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OZET

Pankreatik Adacik Mikro Cevresinde Kiiltiire Edilen Fare Embriyonik Kok Hiicrelerin Insiilin
Ureten Hiicrelere Farklilagsma Potansiyels

Sunulan tez ¢alismasinda fare embriyonik fibroblastlarin tizerinde biyitilen fare
embriyonik kok hiicrelerinin (fEKH) fare pankreatik adaciklan ile ayni mikro-¢evrede kiiltiire
edilmesi sonucu bu hiicrelerin insiilin  direten hierelere farkhilagsma  potansiyellerinin
gozlenmesi  hedeffenmistir. Bu  ¢ahgmada, {EKH lerinin insilin - dreten  hierelere
farklilasmasinin basariimasi durumunda, otoimmiin bir hastalik olan tip 1 diyabetin radikal
tedavisinde, simdiye kadar denenmemis kok hiicre esash deneysel tedavi yonteminin ik

kanitlarinin gosterilebilecegt digiiniilmistiir.

Calismada fare embriyonik kok hiicrelerinin besleyici tabakalar iizerinde uzun sireli
kiltira saglanns, enzimatik yollarla elde edilen fare pankreatik adaciklarr ile ayni mikro-

cevreye koyularak insiilin @ireten hiicrelere farkhlagma potansiyellert {izerine yogunlagiimistir.

Calismanm ilk asamasinda tEKH ler besleyici tabakalar Gzerinde kiltare edilmis.
karakterizasyonu  yaptlnus ve aynr zamanda fare pankreatik  adaciklar izole edilerck

depolanmistir.

Ikinci kisimda 1se {EKH’lerinin fare pankreatik adaciklart ile ortak  koltiri
gereeklestirilmistir. Bir sonraki asamada isc ortak kiltiir sonucu hiicrelerdeki farkhiliklar

analiz edilmistir.

Sonug olarak, farc pankreasindan izole edilmis adaciklar ile aym mikro-¢evrede
kiiltire edilen fEKH lerinden insitlin dreten  hicre farklilagsmast basarili bir  sckilde
gerceklestirilmistir Boylece otoimmun bir hastalik olan tip 1 diyabetin radikal tedavisinde.
simdiyc kadar denenmemis kok hiicre csasli dencysel tedavi yonteminin ilk kanitlan

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fare embriyonik kék hiicre, Pankreatik adacik, instlin iireten hiicreler,

farklilasma potansiyeli.



ABSTRACT

Insulin Producing Cell Differentiation Potential Of Mouse Embryonic Stem Cells Cultured in
Pancrcatic Islet Microenviroment

In this thesis, mouse embryonic stem cells (ImESCs) cultured with mousc embryonic
fibroblasts, co-cultured with mousc pancreatic islets. The aim is to differentiatc mESCs to
insulin producing cells with co-culture techniques. If the results will make satisfied,
diffrentiated cells could use for diabetes mellitus type 1. Replacement of insulin producing

cells represents an almost 1deal treatment for patients with diabetes mellitus type 1

Insulin producing cells generated from embryonic stem cells represent an attractive

alternative.

The study on the long-term culture of mousce embryonic stem cells on feeder layers, .
put your mouse pancreatic islets. the insulin-producing cells in the same microenvironment

focused on differentiation potentials.

The first step in this thesis mlESCs cultured for long terms and characterized. At the

sam time mouse pancreatic islets 1solated and deposited.

In the sccond part of the study, mouse pancreatic islets and mousc embryonic stem
cells cultured in the same micro-enviroment. The last step was. anayzed the differentiated

cells which cultured in the same microcnviroment with mouse pancreatik islets.

As a result. the cells which cultured on the same microenviroment with mouse islets
differentiated to insilin producing cells successfully. In this way, the radical treatment of

Type 1 diabetes, which is an autoimmunc discasc, has shown.

Keywords: Pancreatic islet, Mouse embryonic stem cells, insulin producing cells,

differentiation potential.
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1.GIRIS VE AMAC

Saghkh ve uzun 6miirlii hayatlarin yasanmasini saglamak amaciyla insanlar tarih
boyunca hastaliklara ¢are bulmaya ¢ahgmuslardir. Tip alamindaki yeni gelismelerle
calismalar farkli boyutlar almis ve yeni yontemler kegfedilmeye baglanmustir. Son giinlerin
cn ¢ok konusulan, gelecegin tedavi yontemi goziiyle bakilan “kok hiicreler”, tedavisi hentiz

kesin olarak bulunamayan bir¢ok hastalik i¢in de umut vericidir.

Kok hiicrelerin bu kadar umut verici olarak goziikmesi, onlarim diger viicut
hiicrelerinden; uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme ve kendini yenileyebilme,
ozellesmemis farklr hiicre tiplerine farklilagabilme ve hasarhi dokularda dokunun islevinin
tckrardan ycrine getirilmesini saglama yetenckleri tle ayrilmalarindan dolayidir. Temel
olarak kok hiicreleri iki ana grupta toplayabiliriz; embriyonik kok hiicreler (EKH) ve

eriskin kaynakli stromal ya da mezenkimal kok hiicreler (MKH).

EKH’ler neredeyse limitsiz proliferasyon ozelligi ve germ tabakalarinin tiim hiicre
tirevlerine farkhlasabilme ozelligi ile tammlanirlar. Kok hiicrelerin kesfinden sonra.
ozcellikle EKH'lerin bu 6zelliklerinden  dolayi, insanlara tedavisi heniiz kesin olarak
bulunamayan bir¢ok hastalik umut verici duruma gelmistir. Glintimiizde bir¢ok insanin

yakalandig1 diyabcet. heniiz tam olarak tedavisi bulunamanus olan hastaliklardan biridir.

Diyabet. kandaki sekerin anormal gekilde yiiksck oldugu bir hastaliklar grubu
olarak tammmlanmaktadir. Giintimiizde tiim dinyada yaklasik olarak 240 milyon insam
ctkilemekle birlikte bu sayr artmaya devam etmektedir. Ultkemizde ise 2.6 milyon diyabetli
ve 2.4 milyon diyabet adayr olmak iizere toplam 5 milyon kisilik bir popiilasyonu
ilgilendiren bir saghk sorunudur ve pluripotent 6zellikteki EKH ler rejenaratif tedavilerde

kullanilmak tizere pankreatik hiicreler i¢in de potansiyel sinirsiz kaynaktir.

Esas olarak farelerin pankreasindan clde edilmis olan Langerhans adaciklarindan
sentezlenen eriyebilir molekiiller ile ko-kiiltiirde bulunan fare EKH kaynakli embriyoid
cisimcikler (EC) tizerinde indiiksiyon vyaparak, islevsel adacik hiicrelerine (insiilin,

glukagon, pankrcatik polipeptit ve somatostatin salgilayan hiicrelere) farklilasmalarmi



amaglayan bu tczde fEKH lerinin fare pankreas adaciklari ile dogrudan olmayan/indirckt
(hiicre-adacik temasi olmaksizin) ko-kiltiran fEKH’lerin adacik hiicrelerine farklilagma
potansiyell iizerindeki etkilerini immunofenotipik, immunogenetik, ve fonksiyonel

¢alismalar ile gosterilmesinin yer almasi planlanmistir.

Pankrcas hasarlarmin hiicresel tedavisinin ko-kiiltir denemeleriyle basaniimasi
durumunda, halen diinyada 50’ye yakin merkezde allojenik nakil amacgh kadavradan zaten
basariyla izole cdilmckte olan adaciklar, kék hiicre ile ko-kiiltiir ¢alismalarinda
kullanilabilecektir. Cinkii hali hazirda uygulanmakta olan nakil yonteminde nakledilecck
adactk sayis1 yetersiz  kalmaktadir. Eger kok hicreden  farkhlastirma  yontemleri
gelistirilirse istenilen sayrya ulagila bilinecektir. Uzun donemde ise, daha ileri molekiiler
diizeydeki aragtirmalar gergeklestirilerek bu kok hiicrelerin farklhilasma siireglerinde rol
oynayan sinyal molckillerinin ve yolaklarnin agiga ¢ikarnilmasiyla laboratuvarda kok

hiicreden dogrudan farklilastirma saglanabilecektir.

Deneyin ilk asamasinda EKH’ler fare embriyonik fibroblastlari (fEF) {izerinde ve
Losemi Inhibitor Faktor (LIF) varhginda kiiltire edilerek cogaltihip, ilerleyen pasajlarla
pluripotent hiicre 6zelliklerini korumalart saglanmistir. ikinci asamada, EKH lerin in vitro
kosullarda adacik mikrogevresinde (ko-kiltir teknigi ile) insiilin benzeri hiicrelere
farklilagmast incelenmistir. Bu tekniklerin kullanilmasindaki asil amag in-vivo gelisim

stirecini in-vitro'da taklit ederek farkhilagmanin ger¢eklesmesini saglamakur.

o



2.GENEL BILGILER

2.1.Kok Hiicreler

Kok hicreler, viicudumuzdaki farkli  6zellesmis  hiicrelere  doniisebilme
kapasitesine sahip, kendini yenileyebilen ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesi bulunan onciil
hiicrelerdir (Hayes, 2006). Bu hiicrelerde, her bolinme sonucunda kisalan telomer adi
verilen Deoksiriboniikleik asit (DNA) bolgelerini (insanda TTAGGG) kendi Riboniikleik
asit (RNA) kalibini kullanarak ifade eden, telomeraz enzim aktivitesi yiksektir. Bu durum
onlara boltinmelerinin teorik olarak sinirsiz olmasi 6zelligi kazandirir. Bunun aksine. séz

konusu enzim, viicut hiicrelerinde aktif olmadigi icin, belli bir béliinmeden sonra viicut

hiicreleri canlihgm yitirecektir (Yui et al., 1998, Karatz ve Ovali, 2004).

Farklilasmamis kok hicrelerin, diger htcrelerden farkhi olarak baslangigtaki
hiicrenin  karakteristik  6zelliklerini  tasiyan en az bir benzer hiicre  olusturabilme
yeteneginin yani sira; tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farkhilasabilme yetenegi
ve bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandiriimast 6zellikleri vardir (Karaoz ve Ovals,

2004).

2.2.Kok Hiicre Cegsitleri

Kok hiicreler esas itibariyle 1ki tarkh kaynaktan clde cdilirler. Bu kaynaklar
cmbriyonik gelisim siirecinin erken donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde
cdilen embriyonik kok hicereler ve embriyonik olmayan kaynaklardan clde cdilen kok
hiicreler olarak belirtilebilir (Karagz ve Ovali. 2004). Embriyonik koék hiicreler basl basia
bir grubu olustururken cembriyonik olmayan kok hicreler elde edildikleri kaynaklar

agisindan farkh gruplara ayrilmaktadir.

Diger viicut hiicrelerinden uzun zaman dilimleri boyunca boélinebilme ve kendini
yenileyebilme, ¢zellesmemis farkli hiicre tiplerine farklilasabilme ve hasarli dokularda

dokunun 1slevinin tekrardan yerine getirilmesini saglama yetenekleri ile diger viicut



hiicrelerinden aynlan kok hiicreler, temel olarak iki ana grupta (cmbriyonik kok hiicreler
ve mezenkimal kok hiicreler) toplansalar da bu hiicreler ¢esitli farklilasma potansiyellerine

gore de simflandinilabilirler.

Totipotent hiicreler embriyoyu ve ckstra-embriyonik dokular olarak adlandirilan
cmbriyoya ait cmbriyonik membran ve dokulan olusturma yetencgindedirler. Yani
totipotent kok hiicreler viicuttaki tiim hiicre tiplerine déniisebilen ve bir organizmayi
meydana getircbilen hiicrelerdir. Pluripotent kék hiicreler de viicuttaki tiim hiicre tiplerine
dontsebilen ancak bir organizmayr meydana getirebilecek yetenege sahip olmayan
hiicrelerdir. Ciinki bu kok hiicreler ckstra-embriyonik yapilar olusturamazlar. Pluripotent
kok hiicrelere verilebilecek drnekler embriyonik kok hiicreler (EKH'ler) ve uyarilmis

pluripotent kok hiicreler (uPKI'ler)" dir.

uPKH adi verilen hiicreler, somatik olan hiicrclere "Yamanaka faktorleri' adi
verilen Oct4, Sox2, c-Myc ve KIf4 adh genlerin aktarnilmasiyla somatik hiicrelere
pluripotentlik 6zelliginin kazandirilmasiyla olusur (Takahashi ct. al, 2006). Bu hiicreler
aym embriyonik koék hiicrelere benzemektedir. Etik tartismalar nedeniyle EKH lere

alternatif olarak kullamlmanin yaninda bazi hastaliklar i¢in de umut vaat etmektedirler.

Sperm ve yumurta hiicresi birlestikten sonra olusan totipotent hiicre, -zigot-
boliinerek yine totipotent blastomerleri olusturur ve embriyo gelisimine devam eder. Daha
sonra, i¢i bosluklu (blastosol) sferi olusturup blastosist denilen asamaya biiyiimeye baslar.
Blastosistte, embroblastlarm olusturdugu i¢ hiicre kitlesi (IHK) adi verilen yap, viicudun 3
germ tabakasint olusturur (ektoderm. endoderm ve mezoderm) (Wang, 2002). IHK daha
sonra embriyoyu meydana getirir ve 1HK, EKI kaynagidir. EKHler viicuttaki tiim
hicrelert  dretebilir.  Ancak  fonksiyonel ve tam  bir organizmayr kendi  kendine

olusturamazlar (Wide Potential, 2004).

Diger bir grup isc multipotent kok hiicrelerdir ki bu hiicreler simirli hiicre tipine
doniigebilen hiicrelerdir (Wang, 2002). Bu hicreler bulunduklan dokuya 6zgii hiicrelere ve
simirhy farkhi doku hiicrelerine doniigebilme yetenegine sahiptirler (Gritti A 2002, Vatz

2002). Mulupotent kok hiicreler yani diger bir deyisle eriskin kok hiicreler tiim dokularda



bulunur. Bu hiicreler de diger kok hiiereler gibi kendi kendilerini yenileyebilirler (Wang,

2002).

Son olarak unipotent yani progenitor hiicreler sayilmaktadir ki bu hiicreler de
sadece ¢ok 0zel hatlara farklilasma egilimde olan hiicrelerdir (Gerecht-Nir, 2003. Gardner

R.L. 2002).

EKH’ler, blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent hiicrelerdir ve ilk
olarak 3.5 giinliik farc blastosistlerinin i¢ hiicre kitlesinden clde cdilmistir (Evans ve
Kaufmann 1981 ve Martin 1981). EKI{’ler pluripotent hiicre olarak tanimlanmaktadirlar
EKH'ler tim viicut hiicrelerine farklilagabilmesine ragmen embriyonun zarlarini meydana
getiren trofocktoderm  hiicrelerine  farkhlasamaz (Smith G.A, 2001). EKH’ler, alici
blastosistlere transfer cdildiklerinde pluripotent 6zelliklerini korurlar ve organizmanin
primitif {i¢ katmanina ait (cndoderm, meczoderm ve cktoderm) hiicrelere ve hatta germ
hiicrelerine de farkhlasabilirler (Stravidis ve Smith 2003:; Keller 1995). Bu hiicreler
embriyoya geri verildiklerinde csey hattr da dahil olmak iizerc tiim dokularin olusumuna

katillarak kimerik canhlarin olusumunu saglarlar (Arat S 1997 ve 2000, Cetinkaya 2004).

EKH’ler morfolojik olarak bu hiticreler bol sitoplazmali ve biiyiik c¢ekirdekli
yapilara sahiptirler. Bu hiicrelerin temelde karakteristik 6zcllikleri, pluripotent farklilasma
kapasiteleri ve alkalen fosfataz enzim aktivitelerinin yiiksck olugu. Oct3/4 ve Sox2 gibi
plurtpotensi genlerinin ifadesi (Yu and Thomson, 2006) ve hiicre sikluslarinda kisa Gl

fazina sahip olmalaridir (Rohwedel 1996, Guan 1998).

EKH ler birgok hastahga ¢are olma potansiyeline ragmen EKIT arastirmalar basta
ctik olmak tzere, din ve politik nedenlerden dolayr yasal olarak kisitlama ve smirlamalar
ile kargi karsryadir. Ciinkii baz toplumlarda EKH elde etmek embrivoyu hasarlamak ve

hatta embriyoyu éldiirmek olarak anlagilmaktadir (Friedrich, 2004).



Embriyonik olmayan kok hicreleri kaynaklarina gére birgok fakli grupta

siiflandirmak miimkiindiir:

a)  Enskin kok hiicreleri (Doku 6zgiin kok hiicre, postnatal kék hiicre)
b)  Fetis kok hiicrelen

c) Kadavradan clde edilen kok hiicreler

d)  Partenot hiicreleri (Partenogenezis)

e)  Gobek kordonu ve plasenta kok hicreleri (Karadz, Ovali, 2004)

Erigkin kék hiicrelerinin, diger tim kok htcreler gibi iki dnemli 6zelligi vardr.
Birincisi. uzun siire kendilerini kopyalayabilme ézcelligine sahiptirler. Eriskin dokulardaki
oncli ve oOzellesmis hiierelere farklilasma yetencgindedirler. Daha cok elde edildikleri
dokuya doniisme potansiyelleri vardir ve multipotent kok hiicrelerdir (Inan S., Ozbilgin K.
2009). Eriskin kok hiicreler, EKH’lerde var olan teratom olusturmast riski, ctik sorunlarin
olmamasi ve dokuya 6zgii olabilmesi nedeniyle, yenileyici tipta tedaviye yonelik

arastirmalarda cok sik olarak tercih edilmektedir.

Erigkin  kok hiicreler; hematopoietik  kok  hiicrelert, stromal kok  hicreler
(mezenkimal kok hiiereleri), organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri seklinde

siniflandirabilmektedir (Karadz. Ovali, 2004).

Hematopoetik kok hiicreleri, erigkin insanlardan izole cedilebilen az sayidaki kok
hiicrelerden  biridir. Esas itibariyle, kemik iliginde yerlesik olan hematopoietik  kok
hiicrelert normalde fetiisiin karacigerinde, dalaginda. gobek kordonunda, plasentada ve
eriskin periferik kaninda bulunurlar. Bugiin i¢in hematopoictik kok hiicrelerle iliskili
arastrmalar;  kemik 1ligl. periferik kan ve kordon kami kok  hiiereleri tzerinde

vogunlasmislardir (Karasz, Ovali. 2004).

Organ veya dokuya ozgii hiicreleri gerektiginde olugturmak veya olusmasina
destek vermek i¢in organ veya dokularin ¢esithi kisimlarina yerlesmis énciil hicrelerdir. Bu
hiicrelere en belirgin  6rnekler, ¢izgili kasta bulunan ve suskun halde bulunarak
gerektiginde hasar goren kas liflerini onaran satellit hiicreleri ilc pankreastaki insiilin

treten Langerhans adaciklarinda bulunan adacik kok hiicreleridir (Karaz ve Ovali, 2004,
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Meyer ct al. 2009). Baz1 durumlarda, 6zellikle kemik iligi kék hiicrelerinin mobilizasyonu
temeline dayanan yoéntemlerin kullanilmast invazif olmayan bir segenek saglamaktadir.
Bunun yaninda, son zamanlarda doku ya da organlardaki (beyin gibi) kok hiicrelerini
aktive edebilmek i¢in disaridan bityiime faktorleri ve hormonlar vermenin olumlu sonuglarn

bildirilmistir (Oberpriller, 1991).

2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), ilk kez fetal buzagi serumu igeren kemik
iliginin ortama yayilmas1 sonrasinda kemik hiicrelerine ve adipositlere farklhilasan ve
fibroblastlara benzeyen yapigskan hiicre kolonilerinin gelistigini gésteren Fridenshtein
tarafindan tamimlanmistir (Fridenshtein, 1982). MKII" lerin ana kaynagi kemik iligi
olmakla beraber bircok dokudan izole edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularin baghcalar,
dental pulpa, sinovial sivi, adet kani ve yag dokulan, kordon kam ve matriksidir. Bu
hiicreler bulunduklart dokularda. *Mezengenczis hipotezi'ne gore ¢ogalma. yoneclim,
seviyce ilerleme, farklilagsma asamalarindan gegerek ilgili hticre tipine farklilagirlar. Boylece

viicutta doku onariminin basrol oyunculari olarak gorev alirlar (Karasz ve Ovali, 2004).

Kemik iligindeki mezenkimal dnciillerin sadece mezenkimal onciil hiicreler icin
degil, aynr zamanda kemik iliginde bulunan hemctopoetik onciillerin ve mezenkimal
kokenl olmayan diger stromal hiicrelerin gelisimi igin de uyarier / diizenleyici sinyaller
treten stromal bir mikro ¢evrenin olusumuna ve islev gérmesine katkr sagladigima iliskin

bulgular teskil etmektedir (Karadz ve Ovali, 2004).

MKH’lerde karakteristik 6zellik olarak yizeye yapisabilir olma. kolonizasyon
gosterme, yiizey antijen ckspresyonu ve osteojenik, adipojenik. kondrojenik farkhlagma
cgilimi sayilabilir. Hiicrelerin izolasyon ve kiiltiiriiniin kolay olmasi ayrica yiiksck ex vivo
potansiyclinin olmast bu hiicreleri tedavi edici bir ara¢ haline getirmektedir. Bunun yan
sira tim dokularda, destck hiicreleri olan  stromal hiicrelerin de  kokenini  teskil

ctmektedirler.



MKH’lerin kesin bir yiizey belirtegleri olmamakla birlikte bu hiicreler klinik veya
arastirma amacl kullanilmadan 6nce akim sitometrisi yéntemiyle mutlaka CD 13, CD 29
CD 44, CD 90, CD 73, CD 105, CD 46, CD 166, HLA ABC pozitif; CD 3, CD 8, CD 11b,
CD 14, CD 15, CD 19, CD 33, CD 34, CD 45, CD 117 ve HLA-DR negatif olmalan

>

acisindan karakterize edilmelidir (Dominici et al., 2006 ).

MKH’ler  bugiin, 6zellikle immunoregiilatér  6zellikleri  ve  rejencrasyon
kapasitclert nedeniyle klinik kullanima  girmeleriyle Avrupa Birligi (AB) tp ajansi
tarafindan Ilag Hiicre (Cell Drug) kapsamina almmustir (Sensebe. 2008). MKH lerin,
ozellikle rejeneratif tip uygulamalar i¢in en ¢ok ilgi ¢eken 6zelligi, bu hiicrelerin uygun
mikro-gevre kosullarida, basta baglayici doku olmak tzere ¢ok cesitli hiicre tiplerine

farklilasabilme potansiyeli varliginin gosterilmis olmasidir.

Cok sayida yeni ¢alisma MKH’lerin mezodermin  disinda kalan cendotel,
noroektoderm ve endoderm dahil olmak tzere ¢ok c¢esitli hiicrelerin karakterlerini
kazanabileceklerini bildirmektedir. MKH'lerin kullamildigi tim ¢alismalarda in vitro
olarak ¢ok sayida pasajdan gegirilerek kiltiri yapilmig hicreler kullamldigi icin bu
calismalar, plastisitesi olan  hicrelerde kendini  yenileme 6zelliginin - de  oldugunu

gostermektedir (Weissman, 2000).

2.2.2.Embriyonik Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler viicuttaki tim hiicre tiplerine déniisebilme yeteneg@ine
sahip olduklarindan farkhlasma c¢alismalarnt i¢in 6nemli bir yere sahiptirler. Memeli
embriyosundan g tarkh pluripotent kok hiicre hatti yayinlanmistir. Bunlar: Embriyonik

karsinoma, embriyonik kdk ve embriyonik germ hicreleridir (Boheler 2002).

Bilim insanlarimin 1964 yilinda embriyonik karsinoma hiicrelerini bulmalarinin
ardmdan. bu hiicrelerin kok hiicrelere benzer 6zellikler gostermesinin fark edilmesiyle
1981 yilinda ilk kez 3.5 giinliik fare blastosistlerinin i¢ hiicre kitlesinden 'fare embriyonik
kok hiicreler (fEKH’ler)' izole edilmistir (Evans&Kaufmann 1981 ve Martin 1981). In

vitro kosullarda embriyolarm yetistirilmesinin gelismesiyle EKH’lerin embriyolardan elde
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cdilmesi daha da gelismistir (Gail R. Martin). Elde edilen bu hiicreler besleyici tabakalar
izerinde yetistirilerck zamanla (EKH’lerin kiiltirinde belli bir dizeye gelen bilim
adamlarindan James Thomson (University of Wisconsin-Madison) 1998 yilinda ilk kez
gelistirdigi teknikle 'insan embriyonik kék hitcreleri iEKH)'ni izole etmis ve bunlarin

in vitro kosullarda kiltirini saglamistir.

Bu gelisimden sonra  birgok laboratuvar tarafindan izolasyon islemleri
gerecklestirilmis ve giiniimizde NIH insan embriyonik kok hiicre kiitiiphancsince kabul
cdilen ve aragtirmalar i¢in kullanima uygun olarak kabul edilen 211 adet farkli iIEKH hatti

mevcuttur (http://grants.nih.gov/stem_cells/registry/current.htm).

iIEKH lerinin kesfinden sonra ¢esitli ctik scbeplerden olayr Tirkiye'nin de i¢inde
bulundugu ¢esithi iilkelerde 1EKH'lert ile calisilmast yasalarca yasaklanmistir. Bu nedenle

bu tez ¢alismasi fEKH ler kullanilarak ger¢cklestirilmistir.

EKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda koloniler olusturarak gelisme gosterdikleri
goriilmustir. Bu hicrelerin kiiltir ortaminda ektoderme. endoderme ve mezoderme
farklilasma gosterdikleri ancak trofoektoderme farklilasamadiklan gorilmistir (Edwards.

2002). Bu da EKH'lerden tam bir organizma olusamayacaginin kanitidir.

fEKH hatlarinm kiltiir ortaminda yetistiriimesi gelistik¢e bu hiicrelerin bazi ortak
Ozellikler gosterdigi belirlenmugtir. fEKH'lert erken blastosist siirecine ait bazi genleri

cksprese etmektedirler. EKH lerin ortak 6zellikleri:

Pluripotent farklifasma kapasitesi

Alkalin fostataz ckspresyonu

SSEA-Ive SSEA-3 ckspresyonu (Krupnick et al., 1994)

"POU domain transcription factor” Oct 3/4 ckspresyonu (Rosner et al., 1990;
Scholer et al., 1990)

"Homeobox domain transcription factor" SOX-2 ckspresyonu (Yuan et al., 1995)

Hiicre sikluslarinda kisa G1 fazina sahip olmalari’dir.
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2.3.EKH’lerin in-vitro Kiltiirleri

EKII kiltiriinde iki ana yontem mevcuttur. Bu hiicrelerin farklilasmadan uzun
sireh  kiltlirii, besleyici  tabakalar izerinde vyada besleyici tabaka olmaksizin
surdiirilebilmektedir (Smith and Hooper, 1987; Smith ct al., 1988; Williams et al., 1988).
Bunlardan birincisi mitotik  aktivitesi durdurulmus besleyici tabaka {izerinde EKH
kiltaridir. EKHler in vitro sartlarda besleyici hiicre tabakasi ve bazi énemli sitokinlerin
varhginda farkhilagmadan uzun siirc pasajlanabilmektedirler. Burada besleyici tabaka
olarak en ¢ok farc embriyonik fibroblastlarn (fEF) (Mouse embryonic fibroblast; MEF)
kullanilmaktadir. Bu yaklasimda besleyici tabaka, EKH'lerin geligimleri ve farklilasmadan
biyiimeleri i¢in onlara mikro-¢evre olusturur. Besleyici tabaka hiicreleri Gremlin. Aktivin
A. TGFb gibi nemli ¢coziinebilir molekiil kokteyli olarak gorev almaktadir. Bu hiicreler
sitokin karisimi ve ¢ok 6zel hiicre-hiicre iletisimleri ile EKH'lerin uzun siire zarflan

boyunca farklilagmadan bitytime ve ¢ogalmasimi saglarlar (Fleischmann et al 2009).

Ozellikle iEKH'lerde fare besleyici tabakasindan kaynaklanabilecek  patojen
aktarimim engellemek amaciyla son zamanlarda insan siinnet derisi fibroblastlarn da
besleyicl tabaka olarak kullaniimaya baglanmistir. fEKH'Ierinin de bu besleyici tabakalar
tizerinde ve Leukemia inhibitory factor (LIF) varhginda uzun siire farklilasmadan
kaldiklart gosterilmistir (Rippon ve Bishop 2004). LIF/STAT3 sinyali hiicre hattinin
kendmt yenilemesini ve pluripotensi ézelligini korumasim saglar (Cartwright et al., 2005,
Matsuda ct al., 1999, Niwa ct al.. 1998). Besleyici tabakalar ve LIF kiiltir ortamimdan

uzaklagtinldiginda EKh’ler kendiliginden olarak farklilagirlar (Keller 1995, Bain 1995).

Gelecekte olast tedavi yontemlerinden biri olarak gériilen kok hiicre tedavilerinde
msanlarda klinik uygulamalarin gergeklesebilmesi igin hiicre kiiltirtinde hayvan kaynakli
bilesenlerin olmamast gerekmektedir. Bu gercksinimden yola ¢ikilarak EKH’lerin iizerinde
tutunarak gelisimlerim siirdiirduikleri ve besleyici tabaka olarak adlandirilan hiicrelerin
salgiladiklar sinyallert igeren ve bu besleyici tabakaya ihtiya¢ duyulmasini ortadan
kaldiran yontemler gelistirilmigtir. Bu  sistemlere "besleyici tabakasiz (feeder free)

sistemler” adi verilmektedir (Boheler 2009).
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Besleyici tabakasiz sistemlerde EKH'lerin tutunmasini saglamak amaciyla kiiltiir
kaplart matrijel (soluble basement membrane extract of the Engelbreth—-Holm-Swarm
mouse tumor), laminin ve fibronektin adi verilen organik karigimlarla kaplanmaktadir. Bu
yontemde fEF iizerinden alinan EKH'ler 6ncelikle fEF kondisyonlanmis besiyeri varhiginda
besleyici tabakasiz sisteme gegirilir ve LIF tek bagina yetersiz kalacagindan dolay:

besiyerine ek olarak bFGF ve diger gerekli kimyasallar konulur.

EKH’ler siispanse kiiltiirlerinde {i¢ boyutlu hiicre agregatlari olustururlar ve bu ti¢
boyutlu yapi, embriyoid cisimcik (EC) olarak adlandirilir (Bain 1995, Frachierd 1995,
Keller 1995). EC’ler incelendiginde farkhlagmis ve farkhlagmamis hiicre gruplarindan
olusan bir yapr oldugu goriilir. Bu yapinin dis yiizeyindeki endodermal hiicreler ve
icindeki bosluk ilc 6 giinliikk bir embriyoya benzedigi gosterilmistir (O’Shea 1999). EC’ler
li¢ germ yapragina ait hiicrelerin tiimiinii igerir (Rippon ve Bishop 2004, Itskovitz-Eldor

2000).

EC, pluripotent kok hiicrelerin besleyici tabakadan ayrilip bakteriyolojik kiiltiir
kaplarina alinmasi sonrasi agregatlar olusturmasiyla ya da asili damla yoénteminin

(Hanging drop) uygulanmasiyla meydana gelir.

Sekil 2.1: Asili damla yontemi ve siispansiyon kiiltiire ahinarak elde edilen EC’lerin
goriintiiler1 (www.nature.com/nprot/journal/v6/n7/covers/index.html)

EC'ler in vivo® da teratom timérlerinden meydana gelmektedir (Stevens, 1960). /n
vitro'da ise ilk kez teratokarsinoma hiicrelerinden elde edilmistir (Martin et al., 1977).

Daha sonrasinda fEKH’lerden (Doetschman et al., 1985; Keller, 1995; Leahy et al., 1999)
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ve uPKH’lerden clde edilmistir (Takahashi and Yamanaka, 2006; Wernig ct al., 2007, Rust
et al., 2006; Thomson et al.. 1998: Yu ct al., 2007).

Guntimizde 1EKH ve uPKH’lerinden EC  olusumu genellikle  farkhilasma
protokollerinde ilk siradadir (Murry and Keller, 2008). EC olusumuyla artik EKH'ler
pluripotent 6zcelliklerini yavag yavag kaybeder ve farklilagmaya baslar. Bu siirecte istenilen
kimyasallar ~ besiyerine  cklenerck  EKH'lerin istenilen yénde  farklilasmasi

saglanabilmcktedir.

Kok hicrelerin kesfinden sonra, ozcellikle EKI lerin tiim bu 6zelliklerinden dolay1.
EKH’ler insanlara tedavisi heniiz kesin olarak bulunamayan birgok hastalik icin umut
vericl duruma gelmistir. Gilintimiizde bir¢ok insanin yakalandigi diyabet olarak adlandirilan

scker hastaligr da heniiz tam olarak tedavisi bulunamamus olan hastaliklardan biridir.

2.4.Diyabet

Diyabet. kandaki sekerin anormal sckilde yiksck oldugu bir hastahklar grubu
olarak tanimlanmaktadir. Giintimiizde tim diinyada yaklasik olarak 240 milyon insani
ctkilemekle birlikte bu sayr artmaya devam ctimektedir. Ulkemizde isc 2,6 milyon diyabetli
ve 2,4 milyon diyabet adayr olmak iizere toplam 5 milyon kisilik bir popiilasyonu
ilgilendiren bir saghik sorunudur. Pankreasm hormonal salgi birimleri olan Langerhans
adaciklarindan salgilanan instlin polipeptit yapih ve viicuttaki karbonhidrat dengesinin
saglanmasinda glukagon ile birlikte rol alan bir hormondur. Kan sekerini diisiirticii ctki
yapar. Karbonhidrat dengesinin saglanmasimm yanminda karbonhidrat metabolizmast ile
ithiski 1gmde bulunan yag ve protein metabolizmalart tGzerinde de 6nemi vardwr. Insiilin,
kandaki scker oranimi kontrol cder. Insanlarin bir seyler yeme ve icmesiyle, yiyecekler
sckerin de i¢inde bulundugu kii¢iik molckiillere pargalanir. Viicut, sckere normal
fonksiyonlari i¢in ihtiya¢ duyar. Scker kan dolagiminda absorbe cedilir ve pankreast insiilin
salgilamasr i¢in uyarir. Salgilanan insilin, sckerin kan icerisinden cikarak hiierelere
girmesini saglar. Scker, hiicre igerisinde enerjiye doniistiiriiliir. Eger viicut yeterli insiilin

salgilayamazsa, kandaki fazla scker bazi belirtilere ve istenmeyen durumlara neden olur.



Boylece diyabet gelisir. Bu hormonun tam yoklugu diyabetin 1. tipine, insiiline karg

direng ise 2. tip diyabete yol agar (Bell 1980, Jang 2007, Chang 2009).

Tip 1 diyabet bir oto-immiin hastaliktir. Viicudun bagisiklik sistemi, pankreastaki
instilin treten £ -hiicrelerini yabanci olarak algilayip tahrip cder. Sonugta pankrcasin
insiilin ireten hiicrelerinin kaybi s6z konusu oldugu igin, insiilin yetersizligi nedeniyle
glikoz hiicrelere giremez ve kanda birikir. Bu tip diyabette, pankreas ya hig¢ insiilin
salgilayamaz, ya da ¢ok az insiilin salgilar. Genellikle ¢ocukluk yaslarinda belirtileri

baslamaktadir.

Ikinci tip olan tip 2 diyabette ise, pankreas insiilini normal sekilde salgilar ancak
viicut bunu verimli bir sekilde kullanamaz. Ciinkd viicut hiicreleri insiilin etkilenmesi i¢in

direnclidir.

Bu dogrultuda endiistriyel olarak iiretilmis olan insiilin, tip 1 diyabette ve bagka

ilaglarin yetersiz kaldig tip 2 diyabet vakalarinda ilag olarak kullamilmaktadir.

Normal
metabolizma
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Sekil 2.2: Insiilin  sallummin  insan  viicudunda normal  metabolizmasi
(https://www.google.com.tr/search?q=insanda+ins%C3%BClin+sckresyonu&um=1&ic=U
TF8&hl=tr&tbm=1sch&source=og& sa=N&tab=wi&ei=qwimUaawBsSwhAf3nIC4Bg&bi
w=1536&bih=776&sei=rwimUcrXCpSYhQelk4HABg
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Tip | diyabetin kesin tedavisi i¢in 'Uluslararasi Juvenil Diyabet Arastirma Vakfi

(JDRF) nin belirttigi iki 6nemli husus vardir:

1) Haraplanmis adacik hiicrelerinin yerine konmasi (replasmani) ve bu amacla

alternatif kaynaklarin bulunmasidir.

2) Transplantasyon i1sleminden sonra yagsam boyunca bagisiklik sistemi baskilayici
(immunosipresif) ilaglar  kullanilmaksizin - tedavinin = saglanmasidir. Yani  kalics

replasmanin saglanmast gereckmektedir.

Gilinimiize kadar £ -hiicrelerinin yerine konmasini amaglayan G¢ farkh strateji
gelistirilmistir; pankreas nakli, adacik nakli (allojenik ve ksceno-transplantasyonlar) ve
hiicre esasli tedavi (hiicre replasmani ve adacik ncogenczi). Pankreas ve adacik nakilleri
i¢in ycterince dondr bulunamamasi. bu alanda ¢alisan aragtirmacilarin farklh kaynaklardan
adacik hicrelerinin dretilmesine yonelik ¢aligmalar zerine yogunlasmalarina neden
olmustur. Bu gereksinim sonucu kok hiiercler diyabet i¢in son yillarda en umut verict

kaynak halinc gelmistir.

Kok hicrelerden insiilin salgilayan hiicre clde edilmesi Gzerine yapilan ¢esitli
yontemler meveuttur. Bu yontemlerin hepsinde temel alinan. in-vivo’daki pankrcas ve f

hiicre gelisimidir.

2.5. In vivo Pankreas Gelisimi

Duedonumun 1¢ yiiziind doscyen endodermden kdken alan ki adet tomurcuktan
gelisir: Dorsal ve ventral pankreas tomurcugu. Ducdonum, saga dogru doniip C scklini

alirken ventral tomurcuk distal tomurcugun hemen altina ve arkasina gelir.

Bir siire sonra dorsal ve ventral parcalar kaynasir ve birlesirler. Ventral par¢adan
unsinat ¢ikinti ve pankreas basinin inferior pargast olusur. Bezin kalan kisimlar dorsal

tomurcuktan gelisir. Ana pankreas kanali (Wirsung). dorsal pankreas kanalinin distalinin,
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ventral pankrcas kanalinin tamamiyla birlesmesinden olusur. Dorsal pankrcas kanalinin
proksimali ise ya tamamuyla geriler ya da aksesuar pankreas kanali (Santorini) adini alan
kiigiik bir kanal halini alir Ana pankreas kanali, major papilladan; aksesuar kanal ise eger
varhgini  sirdiiriirse minér papilladan, duedonuma agilir. Fetal yasamin 3. aymda
pankreasin parankimasindan pankreas adaciklan gelisir ve organa dagilirlar. Insiilin salgist,

S ay civarinda baslar.

2.5.1. Pankreas Histogenezi

ankreasin parenkimi, pankreas tomurcuklarinin endoderminin tiibiler bir ag
olusturmas1 ile gelisir. Erken fetal donemde bu tibillerim (duktus taslagi) uglan
¢evresindeki hiicre kiimelerinden asmuslar gelismeye baglar. Langerhans adaciklari. bu
tiibiillerden ayrilan bir grup hiicre taratindan olusturulur; kisa bir siire sonra da asinuslar
arasinda uzanmr. Bu adaciklardan insihin salgilanmast crken fetal donemde 10. haftada
baslar. Glukagon ve somatostatin i¢eren hiicreler, insiilin hticrelerinden daha énce gelisir.
Fetal plazmada glukagon 15. haftada saptanmistir. Pankrcasin bag dokusu ortiisii ve

interlobtiler septumlar. ctraftaki splenik mezensimden gelisir.

In vivo pankreas gelisimine bakildiginda 4. haftadan itibaren kivrilmaya baslayan
embriyonun. bu kivrilmasinin sonuglarindan birisi de primitif barsak olusu olarak goriiliir
ve primitif barsak kraniyalde orofaringecal membran, kaudalde kloakal membranla
kapalidir. Embriyonun scfalik-kaudal yonde katlanmasi sonucu 6n barsak ve son barsak,
lateral katlanmasi sonucu 1se orta barsak geligir. Bu ilkel barsak, vitellis kesesi ile iliskisini
stirdiirir ve vitellis kesesinin i¢int endoderm daser. Sindirim kanali epiteli ve bezlerinin
¢ogu endodermden, krantyal kisim agiz taslagr cktodermden, kaudal kisim 1sc anal kanal
ektoderminden geligir. Pankreasin gelisimi de 6n barsagin kaudalinden gelisen ventral ve
dorsal tomurcuklardan gekillenir. Bu tomurcuklar gelisirken midenin ve duodenumun
rotasyonuna bagh olarak ventral tomurcuk, dorsal tomurcuga yapisir ve dorsal tomurcuk

pankrcasin biyiik bir kismim olusturur.



2.5.2. Pankreasin Molekiiler Diizenlemesi

Embriyogenez siirecinde pankreas, baslangigta duedonumun i¢ yiiziinii doseyen
endodermden ayrilan ventral ve dorsal tomurcuklar olarak adlandirilan iki siskinlikten
gelisir. Duodenumun saga doniigi ile birlikte ventral tomurcuk arkaya dogru hareket eder
ve dorsal tomurcugun arka alt bolimune yerlesir. Bu siiregte iki tomurcugun parankim
dokusu ve kanallart birlegir. Ventral tomurcuktan kanca bigiminde arka-alt yana yonelen
¢tkinti (processus uncinatus) ve pankreas basimin alt bslumii gelisirken dorsal tomurcuk
diger boliimleri olusturur. Dorsal tomurcuk kanalinin distali ve ventral tomurcuk kanalmin
tamami ana pankrcas kanalint (Wirsung) yapar. Ana pankrcas kanali koledok kanalr ile
birlikte duodenuma agilir. Dorsal tomurcuk kanalinin proksimal kismi bazen tiimiiyle
kaybolur ya da aksesuar pankreas kanali (Santorini) olarak ana kanaldan ayri duodenuma
agihr. Bazi durumlarda ise. her iki tomurcuk kanali kaynagmadan ayri ayr1 duodenuma
agilabilir. Farelerde embriyonel 8.5 giinde, notokord (dorsal) ve kardiak (ventral)
mezodermden gelen sinyaller ile primitif’ bagirsak endoderminden pankreas olusumunu
baglatmak i¢in Shh (Sonic encoding) ve Thh (encoding Indian Hedgehog) genleri eksprese
cdilir (Hebrok M., 2003). Dorsal pankreasin farklanmasi, pankreas spesifik heterotrimerik
transkripsiyon faktor Ptf-1'in 48-kDa helix-loop-helix DNA-baglayici alt {initesince
kodlanan Ptfla’nin (Kawaguchi Y., 2002) ve homcbox transkripsiyon faktér Hb9 un
(HIxb9 geni tarafindan kodlanan) salinimma bagimlidir (Deutsch G., 2001). Bu genlerin

salimmmmu 1sc pankreatik ducdonal homeobox faktor-1 (Pdx-1) salmmi izler (Sekil 2.3).

Gastrointestinal sistemin i¢ yiiziinti kaplayan cpitel, hepatositler, ve pankreasin
ckzokrin ve endokrin hiicreleri endodermden gelisir. Bezlerin stromast barsagi ¢evreleyen
visseral mezodermden gelisir. Barsak duvarinim epiteliyal mezenkimal ctkilesimi, barsakta

cksprese olan SHIT taratindan dizenlenir.
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Sekil 2.3: /n-vivo pankreasin molekiiler dizenlenmesi (Deutsch G., 2001).

2.6. Diyabet ve Kok Hiicreler

Insanlardaki pek ¢ok hastalik i¢in bir tedavi stratejisi olarak gindemde olan
hiicresel tedavinin amaci, hasar géren bir dokunun veya organin biyolojik islevini yerine
koymak. tamir etmek veya genisletmektir. Hasarli bir hedef organa, o organin islevini eski
haline getirmeye yetecek kadar say1 ve kalitede izole edilmis ve karakterize edilmis olan
hiicrelerin transferi ile bu amaca ulagilabilir. Bu amagla yapilan ¢alismalarda kullanilan
hiicrelerin baginda kok hiicreler gelmektedir. Simdiye kadar deneysel olarak farkh
kaynaklardan (embriyon ve bagta kemik iligi kokenli olmak tizere diger doku ve

organlardan) elde edilen kok hiicreler deneysel tip 1 diyabet modellerinde kullanilmisgtir.

Dokuya 6zgiin kok hiicrenin, kaynaklandig1 dokudan daha farkl bir hiicre tipine
farklilasabilme yetenegine ‘“eriskin kok hiicre plastisitesi” denmektedir. Kok hiicre

plastisitesini agiklamak i¢in gergeklestirilen ¢aligmalar, kok hiicre akibetinin 6zgiin gen
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ckspresyon programlarini baskilamak ya da aktive ctimek i¢in molckiiler anahtarlar olarak
islev goren transkripsiyon faktorleri tarafindan tamimlandigint ve bunlarin da ¢evreden
aldiklar1 sinyallere bagli olarak hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve/veya
inhibisyonuyla yonlendirildigini gostermigtir. 1997°den giintimiize kadar gerceklestirilen
bir¢ok aragtirma, eriskin-doku 6zgiin kok hiicrelerinin /n vitro kosullarda uygun sinyaller
altinda veya in vivo olarak kendi mikro-gevrelerinden uzaklagtinldiklarinda ve yeni bir
genetik programi etkinlestiren sinyalleri yayan farkli bir mikro-¢evre ya da yataga
yerlestirildiklerinde, yeni mikro-¢evrelerine yamit olarak uygun hiicre ¢esitlerini retmek
icin genomik olarak yeniden programlanabilecegini gostermistir. Buradan yola ¢ikarak
criskin kok hicreler gibi EKH’lerin de ayni yontemle farklilasabilecekleri diisiincesi

gelismistir.

In vivo kosullarda elde edilen basarili sonuglar sayesinde, son zamanlarda kok
hiicrelerin istenilen hicre ¢esidine farklilagmasini uyaracak in vitro kosullarin saglanmasi
i¢in hedet hiicre ¢esidinin mikro-¢evresini taklit etmeye yonehk girisimler denenmektedir.
Bu amagla kdk hicreler, kultlir kosullannda arzulanan hiicre c¢esidinin mikro-¢evresinin
Ozgiin hticreleri. doku/organ pargaciklar (ckstraktlar). hiicre disi matriks clemanlar veya

biyo-criyebilir materyaller ile ko-kiiltare edilmekte ve basarili sonuclar clde edilmektedir.

Kiltir kosullarimin i¢erigini degistirerck gereeklestirilen arastirmalarin sonuglari,
EKIlermim f hiiere  replasmam igin potansiyel kok hiicre kaynagi olabilecegini
gostermistir (Chen 1997, Horsch 1997). Bunun dzerine bilim adamlart in-vivo gelisimi

taklit cdecek yontemler gelistirerck yeni farkhilagma prosediirlert gelistirmeye baslamstir.

Bunlardan  birt - besiyert igerigini - degistirerck  hiicrelerin istenilen  yonde
farkllasmasim - saglamaktir.  Besiyert icengr  de@isinmyle  hicerelerin /4 hiicrelerine

inditklenmesinde en ¢ok kultanilan kimyasallardan biri “1ixendin 4°diir (Xu 1999).

Exendin 4, GLP-1 analogudur ve in vivo' da ve izole edilmis adaciklarda doza
bagli insiilin salimmr artinr ve glikoza bagimhihk gosterir (Buse 2004 ve Lupi 2008).
Exendin 4 ya da GLP-1'in fazla ekspresyonu in vivo' da fetal pankreatik dokunun.

pankreatik progenitérlerin ya da intestinal kok hiicrelerin insilin salgilayan hiicrelere
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farkhllagsmasini saglar ve ayni zamanda hiperglisamiyayr da iyilestirir (Liu 2007 ve Liu

2010).

In vitro Exendin 4 ¢alismalart Aktivin B ile kombine bir sckilde olmaktadir. Bu
kombinasyon fEKH’lerde instlin iireten hiicrelere farklilasmanini ve 6zellikle insiilin 1
gen ckspresyonunun giiclii olmasin saglamaktadir. Ancak insilin sckresyonu tam olarak

gereeklestirilememektedir.

Genellikle bir kag basamaktan olusan farklilagsma prosediirleri farkhlastirma
calismalarinda kullanilmaktadir. Bunun asil amact in-vivo'daki gelisimi sirasiyla takip

ctmeyc ¢alismaktir. Bu ylizden ¢alismalarin basamaklari su sckilde siralanmaktadir:

1) Defimtif Endoderme yénelme

2) Primitif 6n bagirsak yontnde farklilagma

3) Posterior 6n bagirsak yoniinde farklilagma

4) Pankreatik endoderm ve adacik progenitér hiicreler

5) Insiilin salgilayan hiicreler

Farkhlastirma amaciyla gergeklestirilen c¢alismalari; in-vivo ve in-vitro olmak
lizere 2 ana baghk altinda toplamak miimkiindir. /n vivo ¢aligmalarda, arastirmacilar ¢esitli
kaynaklardan clde edilen verict hiicresine ¢esitli vektorler kullanarak yesil {loresans
protcinden (YFP) sorumlu bir “reseptér genimi™ yerlestirmiglerdir. Bu geni cksprese eden
hiicreler, parlak yesil renk veren bir proteinin iretilmesini saglar ve hiicre klonlarim
1zlemcek ve tammlamak i¢in kullantlabilmistir. Ya da alternatif olarak YFP cksprese eden
transgenk verier farelerden elde edilen kok htcreler bu transgen icermeyen diyabetik

alictlara nakledilip akibetlert 1zlenmstir.
Bu yontemlerle gergeklestirilen aragtirmalarda alicinin pankreaslarmda YFP+ g8

hicrelert izlenmis ve normogliseminin farkh zaman dilimlert stresince saglandig rapor

edilmis olsa da, benzer dencylerin basarisiz sonuglart rapor edilmistir.
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Kok hiicrelerin insiilin salgilayan hiicrelere farkhlagmasinin uyarilmasi amaciyla
gergeklestirilen in-vitro ¢alismalarda ise, genellikle kiiltir kosullarinin modifikasyonlarma
yonelik girisimler ve hiicrelerin farklilasmasinda 6nemli rol oynayan transkripsiyon
faktorlermi  ektopik transfeksiyonu gibi  genomu degistirmeye yonelik —stratejiler
denenmistir. Sonugta, farklilasmis ve farklilagmamis kok hicrelerin diyabetik hayvanlara
nakli ve diyabetik tablonun izlenmesiyle birlikte pankreasta verici kokenli hiicrelerin

takibini i¢eren dencysel yontemler gergeklestirilmistir,

Kiiltar kosullarinin i¢erigini degistirerck gergeklestirilen arastirmalarin sonuglart,
kok hiicrelerin £ hiicre replasmani i¢in potansiyel kaynak olabilecegini gostermistir.
Omegin. Chen ve ark. Wistar siganlarmin kemik iliginden izole ettikleri MKH'leri
kiiltirde 1nsiilin-benzen hicrelere tarkhilasmak dzere (10 mmol/L nikotinamit+1 mmol/L
beta-merkaptoctanol+200 ml/L FSC i¢eren L-DMEM’de 24 saat siireyle 6n-uyar, takiben
10 mmol/L nicotinamide+1 mmol/L, beta-mercaptoethanol i¢eren serumsuz H-DMEM
solisyonunda 10 saat sircyle) uyarmiglar ve diyabetik sican modellerinde in vivo
islevlerini test ctmistirler. Sonugta. bu hiicrelerin kiiltiirde adacik benzeri hiicrelere 6zgiin
immunofcnotipik  (instilin - ve nestin immunorcaksiyonu) ve immungencetik  (insiilin-1
mRNA ckspresyonu) belirteglerle insiilin salgilayan hicrelere veya f-benzeri hiicrelere
farkhilaguklar tespit edilmis ve diyabetik siganlara nakledildiklerinde kan sckerlerini

regiile edebildigi bildiritmistir (istatistiksel sonug yok).

Ikinci grup ¢alismada isc. kiiltiirin degisik cvrelerinde organogenczis siirecinde
beta hiicrelerin gelismest ve farklilagsmasinda islev géren transkripsiyon faktorlerinin
ckzojen olarak MKH'lere aktarimi denennustir. Bu sistemlerin kullamilmasindaki amac
farkhlasmanin arzu cdilen hitere dizisi yoninde uyarilmasim saglamak ve daha fazla
sayida ve islevsel somatik hiicreyi clde ctmektir. Insan kemik iligi kokenli MKH lerine
cesitli viral vektorler kullanilarak insiilin PDX-1 ve rekombinant adeno-iliskili viriis (furin-
ayrilabilir insan preproinsulin geni igeren) transdukte edilmis, i vitro endokrin pankreas
ya da f hiicrelerine dogru farkhlagsma oranlarmm arttigi ve streptozotosin-diyabetik
kemiricilere nakli sonrasinda kan glikoz dizeylerimin normallestigi gozlenmistir. Ancak,
gen transfeksiyonlar igin viral vektorlerin kullanilmasi nedeniyle tiimoral olusumlarin

ortaya ¢ikabilme olasiligi ve stirekli ekspresyon veya over-ekspresyonlarin sonucunda
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istenmeyen hiicre dizilerine farklilasma olasiligi nedeniyle bu tiir yontemlere kuskuyla

yaklasilmaktadir.

Cesitli yontemlerle yapilan farklhilastirma ¢aligmalarinin sonuglarinda, tam olarak
fonksiyoncl olmasa da bu hiicrelerin  kiltirde adacik  benzeri  hiicrelere  6zgiin
immunofenotipik (insiilin ve nestin immunorcaksiyonu) ve immungenctik (insulin-1
mRNA ckspresyonu) belirteglerle insiilin salgilayan hticrelere veya £ benzeri hiicrelere
farklilastiklart tespit edilmis ve diyabetik siganlara nakledildiklerinde kan sckerlerini

regiile edebildigi bildirilmistir.

Banerjee ve arkadaglarimin 2011 yilinda yaptigy bir ¢alismada isc fEKH’lerden
pankreatik farklilastirma i¢in  ko-kiiltir tekniginden faydalamilmistir. Bu calisma
EKH’lerden pankreatik adacik hiicrelerine, endokrin hiicrelere ya da f hiicrelerine, ko-
kiltir tcknigi ile farkhlagtirma yapilan ilk ve tek ¢alismadir. Bu ¢alismada farklilasma
basamaklar halinde gergeklestirilmis ve ilk basamakta in vivo'daki pankreatik gelisimi
temel alarak karaciger hepatositleri ile ko-kiltiir yapilmig, ikinci basamakta besiyeri
icerigine ndikleyiciler cklenmis son basamakta ise endotel hiicreleri ile ko-kiiltiir

yaptimistir.

K&k hiicreler. birgok 6zcllikleriyle f hiicrelerinin in vitro gelisimini anlamada iyi
bir ornektir (Holland 2005). Ancak EKH'lerden ve uPKH 'lerden fonksiyonel insiilin
salgtlayan hiicrelerin - olusumu  henliz  tam  olarak  gergeklestirilememistir.  Yapilan
caligmalarda ecmbriyonik gelisimde cksprese olan genis ¢egitlilikteki transkripsiyon
faktorlerinin ve hiicre gelisimiyle 1lgili genlerin, (Pdx1, Ngn3. NeuroD. MafA, MafB,
Gata4, Gata6, Pifla ve Pax4 ) hiicrelere salgilatilmasi ve ekspresyonu saglanmaya
calisiimaktadir. Pdx i, pankreatik gelisimde onemii bir kontrol edicidir ve embriyo gelisim
boyunca f hiicre farkhlagmasr ve erigkinde f hiicre fonksiyonunun saglanmasinda
énemlidir. Pdx1 pozitif multipotent pankreas progenitorleri endokrin, asinar ve kanal

(duct) hiicre tiplerine farklilagsma potansiyeline sahiptir (Gu 2002 ve David 2012).

Kok hiicre mikro-gevrelerinin, kendini yenileme ve kok hiicre akibetinin
yonlendirilmesindeki rollerinin anlasilmasi, hastalikli doku ve organlanin yenilenmesinde

kullanilmasi, diistiniilen kok hiicre esash tedavi protokollerini uygulama yolunda énemli
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adim olmugtur. Denceysel in vivo hayvan caligmalarinda, birgok doku ve organlarda kok
hiicrelerin akibetini yonlendirmede rol oynayan mikro-cevre elemanlart tammlanmaya

calistimistir.

Farklt hiicre tiplerini aynr kiiltir ortamina alarak aralarinda ctkilesimlerle
farklilagtirma caligmalar gelistirilmigtir. Ko-kiltiir adr verilen bu tcknikle farkhilagmaya
alman hiicrelerde, hiicre farkhilasmalart daha iyi sonuclanmaktadir. Ustelik ko-kiiltiiri
yaparken istedigimiz iki farkli hiicre kaynagini ya da doku ckstraktlarini birbirleriyle temas
edecek sekilde ayni kiltiir kabina koyabilmek (direkt ko-kiltir) ya da birbirleriyle
temasini engelleyerek (araya kullanilan hiicre ya da elemanlann boyutlarina uygun olarak
degisik boyutta porlari olan membranlar; insertler koyarak) ayni kiltiir kabma koyabilmek
(indirekt ko-kiiltiir) gibi iki farkli ortami test etme olanag: saglamaktadir (Sekil 2.4). ikinci
ko-kiltir ortami aym zamanda istenilen siire boyunca birlikte kiltiir edilen hiicre ve
yapilart birbirlerine karismadiklan i¢in istenildigi zaman tekrar birbirinden ayirarak bu

hiicreler saf bir sckilde elde edip ¢esitli analiz yontemlerini yapma imkani saglar.

Adacklar

1 - Embrivonik kék
hicreler

Sekil 2.4: Calismada kullamilan ko-kaltir ortamini olugtururken kullanilan

porlu yapidaki membrana sahip ayiraglar (inscrts), adaciklar ve EKH'lerin
sematik ¢izimi.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Fare Embriyonik Kok Hiicrelerinin Kiiltiirii

3.1.1. Embriyonik Kék Hiicrelerin Biiyiitiilecegi Kiiltiir Kaplarinin Jelatin ile

Kaplanmasi

Kiltiir kaplant EKH kiltirine baslanmadan 6nce 9%0,1°lik jelatin ¢dzeltisi ile 20
dakika inkiibatorde bekletilerck kaplanmistir. Hazirlanan besleyici tabakanin kiiltiir kabina

ckiminden hemen &nce jelatin soliisyonu ¢ekilerck ekim islemi gerceklestirilmistir.

3.1.2. Besleyici Tabakanin Hazirlanmasi

Stiper ovulasyonu saglanmis disi farclerin uygun sayida crkek fare ile
ciftlestirilmesi saglanmustir. Farcler gebeligin 13,5, giiniinde sakrifiye edilerck embriyolar
utcrusdan toplanmis, baslarn ve visseral organlan disscksiyon mikroskobu altinda
¢ikarildiktan sonra, %5-10 oraninda penisilin-streptomisin igeren fosfat tampon (PBS) ile
yikamp kiiciik parcalara (1 mm™lik) ayrilmistir. Tim parcalar 10-20 dakika %0.25
Tripsin-EDTA soliisyonu igerisinde bekletilip, elde edilen hiicreler %10 fetal sigir serumu
('BS). % I L-glutamin (200mM) ve penisilin-streptomisin igeren DMEM icerisinde
jelatinle kaplr kiiltir kaplarinda kiltiire edilmigtir. Her bir fetustan elde edilen hiicreler bir
T 25 kiltir kabina ckilmistir.

Hucreler, kaltar kabmin yiizeyini 2670 oranmda kaplayacak kadar cogaldiklarinda
pasajlanarak T 75 kiiltir kaplarina aktanlarak gerekli sayr elde edilinceye kadar kiiltiire
edilmigtir. Fibroblastlarin mitotik aktivitesini durdurmak i¢in uygulanan Mitomisin C ve
Gama 1smlamast yontemlerinin ikisi de denenerek sonuclar hicre siklusu analizi ile
yorumlanmistir. Sonuglara gore gama isimasinin daha etkin oldugu gozlenmistir. Bu
ylizden mitotik aktivitenin durdurulmast i¢in hiicreler %0.25'k tripsin-EDTA soliisyonu
ile kaldirildiktan sonra 'Gamma Cell' cthazinda 40 dak. boyunca 3000 Rad gama 1sinina

maruz birakilmistir. Daha sonra 1500 rpm'de 5 dk. santrifiij edilip, elde edilen pelet fEF ler



icin uygun besiyeri ile sulandirilarak hiicreler thoma laminda sayilmistir. Hicreler 35
mm'lik kiltir kaplanina 5x10°, 60 mm'lik kiiltiir kaplarina ise 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilip fEF besiyerinde kiiltiire edilmistir. Hazirlanan fEF besiyeri bir hafta igerisinde
kullamlmigtir. fEF’ler bir haftadan uzun siire kullanilmamis, bir haftadan sonra yeni fEF

besleyici tabakalar olusturulmustur.

Cizelge 3.1: Besleyici tabaka hiicrelerinin besiyeri hazirlanmas:

MEF besiyeri bilesenleri Kullanilan Miktar
DMEM/F12+ Glutamax %88
FBS %10 ]
NEAA %l o
PS - %] o

3.1.3. Besleyici Tabakalarin Uzerinde fEKH Kiiltiirii

(alismada ticari olarak satin alinan R1 fEKH hatti kullamInmuistir.

Hicreler, 60 mm’lik kaltiir kaplarina hazirlanan besleyicr tabakalar tizerine S ml
EKH besiyerinde 2x10° sayida ckilmistir. Bu hiicreler ¢alisma boyunca kullanifacak olan
stok hiicreleri olusturmugtur. fEKIHlerin besiyerleri her giin degistirilerek hticreler gin
agirt enzimatik olarak tripsin ile pasajlanmigtir. fEKH kaltarinde kullanilan besiyeri

bilesimi asagidaki ¢izelgede gostertlmistir.



Cizelge 3.2: fEKH lcrin besleyici tabaka tizerinde kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerikleri

EKH besiyeri bilesenleri

Kullanilan Miktar

3.1.4. fEKH'lerin Enzimatik Pasaji

{EF iizerinde kiiltire edilen fEKH'ler Ca'" Mg~

H-DMEM (yiiksck glikozlu DMEM) %85

HyClone FBS %15 ‘
L-Glutamin 200mM

B-mercaptoetanol 0,1mM

NEAA 100X

Primocin %0,2

LIF

10ng/ml

icermeyen PBS ile 2 kez

yikanmus, ardindan %0,25'hik tripsin/EDTA soliisyonu kuyucuklara konulmustur. Hicreler

%5 CO,’li 37°C inkiibatérde 3-4 dakika bekletildikten sonra iizerlerine FBS iceren H-

DMEM besiyeri eklenerck tripsinin inaktive olmast saglanmistir. Tek hicre siispansiyonu

haline getirilen hiicreler 270 g'de 5 dk. santrifiij edilip ardindan sayilarak gerekli miktarda

hiicre kiltiir kaplarma ckilmis ve kalan hicreler dondurulmustur.

3.1.5. fEKH'lerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

fEKH'ler enzimatik pasajlama sonucu kaldirildiktan sonra depo olacak hicreler

270 ¢" de 5 dk. santrifiij edilmis ve pelet dizerine 500 pl {EKH besiyerine ek olarak 500 ul

dondurma besiyeri (%40 FBS+ %10 DMSO) cklenerek Mr. Frosty'e koyulmus, -80°C'de

bir gece bekletildikten sonra sivi azot tanklarma transfer edilmistir,

(]



3.1.6. fEKH’lerin Cozme islemi

fEKH’ler hizli bir sekilde 37°C’deki su banyosunda ¢oziilereck EKIH besiyeri ile
yikanmus ve ileri kiiltiir amagli olarak daha onceden hazirlanmig fEF besleyici tabakast

igceren kiiltir kaplarina alinmistir.

3.2. Fare Embriyonik Kok Hiicrelerin Karekterizasyonu

3.2.1. fEKH’lerin immunohistokimyal Analizi

3.2.1.1. fEKH’lerin Yiizey Antijen Profili (Oct4-SSEA1-Nanog-Sox 2

Boyamalari)

fEKH'Ier 8 kuyucuklu htcre kiltir odaciklarina, altlarinda besleyici tabaka
varhginda ckilip 2 giin boyunca kiiltiire cdilmistir. Ikinci giiniin sonunda hiicreler Ca'’
Mg  (+) PBS ile yikandiktan sonra %4'lik paraformaldchit (PFA) ile 20dk. oda 1sisinda
bekletilerck tespit edilmistir. Cekirdek i¢i lokasyonu olan boyamalar icin Triton X/ Tween
20 karisimi 7 dk. hiicrelere uygulanmustir. Ardindan hiicreler primer antikorlara uygun
blok soliisyonlar 1le 30 dk. muameleye birakilmig ve pluripotentlik belirtecleri olan Oct4,
Nanog, Sox2 ve SSEAL primer antikorlary ile bir gece +4°C'de bekletilmistir. Ertesi giin
hicreler oda 1sisinda 2 saat bekletildikten sonra, primer antikorlara uygun sekonder
antikorlar 1le muamele cdilmistir. Hiicreler en son ¢ekirdek belirteci olan DAPI ile

kapatilarak floresan mikroskopta fotogratlar ¢ckilmistir.

3.2.1.2 fEKH lerin Alkalen Fosfataz Ekspresyon Analizi

fEKH'ler (EF besleyici tabakast ile birlikte 35 mm'lik kiiltiir kaplarida 10™ hiicre
olacak sekilde ckilip 2 gin boyunca fEKIH besiyerinde kiltiire edilmistir. Ikinci giin
sonunda hiicreler “Millipore Alkalen Fosfataz Kit'i kullamlarak tespit edilmis ve

boyanmustir.



3.3. Fare Embriyonik Kok Hiicrelerin in vitro Farklilasma Analizleri

3.3.1. fEKH’lerinden Embriyoid Cisimcik Olusturulmasi

fEKH ler tripsin ile muamele edilerek plastik kiltir kabi yizeyinden kaldirihip tek
hiicre sispansiyonu  haline  getirilmistir.  Ortamdan {EF  besleyici  tabakasinin
uzaklastirilmasi i¢in, daha dnceden jelatinle kaplanmig 100 mm’hik kiltir kaplarina hiicre
sispansiyonu ¢kilmis ve hiicreler %5 CO,’li 37°C inkiibatorde 20 dak. inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler besiyeri ile birlikte toplanmip 15 ml'lik konik
tabanli tiipe alinarak, 270 g' de 5 dk. santrifiij edilmistir. Eldc edilen pelet, 1 mi besiyeri ile
sulandirthip thoma lami Gzerinde tripan-mavisi solisyonu ile 1:1 oraninda sulandirilarak
saytlmistir. 20 dk'lik inkiibasyon sonucunda {EF hiicreleri tabana yapismustir. Yiizen
hiicreler yani fEKH'ler dikkatlice toplanip yapisict olmayan bakteriyolojik kiltir kaplarina
ekilmistir. Deneyin bu asamasinda bakteriyolojik kiiltiir kabmin kullanilmasinin amaci
hiicrelerin  ylizeye yapismasini engelleyerck birbirleri ile birlesmelerini  saglamaktir.

Boylece hiicreler birbirleri ile birleserck EC’len olusturmustur.

3.4. Fare pankreasindan Langerhans Adaciklarinin (PA) 1zolasyonu ve Hiicrelerin

Karekterizasyonu

3.4.1. Fare Pankreas Adaciklarinin Izolasyonu

Farcler, servikal dislokasyon ile oldirdldiikten sonra fare, karin derisi arka
bacaklarmin arasindan gogis kafesinin bitimine kadar kestlmigtir. Midenin yaklagik 2 ¢m
ilerisinde yer alan duodenum bulunarak. koledok kanalr goriiniir hale getirilmistir. Koledok
kanali, duodenuma miimkiin olduk¢a yakin bir yerinden klamplenmistir. Karaciger, gogiis
kafesine dogru yatirlmistir. Koledok kanalr. altindaki yag tabakasindan ince uglu bir pens
vardimi ile aynlmistir. Karacigere yakin ucundan koledok kanalina 30G’lik bir kaniil ile
airilerek kollajenaz P enzimi (I mg/ml) verilmistir. Yavas yavas pankreasin sismesi
gozlenmigtir. Siserek belirgin hale gelen pankreas. sirasiyla duodenum, ince barsaklar,

mide ve dalaktan dissekte edilerek 50 ml’lik konik tabanli tipe alinmistir.

27



Toplanan pankreaslar 15-18 dakika boyunca ¢alkalamali su banyosunda tutularak
enzimin aktif hale gelmesi saglanmistir. Siire sonunda enzimi inaktive etmek i¢in
pankreaslarin tizerine serumsuz HBSS konularak 1300 rpm’de 3 dakika yikama islemi
gerceklestirilmistir. Stipernatant kismi atilarak kalan pelet iyice homojen hale getirilip
tzerine 35 ml HBSS eklenmistir. Pankreas, por capr 419,1 um olan ¢elik siizgegten
gecirilerek stizme 1slemi gerceklestirilmigtir. Altta biriken sivi HBSS ile 50 ml’ye
tamamlanarak yikama islemine tabii tutulmustur. Santrifiiy sonunda olusan sipernatant
atilarak kalan pelet ‘Histopaque 1077 ile homojen hale getirilip tizerine serumsuz HBSS
1:1 oraninda yayilmis ve 2400 rpm’de 20 dakika santrifiiy islemini gergeklestirilmistir.
Olusan bulutsu tabakadan clde cdilen adaciklar pastor pipeti ile toplanarak ayri bir 50
ml'lik konik tabanli tiipe toplanmistir. Tip, serum eklenmis HBSS ile 50 ml'ye
tamamlanip 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij islemi ger¢eklestirilmistir. Siipernatantin
atilmasindan sonra pelet 1yice pipetajlanip 35 ml HBSS ile tamamlanmis ve 4 dakikalik
sedimantasyona birakilmistir. Siire sonunda sivi tizerinden 10 ml alinip atilmis ve tekrar 10
ml HBSS ile 35 ml'ye tamamlanmistir. Ardindan sedimantasyon islemi tekrarlanmistir. Bu
islem 4 kez tekrarlanarak en son elde edilen 25 ml’lik solisyondan 10 ml, 10 ml ve 5
ml'lik 3 grupta solisyon toplanarak 60mm’lik kaltir kaplarma alinmis ve  sterco

mikroskop altinda adaciklar toplannustir.

3.4.2.Fare Pankreas Adaciklarinin ve Hiicrelerin Karakterizasyonu

Elde edilen adaciklarm karckterizasyonu i¢in, adaciklara 6zgiin dithiyozone

(DTZ) boyamas: kullamlmistir. DTZ. beta hicrelerinin mitokondriyonlarindaki ¢inko

(Zn)'ya baglanarak kirmizi renk vermektedir. Canhilik testi igin, FDA-PI (Floresan

diasctat-Propidyum 1yodiir) flourcsans boyamalar gereeklestirilmistir.
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3.5. Farkhilagtirma Yontemleri

3.5.1. fEKH’lerin in vitro Kosullarda Kimyasal Yolla insiilin Ureten Hiicreye

Farkhlastirilmasi

Besleyici tabaka iizerinde kiiltiire edilen EKH’lerden siispansiyon kiiltir yontemi
ile 3 giin boyunca EC olusumu saglanmistir. 3. giiniin sonunda EC’ler 3 giin boyunca H-
DMEM, %15 FBS, 50pg/ml askorbik asit iceren besiyerinde siispanse sckilde kiiltiire
edilmistir. EC’ler 3. giinlin sonunda jelatinle kaplanmis kdltiir kaplarina ekilerek 1 giin
boyunca yapismalar1 beklenmistir. Ardindan hiicrelerin besiyeri DMEM/F-12.%15 FBS
olarak degistirilerek 5 giin boyunca kiltiire edilmistir. 5.gliniin sonunda aynt besiyerine
10mmol/lt nikotinamid, 10nmol/lt Exendin 4 eklenerek 7 giin boyunca hiicreler kiiltiire

edilmistir.

3.5.2. fEKH’lerin in vitro Kosullarda Adacik Mikrocevresinde Insiilin Ureten

Hiicreye Farklilastirilmasi

fEKH ler stspansiyon kiltirlerinde EC haline getirildikten sonra jelatinle
kaplanms kiltir kaplarina ekilerek 1 giin boyunca yapigmalan beklennustir Hiicrelerin
yapigmasinin ardindan 12 kuyucuklu kiltir kaplarina kuyucuk bagma 5-6, 6 kuyucuklu
kiltir kaplarina kuyucuk basma 10-12 adacik gelecek sekilde ara bolimler (insertler)
izerme adaciklar konularak ko-kiltirler baglatilmistir. Ko-kiiltir boyunca besiyeri, %15
FBS i¢eren 1:1 oraninda H-DMEM/RPMI olacak sekilde kullanmiimistir. Her gin besiyeri

degisimi yapilarak hiicreler | ay boyunca ortak mikro-¢evrede kiltiire edilmistir.

3.6. Farkhlastirma Sonrasi Ger¢eklestirilen Karakterizasyon Calismalari

3.6.1. Iimmunohistokimyasal Analizler

Farkhilastirmaya aliman fEKH'ler, PA’lara 6zgii belirtecler acisindan analiz

edilerek, farklilasmanin duzeyini belirlemek amaciyla immunohistokimyasal analizler
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gereeklestiriimistir. Bu amagla, SSEA1, PDXI1, insilin ve ¢ —peptid immunoflorcsans

boyamalart gergeklestirilmistir.

Farkhilastirilmis fEKH’lerin immunohistokimysal yontemle isarctlenmesi i¢in her
ko-kiiltiirii isleminden sonra hiicreler PBS ile yikanmus, paraformaldehit (PFA) ile 20
dakika oda 1sinda tespit edilmistir. Hiicreler fiksasyon igleminden sonra PBS ile yikanmis
ve % 1,5 normal blok serum igeren PBS’de 30 dak. inkiibe cdilip; uygun dilusyon
oranlarinda hazirlanan SSEA1, PDXI, insilin ve C-peptid primer antikorlari hiicrelere
eklenmistir. +4°C’de 1 gece ve oda sicakhiginda 2 saat siireyle inkiibe edildikten sonra
hiicreler PBS 1le 3 kez yikanmis ve uygun fluoresans isarctli sckonder antikorlarla oda
sicakhigmda 30 dakika inkibe cdilmistir. Son asamada, ¢ckirdek zit boyamasi icin DAPI

kullanilarak, sonuglar florcsan mikroskopta incclenmis ve fotograflanmustir.

3.6.2. Gen Ekspresyon Analizleri

fEKH leri iki farkli yontem ile insiilin tireten hiicreler yontinde farkhlastirildiktan
sonra insiilin iireten hiicrelere 6zgiin belirtecler kullanilarak analiz edilerek farklilasmanin
diizeyi belirlenmeye caligtlmistir. Insiilin ircten hiicrelere 6zgii belirtegler asagidaki

“1zclgede gosterilmistir.
& o b

Cizelge 3.3: Real time PCR 1le msiilin direten hiicrelere 6zgii belirtegler ve fonksiyonlari

Gen Adi Fonksiyonu

GATA-4 Embriyonikrvc ckstra—CInbr'iy()xlik (visseral)

endoderm belirtect

msilin o /fhi'lcre belirteci

glucose tra11§f>8rler—2 (GLUT 2). Jil hiicre belirteci

Pancreatik il‘zmskripsiyon faktori PDX-1 Pankreatik endoderm belirteci

Nkx6.1 Insiilin ekspresyonunda énemli rol oynér




p hiicrelerinin - farklilagmas:  sirasinda  hicrelerin® MafB+, MafA—, Ins+
ekspresyonu farklilasmanin ara (intermediate) asamasi belirteci iken; MafB—, MafA+, Ins+

ekspresyonu ise olgunlagsma (matiir) asama belirtecidir.

Elde cdilen hiicrelerin total RNA izolasyonlari, RNA Izolasyon Kiti ilc izole
cdilmistir. Izolasyondan sonra RNA konsantrasyonu picodrop spektrofotometre ile
Olgiilerck ve 1 pg total RNA olacak sckilde ¢DNA sentez kiti ile ¢DNA’ya ¢evrim
gereeklestirilmistir. Hedef genlerin amplifikasyonunda genlerimize 6zgii prob ve primeri
igeren kitlerin kullanimiyla (Thermo Scientific Solaris gPCR gene expression assays) ve
LightCycler 480-11 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) real-time PCR cihazinda
esit miktarda ¢DNA kullanilarak gergeklestirilmistir. Primer ve problar iretici firmanmn
onerdigi sckilde daha 6nceden standardize edildigi gibi kullanilmistir. PCR kosullari;
95°C’de 10 dakika enzim aktivasyonu takibinde 45 siklus, 95°C’de 10 saniye
denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye annealing ve 72°C’de 1 saniye uzama seklinde

uygulanmigtir. Sonuglar Roche Light Cycler 480 yazilimiyla analiz cdilmistir.

3.6.3. fEKH Kaynakh Insiilin Ureten Hiicrelerin Fonksivonel Calismalar

Glikoz-bagmli insilin salimmini belirleyebilmek i¢in farkhlagmis {EKH lerin in
vitro ortamda, besiyerine cklenen glikoza bagh olarak instihin salgilayip/salgilamadiklarin
test ctmek 1¢in 1k farkl glikoz yogunluguna maruz birakildiktan sonra besiyerinde insiilin
tayini yapilmustir. Insiilin salgilama analizine baslamadan énce hiicreler PBS ile yikanmis
ardindan 1nsiilin 1i¢cermeyen besiyerinde 2 saat kiltiire edilip insiilinin tamamen ortamdan
uzaklastirilmas saglanmistir. Stire sonunda %1 BSA iceren L-DMEM (glikoz miktari: 5.5
mmol/L) cklenmiy ve hiiereler 1 saat siireyle 37 “C de inkiibe edilmistir. Stpernatant. bazal
insiilin sckresyonu analizi i¢in toplanip -20 °C’de analiz zamamna kadar dondurularak
saklanmigtir. Daha sonra hicreler, yine | saat sireyle H-DMEM (glikoz miktan: 25
mmol/L) besiyerinde %! BSA varhginda kiltire edilmigtir.  Siirenin  sonunda
stipernatantlar, glikoz ile uyarilmis insiilin sahimimmi belirlemek i¢in toplamp dondurularak
analiz zamanina kadar saklanmistir. Farklilasmis ve farklilasmamis fEKH 'lerinden salinan
glikoz ile uyarilan immunoreaktif insilin miktarini belirlemek i¢in fare insiilin ELIZA kiti

(Rat/Mouse Insulin ELISA Kit, Milipore EZRMI-13K) kullaniimistir.



4.BULGULAR

4.1. Besleyici Tabakanin Hazirlanmasi

fEKH’lerin uzun siireli farklilasmadan kiiltiire edilebilmesi i¢in besleyici tabaka
olarak fare embriyonik fibroblastlart kullanilmigtir. Bunun i¢in gama 1gimasi yontemi
kullanilarak fibroblastlarin mitotik aktivitesi durulmustur. Bu hiicreler, %0,1’lik jelatin ile
kaplanmis kiiltiir kaplarina besleyici tabaka hiicreleri ekilmis ve ekiminden 1 giin sonra bu
hiicreler fEKH kiiltiirii i¢in hazir hale gelmislerdir (Sekil 4.1). Hazirlanan besleyici tabaka,

en fazla bir hafta kullanilnmigtir.

Sekil 4.1: Mitotik aktivitesi durdurulmus fare embriyonik fibroblastlarinin jelatin kaph
kiiltiir kaplarindaki morfolojileri zit faz mikroskobunda izlenmektedir (Bar ¢ubuklar: A-
200pm, B-100 pm, C-50 pum).
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Sekil 4.2. fEF’lerin mitotik aktivitesinin durdurulmasi i¢in 10 mg/ml Mitomisin C
uygulanmasi sonrasi hiicre siklusu analizi.
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Sekil 4.3: fEF lerin mitotik aktivitesinin durdurulmasi igin Gama 1s1masi yonteminin
uygulanmasi sonrasi hiicre siklusu analizi.
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Cizelge 4.1: Mitomisin C ve gamma 1smma ile mitotik aktivitesi durdurulmus
hiicrelerin hiicre siklus analizleri.

Mitomicin C ama Isim

' 52,17 6001
492 6.88
22.92 3301

Hiicre siklusu analizinde Mitomicin C uygulanarak mitotik aktivitesi
durdurulmusg fare embriyonik fibroblastlann % 52.17°si G1 fazinda, % 4.92°si S
fazinda, % 42.92°s1 G2 fazinda olarak gézlenmistir. Hiicre siklusu analizinde, Gama
1sm1 uygulanarak mitotik aktivitesi durdurulmus fare embniyonik fibroblastlarin %

60,01°1 G1 fazinda, % 6,88°1 S fazinda, % 33,1171 G2 fazinda gézlenmistir.

4.2. Besleyici Tabakalarin Uzerine fEKH Kiiltiirii

LEKH ler fare embriyonik fibroblastlart (fEF) tizerinde kiltire edilmis ve hiicreler
farkhilasmadan uzun siire pasajlanmistir. Hiicrelerin morfolojileri giinliik olarak mikroskop
altinda takip edilmistir. Hiicreler uzun pasajlar siiresince EKH’ye 6zgii koloni olusturma
sckillerint korumug ve hiierelerin sinirlart belirgin bir sekilde 1izlenmistir (Sekil 4.4-6). Bu
bulgu da fEKHlerin besleyici tabaka tzerinde uzun sireler boyunca farklhilasmadan
kaldigmi gostermektedir (Sekil 4.7). Kolonilerin biyiiyerek birbirlerine yaklasmasi ve
temast ile EKH lerin farkhifagmasinin engellenmesi amaciyla. giinliik morfolojik takiplerde

koloni bovutlart g6z 6niine alinarak hiicreler pasajlanmistir



Sekil 4.4: fEKH 'lerinin kiltiirin 1. giniinde EKH’ye 6zgili koloni olusturma sckilleri ve
hiicrelerin sinirlar zit faz mikroskobunda izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A-200 um, B-100
pm, C-50 pm, D-20 pm).



Sekil 4.5: fEKH’lerinin kultirin 2. giiniinde kolonilerin  biytudikleri zit faz
mikroskobunda izlenmektedir (Bar ¢ubuklart: A-100 pm, B-50 um, C ve D-20 um).
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Sekil 4.6: fEKH’lcrinin kiltiirin 3. giiniinde kolonilerin birbirlerine yaklastiklari zit faz
mikroskobunda izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A-200 um, B-100 pum, C-50 um).

Sekil 4.7: fEKH’lerin pasaj 40’ta besleyici tabaka ilizerinde farklilagsmadan kaldigi ve
morfolojilerinin korundugu zit faz mikroskobunda izlenmektedir (Bar ¢ubuklar: A-100
um, B-50 pm).
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4.3. fEKH'lerin Karekterizasyonu
4.3.1. immunohistokimya
fEKH’ler pluripotensi belirtegleri olan Nanog, Oct4 ve SSEA1 antikorlan ile

boyanmis ve pozitiflik gostermislerdir (Sekil 4.8). Boylece hiicrelerin uzun siireli

pasajlanmalarinin ardindan pluripotensi dzelliklerini koruduklart gosterilmistir,



Sekil 4.8: Nanog, Oct-4, Sox-2 ve a-SMA (alfa-diiz kas aktin)igin immun boyanmus
fEKH’lerinin  pozitif reaksiyonlar: izlenmektedir. SSEAI1 ekspresyonu EKH’lerde
membrans1 immunoreaktivite gostermektedir (oklar). Oct-4’un ekspresyon dagilimi
nukleer iken Nanog hem nukleer hem de sitoplazmik olarak izleniyor (oklar) (Bar
cubuklari: A-100 pm, B-50 pm, C veD-20 pm).
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4.3.2. Alkalen Fosfataz Analizi

Besleyici hiicre tabakas: iizerinde kiiltiire edilen EK hiicre kolonilerinin tamanmu

alkalen fosfotaz (ALP) aktivitesi gostermisken, fEF’ler1 gostermemistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9: fEKH kolonilerinde ALP aktivitesi 151tk mikroskobunda pozitif olarak
1zlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A-100 pm, B-50 pm).

4.4. Embriyoeid Cisimcik Olusumu
fEKH’ler farklilastirmaya alinmadan once asih damla (Hanging Drop) (Sekil

4.10) ve siispansiyon kualtari (Sekil 4.11) yontemleri kullamlarak EC  olusumu

saglanmistir.
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Sekil 4.10: Asili damla yontemi (A) ile olusturulmus EC’lerin (B) stereo mikroskop

goruintiileri izlenmektedir (Orijinal biyiitme:X10).

Sekil 4.11: Siispansiyon kiiltiiri yontemiyle elde edilen EC’ler zit faz mikroskobundaki
izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A-200 um, B-50 um).

Hiicreler siispanse kiiltiirlerinde bir araya gelerek EC’leri olusturmustur. EC’ler 3
giinliik stispanse kiiltiirlerinden sonra %0,1’lik jelatinle kaplanmis kiiltiir kaplarina alinarak

adherent kiiltiirleri saglanmistir.
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4.5. Adaciklarinin izolasyonu ve Karakterizasyonu

Fare pankreasindan izole edilmis adaciklar stereo mikroskop altinda sayilmistir
(Sekil 4.12). Elde edilen adaciklarin karekterizasyonu i¢in, adaciklara 6zgiin dithiyozone
(DTZ) boyamas: kullamilmigtir. DTZ, beta hiicrelerinin mitokondriyonlarindaki ¢inko
(Zn)’'ya baglanarak kirmizi renk vermektedir. DTZ ile boyanarak pozitif oldugu
belirlenmis (Sekil 4.13); Canlilik testi i¢in, FDA-PI (Floresan diasetat-Propidyum iyodiir)
flouresans boyamalar gerceklestirilmistir. Flouresans mikroskoptaki incelemelerde FDA
pozitif hiicreler yesil (canli), PI pozitif hiicreler kirmiz1 (61i) olarak izlenmistir (Sekil

4.14).

Sekil 4.12: Fare pankreasindan izole edilmis ve stereo mikroskop altinda mikro pipetle
secilen Langerhans adaciklarinin morfolojileri A: Stereo mikroskop goriinimleri, B, C ve
D: Zit faz mikroskop gortiniimleri izlenmektedir (Bar gubuklari: A-200 pm, B-100 um, C
ve D-50 um).
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Sekil 4.13: DTZ ilc boyanmis adaciklarin zit faz mikroskop goriiniimleri pozitif olarak
izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A-200 um, B-100 um, C ve D-50 pm).
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Sekil 4.14: Adaciklarin canhligim gosteren FDA (canhi-yesil) Pl (6li-kirmizi) (Bar
cubuklari: A, B, D-200 pm, C ve E-200 pm).
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4.6. fEKH’lerin Kimyasal ve Adacik Mikrogevresinde Farkhlastirma Cahsmalari

4.6.1. fEKH’lerin in vitro Kosullarda Kimyasal Yolla insiilin Ureten Hiicreye

Farkhlastirilmasi

Siispanse kiiltiirlerinde 3 giin boyunca bekletilen EC’ler 3.giiniin sonunda jelatin
kapli kiltiir kaplarina alinmis ve 1 giin beklenerek kiiltir kabi yiizeyine yapistiklari

gozlenmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15: Kimyasal yolla insiilin treten hiicreye farklilagtirilmaya alinmadan 6nce
EC’lerin kiltiir kabinin tabanimna yapistig1 ve yayildigi zit faz mikroskopta izlenmektedir
(Bar gubuklari: A, B,D-100 pm, B-50 pm).
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Ardindan hiicrcler kimyasal yolla insiilin iircten hiicreye farlsilagtirmak amaciyla
kiiltiire edilerek 1 ay boyunca morfolojileri giinliik olarak takip edilmig, giinler arasi
karsilagtirma yapilmistir. Hiicrelerin kiltiriniiniin 7. giiniinde morfolojilerinde epiteliyal
hiicre benzeri hiicreler goriilmeye baslanmistir (Sekil 4.16 G-1 okla gosterilmistir).
Epiteliyal morfolojideki hiticreler kiltiriin 14. giiniinde de gozlenmeye devam etmistir
(Sekil 4.16 J-L okla gosterilmistir). 21. giinde mevcut epiteliyal morfoloji kaybolmaya
baslamig (Sekil 4.16 M-0) ve kiltirtin 30. giiniinde adherent kiltiirlerindeki EC’lerden

yent hiicrelerin ¢ikmaya basladig gorilmustir (Sekil 4.16 P-S).
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Sekil 4.16: /n vitro kosullarda kimyasal yolla insiilin iireten hiicreye farklilastiriimaya
alinan EC’lerin ¢esitli glinlerdeki morfolojik degisimleri zit faz mikroskopta izlenmektedir
(A, B, C: l.giin; D, E, F: 3.glin; G, H, I: 7.giin; J, K, L: 12.giin; M, N, O: 26.giin, P, R, S:
30.giin ) (Bar gubuklari: A, G, M-200 um, B, D, E, H, J, K, L, N, O, P, R-100 um, C, F, I,
S-50 um).

4.6.2. fEKH’lerin Langerhans Adaciklan ile indirekt Ko-Kiiltiirii

Siispanse kiiltlirlerinde 3 giin boyunca bekletilen EC’ler 3.giiniin sonunda jelatin
kaph kiltir kaplarina alinmis ve 1 gin beklenerek kiiltiir kabi yiizeyine yapistiklari

gozlenmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17: Ko-kiiltiir oncesi EC’lerin kiiltiir kabinin tabanina yapistig1 ve yayildigi zit faz
mikroskopta izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A, B, D-200 pm, C-50 um).
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Hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine yapismasindan sonra 0.4pum por ¢apindaki
insertler 12 kuyucuklu kiiltiir kaplan tizerlerine yerlestirilmis ve bunlarin {izerine adaciklar

ekilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: insertler iizerine yerlestirilmis fare adaciklar1 (okla gosterilmistir) ve insert
altinda kiltir kabinin tabanina yapisan EC’ler (daire igerisinde gosterilmistir) zit faz
mikroskopta izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: A, C-200 um, B, D-100 pm).

49



Hicreler adaciklar ile 1 ay boyunca ko-kiltiire cdilerck morfolojileri giinliik
olarak takip edilmis, giinler arasi karsilastirma yapilmustir. Hiicrelerin kiltiriiniinin 7.
gliniinde morfolojilerinde epiteliyal hiicre benzeri hiicreler gériilmeye baslanmistir (Sekil
4.19 G-I okla gosterilmistir). Epiteliyal morfolojideki hiicreler kiiltiiriin 14. giniinde de
gozlenmeye devam etmistir (Sekil 4.19 J-L okla gosterilmistir). 21. giinde mevcut
epiteliyal morfoloji devam ederken (Sekil 4.19 M-0) kiiltiiriin 30. Guniinde farklilasmig
hiicre morfolojilert devam ederken: bunun yaninda bir kisim hiicrelerin 6lmeye basladig
gorilmis. ayni zamanda adherent kiltiirlerindeki LC’lerden yeni hiicrelerin ¢ikmaya

basladif goriilmiistiir (Sekil 4.19 P-S yildiz ile gosterilmistir).
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Sekil 4.19: Adaciklarla dogrudan olmayan ortak kiiltiire alinan EC’lerin farkh giinlerdeki
morfolojik degisimlerinin zit faz mikroskobik goriiniimlen izlenmektedir (Bar ¢ubuklan:
M-200 um, A, B, C, D, E. F. J, O, P, R-100 um, G, H, I, K. L, S-50 um).

Adaciklarin insertler tizerine koyulmasindan sonra 1 ay boyunca kiiltiir devam
cttirilmistir. Hiicreler 7., 14., 21. ve 30.giinlerde ortamdan alinarak farklilastirma analizleri

i¢in tespit edilmistir.

4.7.fEKH’lerin Farkhlastirma Sonrasi1 Karekterizasyon Cahismalari

4.7.1. immunohistokimya

Kontrol amaciyla (instlin dreten hiicre yoniinde farklilastirilmamis) {1EKEH
kaynakli EC’lerin adherent kiiltiirlerinde hiicreleri pluripotensiyi gisteren belirteglerden
birt olan SSEATI i¢in pozitif olarak immunreaksiyon vermistir (Sekil 4.20 B ve D).
Bununla birlikte, insulin dreten hiicrelere 6zgiin olan insiilin (Sekil 4.20 C,D,F ve H) ve

PDX1 (Sekil 4.20G,H,K ve L) icin ise negatit immunreaktivite izlenmistir.



.
--

Sekil 4.20: fEKH’lerden elde edilen EC’lerde insiilin (negatif), PDX1 (negatif) ve

SSEA I(pozitif) ckspresyonlan fuloresans mikroskopta gozlenmektedir (Bar ¢ubuklari: D,
H, L-200 pm).

Farkhlasma kiiltirlerinde (kimyasal uyarim) 7., 14., 21. (Sekil 4.21 A-D) ve 30.
(Sekil 4.21 E-H) giinlerde EC kaynakl: hiicreler SSEA1 ve Insiilin igin immunboyamaya
alinmiglardir. Kimyasal uyarimla farklilagtirmaya yonlendirilen EKH’ler 7. ve 14. giinlerde
insiilin yoniinden zayif ya da negatif immunreaksiyon gostermislerdir. Sekil 24D’de
goriildiigii tizere, farklilagmanin 21.giinlinde, EC’lerden kaynaklanan hiicrelerin birkismi
insiilin i¢in pozitif reaksiyon gostermeye baglamistir. Bununla birlikte, kiiltiirde
farklilasmamis SSEA1 pozitif hiicreler ¢ogunlukta olarak izlenmistir. Farklisma
kiltiriiniin 30. giiniinde 1se, oneceki siirecin aksine insiilin pozitif hiicrelerin belirgin
sekilde arttig1 saptanmigtir. Buna karsilik, SSEA1’1 eksprese eden hiicre yogunlugunda
Onemli azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.21 E-H).
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DAPI SSEA1 INSULIN
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Sekil 4.21: fEKH’lerin in vitro kosullarda kimyasal yolla insiilin ilireten hiicreye
farklilastinlmaya alinan hiicrelerin farklilagsmanin g¢esitli giinleri sonunda SSEAT1 (yesil) ve
insiilin (kirmiz1) ile boyanmasi immunflorcsans olarak izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: D, H,
L-50 um,P-200 pm).

7. GUN

14. GUN

21. GUN

30. GON

Hiicreler, instilin ve PDX1 ile ikili boyandiklarinda ise, 7., 21. ve 30.giinlerinde
insiilinin pozitif ancak PDX1’in negatif oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.22). C-peptid ve
PDXI1 ikili boyamalarinda hiicrelerde 7. ve 14. giinlerde her ikisinin de pozitit oldugu

gorilmustiir (Sekil 4.23).
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DAPI iNSULIN PDX-1
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Sekil 4.22: fEKH’lerin in vitro kosullarda kimyasal yolla insiilin ireten hiicreye
farklilastirilmaya alinan hiicrelerin farklilagsmanin gesitli glinleri sonunda insiilin (yesil) ve

PDXI1 (kirmizi) ile boyanmasi immunfloresans olarak izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: D, H,
L, P-50 um).

7. GUN

14. GUN

21. GUN

30. GUN
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DAPI C-PEPTID PDX-1
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Sekil 4.23: fEKH’lerin in vitro kosullarda kimyasal yolla insiilin ireten hiicreye
farklilagtirilmasi yontemi ile farklilagtirilmaya alinan hiicrelerin farklilagmanin gegitli
giinleri sonunda c-peptid (yesil) vePDX1 (kirmizi) ile boyanmasi immunfloresans olarak
izlenmektedir (Bar ¢ubuklar: D, H, L, P-50 um).

fEKH’lerin in vitro kosullarda adacik mikrogevresinde insiilin Ureten hiicreye
farklilastirilmas1 yoluyla farklilasmaya alinan hiicrelerde 7.ve 14.giinlerde SSEA-I
ekspresyonunun kuvvetli oldugu (Sekil 4.24 B ve F) ancak bu ekspresyonun ilereleyen
giinlerde azaldig1 (Sekil 4.24 J ve N) goriilmiistiir. Insiilin ekspresyonunun ise 6zellikle 21.
ve 30. giinlerde kuvvethh bir sekilde arttigr izlenmistir (Sekil 4.25 J ve N). PDXI
ekspresyonu ise giinler arasi farklilik gostermistir (Sekil 4.25-26). C-peptit ekspresyonu ise

insiilin ile benzer sekilde kuvvetli bir sekilde izlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.24: fEKH’lerin in vitro kosullarda adacik mikrogevresinde insiilin tireten hiicreye
farklilastinilmas: yoluyla farkhilagsmaya alinan hiicrelerin farklilagmanin ¢esitli giinleri
sonunda SSEA1 (yesil) ve insiilin (kirmizi) ilc boyanmasi immunfloresans olarak
izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: D, H, L, P-200 um).

7. GUN

21. GUN 14. GUN

30. GUN
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DAPI INSULIN PDX-1
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Sekil 4.25: fEKH’lerin in vitro kosullarda adacik mikrogevresinde insiilin iireten hiicreye
farklilastirilmasi yoluyla farklilasmaya alinan hiicrelerin farklilagmanin ¢egitli giinleri
sonunda instlin (yesil) ve PDXI (kirmizi) ile boyanmasi immunfloresans olarak
izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: D, H, L, P-50 um).

7. GUN

14. GUN

21. GUN

30. GUN
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Sekil 4.26: fEKH’lerin in vitro kosullarda adacik mikrogevresinde insiilin iireten hiicreye
farkhilastirllmas: yoluyla farklilasmaya alinan hiicrelerin farklilasmanin ¢esitli giinleri
sonunda C-peptid (yesil) ve PDX1 (kirmizi) ile boyanmasi immunfloresans olarak
izlenmektedir (Bar ¢ubuklari: D, H, L, P-50 um).

4.7.2. Gen Ekspresyon Analizleri

Kimyasal indiiksiyon ve adacik mikrogevresinde kiiltir sonucu farkhilasmis
EKH’lerde insiilin tireten hiicrelere 6zgiin GLUT 2. MafA, MafB, Nkx6-1 ve Ins 2 gibi
bazi gen ve transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeyleri real time PCR ile analiz

edilmistir.

Farkhilaghrmanin ~ 21. giiniinde  gergeklestirilen  analizlere  gore;  adacik
mikrogevresinde ko-kiiltiire edilen farklilasmis EKH’lerin GLUT2, NKX6-1 ve insiilin2

gen ifadelerinin kimyasal yolla farklilastirilmis hiicrelere oranla anlamlh diizeyde yiiksck
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eksprese edildikleri tespit edilmistir (p<0.001). Ayrica, adaciklar ile ortak kiiltiire edilmig
tarklilasmis EKH’lerde MafB gen ifadesinin yiikselisinin ileri derecede anlamli (p<0.001)
ve MafA gen ifadesinin ise ¢ok ileri derecede anlamlh (p<0.001) olarak yiiksek oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: fEKH’lerin insiilin ireten hiicrelere tarkhlastinlmasinin 21. giiniinde gen
ekspresyon analizleri izlenmektedir (GLUT2: p<0,05; MatB: p<0,01; NKX6-1: p<0,05; Ins
2: p<0,05; MafA: p<0,001).

Farklilagtirmanin 30. giiniindeki analizlere gore; adaciklar ile ko-kiiltiir ortamina
alinan hiicrelerde diger yonteme gore NKX6-1 gen ifadesindeki yilikselisin anlamli; MafB
gen ifadesindeki yiikselisin iler1 derccede anlamli; GLUT2, insilin2 ve MafA gen

ifadelerindeki yiikselisin ise ¢ok ileri derecede anlaml oldugu gorilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: fEKH’lerin insilin iireten hiicrelere farklilagtinlmasinin 30. giintinde gen

ekspresyon analizleri izlenmektedir (GLUT2: p<0,001; MafB: p<0,01; NKX6-1: p<0,05,;
Ins 2: p<0,001; MafA: p<0,001).

Gen ekspresyon analizlerini 2 yontem arasinda kiyaslamanin yaninda, yontemleri
kendi aralarinda kiyaslamak amaciyla farklilastirmanin 21. ve 30. giinlerindeki hiicrelerde

GLUT 2, MafA, MafB, Nkx6.1 ve PDX1 gen ifadelerine bakilmistir.

In vitro kosullarda kimyasal yolla insiilin treten hiicreye farkhlastirilmanin 30.
giinindeki GLUT2, MafB gen ifadelerinin 21. giindeki ifadelere goére anlamli derecede
artig; PDX1 ve MatA gen ifadelerinin ise ¢ok ileri derecede anlamli olarak yiiksek

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29: fEKH’lerin kimyasal yolla insiilin dreten hiicreye farkhilagtirilmas: ile
farklilagtinlmasinin 21. ve 30. giinlerinde Real-Time PCR ile kargilastirmah gen
ekspresyon analizleri izlenmektedir (GLUT2: p<0,05; MafB: p<0,05; NKX6-1: p<0,05;
PDX1: p<0,001. MafA: p<0,001).

Adaciklar ile ko-kiiltiir yontemiyle farkhlastirmanin 30. giiniindeki GLUT2 gen
ifadesinin 21. giindeki ifadesine goére anlamli derecede; MafB ve PDX1 gen ifadelerinin ise
ileri derecede; NKX6-1 gen ifadelerinin ise ¢ok ileri derecede anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu goriilmiigtir. Bunun aksine farklilagmanin 21. giiniinde 30. giiniine gére MafA gen

ifadesinin ¢ok ileri derecede yiiksek oldugu goriilmustiir (Sekil 4.30).

62



]

& ADA 21D

N

m ADA 30D

w

N

[y

GLUT2 MAFB Nkx6-1 Pdx1 MAFA1

Sekil 4.30: fEKH’lerin ko-kiiltiir ile farklilagtirilmasimin 21. ve 30. giinlerinde Real-Time
PCR ilc karsilastirmali gen ckspresyon analizleri izlenmektedir (GLUT2: p<0,05; MafB:
p<0,01; NKX6-1: p<0,001; PDX1: p<0,01; MafA: p<0,001).

4.7.3. Fonksiyon Calismalari

Farklilasmanin son giinii olarak kabul edilen 30. giinde, farklilasmaya alinan
hiicreler yiiksek ve digiik glikoza maruz birakildiktan sonra yapilan ELIZA analizinde hem
kimyasal yolla insiilin iireten hiicreye farklilastirilmas: ile farkhilasmaya alinan, hem de
adacik ko-kiltiirii yontemiyle farklilastirilan hiicrelerde glikoz artisina baglh olarak ileri
derecede anlamli bir sekilde insiilin salinimimin arttigi goralmistir (Sekil 4.31 ve Sekil

4.32).
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Sekil 4.31: fEKH’lerin ko-kiiltir ile farklilagtirma sonrasi 30. giinde glikoza bagimli
insiilin salmmuinin ELIZA analizi izlenmcktedir (p<0,001).
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Sekil 4.32: fEKH'lerin kimyasal yolla insiilin dreten hiicreye farklilagtirilmasi ile
farklilastiritlmas1 sonrast 30. giinde glikoza bagimli insiilin salimminin ELIZA analizi
izlenmektedir (p<0,001).
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Her iki gruptaki hiicrelerin en yiiksek ¢ikan sonucun en diisiik ¢ikan sonuca

boliinmesiyle gruplara ait uyarilma indeksleri elde edilmistir.

En ytliksek ¢ikan deger

Ima =
Uyarilma Indeksi En diisiik ¢ikan deger

In vitro  kosullarda adacik mikrogevresinde insiilin - iireten  hiicreye
farkhilagtinlmasi ile farklilagmaya alinan hiicrelerde uyarilmanin ¢ok anlamh

derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.33).

Uyarilma indeksi

M Stimulation Index {Uyarnima
indeksi)

Ko-kultir insulin indikleyici Besiyeri

Sekil 4.33: EKH'lerin farklilagtirma sonrasi uyarilma indeksleri izlenmektedir (p<0,01).
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5.TARTISMA

Kok hiicrelerin istenilen hiicre hattina dogru farkhilasmasim saglamanm cesitli
yollar1 bulunmaktadir. Bunlardan biri besi yerinin igerigini degistirerek hiicrelerin bu yolda
farklilagmasini saglamak (Gonez ve ark., 2010; Banerjee ve ark., 2011), diger bir yontem
gen transfeksiyonu ile tetikleyici bir genin aktarimiyla hiicrelerin farkhilasmasini saglamak
ve son olarak da birlikte kiltir (ko-kaltiir) tekniklerini kullanmaktir. Ko-kiiltiir teknikleri
hiicrelerin aym ortama konmasiyla gerek hiicre-hiicre temash ve parakrin etkilesimle
gerekse hiicrelerin salgiladiklart sitokinler yoluyla hiicre temasi olmayan yalnizca parakrin

etkilesim ile hiicre farklilasmasi temeline dayanan bir tekniktir.

K&k hiicre  mikro-¢evrelerinin, kendini  yenileme ve kok hiicre akibetini
yonlendiritmesindek: rollerinin anlasilmasi, hastahkli doku ve organlarin yenilenmesinde
kullanilmasi diistiniilen kok hiicre esash tedavi protokollerini uygulama yolunda énemli
adim olmustur. Denceysel in vivo hayvan ¢alismalarinda bir¢ok doku ve organlarda kok
hiicrelerin akibetini yonlendirmede rol oynayan mikro-¢evre clemanlart tanimlanmaya
calisiimistir. Ko-kiltiir ¢alismalarinda kok ya da onctl hiicrelerinin 6zgiin hiicrelere
farklilagmasinin uyarilmasinin yanmda kiltirdeki diger hticre ¢esidinin canhihgr ve
proliferasyonu iizerinde olumlu ctkileri oldugu saptannugtir. Baffour ve ark. (Baffour ve
ark., 2006), insan kardiyomiyositleri ve iskelet miyoblastlanm KG-MKH'ler ko-kiiltiire
etmisler ve MK’ lerden salgilanan biiyiime faktorlerinin miyoblastlarin proliferasyonunu
indiikledigini saptamiglardir. Ayrica, kan sisteminin yeniden kurulmasi i¢in ger¢eklestirilen
kemik iligi ve kordon kani kokenli hematopoietik kok hicreleri nakil oncesi ex-vivo
ckspansiyonu amaciyla MKIH'ler ile ko-kiltiire edilmisler ve canlilik ve proliferasyon
oranlarinda anlamh artiglar saptamiglardir (Koh ve ark., 2005). Son olarak, farc, sican ve
domuz pankrcas adaciklan insan adacik-kokenli fibroblast hiicre dizisi (MNNK-1) ile ko-
kiiltiire cdildiklerinde adaciklarm instilin salgilama ve morfolojilerinin devamliliginda
anlamli olumlu sonuglar bildirilmistir. Tiim bu kanitlar dogrultusunda, esas olarak farelerin
pankreasindan clde edilmis olan Langerhans adaciklarindan sentezlenen eriyebilir
molekiiller ile ko-kiiltiirde bulunan fEKH kaynakli EC’ler iizerinde indiiksiyon yaparak,
islevsel adacik hiicrelerine (insilin, glukagon, pankreatik polipeptit ve somatostatin

salgilayan hiicrelere) farklilagmalarinin saglanabilecegi diisinalmustir. Bu amacla tez
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calismasinin konu ve kapsaminda fEKH’lerinin farc pankrcas adaciklart ile dogrudan
olmayan/indirekt (hiicre-adacik temasi olmaksizin) ko-kiiltiiriin  fEKH’lerin  adacik
hiicrelerine farklilasma potansiyeli tizerindeki etkilerini immunogenetik, immunofenotipik
ve fonksiyonel ¢alismalar ile gosterilmesinin yer almasi planlanmustir. Ayrica fEKH lerin
insiilin tireten hiicrelere farkhlasmasinda kullamlan indiiktorler ile gergeklestirilen
farklilagsma ilc karsilastinlmasi da amaglanmigtir. Tez kapsaminda yapilan c¢alismalar
sonucunda Oncelikle EKH’lerin iizerinde ¢ogaltildigt fEF’ler uzun pasajlar sonucu
cogaltilmis ve ardindan gama isimasi yontemi ile mitotik aktiviteleri durdurulmustur.
Burada gama 1simasinin tercih edilmesinin sebebi mitomisin C’ye gore daha yiiksek
oranda hiicrenin G1/S safthasinda kalmasinin saglanmis olmasidir. Ardindan fEKH’ler
cogalulmis ve bu hicrelerin  karakterizasyonu  gergeklestirilmistir.  fEKH lerin
karakterizasyonu i¢in immunohistokimyasal analizlerini gergeklestirmek icin OCT4,
Nanog, Sox2, SSEAI ile immunfloresan isaretlenmesi sonucunda {EKH kolonilerindeki
hiicrelerin OCT4, Nanog. Sox2 ve SSEAT1 ekspresyonu gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica
kolonilerdeki hiicreler, alkalen fosfataz ekspresyonu da gostermistir. Bu hiicreler gerek bu
tez caliymasinda gerekse gelecekteki diger fEKH ¢alismalarinda kullanilmak iizere
pluripotent  6zellikleri  korunarak  ¢ogalulmis  ve  depolanmistir.  Farkhlastirma
prosediirlerine baslamadan 6nce fEKH lerden oncelikle EC’ler olusturulmus ve ardindan
bu cisimcikler jelatin kaplh kiiltiir kaplara ckilerck yapiskan kiiltiirleri saglanmistir. Tezin
ana farklilastirma proscdiriinde pankreatik adacik hiicrelerine farklilagtirma asamasini
gereeklestirmek i¢in Oncelikle fare pankreaslarindan enzimatik yontemle adaciklar izole
cdilmis clde cdilen yapilarin adacik oldugu kanitlanms ve adaciklanin canliliklarina
bakilmistir. Canlilik yoniinden olumlu sonug¢ veren adaciklar yapiskan kiiltiirlerindeki
EC’lerin {izerindeki insertler Gzerine yerlestirilerek ortak kiiltiirleri gerceklestirilmistir.
Buradaki asil diisiince adaciklann disart salgiladiklarr sitokinlerin fEKH leri etkileyerek bu
hiicrelerm instlin dreten f benzeri hierelere farkhilaymasmi saglamaktr. Ortak mikro-
¢evrede bulunan hiicrelerin etkilesimlenyle farklilagmasinin gergeklesmesi beklenmistir.
Ayni zamanda farkhilasma proscdiirlerinde sik¢a kargilagilan besiyeri degisimi ile hiicreleri
farkhlasmaya indiikleme yontemi de tez kapsaminda pozitif kontrol olarak kullanilnustir.
Pozitif kontrol olarak kullanilmanin yaninda karsilastirma yapmak agisindan da bu yontem

degerlendirilmistir.
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Exendin 4 GLP-1 analogudur ve in vivo’da ve izole edilmis adaciklarda doza bagh

insiilin sekresyonunu artirir ve glikoza bagimlilik gosterir (Buse 2004).

Exendin 4 ya da GLP-1"1n fazla ckspresyonu in vivo’da fetal pankreatik dokunun,
pankreatik progenitorlerin ya da intestinal kok hiicrelerin insiilin salgilayan hiicrelere
farkhilasmasim saglar ve ayni zamanda hiperglisamiyayi tyilestirir (Liu 2007, Liu 2010,

Movassat 2010).

In vitro Exendin 4 ¢alismalan aktivin B ile kombine bir sekilde olmaktadir. Bu
kombinasyon fEKH lerde insiilin tireten hiicrelere farklhilasmasint ve 6zcellikle insilin 1 gen
ckspresyonunun giiclii olmasini saglamaktadir. Ancak insiilin sckresyonu tam  olarak

gerceklestirilememistir (Ku 2004).

Bunun nedeni kullanilan Exendin 4 konsantrasyonunun c¢ok disiik olmasi
(6rmegin 0,1 nmol/L) olabilir. Bunun yaninda hiicrelenin farklilastirma prosediirii boyunca
yiiksek glikoz varliginda (17,7-25mmol/L) kiiltiire edilmesi olabilir. Bu yiizden Exendin 4
yogunlugu Li ve ark. ¢alismasindaki gibi 10nmol/l olarak kullanilmigtir.

Yapilan farklilasttrma indiiksiyonlarindan  sonra  elde edilen  hicreler.
farkhilagmanin dizeyini ortaya koyabilmek i¢in hiicrelerin pankreatik adacik hiicresi/fs
hiicrest  belirteglerint  gosterip  gostermedigint - gozlemek  icin - antikorlarla

nmmunhistokimyasal olarak igarctlenerck sonuglar 1ki yontem arasinda karsilastirllmistir.

Farklilasma dcneylerinin kontrol grubunda (farkhilasma yontemlerinin hi¢ biri
uygulanmayan) ise kiltiirin sonunda analize alinan hiicreler, SSEAT pozitif. instilin, PDX-
1. C-peptid ile immunofluoresan isarctlendiginde necgatif ckspresyon géstermisken,
fEKIH lerin pankreatik adaciklar ile ko-kiltiri farkhilagtinlmasinim 7. giintinde analize
alinan farkhlagmakta olan hiicreler, beta hiicrelerine 6zgii bir belirteg olan ve Pankreatik
transkripsiyon faktorii PDX-1. insiilin ve C-peptid ile immunofluoresan isaretlendiginde,
bu antikorlarin pozitif ekspresyonu gostermistir. Ayni belirtegler. farklilasmanin 20.ve 25.
giinlerinde de analize alinan farklilasmakta olan hicreler, instilin ve PDX-1 pozitif
ckspresyon gosterdi. insiilin. C-peptid ve PDXI1 pozitif hiicrelerin sayisi, farklilasmanin

14 giiniinde artis goriilmistir. Ayni zamanda EKH yiizey belirteglerinden biri olan ve
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hiicreler farkhilastik¢a ckspresyonu azalan SSEA-1 belirteci de hiicrelerde pozitifken

farklilasmanin ilerleyen giinlerinde pozitiflik azalma géstermistir.

Ek olarak fEKH’lerin farklilastirma sonrasi real-time PCR ile gen ckspresyon
analizlerinde, monolayecr tarzda kiiltiir ile pankreatik adaciklarla ko-kultiiriiniin sonrasinda,
farklilasan hiicrelerin GATA4, Glut2, PDX1, Nkx6.1 vec MafB gen cekspresyonlarini
karsilastinldiginda. adacik ko-kiltiirinde f hiicre belirteci olan PDX1 ckspresyonlarinin
kimyasal yolla insiilin tircten hiicreye farklilagtirilmas: sonucundaki hiicrelere gore artis

gosterdigi izlenmistir.

Pankreatik farklilasma stirecinde en énemli transkripsiyon faktorlerinden biri olan
PDX1, tez calismasinda kritik bir yere sahiptir. PDX1 pankreatik farklilagsma yoluna giren
tim hicrelerde pozitiftir.  Pankreatik  progenitér  hiicrelerde PDX1  ckspresyonunun
goriilmesi bizim deney grubumuz olan ko-kiiltiir ile farklilagtirmada, farklilagsmaya alinan
hiicrelerin pankreatik farklilasma yoluna girdigini gostermektedir. Ancak bu ekspresyon,
farklilasan hiicrelerin kesinlikle instlin ireten beta hiicresine dogru farkhlastiginin bir
gostergesi olamaz. Bu yolda farkhilasmaya baslayan hiicreler duct hicresine, asinar
hiicrelere, o hiicresine ve beta hiicresine farklilagabilir. /n vitro kosullarda kimyasal yolla
insiilin dreten hiicreye farklilagtirlimada PDX1 pozitifligi gosteren farklilagmis hicreler,
hiicrelerine farklilagsmak i¢in 6zel olarak indiklenmekteyken; adaciklar ile ko-kiiltire
konulan hiicreler i¢in bunu tam olarak soylemek zordur. Ciinki adaciklar igerisinde B
hiicrelerinin yaninda, a hiicreleri, pankreatik polipeptit hiicrelert ve delta hiereleri de
bulunmaktadir. Buna ck olarak Langerhans adaciklarinin izolasyonu sirasmda mimkiin
oldukc¢a clemine cdilmeye calisilan ckzokrin kisimda da duct hiicreleri ve asinar hiicreler
istenmeden az sayida olsa da kiltir ortaminda bulunmaktadir. § hiicresi disindaki
hiicrelerin sayilart az olsa da kaltar ortaminda bulunmalar farklilasmaya alinan fEKH "leri

ctkiledigi disiindlebilir.

Dikkati ¢eken diger bir nokta farklilasmaya alinan hicrelerin her kuyucukta
sayica farkll oranda bulunmasi, buna bagh olarak da IF boyamalarina gore pozitiflik
oranlarinin farklilik gostermis olmasidir. Bunun nedeni olarak da ko-kiltiir ortamina
kuyucuk basina 6 adet adacik konulmasina ragmen konulan adaciklarin boyutlarinin farkl

olmasi ve konulan adaciklarin uzun siire canliliklarinin esit sayida devam edememesi
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olarak dcgerlendirilebilir. Buna ck olarak farklilasmaya alinan fEKH’ler éncclikle kuyucuk
basimma 40.000 hiicre gelecek sekilde EC olusumu yapilmaya cahisilsa da elde edilen
EC’lerin boyutlar istemsiz olarak farklilik gostermistir. Bu da dogal olarak adherent
kiiltirlerinde  EC’lerden kaynaklanan hiicre sayisim etkilemistir. Dogal olarak her
kuyucukta tam olarak esit sayida hiicre ile farklilagsmaya baslanamamistir. Bu da her iki

yontemle farklilasmada sonuglar etkiledigi diisiiniilmektedir.

Ko-kultir yontemiyle farklilasmanin sonucunda son giin olarak kabul cdilen 30.
giinde, kiiltiir ortaminda birgok hiicrenin 61dGgli veya 6lume gittidi, morfolojik olarak
tarklilasmis olarak gériilen hiicreler ve ayni zamanda hali hazirda hala canliligini koruyan
EC’lerden hiicre ¢ikisinin devam ettigi goriilmektedir. Cok heterojen olan bu kiltiir
ortaminda farkhilasmis olan hiicrelerin artik liime gittigi yorumlanmistir. Ozellikle 21.
giinden sonra baglayan hiicre oliimlerinden ¢ikanlacak sonug, ko-kiitir metodunda
adaciklardan gelen sinyaller. EC’lerden yeni ¢ikan hiicreler farklhilastirmak tizere ctkili
olurken, mevcut ortam farklilasmis hiicrelerin canhiligini uzun siire siirdiirebilmek i¢in

yeterli gelmemektedir.

Elde cdilen morfolojik ecldeler, [F boyamalar ve Real Time PCR ile gen
ckspresyonu sonuglarindan yola ¢ikarak adaciklar ile ko-kiltiir yonteminin en 1yi sonuglan

14.-21. glinler arasinda verdigi goriilmektedir.

Son olarak fEKHlerin adaciklarla ko-kiiltir ile farklilagmasi yapilan grupta,
farklilagsmakta olan hiicrelerin besi yeri siipernatanlarindan glikoza karst insiilin salinim
miktarini belirlemek icin ELIZA analizi yapilmistir. Her 1ki farklilastirma yénteminde de
msthin salinmr miktarmda  artis goralmastir. Bu o artisglann gruplar — arasinda
karstlagtirtlmas1 amaciyla her 1ki grubunda uyarilma indekslert ahimmis ve sonuglar
birbirleri ile karsilastirtlnustir. Sonuglar  ko-kultir yontemi ile farklilasmaya alinan
hiicrelerde kimyasal yolla insiilin iireten hiicreye farkhilastinimasiyla farklilasmaya alinan

hiicrelerin insiilin salinimina gore daha fazla artmistir.

Sonucta adaciklar ile ko-kiiltiir ile farklilastirmaya alinan hiicrelerin, kiiltlrde
adacik benzeri hiicrelere 6zgiin immunofenotiptk ve genotiptik belirteclerle insiilin

salgilayan hiicrelere veya f-benzeri hiicrelere farkhilastiklar gdzlenmistir. Calismadan elde
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cdilen sonugclar, adacik ko-kiltiiriintin diger ¢ahismalardan farkli olarak tek basina bir
pankreatik adacik hiicre/f-hiicre farklilagsma indiiktori oldugu ve pozitif kontrol gruplar
olarak ya da bugiine kadar yapilmis farkhilastirma yontemleri olarak diger yontemlerle
verimlilik ve farklilagma asamasi a¢isindan bazen daha fazla verimli olabildigi ya da en az
onlar kadar hiicre farklilasmasi saglayabildigini gostermistir. Ayrica diger farklilastirma

yontemlerine gore daha az 1s giicli ve malzeme igeren bir kiltlr sistemidir.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Aragtirmanin sonuclarindan yola ¢ikarak adacik mikro-¢evresinde kiiltiire edilen
fEKH’lerin farklilasma agisindan en azindan diger farklilastirma yontemleri ile es deger
oldugu goriilmistir. Ayn1 zamanda ¢alismanin ¢iktilar evrensel bilime katki saglayacaktir.
(Gahsma siiresince elde edilen bilimsel bilgi, beceri ve tecriibeler; ¢esitli kurs, kongre,

panel, sempozyumlara 6nemli katkilar saglamistir ve saglayacaktir.

Adacik  mikro-cevresinde farklilasmaya alman EKH'lerin  gerek insiilin
ckspresyonu gerekse insiilin - sekresyonu  bakimindan indiiksiyon ile farklilagtirma
yontemine gore daha fazla oldugu gorilmesinden dolayi. bu tez ¢ahsmasinin deney
grubunu olusturan ko-kiltar yontemi ile EKH lerden instilin direten hiicrelere farklilastirma

yontemlerine bir yenisini ekledigimiz sonucunu vermektedir.

Bundan sonraki c¢alismalarda ko-kiltir ile farklilasma yontemi daha da
gelistirilmeye  ¢aligilacaktir. 30 giinlik  farklilastirma  prosediiriinde  kiltir ortamina
konulan adaciklarin 6liimlerine bagh olarak deney sonuclarinm etkilenmemesi amaciyla
adaciklar, aym sayida olmak Ulzere, her hafta tazelenebilir. Buna ek olarak farklilagtirmanimn
ilk basamagi olan EC olusumundan sonra her kuyucuga ckilen EC ve EC’lerden
kaynaklanan hiicrelerin sayilarinin esit olmasini saglamak amaciyla EC’ler adherent
kiiltiirlerine  alimmadan  once enzimatik  yontemlerle tek  hiicre  siispansiyonu  haline

getirilerck her kuyucu@a csit sayida hiicre ckimi yapilabilir.

Ko-kiltiir yonteminin en iyl sonuglart 14, ve 21. giinler arasinda verdigi
gorilmustir. Bundan yola ¢ikarak bu konudaki diger calismalar 6zellikle bu ginler tizerine
yogunlagarak gerckirse her glin farkhlasma analizleri tekrarlanarak, farkhlasmanin en
uygun giini belirlenmeye ¢alisilabilir. Uygun giin belirlendikten sonra farklilasan hiicreler
ko-kaltlir ortamindan alinarak B hiicrelerine uygun bir kiltir ortamiunda kiltiire edilerek,

clde edilen farklilasmis hiicrelerin daha uzun siireler boyunca kiiltiire edilmesi saglanabilir.

Bu ¢alismalarin sonucunda elde edilen hiicreler diyabetik fareler tzerinde in-vivo

deneyler i¢in kullanilarak yeni sonuglar elde edilebilir. Tim bu sonuclara dayanarak bu
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yeni insiilin farklilastirma yontemi daha da gelistirilerck, gintimiizde ¢aresi heniiz
bulunamamig olan diyabet hastaligt i¢in daha da umut verici sonuglar bilim diinyasina

sunulabilir.
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