerin ¢ogalarak olusturduklari sikigik ortamda bir araya gelerek pankreas
adacik benzeri hiicre kitlelerini olusturdugu gozlemlenmistir. A-D PO. Olgek cubugu: A
200 pm, B, C 100 um, D 50 pm.

Grup 4 hiicreleri (Pax4-MafA) gen aktarimi sonrasinda karisik hiicrelerden olugmus
olup Grup 2 hiicrelerine benzer sekilde mezenkimal kok hiicre ve epitel hiicre
morfolojilerine sahip hiicrelerden olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.13.). Ilerleyen
pasajlarda Grup 2 hiicrelerinden farkli olarak Grup 4 hiicreleri mezenkimal kok hiicre
morfolojisi sergilemeye baslamistir (Sekil 4.14.). Grup 2 ve Grup 4 hiicrelerinin diger

hiicre tipleriyle karsilastirildiginda goreceli olarak hizli ¢ogaldiklar: gézlemlenmistir.

44



Sekil 4.13 Grup 4 (Pax4-MafA) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki
gortinttileri. Mezenkimal kok hiicre ve epitel hiicre benzeri morfoloji sergileyen hiicreler
kiiltiir ortaminda gozlemlenmistir. A, B PO 11. giin; C, D PO 18. giin. Olgek cubugu: A-D
200 pm.

Sekil 4.14 Grup 4 (Pax4-MafA) hiicrelerinin erken pasajdaki epitel goriintimlerini sonraki
pasajlarda kaybettigi gozlemlenmistir. A-D P1. Olgek ¢ubugu: A 200 pm, B, D 100 pm, C
50 pm.
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Pax4-Gck genleri aktarilmig 5. Grup hiicreler karigik bir hiicre morfolojisi
sergilemis olup ilerleyen pasajlarda epitel hiicre benzeri hiicrelerin ortaya ¢iktig

goriilmustir (Sekil 4.15.).

Sekil 4.15 Grup 5 (Pax4-Gck) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki
goriintiileri. A, B PO, C, D P1. Olgek ¢ubugu: A-C 200 um, D 20 pm.

6. Grup hiicreler (Ngn3-MafA) MafA geni igeren diger hiicre gruplar gibi kiiltiir
ortaminda epitel goriiniimlii hiicrelerin olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.16.). ik pasajda
ortaya cikan epitel goriiniimli hiicreler hizli ¢ogalarak kiiltiir ortaminda baskin geldigi
(Sekil 4.16. C, D) ancak bir sonraki pasajda bu tip hiicrelerin tamamen ortadan kayboldugu
ve yerine mezenkimal kok hiicre morfolojisine sahip hiicrelerin gectigi gézlemlenmistir

(Sekil 4.17.). Epitel mezenkimal gecisine (EMT) benzer bir durum sergilemektedir.
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Sekil 4.16 Grup 6 (Ngn3-MafA) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda epitel hiicre ve
mezenkimal kok hiicre benzeri goriintiileri. A, B PO 11. giin, C, D PO 18. giin. Olgek
cubugu: A-D 200 pm.

Sekil 4.17 Grup 6 (Ngn3-MafA) hiicrelerinin gen aktarimi sonrasi ilerleyen pasajda epitel
goriiniimlii hiicrelerin kiiltiir ortamida bulunmadigi gozlemlenmistir. A-D P1. Olgek

cubugu: A 200 pm, B 100 pm, C 50 pm, D 20 pm.
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Grup 7 (Ngn3-Gck), Grup 8 (Ngn3-Pax4) ve Grup 9 (Ngn3-Pax4-MafA)
hiicrelerinin  gen aktarimi sonrasindaki kiiltiirlerinde mezenkimal kok hiicre
morfolojisinden farkli hiicre tipleri gozlemlenmemistir. (Sekil 4.18-20). Grup 7 hiicresi
elde ettigimiz diger hiicreler ile kiyaslandiginda oldukga yavas bir ¢ogalma egilimi
izlemekteydi. Bu yavas ¢ogalma sonraki analizler i¢in gerekli olan yiiksek hiicre sayilarina
ulasmamiza olanak vermediginden ve hiicre farkli bir hiicre goriiniimii sergilemediginden

dolayi sonraki bazi analizlere bu hiicre hatti eklenmemistir.

Sekil 4.18 Grup 7 hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki gortntiileri. A

PO 11. Giin, B P0 18. Giin, C, D P1. Olgek cubugu: A 200 pm, B 100 pm, C, D 50 pm.
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Sekil 4.19 Grup 8 hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki goriintiileri. A,

B P0; C, D P1. Olgek ¢ubugu: A, B 200 pm, C, D 100 pm.

Sekil 4.20 Grup 9 hiicrelerinin gen aktarimi sonrasinda mikroskop altindaki goriintiileri. A,

B PO; C, D P1. Olgek cubugu: A, B 200 um, C 100 um, D 20 pm.
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4.3.2 Gen Kopya Sayisi

Hicrelerin gen kopya sayilarini belirlemek i¢cin genomik DNA izolasyonu sonrasinda
Real-Time PCR ile Ngn3, Pax4, MafA ve Gck genlerinin ¢ogalmalar: incelenerek ve Sox2
geni ile karsilagtirilmistir (Sekil 4.21.). Hiicrenin genomuna giren genlerin sayisi
cogunlukla tek kopya olarak gergeklestigi goriilmiistiir. Sadece Grup 1 ve 6 hiicrelerine
entegre olan Ngn3 geni kopya sayis1 sirasi ile 2 ve 4 olarak hesaplanmistir. Ayrica Grup 5
hiicrelerinde var olan Gck gen kopya sayis1 6 olarak hesaplanmistir. Biitin hesaplanan
degerler hiicrenin kendi genleri hesaplamadan ¢ikartilarak bulunmustur. Sonuglar hiicrenin

kendi Sox2 gen kopya sayisi temel alinarak oranlanmustir.

ll Ll| IJl 111

Ngn3 MafA Pax4 MafA Pax4 Gcek |Pax4| MafA‘NgnB Ngn3 Pax41MafA Ngn3‘Pax4
1.2 3 | 4 4‘5 5 | 6 6 | 8 ‘9 9‘9

Gen Kopya Sayisi [1/(Sox2)]

Hiicre Gruplari

Sekil 4.21 Hiicrenin genomuna girmis aktarilan genlerin kopya sayilari. Genom tizerinde

bulunan gen kopya sayis1 hesaplanirken hiicrenin kendi gen kopya sayis1 ¢ikarilmistir.
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4.3.3 Gen Ekspresyon Analizi

Gen aktarimi sonrasinda hiicrelerin kimyasal uyar1 olmadan farklilasma oranim
belirlemek i¢in bir takim pankreas adacik belirteglerinin gen ekspresyonuna bakilmistir.
Ngn3, Pax4, MafA ve Gck genlerinin ifadesi hesaplandigi gibi farklilagtirma i¢in 6nemli
olan Insl, Ins2 ve Pdx1 (beta hiicre belirteci); Glukagon (Gcg: alfa hiicre belirteci); ve
Somatostatin (Sst; delta hiicre belirteci) genlerinin miktar1 Real-Time PCR ile

belirlenmistir.

Ngn3 geni aktarildiktan sonra sSPA-MKH’lerinde Ngn3 geni ekspresyonu 2 kattan
daha fazla artmis olup, Pax4, Gck ve Insl genlerinin ekspresyonu arttigi goriilmiistiir.

Buna karsin Geg ekspresyonu da 1,5 kat artmistir (Sekil 4.22.).

3 7 Grup 1 (Ngn3)
2,5 -

“ “III[

Ngn3 Pax4 MafA Gck Insl Ins2 Pdxl Gcg  Sst

cp (gen ekspresyonu/sPA-MKH)
=

e
%)
|

Sekil 4.22 Grup 1 (Ngn3) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere gore
pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen ifadesindeki

degisimler katlar seklinde belirtilmistir.

Onemli bir beta hiicre belirteci olan MafA geni ektopik olarak ifade edildiginde
Ngn3, Gcek ve Ins1 genlerinde ekspresyonlar artmis olup delta hiicre belirteci olan Sst geni
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ekspresyonu da yaklasik 1,6 kat artmustir (Sekil 4.23.). Ilging olarak MafA ekspresyonu
gen aktarilmamis olan hiicreye goére yar1 yariya azalmistir. Ektopik olarak iiretilen MafA
geni geri besleme etkisiyle hiicrenin kendi ifade ettigi ciddi oranda diisiirmiis oldugu

goriilmustir.

2 - Grup 2 (MafA)
1,8 -

1,6 -
14 -
1,2 -
1
0,8
0,6
0,4
02
0 |

Ngn3 Pax4 MafA Gek Insl Ins2 del Gcg Sst

cp (gen ekspresyonu/sPA-MKH)

Sekil 4.23 Grup 2 (MafA) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere gore
pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen ifadesindeki

degisimler katlar seklinde belirtilmistir.

Pax4 geni aktarilmis hiicrelerde MafA ekspresyonu kuvvetli bir sekilde arttigi,
yaklagik 9 kat, gozlemlenmistir (Sekil 4.24.). Bu durum 2. Grup hiicrelerde go6ziiken

durumla tezat yaratmaktadir.
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Sekil 4.24 Grup 3 (Pax4) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere gore
pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen ifadesindeki

degisimler katlar seklinde belirtilmistir.
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Sekil 4.25 Grup 4 (Pax4-MafA) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere
gore pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen

ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir.
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Pax4-MafA geni aktarilmis 4. Grup hiicrelerinin gen ekspresyon profiline
bakildiginda Pdx1’in 10 kattan fazla arttign gortldi. Grup 3 hicreleri (yalniz Pax4
aktarilmis) ile karsilastirildiginda 4. Grup hiicrelerde MafA ekspresyonu ciddi oranda
baskilanmistir (Sekil 4.25.). Grup 2 hiicreleri ile karsilastirildiginda bu baskilanmanin
MafA’nin ektopik ekspresyonundan kaynaklanabilecegi varsayilabilir.

Insl, Ins2, Pdx1 ve Sst genlerinin gorece kuvvetle arttigt Grup 5 hiicrelerinde
goriilmustiir (Sekil 4.26.). Grup 4 hiicrelerine gore MafA geni yerine Gek geni eksprese
eden bu hiicreler mezenkimal kok hiicreyi delta hiicresi yoniine dogru farklilagtirdigi

soylenebilir.

3 Grup 5 (Pax4-Gck)
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Sekil 4.26 Grup 5 (Pax4-Gck) hiicrelerinin gen aktarilmamig olan (Grup 10) hiicrelere gore
pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen ifadesindeki

degisimler katlar seklinde belirtilmistir.

MafA gen ekspresyonun kuvvetli olarak arttigi bir diger hiicre hatti Ngn3-MafA
geni aktarilmis olan Grup 6’dir (Sekil 4.27.). Yaklastk 9 kat ekspresyon artisi

gozlemledigimiz sadece Pax4 geni aktarilmis Grup 3 hiicrelerine nazaran Grup 6
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hiicrelerindeki MafA ekspresyonu yaklasik 7 kat artmistir. Bunun yani sira Sst
ekspresyonu da 5 kattan fazla artmistir. Ngn3 ve MafA geni aktarilmis 1. ve 2. Grup
hiicreleri ile karsilastirildiginda MafA geninin ekspresyonunda diisme beklenirken artig
baska bir gen ekspresyonu diizenleyici mekanizmasinin varligini ortaya koymaktadir. Sst

ekspresyonu ise 6. Grupta 2. Grup hiicrelerine gore ¢ok daha fazla artmistir.

Grup 6 (Ngn3-MafA)

JIIIIIIII

Ngn3 Pax4 MafA Gck Insl Ins2 Pdxl Gcg  Sst
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Sekil 4.27 Grup 6 (Ngn3-MafA) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere
gore pankreas adacik belirtec genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen

ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir.
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Sekil 4.28 Grup 7 (Ngn3-Gck) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere
gore pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen

ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir.

Ngn3’tin Gek ile birlikte olan ekspresyonunda tek basina eksprese oldugu Grup 1
hiicrelerine gore Ngn3 ve Pax4 ekspresyonlar1 15 kattan fazla arttigi gézlemlenmis olup
Sst geni ekspresyonu Gek’nin ifade edildigi diger bir hiicre hatt1 olan 5. Grup hiicrelere
benzer olarak arttigi gozlemlenmistir (Sekil 4.28.). Ancak bu sefer Gck ekspresyonu
sayesinde Sst ekspresyonu 25 kat artmistir. Bu bulgu bize Gck’nin hiicre igindeki
ekspresyonunun kok hiicreyi delta hiicre benzeri bir hiicreye farklilastirdigini isaret

etmektedir. Bu etki 6zellikle Ngn3 ekspresyonu varliginda daha kuvvetli olmaktadir.

Ngn3 ve Pax4 genleri tek baglarina ifade edildiginde hiicre igerisinde kendi
ekspresyonunu fazla arttirmazken aymi anda kok hiicrede eksprese edildiginde bu sefer
Ngn3 ekspresyonu 25 kat ve Pax4 ekspresyonu 11,6 kat arttigi gézlemlenmistir (Sekil
4.29.). Grup 8 hiicrelerinde ayrica Pdx1 ekspresyonunun 3 kat arttigi gozlemlenmistir.
Buna karsin Insl ve Ins2 degerlerinde ¢ok fazla artmadigi ve Sst ekspresyonu hig

gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.29 Grup 8 (Ngn3-Pax4) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10) hiicrelere
gore pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi. Gen

ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir.

3 genin aktarildigi 9. Grup hiicreleri diger tiim hiicrelerden farkli olarak Ins2 genini
cok kuvvetli olarak ifade etmis olup Insl geninin ekspresyonunu baskiladigi goriilmiistiir
(Sekil 4.30.). Insandaki insiilin gen iiriiniiniin eslenigi olan Ins2’deki artis hiicrenin saglhkli
bir beta hiicre farklilagmasina ulasildigini isaret edebilir. Insl transkripsiyon {riintiniin
sicanlarda fazla eksprese edildiginde diyabetin gelisimini destekledigi bildirilmis olup 9.
Grup hiicrelerde ekspresyon diismesi saglikli beta hiicre farklilasmasini destekleyen bir

olgudur.
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Sekil 4.30 Grup 9 (Ngn3-Pax4-MafA) hiicrelerinin gen aktarilmamis olan (Grup 10)
hiicrelere gore pankreas adacik belirte¢ genlerinin hiicre i¢i ekspresyonundaki degisimi.

Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir.

4.3.4 Gen Ekspresyonu Sonrasinda Hiicrelerin Kok Hiicre Belirteclerini Tasimasi

(Akim Sitometrisi)

Gen aktarimi sonrasinda hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerini tasidigini kontrol etmek
icin hiicrelerin sahip oldugu yiizey belirtegleri akim sitometri ile analiz edilmistir. CD90,
CD29 ve CD45 ekspresyonlari incelenmis olup gen aktarilmamis sPA-MKH’lerine gore
degisimler anlasilmak istenmistir. Hiicre analizlerinin geneline bakildiginda CD29 ve
CD90 ifade eden hiicre sayilarinda bir azalma gozlemlenmedigi gibi, negatif olan CD45
ekspresyonununda artmadig tespit edilmistir. Bu bize gen aktarimi sonrasinda hiicrelerin

halen kok hiicre 6zelliklerini tasidigina isaret etmektedir (EK 6-14).
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4.3.5 Hiicre ici Proteinlerin incelenmesi

Kimyasal uyarilma oncesinde gen aktarilmis olan hiicrelerin protein ifadeleri

immiinfloresan ve Western blot hibridizasyon yontemleri ile gosterilmistir.

4.3.5.1 immiin Fliioresan

1. Grup hiicre hattinda Pax4 ekspresyonu beklendigi gibi artmistir (Sekil 4.31.).
Literatirdeki kaynaklara gore Pax4 ve Ngn3 genleri karsilikli olarak birbirlerinin gen
ekspresyonlarini desteklemektedirler. Insiilin ve c-Peptit iiretimi hiicrelerde goriilse de gen
ekspresyon analizlerine paralel olarak alfa hiicre belirteci olan Gck proteini varlig
belirgindir. Grup 2 hiicrelerinde diger hiicrelerden farkli olarak belirgin olarak Pdx-1
boyanmasi kuvvetli olmustur (Sekil 4.32.-G). Bu ayni1 zamanda hiicrede insiilin {iretimini
de olumlu yonde etkilemistir (Sekil 4.32.-E). Pax4 gen ifadesi 3. Grup hiicrelerde Ngn3
protein miktarin1 1. Grup hiicrelerdekine benzer sekilde artirmistir (Sekil 4.33.-A). Gen
ekspresyonuna gore MafA gen ifadesi yiliksek bir degere sahipken boyamalarda belirgin
olarak goriilmemektedir (Sekil 4.33.-C). Pdx-1 boyanmasi 4. Grup hiicrelerde gen
ekspresyon analizlerindekine benzer bir kuvvette olmamasina ragmen boyanmistir ve
beklendigi gibi artan Pdx-1 proteini insiilin {iretimi {izerinde olumlu etkisi gézlemlenmistir
(Sekil 4.34.). c-Peptit boyanmasi insiilin tiretiminin var oldugunun iyi bir gostergesidir
(Sekil 4.34.-F). Glikokinaz miktarinin yiiksek olmasit bu hiicrelerin glikoz miktarina yanit
verecek islevsellige sahip olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.34.-D). Insiilin {iretiminin 5.
Grup hiicrelerde yiiksek olmasini beklerken boyanmanin ¢ok iyi olmadigi goriinmektedir
(Sekil 4.35.-E). Ancak c-Peptit miktar1 hiicrelerde goriillmekte ve instilin miktarinin da es
olarak yiiksek olmasimi gerektirmektedir (Sekil 4.35.-F). Sebebi ¢ok net olmamakla
beraber insiilin miktarinin yiiksek olmasi beklenmektedir. Glikokinaz boyanmasi da
hiicrelerde goriilmektedir (Sekil 4.35.-D). Real Time PCR analizlerine uygun olarak gen
ekspresyonu yiiksek olan proteinler 6. Grup hiicrelerde boyanmasi goriilmustiir. Pdx-1
boyanmasi beklenenden kuvvetli iken insiilin boyanmasi zayif kalmistir (Sekil 4.36.-E,G).
Glukagon bu hiicrelerde boyanmasi beklendigi gibi goriilmektedir (Sekil 4.36.-H). MafA

geni ekprese edilmesine ragmen hiicre ¢ogalmasinin hizli olmamasinin bir sebebi Pdx-1
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seviyesinin yliksek olabilecegi varsayimi bu bulgu ile desteklenmektedir. Ngn3/Glikokinaz
genleri aktarilmis 7. Grup hiicrelerde biitiin boyamalarda zayif kalmistir (Sekil 4.37.).
Belirgin olmasa da glikokinaz proteini varligi gen ekspresyon analizlerinden beklendigi
gibi goriilmektedir (Sekil 4.37.-D). Gen aktarilmamis kontrol hiicrelerinde (si¢an pankreas
adacik kaynakli kok hiicreler) Pax4 ve Pdx-1 proteinleri boyanmis olmasina ragmen
boyamalar kuvvetli degildir. (Sekil 4.40.-B,G). U¢ genin aktarildigi 9.Grup hiicrelerinde
Western blot hibridizasyon analiz sonuglarina uygun olarak belirgin bir Ngn3, Pax4, Pdx-1
ve c-Peptit proteini varligi boyamalarla gosterilmistir (Sekil 4.39.-A,B,F,G). Yaygin
olmamakla beraber Glukogon pozitif hiicreler bolgesel olarak boyamalarda goriilmiistiir
(Sekil 4.39-H). Ngn3 ve Pax4 genlerinin birlikte aktarildigi 8. Grup hiicrelerde MafA,

instilin, c-peptit ve Pdx1 proteinlerini az da olsa eksprese ettigi boyamalar sonucunda

o]
@
G H )

goriilmustir (Sekil 4.38.).

Sekil 4.31 Gen aktarimi sonrasinda 1.Grup (Ngn3) hiicrelerinin beta hiicre ve diger adacik
hiicre belirteglerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI ile
mavi renkte gosterilmistir. Belirteg proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A, Ngn3; B,
Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon. Ol¢ek
cubugu: 50 pm.
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Sekil 4.32 Gen aktarimi sonrasinda 2. Grup (MafA) hiicrelerinin beta hiicre ve diger adacik
hiicre belirteglerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI ile
mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A, Ngn3; B,
Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon. Olgek
cubugu: 50 pm.

Sekil 4.33 Gen aktarimi sonrasinda 3. Grup (Pax4) hiicrelerinin beta hiicre ve diger adacik
hiicre belirteglerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI ile
mavi renkte gosterilmistir. Belirteg proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A, Ngn3; B,
Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon. Ol¢ek
cubugu: 50 pm.
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Sekil 4.34 Gen aktarimi sonrasinda 4. Grup (Pax4-MafA) hiicrelerinin beta hiicre ve diger
adacik hiicre belirteclerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin g¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A,
Ngn3; B, Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon.
Olgek gubugu: 50 pm.

Sekil 4.35 Gen aktarimi sonrasinda 5. Grup (Pax4-Gck) hiicrelerinin beta hiicre ve diger
adacik hiicre belirteclerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin g¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A,
Ngn3; B, Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon.
Olgek ¢ubugu: 50 pm.
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Sekil 4.36 Gen aktarimi sonrasinda 6. Grup (Ngn3-MafA) hiicrelerinin beta hiicre ve diger
adacik hiicre belirteglerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A,
Ngn3; B, Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon.
Olgek cubugu: 50 pm.

--

Sekil 4.37 Gen aktarimi sonrasinda 7. Grup (Ngn3-Gck) hiicrelerinin beta hiicre ve diger

adacik hiicre belirteclerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin g¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A,
Ngn3; B, Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon.
Olgek cubugu: 50 pm.
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Sekil 4.38 Gen aktarimi sonrasinda 8. Grup (Ngn3-Pax4) hiicrelerinin beta hiicre ve diger
adacik hiicre belirteclerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin g¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A,
Ngn3; B, Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon.
Olgek gubugu: 50 um.

Sekil 4.39 Gen aktarimi sonrasinda 9. Grup (Ngn3-Pax4-MafA) hiicrelerinin beta hiicre ve
diger adacik hiicre belirteglerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin
cekirdekleri DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile
isaretlenmistir: A, Ngn3; B, Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-
1; H,Glukagon. Olgek ¢ubugu: 50 um.
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Sekil 4.40 Gen aktarilmamis 10. Grup (Kontrol) hiicrelerin beta hiicre ve diger adacik

hiicre belirteglerine yonelik immiinfloresan boyanmasi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI ile
mavi renkte gosterilmistir. Belirte¢ proteinleri yesil renk ile isaretlenmistir: A, Ngn3; B,
Pax4; C, MafA; D, Glikokinaz; E, Insiilin; F, c-Peptit; G, Pdx-1; H,Glukagon. Olgek
cubugu: 50 pm.

4.3.5.2 Western Blot Hibridizasyon

Hiicrelerde aktardigimiz genlerin tirtinleri olan proteinleri gérebilmek icin Western
blot analizi gerceklestirilmistir (Sekil 4.41.). Sonuglar bize proteinlerin ekspresyonlariin
var oldugunu ve gen ekspresyon analizlerinde oldugu gibi farkli miktarlarda tiretildigini
gostermektedir. Ngn3,Pax4 ve MafA genleri proteinleri kuvvetli olarak ifade edilirken Gck

proteini ifadesinin zayif oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.41 Western blot hibridizasyon analizi sonucu. 1:1.Grup, 2: 2.Grup, 3: 3.Grup, 4:
4.Grup, 5: 5.Grup, 6: 6.Grup, 7: 7.Grup, 8: 8.Grup, 9: 9.Grup. Hiicrelere aktarilan genlere

bagli olarak hiicrenin kendi genlerinin ekspresyonlarinin arttigi gézlemlenmistir.

4.4 Endokrin Hiicre Farklhilagsmasi

Hiicreler kimyasal indiikleme ile 14 giin boyunca farklilagtirmaya alinmistir. Gen
aktarimi gerceklesmis hiicrelerin bu islem ile endokrin hiicreye dogru farklilasabilme
yetenekleri incelenmek istenmistir. Aktarilan farkli genlerin/gen gruplarimin hiicre
tizerindeki etkileri farkli olmustur. Kimyasal indiiklemenin bu hiicreler iizerindeki etkisi ve
olgun beta hiicre benzeri hiicreye farklilasmasi arastirilmak istenmistir. Bu amagla EGF
(Epidermal growth factor), Nicotinamide, Activin-A, Activin-B, Exendin-4, HGF
(Hepatocyte growth factor), Pentagastrin kimyasallar1 belli oranda karistirilarak hiicreler

14 giin boyunca farklilastirmaya alinmis ve hiicrelerdeki degisimler analiz edilmistir.

Ngn3-Gcek geni aktarilmis Grup 7 hiicrelerinin yavas cogalmasi ve pankreas adacik

delta hiicresi benzeri bir karakter sergiledigi i¢cin endokrin farklilasmaya alinmamuistir.
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4.4.1 Kimyasal Uyarilma Sonras1 Morfolojik Goriiniim

Kimyasal indiikklemeye alinmamis olan Grup 3 hiicreleri kiiltiir ortaminda hiicre
sikisikligina baglh olarak adacik benzeri yapilar olusturmuslardi. Farklilasmaya alindiktan
sonra Grup 2, 3 ve 4. hiicrelerin pankreas adacik benzeri hiicre kitleleri olusturdugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.43., 4.44., 4.45.). Grup 5 hiicrelerinin de digerleri kadar olmasa
da bu tip bir davranis gosterdigi goriilmustiir (Sekil 4.46.). Ancak Pax4 geninin bulundugu
diger hiicre gruplarinda (Grup 8 ve 9) bu tiir bir olusum goriilmemistir (Sekil 4.48. ve
4.49.). MafA ve Pax4 genleri aktarilmis hiicrelerin (Grup 2-5) farklilagsma sonrasinda
adacik benzeri yapilar olusturma yetenegi var iken hiicrede Ngn3 geni aktarilmis olanlarda
bu tip bir yapilanmanin baskilandig1 goriilmustiir (Sekil 4.42. ve 4.47.,). Grup 8 ve Grup 9
hiicrelerinin daha az adacik benzeri yap1 olusturmasinin nedeni Ngn3 ekspresyonu olma
ihtimali vardir. Nitekim Ngn3 ve MafA genlerinin ayn1 anda aktarildig: hiicre grubu (Grup
6) adacik benzeri bir hiicre kitlesi olusumu goriilmemistir. Hi¢ gen aktarilmamis olan Grup
10 hiicrelerin (Kontrol) endokrin farklilagsmaya alindiginda adacik benzeri yap1

olusturmadig1 gozlemlenmistir.

Grup 2 (MafA) ve Grup 3 hiicreleri (Pax4) kiiltirde adacik benzeri yapilar
olusturdugu goriilmiistiir. Ancak her iki genin aymi anda bulundugu Grup 4 hiicreleri
(Pax4-MafA) bu olusumlarin daha verimli ve kiiltir ylizeyinde yaygm oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.42 Endokrin farklilasma sonrasinda 1. Grup (Ngn3) hiicrelerin kiltiirdeki
goriiniimleri. A, B, C endokrin farklilagsma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamis)

14. giin. Olgek ¢ubugu: A, D 200 um; B, 100 pm; C, 50 pm.

Sekil 4.43 Endokrin farklilasma sonrasinda 2. Grup (MafA) hiicrelerin kiltiirdeki
goriintimleri. A, B, C endokrin farklilagsma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamis)

14. giin. Olgek ¢ubugu: A, D 200 um; B, 100 pm; C, 20 pm.
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Sekil 4.44 Endokrin farklilagma sonrasinda 3. Grup (Pax4) hiicrelerin kiiltiirdeki
goriintimleri. A, B, C endokrin farklilasma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamis)

14. giin. Olgek ¢ubugu: A, D 200 um; B, C 100 pum.

Sekil 4.45 Endokrin farklilasma sonrasinda 4. Grup (Pax4-MafA) hiicrelerin kiiltiirdeki
goriintimleri. A, B, C endokrin farklilagsma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamis)

14. giin. Olgek ¢ubugu: A, 200 pm; B, D 100 um; C 50 pm.
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Sekil 4.46 Endokrin farklilagma sonrasinda 5. Grup (Pax4-Gck) hiicrelerin kiiltiirdeki
goriiniimleri. A, B, C endokrin farklilagsma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamis)

14. giin. Olgek ¢ubugu: A, 200 pm; B, C, D 100 um.

Sekil 4.47 Endokrin farklilasma sonrasinda 6. Grup (Ngn3-MafA) hiicrelerin kiiltiirdeki
gortintimleri. A, B, C endokrin farklilasma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamas)

14. giin. Olgek ¢ubugu: A, D 200 um; B, 100 pm; C, 50 pm.
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Sekil 4.48 Endokrin farklilagsma sonrasinda 8. Grup (Ngn3-Pax4) hiicrelerin kiiltiirdeki
goriintimleri. A, B, C endokrin farklilasma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamais)

14. giin. Olgek gubugu: A, B, D 200 um; C, 100 um.

Sekil 4.49 Endokrin farklilasma sonrasinda 9. Grup (Ngn3-Pax4-MafA) hiicrelerin
kaltiirdeki gortintiimleri. A, B, C endokrin farklilagsma 14.giin; D, kontrol (farklilastirmaya
alinmamus) 14. giin. Olgek cubugu: A, 200 um; B, C, D 100 um.
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Sekil 4.50 Endokrin farklilagma sonrasinda 10. Grup (Kontrol) hiicrelerin kiiltiirdeki
goriintimleri. A, B, C endokrin farklilasma 14.giin; D, kontrol (farklilagtirmaya alinmamais)

14. giin. Olgek gubugu: A 200 um; B, D 100 um; C 50 um.

4.42 Beta Hiicre Belirteclerinin ifadesi (immiinfloresan)

Farklilasma sonrasinda hiicrelerdeki insiilin {iretimini belirlemek i¢in hiicreler
fiksasyon sonrasinda insiiline karsi immiinfloresan boyanmistir (Sekil 4.51.). Boyanma
sonuclart yaygin bir insiilin {ireten hiicre farklilasmasini gostermemektedir. Tek gen
aktarilan hiicrelerin insiilin tiretiminin ¢ok fazla olmadig1 goriilmiistir. Ancak ii¢ genin
aktarildigi Grup 9 hiicresinin insiilin tiretimi diger hiicre gruplarina nazaran daha fazla
oldugu ve hiicre igerisinde insiilin graniillerine benzer yapilarin varligi gozlemlenmistir
(Sekil4.51.-H). Bu bulgu bize Ngn3-Pax4-MafA genleri aktarilmis hiicrelerin beta
hiicresine en yakin farklilasan hiicre tipi oldugunu gostermektedir. Ancak bu hiicre grubu
kiltiir ortaminda adacik benzeri yapi olusturmamistir. Bu yapiy: en iyi olusturan 4. Grup
hiicrelerin insiilin tretimine bakildiginda oldukg¢a iyi oldugu ama 9. Grup hiicre kadar
yiiksek olmadigi gozlemlenmistir. 4. Grup hiicreleri incelendiginde insiilin {iretiminin en

fazla adacik benzeri yapi igerisindeki hiicrelerde oldugu goriilmistiir (Sekil 4.51.-D).
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Sekil 4.51 Endokrin farklilasmalarin Insiilin boyamasi. Gen aktarilmis hiicrelerin kimyasal
indiikleme ile endokrin farklilagmasi sonrasi insiiline (yesil) karst immiinfloresan
boyanmistir. Cekirdekler DAPI boyamasi ile mavi renkte gosterilmistir. A, Grup 1; B,
Grup 2; C, Grup 3; D, Grup 4; E, Grup 5; F, Grup 6; G, Grup 8; H, Grup 9; I; Grup 10
(Gen aktarilmamuis); J, Grup 10 farklilastirmaya alinmamus. Olgek cubugu 50um.
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4.4.3 Gen Ekspresyon Analizi

Hucreler farklilagmaya alindiktan sonra bir takim pankreas adacik belirteg
genlerindeki degisimler incelenmistir (Sekil 4.52.). 1lk dikkatimizi ¢ceken Ngn3, Pax4 ve
MafA genlerinin 4. ve 8. Grup hiicrelerde ¢ok fazla arttigidir. Ngn3 ekspresyonu 4. ve 8.
Grup hiicreleri i¢in sirasiyla 1600 ve 2600 kat, Pax4 55 ve 155 kat, MafA 2100 ve 2400 kat
arttigl goriilmistiir. Bu bulgu bu hiicrelerin farklilagtirma ortamina kars1 ¢ok fazla tepki
verdigi farklilagmayla birlikte gen ekspresyonunun ¢ok fazla arttig1 goriilmiistiir. Ancak bu
artis Gek, Insl, Ins2, Pdx1 ve Glut2 ekspresyonlarmi ¢ok ciddi degistirmemistir. Bu
yiizden Ngn3, Pax4 ve MafA gen ifadelerindeki artis hiicrenin olgun beta hiicre 6zelligi
kazandirdig1 konusunda biiyiik siipheler uyandirmaktadir. Ins1 ve Ins2 degerleri 4. ve 5.
Grup hiicrelerde farklilagma oOncesinde yiiksek iken farklilagma sonrasinda diistiigu
gorlilmistiir. Bu bize gen ekspresyonunun Insl ve Ins2 degerlerini yiikselttigini ve beta
hiicre 6zelligi kazandirdigin1 ancak farklilagsmanin bu doniisiim lizerinde olumsuz etki
yarattigimmi gostermistir. Gen aktarilmamis 10. Grup hiicre incelendiginde farklilasma
prosediiriiniin  endokrin hiicre farklilagmas1 siireci tizerine olumlu etki yarattigi
goriilmektedir. Geg ve Sst genlerine bakildiginda farklilasma prosediiriiniin hiicreler
tizerinde alfa ve delta hiicresine farklilasma potansiyelini diistirdiigii gozlemlenmistir.
Pankreatik polipeptit (PP) hiicre farklilagsmasi 6zellikle Grup 6 hiicrelerinde ve kismen

Grup 8 hiicrelerinde gézlemlenmistir.

Daha o6nce beta hiicre farklilasma potansiyeli yiiksek oldugu belirlenen 4. ve 9.
Grup hiicreleri incelendiginde Pdx1 geni ekspresyonu disinda farklilagmanin biitiin genler
tizerinde olumsuz etki yarattig1 goriilmiistiir. Yalniz Grup 4 hiicreleri Glut2 ekspresyonunu
hiicre farklilasmas1 sonrasinda daha fazla ifade etmislerdir. Bu hiicrelerin uyarilma
sonrasinda alfa, delta ve PP hiicrelerine farklilasma yonelimi dismiistiir. Beta hiicre
farklilagmasi ise uyarilma sonrasinda ciddi oranda degismemis ya da ¢ok az diigmiistiir. Bu
tablo bize gen aktarimimin olgun beta hiicresine farklilasmasi kismen yeterli oldugu ve
kimyasal uyarilmanin olgun beta hiicresine farklilasmasmi  desteklemedigini

gostermektedir.
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Sekil 4.52 Endokrin farklilagsmaya yonlendirdikten sonra gen aktarilmis hiicrelerin
pankreas adacik hiicre belirtecleri genlerinin ekspresyon analizi. 1:1. Grup, 2: 2. Grup, 3:
3. Grup, 4: 4. Grup, 5: 5. Grup, 6: 6. Grup, 7: 7. Grup, 8: 8. Grup, 9: 9. Grup 10: 10. Grup.
Farklilasmaya alinan hiicreler mavi renkte, farklilasmaya alinmamis hiicreler de kirmizi
renkte gosterilmistir. Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Degerler

gen aktarilmamis ve farklilastirilmamis hiicreye gore oranlanmistir.
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5 TARTISMA

Bu projede pankreas adaciklarindan elde ettigimiz mezenkimal kok hiicreler
kullanilarak birbirinden farkli 6zelliklere sahip insiilin salgilayan beta benzeri hiicre elde
edilmistir. Gen aktarimi ve kimyasal uyarilma ile farkli tipte hiicreler elde edilerek
incelenmistir. Bu yaklasimlar ile hiicrelerin gen aktarimima ve farklilastirma ortamina
gostermis oldugu tepki ortaya cikarilmistir. Bu c¢alisma ile hali hazirda kullanilan

farklilagtirma prosediirlerinin eksik olan yanlarina isaret edilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin endoderm hiicre tabakasina ait bir hiicre tipi
olmadigindan beta hiicre farklilagmasinin basarili bir sekilde tamamlanmasinin zor oldugu
gosterilmistir. Pankreas dokusunda bulunan diger hiicrelerin, 6rnegin pankreas kanal
hiicreleri, daha verimli bir sekilde beta hiicresi olusturdugu bildirilmistir (Li et al., 2010).
Bu ¢alismada gen aktariminin yeterli olamamasi g6z Oniine alinarak islem farklilastirma
prosediirii ile desteklenerek daha verimli yonelim hedeflenmistir. Ancak elde ettigimiz
bulgular hiicrelerin bir kisminin farklilasmaya verimli bir sekilde gittigini gostermektedir.
Farklilasmayan hiicreler ise halen mezenkimal kok hiicre 6zelligini gosterdiginden doku
icerisinde bulunmas1 literatiirde de belirtildigi gibi ¢evresindeki diger hiicrelere
destekleyici ve anti-apoptotik etki gosterecektir (Karaoz et al., 2010b; Sims and Evans-

Molina, 2012).

Bir takim kimyasallar kullanilarak pankreas alfa hiicrelerinin beta hiicrelerine
farklilasmas1 i¢in bircok yontem gelistirilmistir. Bu kimyasalar hiicre icerisindeki bazi
sinyal yolaklarinin uyarilmasiyla farkli hiicrelere doniisiimii saglamay1 hedeflemektedir.
Tek bir transkripsiyon faktoriiniin, 6rnegin Arx (Aristaless-related homeobox), yiiksek
oranda ifadesi ile beta hiicresinin alfa hiicresine doniismesi gozlendigi gibi (Spijker et al.,
2013), Pdx1, Ngn3 ve MafA faktorlerinin ifadesi ile asinar hiicrelerinin beta hiicrelerine
doniistiigii gosterilmistir (Zhou et al., 2008). Onciil hiicreler ya da kok hiicrelerin
farklilasmaya dogru bir egilimi olsa da alfa hiicreleri gibi olgun hiicrelerin beta hiicrelerine
farklilastign da gozlemlenmistir. Pax4 geninin alfa hiicrelerinde ektopik ifadesi ile beta
hiicrelerine dontistiigu bildirilmistir (Collombat et al., 2009). Ancak bu hiicreler beta hiicre

karakteri gostermislerse de insiilin salimim miktarlar1 beklenenin ¢ok altinda kalmastir.
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Kimyasal uyarilma temel bir yaklasim olmasina karsin gen aktarimi ile sinyal yolaklarinin
uyarilmasi farklilagma i¢in 6nemlidir. Bizim ¢alismamizda kimyasal uyarilma birgok hiicre
hattinda ise yaramisken ti¢ gen aktarilan hiicre grubu (9. Grup) kimyasal uyariya karsi
tepkisiz kalmistir. Bu da gen aktariminin farklilasma i¢in yeterli bir yontem oldugunu
gostermektedir. Hiicrenin kendi gen ekspresyonlar: ile kendiliginden farklilasmanin
miimkiin oldugu bilinmektedir. Ozellikle pluripotent karaktere sahip eriskin kok hiicrelerin

beta benzeri hiicrelere farklilastigi bilinmektedir (Sims and Evans-Molina, 2012).

Yetiskin dokularda bulunan MKH’ler multipotent, immiinmodiilatér ve yenileyici
ozellikleri sayesinde doku hasari ve immiin hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in
arastirilmaktadir. Tip 1 diyabetin tedavisi i¢in yapilan birgok calismada mezenkimal kok
hiicreler adaciklara destek olmasi i¢in birlikte nakledilmektedir. Klinik 6ncesi ¢aligmalar
adacik ve MKH’lerin birlikte nakledilmesi ile (kotransplantasyon) nakledilen adaciklarin
canliliklarimin korundugunu, normoglisemi i¢in daha az beta hiicreye ihtiya¢ duyuldugunu

ve glikoz hassasiyetinin arttigim1 gostermektedir.

Bir¢ok ¢alisma MKH’lerin etki mekanizmalarini anlama {izerine yapilmaktadir. En
onemli etkilerinden olan immiinmodiilatér etkisi allojenik adaciklarla MKH’lerin birlikte
uygulandig1 calismalarda T hiicre aktivasyonunu geciktirmesiyle ve boylece adaciklarin
hayatta kalma stiresini arttirmasiyla gosterilmistir. T hiicre proliferasyon ve fonksiyonu,
dendritik hiicre olgunlasmasi ve dogal 6ldiiriicii hiicre proliferasyonu MKH’ler tarafindan
iiretilen birgok faktoriin etkisi ile baskilanmaktadir. Bu immiin sistem hiicreleri tarafindan
uretilen interferon gamma, graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor-a, timor
nekrozis faktér ve monosit kemoatraktan protein-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasint MKH’lerden salinan faktorlerin engelledigi gosterilmistir. Ayrica MKH’ler
dizenleyici T hiicrelerini uyararak ve IL-10 (interlokin-10) gibi anti-inflamatuar
sitokinlerin salgilanmasini saglayarak notrofil ve B hiicrelerinin farklilagmalarim1 ve
fonksiyonlarimi diizenlemektedir. Boylece antijen spesifik sitotoksisite ve inflamasyondan

kacis1 saglamaktadir.

MKH’lerin bir diger énemli avantaji yeni adaciklar i¢in vaskiiler ag olusumunu
desteklemesidir. Yalnmizca adaciklarin nakledildigi c¢alismalarla karsilastirildiginda
MKH’lerle birlikte yapilan nakillerde adacik ¢evresindeki damarlanmada 6nemli oranda
artig goriilmektedir. Kotransplantasyon modellerinde VEGF (vascular endothelial growth

factor), IL-6, IL-8, HGF (hepatocyte growth factor) ve TGF-f (transforming growth factor-
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B) gibi anjiyojenik faktorlerin salinimi ile damarlanma oraninin erken bagladigi ve arttigi
tespit edilmistir. Ayrica MKH’ler tarafindan salgilanan matriks elemanlar1 da 6nceden var
olan ekstraseliller matriksin yikimin1 saglayarak endotelial hiicrelerin adaciklara gog

edebilmesini kolaylastirmaktadir.

Tim bunlarin yaninda MKH’ler adaciklarin izolasyon ve nakil sirasinda maruz
kaldig1 hipoksik ve inflamatuar etkilerden korunmasini saglacak olan antiapoptotik etkiye
sahiptirler. Sican adaciklar1 ve kemik iligi kaynakli MKH’ler ile yapilan in-vitro kokiiltiir
calismasinda hipoksik kosullarda yiikselen genlerin ekspresyonunun diistiigli ve insiilin
salmimminda glikoz hassasiyetinin arttig1 goriilmustir. MKH’ler ile kokiiltiirti yapilan STZ
ile muamele edilmis sican adaciklarinin apopotoz oranmin distiigii, instilin salimiminda
glikoz hassasiyetlerinin arttif1 gosterilmistir. MKH besi ortaminda nakil oncesi 48 saat
kiiltire edilen insan adaciklarinin in-vivo denemesinde diyabetli hayvanlarda kan sekeri
degerleri diizenlenmis ve adacilarin erken Olumleri engellenmistir (Sims and Evans-

Molina, 2012).

Yaymlanmis olan bir¢ok caligmada ilgili ti¢ gen (Ngn3, Pax4, MafA) farklh
hiicrelere aktarilarak beta hiicre benzeri insiilin salgilayan hiicre elde edilmek istenmistir
ve kismen basarili olmustur. Bu c¢aligmalara genel olarak bakildiginda farkli hiicre
tiplerinin, farkli zaman ve kimyasal uyarilmalarin kullanilmasi nedeni ile karsilagtirmak ve
hangi yontemin daha iyi oldugunu anlamay1 gii¢lestirmektedir. Bu ¢alisma ile aralarindaki

en iyi yontemi ortaya ¢ikartmak amaglanmigtir.

KOGEM’de yapilan ve pankreas adaciklarindan elde edilen kok hiicreleri inceleyen
calismada hiicrelerin insiilin salgilayan hiicreler oldugu, endokrin hiicre farklilagsmasi
sonrasinda insilinin yan1 sira glukagon ve somatostatin proteinlerinin dretildigi
gosterilmistir (Karaoz et al., 2010a). Bu ¢alismada kullandigimiz hiicreler ilgili ¢alismada
belirtilen hiicrelerin aynisidir. Hiicreler ¢6ziildiikten sonra incelenmis ve dondurma-¢6zme
sonrasinda bu hiicrelerin halen mezenkimal kok hiicre 6zellikleri tasidiklart gosterildi. Bu
hiicreler izole edildikleri kaynak doku hiicrelerine farklilastirilmaya calisilarak daha
verimli bir farklilasma elde edilmesi hedeflenmistir. Nitekim KOGEM’de vyiiriitiilen baska
bir ¢alismada adipoz doku kaynakli mezenkimal k6k hiicrelerin insiilin salgiladiklari
gosterilmis, ancak hayvan deneyleri ile hipergliseminin kontrol altina alinmasinda basarili

olunamadig1 gosterilmistir (Karaoz et al., 2013). Bu da hiicrelerin alindig1 kaynaga bagh
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olarak farklilasma sonrasinda kazanacagi 6zelliklerin farkli etkilenecegine isaret

etmektedir.

Ngn3 transkripsiyon faktorii beta hiicrelerinde insiilin sentezlenmesi igin temel
faktorlerden biri oldugu bildirilmistir. Ancak beta hiicre neogenezinde Ngn3’iin olumsuz
etkileri oldugu bildirilmistir. Ngn3 geni erken tavuk endoderm hiicrelerini glukogon ve
somatostatin tireten hiicrelere farklilagtirdigi daha once rapor edilmistir (Grapin-Botton et
al., 2001). Ngn3 geninin ektopik ifadesi fare kok hiicrelerinin alfa hiicresi karakteri
kazandirdig1 6nceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Blyszczuk et al., 2003). Ancak olusan bu
alfa hiicre benzeri yapilarda ek olarak Pax4 gen ifadesi saglandiginda beta hiicre
karakterlerini de gosterdigi rapor edilmistir (Collombat et al., 2009; Wang et al., 2004).
Ngn3 geni aktardigimiz 1. Grubun literatiirde yer alan bilgilere paralel olarak Gcg
ekspresyonunu (alfa hiicre belirteci) arttirdigi bu calismada goriilmiistiir. Benzer olarak
Ngn3-Gcek genleri aktarilmis hiicrelerde (Grup 7) belirgin bir delta hiicresine dogru
yonelme goriilmustiir. Pax4 geninin yoklugunda gen aktarilmis olan hiicrelerin beta hiicre
ozelliklerinden gok farkli karakterler sergiledikleri goriilmiistiir. Ilging olarak Ngn3-MafA
geni aktarilmis (Grup 6) hiicrelerinin kiiltiiri sirasinda 6nce MafA+ hiicrelerde
gozlemledigimiz epitel benzeri bir karakter kazandigi, ancak sonra bu o&zelliklerini
kaybederek tekrar mezenkimal goriiniimine dondigi gozlemlenmistir. Bu EMT
(epithelium mesenchymal transition; epitel mezenkimal gegisi) benzeri durum pankreas
adacik hiicrelerinin gelisiminde de bildirilmistir (Peck, 2004). EMT olgusu Ssh (Sonic
Hedgehog) sinyal yolagi ile yakindan iligkili bir siiregtir (Xu et al.,, 2012). Pdxl
ekspresyonunun diisiik oldugu 6. Grup hiicrelerinde Ssh yolagi aktivitesi kuvvetli olup

EMT’yi desteklemesi olasidir.

Onciil hiicre icerisinde Ngn3 ekspresyonu hiicre dist Notch ligandlarmi (delta,
serrate, jagged) aktive ederek c¢evresindeki Notch almaclarini uyarmaktadir. Bu uyan
hiicrelerde Hes1 genini ifade ettirerek Ngn3’iin ekspresyonunu baskilamakta ve endoderm
oncil hiicrelerini beta hiicresine dogru farklilastirmaya yonlendirmektedir. TGF-beta ve
Notch sinyal yolaklarinin pankreas gelisiminde oynamis oldugu 6nemli rolleri ile Ngn3
ekspresyonu boylelikle baskilanarak beta hiicre farklilasmasina dogru onciil hiicreler
gelisim sirasinda yonlendirilmektedir. Ancak Ngn3’tin olmadigi durumlarda bu hiicrelerde
Pax4 ekspresyonu da goriilmediginden adacik neogenezinde yeri onemlidir (Murtaugh,
2007). Bu sebepten otiirti 3. Grup hiicrelerde Pax4 geni aktarimi ile MafA ekspresyonu

oldukea yiikselmistir. Ancak gerekli uyarmin devami saglanamadigindan dolay1 bu hiicre
80



hatt1 bagaril1 bir beta hiicre farklilagsmasina gidememistir. Buna karsin 9. Grup hiicrelerde
MafA geni aktarilmasiyla Ngn3 ekspresyonu kontrol altina alinmistir. 4. Grup hiicrelerde
Ngn3 ve Pax4 geni beraber aktarilmasiyla beta hiicre karakterine sahip olmayan hiicrelere
farklilasmasi beklenirken bu durum gozlemlenmemistir. Bunun sebebi de hiicrelerdeki
Pdx1 ekspresyonu fazla olmasiyla Ssh sinyal yolaginin baskilanmasiyla aciklanabilir

(Servitja and Ferrer, 2004).

Pax4 (paired box gene 4), pankreas beta hiicresi gelisiminde gorev aldig1 bilinmekte
olup Nkx2.2 ile birlikte ¢alisarak 6nciil hiicrelerin beta hiicresine faklilasmasini tetikledigi
bildirilmistir (Wang et al., 2004; Lock and Tzanakakis, 2007). Pankreas beta hiicresinin
fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde Onemli gorevlerinin yaninda aktivin A ve
betaselliilin varliginda eriskin sican dokularinda ifadesi artarak beta hiicre kiitlesinde artisa
sebep oldugu da gosterilmistir (Brun et al., 2004). Pax4 ekspresyonu Pax6'yi
indiiklemesiyle Pdx1'in yol agabilecegi alfa hiicre farklilagsmasin1 bloke edecegini ve beta
hiicre farklilagmasinin verimini artirdigi bildirilmistir (Ritz-Laser et al., 2002). Bu
calismada Pax4 geni aktarilmis olan hiicreler kimyasal indiikkleme Oncesinde gen
ekspreyonlar1 incelendiginde daha verimli endokrin farklilagmasina tesvik ettigi goriildi.
Ozellikle MafA geni ile birlikte adacik benzeri hiicre kitlelerinin olusumu ve gorece
yiiksek insiilin sentezine olanak vermistir. Literatirdeki bilgilere paralel olarak Pdx1
geninin yiiksek oldugu 4. Grup hiicrelerdeki alfa hiicre belirteci olan Geg geninin ifadesi
baskilanmig ve boylelikle alfa hiicresine dogru farklilasma engellenmistir. Nitekim Pdx1’in
yiiksek oldugu bir diger hiicre hattt Grup 7 hicreleri (Ngn3-Gck) belirgin oranda Sst
eksprese ederek delta hiicre farklilagsmasina dogru yoneldigi gorildi. Pax4 geni
ekspresyonunun Cdk4 ve c-Myc genleri uyarilarak beta hiicresi proliferasyonunu artirdigi
gosterilmistir (Brun and Gauthier, 2008). Pax4 ektopik olarak uzun siireli eksprese
edildiginde Pdx1’i uyararak insiilin sentezini artirmasinin yaninda NF-kB transkripsiyon
faktoriinii baskilayarak ve Bcl2 seviyesini artirarak beta hiicrelerinin apoptoza gitmesini
engelledigi bulunmustur (Hu He et al., 2011; Brun and Gauthier, 2008). Bu calismada
Pax4 geni igeren hiicrelerin kiiltiirii sirasinda o6lii hiicrelerin az goriildiigti ve apoptoza karsi

daha direngli oldugu goriilmesi Bel2 seviyesini arttirmasiyla agiklanabilir.

Pax4 geni ekspresyonunun 7. ve 8. Gruplarda ¢ok ciddi oranda arttigi
gozlemlenmistir. Bu durum sadece Pax4 geni aktarilmis olan hiicrelerde goriilmemektedir.
Grup 7 ve 8 hiicreleri ortak olarak Ngn3 geni aktarilmis hiicre gruplarindan olup Ngn3

ekspresyonunun Pax4 iizerinde arttirici etkisi oldugu goriilmiistiir. Ancak bu durum MafA
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geni ekspresyonu ile degismektedir. MafA geni hem Pax4 hem de Ngn3 geni iizerinde
baskilayict bir etki yaratarak ekspresyonlarini smirlandirmigtir. Nitekim {i¢ genin de

aktarildig1 9. Grup hiicrelerinde Ngn3 ve Pax4 genleri fazla artmamistir.

Pax4 geni aktarilmis hiicrelerin baska bir belirgin 6zelligi ise adacik benzeri yapilar
olusturmasidir. Pax4 gen ifadesinin pankreas adaciklar1 icerisindeki artisini takiben yapi
icerisindeki beta hiicre sayisini arttirdigi ve adacik boyutlarinin biiyiimesine yol agtigi
bildirilmistir (Collombat et al., 2009). MafA geni ile Pax4 geni aym hiicrede ifade
edildiginde adacik benzeri yapilarin boyutlarinda ve sayilarinda ciddi artislar goralmustiir.
Bu da MafA’nin dogrudan adacik benzeri yapinin olusmasinda etkili olmadig1 ancak Pax4

ile birlikte sinerjik etki gostererek adaciklari olusturabilecegi sonucuna varilabilir.

MafA ekspresyonu goriilen hiicre kiiltiirlerinde belirgin oranda epitel karakterli
hiicrenin sayisinda artis goriilmistiir. Normalde beta hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasi
tizerinde 6nemli etkileri olan bu transkripsiyon faktoriintin epitel karakter kazandirdigi
daha 6nce bildirilmemistir. MafA ekspresyonu sadece insiilin pozitif pankreas hiicrelerinde
goriilmiis olup glukagon ve somatostatin hiicrelerinin gelisiminde ifade edilmedigi
bildirilmistir (Matsuoka et al., 2004). Gelisim sirasinda Nkx6.1 geni ile birlikte epitel
hiicrelerinde ifade edildiginde bu hiicrelerin insiilin tireten hiicrelere farklilastigi ve beta

hiicre neogenezine dahil oldugu bildirilmistir.

MafA geni aktardigimiz hiicre hatlarinda MafA ekspresyonu oldukea smirli
kalmistir. Bu bulgu bize MafA ekspresyonunun hiicre igerisinde geri besleme ile kendi gen
ekspresyonunu baskiladigini gostermektedir. Buna karsin ortamda Ngn3’iin varliginda bu
etki azalmaktadir. Tek basina Pax4 geni ekspresyonu MafA ekspresyonunu desteklerken
diger genler ile birlikte bu ekspresyonu fazla arttiramadigi goriilmiistir. Ug¢ genin
aktarildig1 hiicre grubunda (Grup 9) MafA ekspresyonun fazla artmadigi goriilen hiicre
hatlarindan bir tanesidir. Bu durum bize su ana kadar ortaya ¢ikartilmis olan farklilasma

mekanizmasinda daha 6nce tanimlanmayan bir faktoriin/proteinin varligina isaret edebilir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan tez ¢calismasinda gen aktarimi ile elde edilen hiicre gruplarinin beta benzeri
instilin tireten hiicreye farklilagsmasi i¢in endokrin yonde kimyasal olarak uyarilmasi
gergeklestirilmistir. Sonucta elde edilen hiicrelerin gen ekspresyon profiline gore

hiicrelerin pankreatik adacikta bulunan endokrin hiicrelere benzer oldugu goriilmiistiir.

Ozellikle Ngn3, Pax4 ve MafA genlerinin ortaklasa pankreas adacik kaynakli
mezenkimal kok hiicrelere aktarimi sonrasinda hiicre gruplari arasinda en ileri derecede ve
beta hiicreleri 6zelliklerine en yakin hiicre hatt1 elde edilmistir. Bu hiicrelerde insiilin
graniilleri immiin boyamalar ile gosterilmistir. Tek basamakli uyarilma ile bu hiicrelerin
daha ileri farklilagsmas1 gozlemlenememesi gen aktarimini kimyasal uyarilmay1 kapsadigi
gozlemlenmistir. Bu hiicre hattinin daha ileri bir farklilagma i¢in literatiirde tanimlanmamais

baska uyaricilara gerekli oldugu ortaya konmustur.

Tek basamakli farklilagma yontemiyle uyarilmasi hiicreler i¢in yetersiz kalmis
oldugu goriilmiistiir. Birbirinden farkli karaktere sahip olan bu hiicre gruplar i¢cinden beta
hiicre belirte¢lerini tasidigr diisiiniilenlerin segilerek tek basamakli uyarilma yerine birkag
adimda gercgeklestirilebilecek kimyasal yonlendirme ile insiilin tiretebilen hiicre elde

edilebilir.

MafA geninin mezenkimal kok hiicreler igerisinde ifade edilmesiyle epitel hiicre
karakteri sergileyen hiicrelerin olustugu gozlemlenmistir. Ancak bu doniistim Pax4 geni
ifadesi ile desteklenirken Ngn3 geninin ekspresyonu ile engellenmesi Ngn3 geninin beta
hiicre farklilasmasinda 6nemli bir diizenleyici protein oldugunu gostermistir. Ileriki
calismalarda bu genin kontrollii ifadesinin saglanmasi ya da protein etkinliginin kontrollii

inhibisyonu ile beta hiicre farklilagma verimi tizerindeki etkileri incelenebilir.

Glikokinaz (Gck) gen ifadesi hiicrelerde saglanmasi ile glikoz hassasiyetini
artiracak ve kontrollti insiilin salinimini kontrol eden proteinlerin ifadelerinin hiicrelerde
artirmast hedeflenmistir. Ancak bu olgu mezenkimal kok hiicrelerde gézlemlenememistir.
Bu genin aktariminin beta hiicre farklilasmasi iizerinde belirgin bir etki yaratmadigi

deneylerle gosterilmistir.
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Ilerleyen ¢alismalarda hiicrelerin etkisi diyabetli deney hayvan modellerinde
nakledilerek arastirilabilir. Immiin reddin onlenmesi icin nakil &ncesi bu hiicreler
mikroenkapsiilasyon yontemiyle adacik benzeri yapilar olusturularak ve zar ile kaplanarak
etkilerinin daha acik bir sekilde ortaya ¢ikmasi saglanabilir. Diyabetli deneklerde
normoglisemi saglandi takdirde olas1 hiicresel tedavi icin kullanilabilecek bir yontem

ortaya ¢ikarilmis olacaktir.
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EKLER

EK 1. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan belirtec

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
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EK 2. pUC19-Ngn3

—— TCTAGAT GACCCART - GACCCAR #1CGGATEE —

Xba I BanH I

(2686bp)

EK 3. pUC19-Pax4

——— TCTAGAT ATTGEETC — ATTGEGTC ATCGEATEE ——
*ba I

BanH I
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EK 4. pUCS57-MafA

— GRATTC RAGCTT —

EK 5. pUCS57-Gek

= TCTAGAT GACCCART
xba I

ATCGGRTCE —
BanH I

puUCS7
(2710bp)
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EK 6. Ngn3 geni aktarimi sonrasi sSPA-MKH’lerin (Grup 1) akim sitometri analizi
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EK 7. MafA geni aktarimi sonrasi sSPA-MKH’lerin (Grup 2) akim sitometri analizi
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EK 8. Pax4 geni aktarimi sonrasi sPA-MKH’lerin (Grup 3) akim sitometri analizi
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EK 9. MafA-Pax4 geni aktarimu sonrasi sSPA-MKH’lerin (Grup 4) akim sitometri

analizi
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EK 10. Pax4-Gck geni aktarim sonrasi sPA-MKH’lerin (Grup 5) akim sitometri

analizi
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EK 11. Ngn3-MafA geni aktarinm sonrasi sPA-MKH’lerin (Grup 6) akim sitometri

analizi
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EK 12. Ngn3-Gck geni aktarimi sonrasi1 sPA-MKH’lerin (Grup 7) akim sitometri

analizi
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EK 13. Ngn3-Pax4 geni aktarimi sonrasi sSPA-MKH’lerin (Grup 8) akim sitometri

analizi
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EK 14. Ngn3-Pax4-MafA geni aktarimi sonrasi sPA-MKH’lerin (Grup 9) akim

sitometri analizi
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EK 15. Western blot hibridizasyonunda kullanilan belirteg

novex:
by ,&'{é technologies™

BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder

Cat. no. 10748-010 Size 2 x 250 uL Store at -30°C to -10°C
Pub. Part no. 10748010.pps  MAN0000876 Rev. Date: 14 October 2011

Band No. Average Apparent

Molecular Weight
1 1 ~180 kDa
2 . 2 ~115kDa
i 3 ~82 kDa
5 . 4 ~64 kDa*
6 5 ~49 kDa
7 6 ~37 kDa
8§ = 7 ~26 kDa
9 - 8 ~19 kDa
10 9 ~15kDa
10 ~6 kDa

*QOrientation band (pink in color)
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Kok Hiicre ve Hiicresel Tedaviler Dernegi

Bilimsel Etkinlikler

Aldig1 burslar
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Kok Hiicre ve Hiicresel Tedaviler Kongresi, PP-30, S-04, 20-23 Mart 2014, Kocaeli.
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differentiation of pancreatic islet and adipose tissue derived stem cells into insulin

97
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July 2014, Italy.

Baglar A, Duruksu G, Karaéz E.Improvement of Differentiation Efficiency into Insulin-
Secreting Cells by Ngn3 and Pax4 Expression. Tissue Engineering and Regenerative

Medicine (TERMIS-EU), 17-20 June 2013, Turkey.
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