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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Neonatal ve Eriskin Donem Adacik Gelisiminin Proteomik Yontemlerle

Tanimlanmasi
Hatice YILDIZHAN
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Damigman: Dog. Dr. F. Duygu OZEL DEMIRALP

Glikoz metabolizmasinda gozlenen aksakliklara bagli diyabet gelisimi diinya genelinde
cok sik rastlanan bir patolijidir. Diyabete yol acan faktorler arasinda pankreas adaciklarinin
sayisinda azalmaninda yer almasi nedeniyle, adacik nakli diyabet tedavisinde umut
vericidir. Ancak yontem henliz rutinde uygulanamamaktadir ve gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu amacla adacik fizyolojisinin tanimlanmasi onemlidir. Neonatal
donemde adaciklarin ¢oglama kapasiteleri eriskin doneme gore daha yiiksek iken eriskin
donemde insiilin metabolizmasi1 daha aktiftir. Tez kapsaminda adacik nakli Oncesinde
yeterli hiicre grubu sayisina ulagabilmek ve instlin metabolizmasini aktiflestirebilmek igin
uygulanmasi gereken yontemleri tanimlamak amaci ile neonatal ve eriskin donem

adaciklar1 arasinda karsilastirilmali analizler yapilmistir.

Calisma kapsaminda yeni dogan (n=18) ve eriskin (n=12) donem Wistar Siganlardan
adacik hticreleri izole edilmistir. izole edilen adaciklarin canliliklar tespit edildikten sonra
adaciklardan protein izolasyonu yapilmistir. iki boyutlu jel elektroforezi ile protein
haritalamasi yapilarak, protein profilleri elde edilmis ve PDQuest 8.0.1 programu ile farkli
ifadelenen protein kiimeleri tespit edilmistir. Matriks Yardimli Lazer Iyonizasyon Kiitle
Spektrometreleri (MALDI-TOF) ile elde edilen peptit kiitlelerinden MASCOT programi
kullanilarak protein kimliklendirmesi yapilmistir. Peptit kiitle parmak izi (PMF) yontemi
ile tamimlanan proteinlerin adacik metabolizmasi Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaciyla Cytoscape 3.1.1 programi kullanilarak ontoloji analizi yapilmis ve protein listesi

proliferasyon, immdiin sistem ve insiilin metabolizmasi agisindan tartisilmistir.

Neonatal donemde adacik i¢inde yer alan hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin yiiksek olmasi ve
insiilin metabolizmasinda gozlenen farkliliklar, bu iki yasam donemini nakil amagh

calismalar igin degerli birer kaynak haline getirmektedir. Iki boyutlu jel elektroforezi ve

iv



MALDI-TOF kiitle spektrometresi kullanilarak yapilan kimliklendirmeler neticesinde
adacik gelisiminde ve hiicre dongiisiinde etkin olan mihenk proteinler tespit edilmistir.
Ozet olarak yapilan calisma ile basta enerji metabolizmasi proteinleri olmak tizere 19 adet

proteinin neonatal ve eriskin dénem aktivitelerinde etkin olabilecegi tespit edilmistir.

2015, 88 sayfa
Anahtar Kelimeler: Adacik nakli, MALDI-TOF, neonatal dénem adaciklari, eriskin dénem

adaciklari, 2-D jel elektroforezi



ABSTRACT
M.Sc Thesis

Identification of differences between neonatal and adult stage islets by using Proteomics

Strategies
Hatice YILDIZHAN

Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Dog. Dr. F. Duygu OZEL DEMIRALP

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic diseasethat has high incidence around the world.
One of the reasons of diabetes is islet beta cells dysfunction. Islet transplantation is a
promising way for treatment of diabetes. Although there are some limitations such as beta
cell mass and immune reaction, it is possible to overcome these problems by further
studies on islet physiology. To elucidate underlying physiological mechanisms, neonatal

and adult stage islets were compared at the protein level.

In this study, pancreatic islets were isolated from neonatal rats (n=18) and adult wistars
(n=12). In order to measure islet viability, Floresceindiacetate/propidium iodide (FDA/PI)
staining was performed after isolation. Two groups of isolated islets were analyzedby
bottom-up proteomic strategies to detect differentially expressed proteins. Briefly, islet
protein profile maps were compared by PDQuest 8.01 software and proteins were
identified with Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF/MS) by Peptide mass fingerprint (PMF) analysis. The
identifed proteins were analyzed by using Cytoscape 3.1.1. tool to elucidate important
factors for islet transplantationregarding proliferation, immunity and insulin stimulation

activity.

Neonatal and adult stages were compared to overcome islet transplantation limitations
caused by insulin metabolism differences, beta cell number, immune attacks. Neonatal and
adult stages islets comparisons can be promising strategy in enlightning the underlying
molecular mechanisms to improve islet transplantation. In this study; we showed that while
energy metabolism is important for neonatal islet proliferation, chapaeron molecules are

crucial for adult stage’s insulin metabolism rate.
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1 GIRIS

Diabetes Mellitus yiiksek kan sekerinin sebep oldugu komplikasyonlarla ortaya cikan
matabolik bir hastaliktir. Yiiksek kan sekeri iki sebepten agiga c¢ikar. Yeterli insulin
uretilememesi; Tip 1 diyabet, Uretilen insdlinin vicut hicrelerince metabolize
edilememesi; Tip 2 Diyabet olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tip 1 Diyabetin sikligi Tip 2
diyabete oranla daha diisiiktiir. Giliniimiizde tip 1 diyabet tedavisi igin insiilin alimi
gerekmektedir. Diabetes Mellitus (DM) patolojisinde insulin yetersizliginden kaynakli olan
tipleri icin cesitli tedavi yontemleri arasinda adacik nakli umut vadetmektedir. Iki temel
patoloji gosteren diyabette adacik naklinin 6n plana ¢ikan bir tedavi yontemi olmasinin
sebepleri arasinda hastalarin ila¢ almadan uzun siireler hayatlarini idame ettirebilmeleri yer
almaktadir. Bu silirenin omiir boyuna uzatilmasina yonelik calismalar siirmektedir. Bu
tedavinin uygulanabilmesi i¢in bazi problemlerin asilmasi gerekmektedir. Bunlarin baginda
izole edilen hiicre sayisinin yetersizligi gelmektedir. Ayrica immdin sistem saldirilar ve
nakledilen hicrelerin insiilin saliniminin yeterli diizeye ulasamamasi da engel teskil

etmektedir. Bu engellerin agilmasina yonelik ¢alismalar hizla devam etmektedir.

Literatir bilgisi bize gostermektedir ki, neonatal donem adaciklarinin proliferasyon hizi
erigkin doneme oranla on kat daha fazladir (1). Buna ek olarak neonatal dénem
adaciklarinin  immiin sistem saldirilarima karst kendilerini daha 1yi koruduklar
diistiniilmektedir. Ayrica erigkin donem adaciklar1 glikoz stimiile insiilin saliniminda
neonatal doneme gore daha aktiftir. Bu amagla organizmalarda hiicresel islevlerin tam
olarak anlagilmasi i¢in ifade edilen proteinlerin tanimlanmasi, sentez sonrasi gegirdikleri
degisimlerin saptanmasi ve organizmada bulunduklar yerler ve miktarlarinin belirlenmesi
O6nem arz etmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda, yeni dogan ve eriskin donem Wistar sigan
adaciklarinin karsilagtirmali proteom analizleri ile adacik hiicre gelisim siirecinde etken
molekdllerin protein dizeyinde tanimlanmasi ve bu siire¢ esnasinda adacik fizyolojisinde
farklillk gosteren Ozelliklerin altinda yatan molekiler mekanizmalarin incelenmesi

hedeflenmistir.



2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 GLIKOZ METABOLIZMASI

Bilindigi gibi, glinliik yasamdaki temel fonksiyonlarin gerceklesebilmesi i¢in gerekli enerji
glikozdan elde edilir. Glikoz molekiilii tiikketilen besinlerden temin edilir ve sindirim kanali
yolu ile alinan glikoz kana karistiktan sonra hiicrelere enerji amaci ile tasinir, Glikozun
organizmada dengede tutulabilmesinden temel olarak insilin ve glukagon hormonlari
sorumludur (2). Glikoz metabolizmasinda rol alan iki temel hormondan biri olan insiilin,
pankreasta bulunan ve adacik hiicre grubunun biiyiik ¢ogunlugunu olusturan beta hiicreleri
tarafindan salgilanmaktadir (3). Glikoz i¢ dengesinin saglanmasinda rol alan diger etken
hormon glukagondur ve bu hormon pankreasta yer alan alfa hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Insiilin-glukagon isbirliginde olusabilecek dengesizlikler sonucu

diyabet patolojisi gbzlenmektedir.

2.1.1 Pankreas Hakkinda Genel Bilgi

Pankreas antik zamanlardan beri dikkat ¢eken bir organ olmustur. Pankreasin ilk
adlandirmasi antik Yunan déneminde “biitiin beden’’ anlamia gelen “pan kreas” olarak
yaptlmistir (4). Adlandirmasindan da anlagilacagi tizere pankreas, viicut dengesinin

korunmasinda etken role sahip bir organdir (5).

Pankreas yaklasik olarak 70-100 gram agirliginda pembemsi bir renge sahip ve mide ile
kiiciik bagirsak arasinda yer alan bir organdir (5). Pankreas hem ekzokrin hemde endokrin
salg1 fonksiyonu gergeklestirebilen dokulardan biri olmakla birlikte organizmada farkli
gorevlere sahiptir. Bu fonksiyonlar1 gerceklestiren hiicreler dinamik bir 6zellige sahiptir.

Pankreas dokusunda gérev dagilimi kosullara bagli olarak degiskenlik gostermektedir (6).



Sol ana zafra kanah
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Sekil 2.1 Pankreas genel anatomisi (7)

Pankreasta bulunan hcrelerin bir bolumi kigik gruplar halinde koordineli olarak
calismaktadir. Bu koordinasyon ile olusan hiicre grubuna Langerhans Adaciklar
denmektedir ve pankreasin endokrin  fonksiyonu gosteren hiicre  grubunu
olugturmaktadirlar (8). Detayli olarak 2.1.2 alt bagliginda anlatildigi gibi, adacik grubu
hiicreleri temel olarak dort hiicre grubundan olusmaktadir (5). Bu konu detayli olarak alt

baslikta incelenecektir.

Endokrin fonksiyonuna ek olarak pankreas ayni zamanda ekzokrin aktiviteye de sahiptir.
Ekzokrin fonksiyonu daha ¢ok sindirim tabanli olarak fonksiyon gérmektedir. Pankreasta
karbonhidrat, protein ve yaglarin sindiriminde rol alan enzim ve biyoaktif maddelerin
salgisindan asinar (acinar) hiicreleri sorumludur. Asinar hiicrelerin bu fonksiyonu
sindirimde ve besinlerin hiicre i¢ine alimi ve emiliminde onemli rol oynamaktadir. Bu
enzimler arasinda lipaz, amilaz, tripsin ve kimotripsin gibi enzimler yer almaktadir.
Enzimlerin fonksiyonlarinin hassasiyeti nedeniyle dizenlenmesinde bir¢ok endojen ve
ekzojen yolaklar etki etmektedir (5,9). Pankreasin ekzokrin fonksiyonunda olusacak
aksakliklar cesitli hastaliklar ile sonug¢lanmaktadir. Bu hastaliklarin ortak o6zelligi ise

malnutrisyon olarak bilinmektedir ve alinan besinlerin organizmanin enerji ihtiyacini



karsilayacak diizeyde olmamasi ya da tam verimle kullanilamamasi anlamina gelmektedir

(10).

Ozetle pankreas viicutta glikoz i¢ dengesi basta olmak iizere bircok hormon ve enzimin

salgilanmasindan sorumludur.

2.1.2 Pankreas Adacik Hiicre Dagilim

Langer hans adaciklarn

Pankreas lop hucreleri

~Asinoz

Insulin,
Glikagon hormonlari

~— “Virsung kanal

Sekil 2.2 Adacik hiicre gruplarinin igerigi (11).

Adacik grubunun hiicre igeriginde alfa, beta, delta ve F (PP) hiicreleri bulunmaktadir.
Hiicrelerin yerlesimi sekil 2.1-2de gosterildigi gibidir. Bu hiicre grubunun igerik ytizdesi
canliya gore degisiklik gdstermektedir. Insana yakinlik derecesi en yiiksek olan farelerin
icerik yiizdesi alfa, beta, delta ve PP hiicreleri icin sirasiyla % 25, %60-70, %5-15 ve
%2’dir (5).

Adacik hiicrelerinin tipini klasik boyama teknikleri ile ayirmak pek miimkiin olmamakla
birlikte, salgiladiklar1 peptit tabanli hormonlar yardimiyla hiicre tipleri ayrilabilmektedir.
Beta hiicreleri insiilin salgisindan sorumlu iken, alfa hiicreleri insiilin ile dengede olacak

sekilde sentezlenmesi gereken glukagon hormonunun salgilanmasindan sorumludur. Delta



hlcreleri somatostatin hormununu salgilarken, yilizde igerigi en diisiik olan hiicre grubu

olan F hiicreleri pankreatik polipeptit salgisindan sorumludur (12).

2.1.3 Langerhans Adaciklarmin Iceriginde Yer Alan Hiicrelerin Fonksiyonlar: ve

Salgilarinin Metabolizmadaki Rolii

Adacik hiicreleri birbirleriyle iletisimde ve kiime halinde bulunmalarina karsin,
birbirlerinden farkli 6zelliklere ve farkli salgilara sahip olduklar1 yukarida belirtilmistir. Bu
baslik altinda ilk olarak adacik iceriginde en yliksek yiizdeye sahip olan beta hiicrelerinden
bahsedilecektir.

Beta Hiicreleri (B hiicreleri) normal bir insanda pankreas agirligiin yaklasik %2’sini
olusturmaktadir. Bu oran agirlik cinsinden yaklasik olarak 1-2 grama karsilik gelmektedir.
(13). Beta hcreleri insulin, C-peptit ve amylin ad1 verilen {i¢ temel hormonun salgisindan
sorumludur. Bunlardan C-peptit hormonu, insiilin ile esit molaritelerde salgilanmaktadir ve
beta hiicrelerinin miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan bir molekiildiir. Diyabete bagl

olarak gelisen noropati gibi komplikasyonlarin engellenmesinde rol almaktadir (15).

Amylin ise agirlikli olarak beta hiicreleri tarafindan salgilanan ve adacik amiloid polipeptit
(IAPP) olarak da bilinen peptit tabanli bir hormondur (15-17). Ilk olarak Oxford
Universitesi’nde tanimlanan bu polipeptitin, genis ¢apl etkileri oldugu bilinmektedir. En
cok dikkat ceken 6zelliklerinden biri glikoz i¢ dengesi iizerindeki etkisidir. Ayrica amino
asitlerin uyarimi ile gerceklesen glukagon hormonunun saliimini engelleyerek, endojen

glikoz alimi tiretimini distirebildigi de bilinmektedir (16,18).

Adacik hiicre grubunda yer alan ve ikinci biiylik kiitleye sahip olan bir diger hiicre alfa
hicreleridir. Alfa hicrelerinin tarihi 1907°deki kesfiyle baslar. Alfa hiicrelerinin temel
gorevi bir polipeptit tiirevi olan glukagon hormonunu salgilamaktir (19). Bu gorevine ek
olarak beta hiicrelerinin olusumunda da etken rol oynadig diistiniilmektedir (20,21). Alfa
hiicrelerinden salgilanan glukagon hormonu insiilin bagl olarak glikoz metabolizmasinda
o6nemli rollere sahiptir. Bu alanda kanda glikoz konsantrasyonunun artmasi durumunda

aktive olan glukagon salgisi ile bu denge korunmaya ¢alisilir (38-40).



Beta hiicrelerinin viicuttaki en temel fonksiyonu insiilin yapimi ve yiiksek miktarlarda
depolayabilme-salgilayabilme kabiliyetidir. Beta hiicrelerinden salgilanan insiilinin
dengede tutulmasi hayati dnem tasimaktadir. Beta hiicrelerinden insiilin salinimindaki
temel regilator glikoz seviyesidir. Glikozun normal bir insandaki seviyesi 4-8 mM
arasinda olmalidir ve bu da hiicre ylizeyinde bulunan glikoz tasiyici reseptorler ile
saglanmaktadir (23,24). Eger hiicre disinda glikoz seviyesi yiiksek ise, hiicre i¢ine glikoz
alim1 gerceklesir, beta hicresinde bulunan glikokinaz enzimleri sayesinde glikoz
metabolizmaya alinir ve ATP liretimi gercekleserek, ATP’nin ADP’ye doniisiimii artar.
Dinlenme siirecinde acik olan ATP- duyarli kanallar kapanir; beta hiicrelerinin sitoplazmik
kisminin biriken potasyum iyonu ile birlikte negatif 6zellik kazanmasiyla. dengede -70 mV
olan zar potansiyeli artar (25). Bu durumda zar dengesini saglamak i¢in kKalsiyum kanallar
acilir ve hiicre i¢ine kalsiyum iyonu geg¢isi olur. Kalsiyum iyonunun hiicre i¢ine akis1 zar
dengesini saglamanin yaninda, hiicre i¢inde insiilin iceren keseciklerin zara dogru hareket
etmesini saglar. Boylece beta hiicrelerinin i¢inde bulunan instlin hormonu, egzositoz ile
disar1 salinir (26-28).
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Sekil 2.3 Beta Hiicrelerinden insiilin saliniminin sematik olarak gosterilmesi (29).

Beta hiicrelerinden salgilanan insiilin, glikoz i¢ dengesinde en etken molekullerden biridir.
Bu durumda insiilinin yapisint ve islevlerini daha yakindan incelemek faydali olacaktir.
Insiilin 51 amino asitten olusan, 5808 Da agirliginda anabolik bir polipeptit hormundur.

Karaciger, kas ve yag gibi hedef dokularda etkinlik gostererek enerji i¢ dengesini kontrol



eder. Karbonhidrat metabolizmas: iistiindeki etkisinin yaninda insiilinin viicut {istiinde

oldukga genis spektrumlu etkileri vardir (30).

Insilinin amino asit sekans1 omurgali canlilar arasinda yiiksek derecede korunmustur. INS
geninden sentezlenen preproinsiilin sahip oldugu 24- kalint1 sinyal peptiti ile granulll
endoplazmik retikuluma gider (RER) (31). Daha sonra sinyal peptitleri kesime ugrar ve
preproinsiilin, RER’de proinsulin olarak sentezlenir (32). Daha sonra RER’de dogru
sekilde katlanan proinsulin, trans-golgi agina (TGN) gider. Hucre icinde bulunan
endopeptitazlar yardimi ile proinsiilin aktif insiiline doniisiir. Bu asamada gorev alan
endopeptitaz enzimler prohormon konvertaz ve karboksipeptitaz E’dir (33). Endopeptitaz
kesimi proinsilin tstiinde iki noktada gerceklesmektedir. Ik kesimle C-peptit ile B ve A
zincirleri olusmaktadir ve ikinci kesim sonrasinda B ve A zincirlerine birbirlerine disulfid
bagi ile baglanmaktadirlar ve daha sonra aktif haldeki insilin gerekli metabolik sinyaller
icin hucre igi keseciklerde bekler (34).

Insiilinin organizmada cesitli yolaklarda rol aldifina daha once deginilmisti. Bu rolleri
arasinda karbonhidrat metabolizmasi, yag metabolizmas1 vb gibi organizma canlilig

acisindan hayati 6nemi olan yolaklar bulunmaktadir (30-34).

Pankreasin fonksiyon kaybinda organizmada gozlenmesi beklenen metabolik bozukluklar
ya da hastaliklar olmas1 dogaldir. Pankreasta olusabilecek hatalalarin sonucunda olmasi
muhtemel hastaliklar sdyle siralanabilir: pankreatitis; pankreasin rutinde salgiladig: tripsin
enziminin bagirsak sistemi digsinda pankreasta aktif olmasi halinde pankreasta olusan
inflamasyon ile meydana gelen fonksiyon bozuklugudur (36). Egzokrin pankreas
yetersizligi (EPI), ¢ogunlukla kopeklerde goriilen ancak diger sistematik bozukluklar etkisi
ile insanda da goriilme olasilig1 olan bir rahatsizliktir. EPI, pankreasta sindirimden sorumlu
hiicrelerin fonksiyonelligini bir sekilde yitirmesi sonucunda sindirimin ya da besin
emiliminin yetersizligi ile tanimlanabilir (37,38). Sistik fibrosis hastaligi da pankreas
tabanl bir rahatsizliktir. Sistik fibrosis adinda yer alan ‘cyst’ pankreasta olusan kiitle
anlamima gelmektedir. Bu rahatsizlik esasen ‘cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator’ (CFTR) geninde meydana gelen mutasyon sonucu olusan ve erken 6liime neden

olan bir rahatsizliktir (39,40). Diabetes mellitus, pankreastaki insulin ve glukagon


http://en.wikipedia.org/wiki/Cystic_fibrosis_transmembrane_conductance_regulator
http://en.wikipedia.org/wiki/Cystic_fibrosis_transmembrane_conductance_regulator

hormonlarinin dengesizligi sonucunda olusan bir hastaliktir. Diyabet hastalig1 ve pankreas

iliskisinden asagidaki bélimlerde detayli olarak bahsedilecektir.

2.1.4 Pankreasin Glikoz Metabolizmasindaki Rolii

Kandaki glikoz miktarinin diizenlenmesi, canlilik i¢in hayati énem tagimaktadir ¢iinkii
glikoz canlilik igin en temel ihtiyag olan enerjinin kaynagidir. Bu sebepten viicut glikoz
dengesini saglamak icin hassas regiilasyon sistemlerine sahiptir (41,42). Organizmanin
glikoz kaynagi ii¢ yoldan elde edilir. Bunlar sirastyla; besinlerden alinan glikoz, karaciger
ve adipoz dokuda depo halde bulunanlar ve son olarak glikoz kaynagi glukoneogenezis ile
farkli 6ncii molekillerden elde edilen glikozdur (43). Hicrelerin enerji elde edebilmeleri
icin kandan aldiklar1 glikoz seviyesinin normal homeostaziste olmasi beklenmektedir.
Kandaki glikoz seviyesinin 6l¢iimii i¢in farkli metotlar kullanilmaktadir. Bunlardan hizli
plazma glikoz (FPG) seviyesinin 6lcimu bilinen en standart metotlardandir, hem hizli hem
de giivenilir sonug alinabilen bir yontemdir. Bu yontemle dlgiilen plazma glikoz seviyesi

yaklagik olarak 79.2 — 110 mg/dL degerleri arasinda olmalidir (44).

Kan glikoz seviyesindeki dengenin dar bir aralikta tutulmasinin 6neminden yukarida
bahsedilmistir. Bu dengenin saglanmasindan pankreas adacik hiicreleri sorumludur. Adacik
hiicrelerinden salgilanan insiilin ve glukagon birbirleri ile ters yonde geri-beslenme (feed-
back) mekanizmasi ile ¢alismaktadir (45-47).

Eger kan glikoz seviyesi diiserse, pankreas adacik hiicrelerinde alfa hiicreleri glukagon
hormonu salgilar. Bu hormonun etkisi ile karacigerde bulunan glikojen depolar1 yikilir
(glikoneolizis) ve karaciger kana yikilan glikojenden agiga ¢ikan glikozu salar. Boylece
kandaki glikoz seviyesinde artis olur (48). Eger karacigerdeki glikojen depolar yetersiz
ise, glukagon hormonu bu defa da karaciger ve dalagi ekstra glikoz sentezlemesi igin
uyarir, glukoneogenesis reaksiyonunu baslatir. Bunlara ek olarak, kandaki glikoz
seviyesini azaltan, karacigerdeki glikolizis reaksiyonunun durmasini saglar. Glukagon bu
fonksiyonunu gergeklestirmek igin bir G protein (G protein — coupled receptor)
reseptOriine baglanarak konformasyonda degisiklige sebep olur. Bu degisim sonucunda
adenilat siklaz enziminin aktivasyonu gergeklesir. Boylece sirayla siklik AMP, protein

kinaz A, fosforilaz kinaz ve fosforilaz A enzimlerinin aktivasyonu gergeklesir. Aktif
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haldeki fosforilaz A, glikojenden glikoz ayrilisin1 saglayarak, karacigerden glikoz

salmimin artirir (49,50).

Glukagonu da etkileyen ve kan sekeri diizenlenmesindeki esas faktor olarak bilinen
hormon insiilin hormonudur. Insiilin hormonu, glukagonun aksine kan sekerini diisirmeye
yonelik fonksiyon gosterir. Insiilin besinlerden elde edilen glikozun, karacigerde glikojen
olarak depolanmasini (glikojenez) aktive ederek kandaki glikoz seviyesinde artis olmasi
durumunda glikoz miktarinin distiriilmesini saglar. Buna ek olarak insiilin, kandaki

glikozun hiicreler tarafindan alinmasinda da rol oynar (2,51-53).

Glikoz metabolizmasinda olusabilecek aksakliklar sonucu kan sekerinin homeostazisinin
bozulmasi ile bazi metabolik rahatsizliklarin olusmasi olasidir. Bu fonksiyonlarin

bozulmasi ile olusan olasi aksakliklar hiperglisemi ya da hipoglisemidir.

Hiperglisemi, kan sekerinin olmasi gereken degerden daha yiiksek olmasi durumudur.
Hipoglisemi ise kan sekerinin beklenen degerden daha diisiik oldugu durumlar igin
kullanilan bir terimdir. Bu iki mekanizma ve organizmadaki etkileri daha detayli bir

sekilde asagidaki basliklarda agiklanacaktir (54).

Kanin seker homeostasisinin  bozulmasi sonucunda olast hastaliklar yukarida
bahsedilmistir. Ancak bu hastaliklar baginda gelen Diabetes mellitus daha detayli olarak

incelenecektir.

2.2 DIYABETES MELLITUS HAKKINDA GENEL BIiLGi

Diabetes Mellitus organizmanin glikoz seviyesini dengede tutamamasindan kaynakli
olarak ortaya ¢ikan, major ve mindr komplikasyonlara sebep olan bir rahatsizliktir.
Diyabetin komplikasyonlar1 ¢esitlilik gosterirken, temel patolojisi hiperglisemi durumudur.
Diyabete ilk olarak Misir kayitlarinda rastlanmistir ve sik idrara ¢ikma ve kilo kaybi ile
tanimlanmistir. Daha sonra antik Yunan kayitlarinda rastlanan Diabetes Mellitus’da
diyabet, ge¢ip giden anlamina gelirken; mellitus bal ve tatli anlamima gelmektedir (55).
Diyabet bazi iilkelerde hastalik olarak bile kabul edilmez iken, diinyada her 10 saniyede 1
kisinin hayatin1 kaybettigi bir rahatsizliktir. Diinya genelinde 2003 yilinda 194 milyon kisi



diyabete yakalanmis iken 2025 yilinda bu rakamin 380 milyon kisi olmas1 beklenmektedir
(56).

2.2.1 Diabetes Mellitus Alt Gruplar

Diabetes Mellitus’ta temel patoloji hiperglisemi olmakla birlikte, diyabet olusum tiplerine
gore cesitlilik gostermektedir. Bu ¢esitlilikteki temel farklar insiilin salgisindan sorumlu
beta hiicrelerinin kiitle olarak azalmasi, salinan insiilinin ¢esitli sebeplerden dolay1 etkin
olarak fonksiyon gdsterememesi ya da belli durumlarda gegici olarak gorilen hiperglisemi

bu ayrimin yapilmasinda kullanilan ana faktorlerdir.

Tip 1 Diyabet: Tip 1 Diyabet, oto-immiin saldirilar sonucu gézlenmektedir. Tip 1 diyabette
hiperglisemi olusumu beta hiicrelerinin immiin sistem hiicreleri tarafindan yikilmasi ile
olusur. Bu yikimda CD4, CD8 T hiicreleri ve antijen sunucu hiicre gruplar1 (makrofaj, DC,
dogal oldiiriiciiler) etken rol oynamaktadir (57). Bu tip diyabet genetik ve cevresel
faktorlerin etkisi ile olugmaktadir ve goriilme sikligi 100,000 kiside 8-17 olarak
bilinmektedir, tip 2 diyabete oranla daha nadirdir (58). Yapilan ¢alismalar 1s18inda HLA
(insan lokosit antijenleri ) grubunun hastalik olusumunda etken rol oynadigi ispatlanmistir.
Immiin-sistemin aktiflestirilmesi icin 6. Kromozomdan ifadelenen HLA antijenlerin
tasidigr peptitlerin immiin hiicreler tarafindan yabanci olarak algilanmasi gerekmektedir
(59). HLA’lar farkli grupardan olusmaktadir ve bunlardan DR ve DQ olarak bilinen iki
HLA grubu, tip 1 diyabetin olusumuna 6nciiliikk etmektedir (59). Dogal genetik yatkinliga
ek olarak tip 1 diyabete bazi viriislerin enfeksiyonun da katki saglayabilecegi
diigiiniilmektedir (60). Tip 1 diyabet grubunda siniflandirilabilecek ancak etioloji olarak
farklilik gosteren diger alt formlarda mevcuttur ancak hepsinin ortak noktasi instilin {ireten
beta hiicrelerinin kiitlesindeki azalmaya bagli olarak hiperglisemi olusumudur.

Tip 2 Diyabet: En sik goriilen diyabet tiiridiir. Tip 2 Diyabet, insilinin yetersiz olarak
salgilanmast ve insiilin almasi gereken hiicrelerin insiiline karsi direngli olmasi ile
karakterize edilmistir (61). Uzun donemde hayati fonksiyonlar1 tehdit edecek diizeyde
komplikasyonlar1 vardir ve diinya genelinde hizla ilerlemekte olan bu hastaligin iki grubu
vardir. Bunlar obeziteli diyabet ve obezitesiz olanidir. Obeziteli diyabette abdominal
yaglarin diizensiz dagilimi sonucunda viicut hiicrelerinin olusan endojen insiiline karsi
direncli olmasinin yaninda obezitesiz diyabet insiilin {iretim ve saliniminda meydana gelen

aksakliklar neticesinde olusur (55). Bu tip diyabetin olusumunda genetik faktorlerin
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etkisinden ziyade hayat stili ve diyet daha etkendir. Bu sebepten tip 2 diyabeti dnlemek

amacl pek cok iilkede insanlar1 bilin¢lendirmeye yonelik kampanyalar yapilmaktadir.

Gastesyonel ve Diger Diabetes Mellitus Turleri: Gastesyonel Diyabet hamilelik ve
emzirme doneminde goriilen ve sonrasinda gecen yani kronik olmayan bir diyabet tiirtidiir.
Hamilelik doneminde hizli glikoz yiliklenmesi ile yliksek miktarda sentezlenen insiiline

kars1 hiicrelerin olusturdugu direng ile karakterize edilen bir diyabet alt tiirudur (62).

2.2.2 Diabetes Mellitus Komplikasyonlari

Diyabet hiperglisemi ile karakterize edilmis bir hastalik olmasimin yaninda bu durumun
getirdigi diger komplikasyonlarda belirtiler arasinda tanimlanmaktadir. Bunlar asagidaki

gibi siralanabilir;

Ketoasidosis (DKA): Diyabetin ilk belirtilerinden biri olmakla birlikte, yiiksek alkol alimi
sonucunda da olusabilir. Viicuttaki insiilin miktar1 yetersiz olunca karaciger depolanmig
yag asitlerini yakmaya baslar. Boylece keton cisimcikleri olusur, sik idrara ¢ikma gézlenir
ve kan ile idrar yiiksek miktarda keton igerir. Ilerlemis durumdaki bir DKA, rahatlikla
hipertansiyon, sok ve hatta 6liime yol agabilir (63).

Hiperosmatik Durum (HNS): DKA ile benzer patoloji gostermesine karsin, tamamen farkli
sebeplerden meydana gelir. HNS patolojisinin gdzlenmesinde kanda bulunan yulksek
glikoz sebebiyle hiicreden kana siv1 gegisi etkindir. Kana gecen siv1 ile bobrekler glikozu
sivi ile atmaya baglar ve kanin osmotik dengesi bozulur. Vicittaki duzensizlikler
neticesinde hiicreler dehidrate olur ve diger komplikasyonlarla beraber akut dengesizlikler

goraldr (64).

Hipoglisemi: Kandaki diisiik glikoz miktar ile karakterize edilen bu durum bazi diyabet
tedavileri sonrasinda nadiren gozlenen bir durumdur (61). Eger ¢ok agir seyreden bir
durum gozlenmiyorsa kisi dogrudan dekstran ya da baska karbonhidrat tiirevi alarak
kendini tedavi edip olusacak muhtemel etkileri telafi edebilir. Daha agir seyreden
durumlarda disaridan doktor kontrolii ile glukagon alimi gerekli olabilir. Eger durum daha

sikintili ise pankreasin bir boliimiiniin alinmasi ile ¢6ziime ulagilmaya caligilir (65).
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Diyabetin akut komplikasyonlara ek olarak, kronik komplikasyonlari da mevcuttur. Bu
komplikasyonlar endotel hiicrelerinin yiiksek glikoz seviyesi ile dejenere olan kilcal
damarlar dolayisiyla daha fazla glikoz almasi esasina dayanir. Sonrasinda gergeklesen
yuksek glikoprotein sentezi ile hiicreler daha kalinlasir ve daha zayif hal alir. Diyabet
sonucu olusan bu tiir komplikasyonlar mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar olmak
Uzere iki temel gruba ayrilir (66,67). Makrovaskuler hastaliklarda, dolasim sistemindeki
damarlar 2-3 kat daha genis olup, kalp krizine, ek olarak iilser ve kangrene de sebep
olabilir. Mikrovaskiiler rahasizliklar ise daha ¢ok kilcal damarlarin diyabet sebebi ile
hasarlanmasi ile olusan rahatsizliklardir. Bu grupta noéropati (sinir sistemi hasar1), nefropati
(bobrek rahatsizligi) ve retinopati (gézde meydana gelen hasar) yer almaktadir. Diyabetik
Noropati, olusan boliimlere gore, siirecinde degisiklikler olusan bir hastalik grubudur ve
his kaybi, ac1 ve zayiflik olarak kendini gosterir. Nefropati ise renal hastaliklarin kokeni
olarak bilinir ve ¢ogunlukla bobrek nakli ile sonuglanir. Retinopati ise retinal vaskiilerin
zarar gormesi ile olusur. Gorme kaybi ile sonuglanabilecek kadar ilerleyebilir. Bunlara ek
olarak diyabetik ayak olarak bilinen, ayak morfoloji ve ylizeyinde olusabilecek
rahatsizliklar ile hayat kalitesini diisiirebilecek faktorler arasinda yer almaktadir. Iste bu
komplikasonlar neticesinde, diyabet hayat standatlarini diisiirmenin yaninda ilerlemis
durumlarda koma ve hatta 6liime neden olabilecek kadar tehlikeli bir hastaliktir (68—70).
Diyabetin yilizde yiiz tedavisi giinlimiiz sartlarinda olmamakla birlikte, tedavi amagh

kullanilan yontemlerden asagida bahsedilmektedir.

2.3 DIYABET TEDAVISINDE KULLANILAN YONTEMLER

Diyabet tedavisinde ama¢ kanin yiiksek olan glikoz seviyesini hipoglisemi yapmadan
miimkiin oldugunca normal seviyeye tagimaktir. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilan tedavi
yontemleri diyet kontrolii, ilag kullanimi, gilinliik insiilin enjeksiyonu ve agir seyreden

durumlarda nakil gibi ameliyatlar olarak 6zetlenebilir (71).

2.3.1 Diyet

Heniiz baslangic seviyesinde olan diyabetin tedavisinde dengeli beslenmenin Onemi
yadsinamayacak kadar ¢oktur. Dengeli beslenme Amerikan Diyabetliler Kurulu tarafindan
glinllk besin alimi igerik yiizdeleri soyle agiklanmistir; %45-65 karbonhidrat, %25 yag ve

kalan1 protein igerikli olmalidir (72). Diyabet hastalarinin giinliik beslenmelerinde aldiklar
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karbonhidrat kontroliinii yapabilmeleri gerekmektedir c¢unki ancak bu kontrol ile
enjeksiyon yoluyla alinan insiilinin etkin olarak ¢alismas1 saglanabilmektedir.
Karbonhidrat kontroliiniin yaninda, kolesterolde kontrol altinda tutulmasi gereken 6geler
arasinda bulunmaktadir, giinliik kolesterol alim1 300 mg ile sinirli olmaliyken eger kiside
kolesterol tabanli rahatsizlik mevcut ise bu durum da doktor tavsiyesi ile kontrolli alimi
saglanmalidir. Biitlin bunlara ek olarak, eger diyabetli hastada nefropati olusumu
gozlenirse protein aliminda giinlik 0.8 kg gibi bir rakamin altinda tutulmasina G6zen
gosterilmelidir.  Yukarida bahsi gecen mevzulardan yola ¢ikarak, diyabet
komplikasyonlarinin etkisini azaltmak hatta ortadan kaldirmak i¢in dengeli beslenme
vazgecilmez bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dengeli beslenmenin yaninda kisi

yaptig1 egzersizler ve kilo kontrolii ile diyabet komplikasyonlarini kontrol altina alabilir.

2.3.2 Farmakolojik Tedavi Yontemleri:

llaglarin agiz yoluyla ya da enjeksiyon yolu ile alimmu ile de kandaki seker seviyesi
kontrol edilebilir. Bu amagla kullanimda olan ilaglarin modlar1 yani etki mekanizmalari
birbirinden farklilik gosterebilir ancak hepsi ortak bir amaca hizmet etmektedir.
Hipergliseminin olusma sebebi dogrultusunda ilaglardan hangisinin kullanilacagina karar
verilmektedir. Oral ilag alim1 ¢ogunlukla tip 2 diyabet hastalari i¢in uygulanmakta olup,
farkli etki mekanizmalar1 devreye girmektedir. Genel olarak Ozetlemek gerekirse, tip 2
diyabette ilaglarin modlari insiilin sentezini arttirmaya yonelik, hiicrelerin insiiline karst
olan duyarliligimi arttirmak ya da hiicrelerde ki karbonhidrat yikimin1 engellemek temel
amaclardan da sayilmaktadir (73,74). Etki mekanizmalarmi kisaca Ozetlemek ve
orneklemek gerekirse; insiilin sekresyonunu arttirmak amaglh kullanilacak ilaglar grubunda
siilfoniliire aktivitesi {izerinden ¢alisan ilaglar bulunmaktadir. Bu ilaglar beta hiicre
yiizeyinde yer alan siilfoniliire reseptoriinii inhibe ederek hiicre igine kalsiyum alimini
hizlandirarak insiilin hormon salinimi arttirirlar. Bu yolla ¢alisan ilaglara TZD ve
metformin Ornek olarak verilebilir (75-77). Diger mekanizma ise hucrelerin insilin
duyarliligin1 arttirmak olacaktir. Bu yolla etki eden ilaglara Biguniades verilebilir. Bu
ilacin etki mekanizmasi adenozin mono-fosfat protein kinaz reseptérini aktive eden bu
ilag bu yolla hepatik hiicrelerde glukoneogenez reaksiyonunu inhibe ederek hicrelerin
daha az salgilanan insiiline karst daha duyarli olmasini sagladig: diisiiniilmektedir. Ancak
bu ilacin heniiz net bir sekilde etki mekanizmasi agiklanamamaktadir (78-80). Oral yol ile

kullanilan tedavi yontemlerine son olarak alfa-glikoz inhibit6rlerinden bahsedilecektir. Bu
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inhibitorler sindirim sisteminde nisasta temelli besinlerin sindiriminden sorumlu olan alfa
glikoz enzimini inhibe ederler boylece kana glikoz salinimi yavaslatilmis olur. Acarbose

bu ilaclara érnek olarak verilebilir (81-83).

Oral yol ile alima ek olarak enjeksiyon yolu dogrudan kana verilerek etki eden ve peptit
analoglar1 olan ilaglarda bulunmaktadir. ilk olarak glukagon-benzer peptit (GLP-1)
grubuna 6rnek vermek gerekirse exanatide gibi ajanlar hicre yiuzeyinde bulunan GLP
reseptoriine baglanarak beta hiicrelerinde insiilin salinimini arttirir. Bu gruba ek olarak
amilin benzeri peptitlerde bulunmaktadir. Pramlitide glukagon hormon sentezini azaltarak,

insiilin salinimini arttirmaya yonelik etki eder (84).

2.3.3 linsiilin Alim:

Farmosatik grubunda yer alan insilin enjeksiyonunu ¢zel olarak incelemek gerekecektir.
Insiilin disaridan alimi her iki grup diyabet icin gecerli olmakla birlikte tip 1 diyabette ki
onemi elzemdir ¢iinkii tip 1 diyabet durumunda dogrudan beta hiicrelerinin 6limi sonucu
olusan hiperglisemi i¢in en olas1 ¢Oziim diizenli olarak insiilin alimi olacaktir. Ancak
instllin  enjeksiyonu tip 2 diyabet icinde kullanilmaktadir. Insiilinin glikoz
metabolizmasinin regiilasyonundan sorumlu temel hormon olmasi sebebiyle insilin
aliminin siki kontrol altinda olmasi gerekmektedir. Olast yan etkilerinden dolay: insiilin
alim1 doktorlar tarafindan miimkiin oldugunca ertelenmeye caligilir. Ancak ilaglarin fayda

etmedigi durumlarda bagvurulan ikinci etken tedavi yontemidir.

Insiilin etki mekanizmas1 evrim sirasinda korundugu gibi yapisal 6zellikleride farklr tiirler
arasinda yiiksek benzerlik gostermektedir. Bu durum bizlere tedavi amacl insiilin eldesi
icin diger canlilarinda kullanilabilmesini saglamaktadir. 1980°1i yillarda kesfedilen
rekombinant DNA teknolojileri ile yapay insan insiilinini iiretmek miimkiin olmustur. Bu
teknoloji ile yiksek miktarlarda elde edilen insulinin izolasyonu ve islenmesi rahatlik

kazanmistir. Giinlimiizde kullanilan insiilin ignelerini bu teknolojiye bor¢luyuz (85).

Insiilin teknolojisi bugiin yiiksek verimle tedavide kullanilabilmektedir. Ancak insilini
uretip, organizmaya vermekle diyabetik komplikasyon sorunlari ¢éziilememektedir ¢lnku
organizma i¢inde insiilin sik1 regiilasyona tabi tutulan bir hormondur. Disaridan alim ile bu

regiilasyon saglanamayacagi i¢in olast yan etkileri bulunmaktadir. Bunlar arasinda
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hipoglisemi olusumu ilk siray1 alir ¢iinkii insiilinin adsorpsiyonunda ki kontrolsiizluk ile
kan sekerinde artis olabilir ve bu durum beraberinde daha farkli komplikasyonlar
getirecegi i¢in dikkat edilmesi gereken bir husustur. Insiilin alerjisi, direncliligi,
lipopihipertopi gibi hastaliklarda disarindan inhale ya da enjekte ile alinan insdlinin yan
etkilerindendir (86).

Iste bu olas1 yan etkilerden dolay1, arastirmacilar insiilinin iiretimini miimkiin oldugunca
organizma i¢inden saglamaya calismiglar ve sonucunda nakil ¢alismalar1 ¢ikmistir. Bu

konu bir alt baslikta daha detayli incelenecektir.

2.3.4 DIYABET TEDAVISINDE TRANSPLANTASYON

Disaridan miidahaleler ile insiilin dolayisiyla glikoz metabolizmasinin regiilasyonunda
olusan sikintilar dolayist ile glikoz metabolizmasinin en dnemli organlarindan biri olan
pankreas ve insulin-glukagon hormonlarinin salinimindan sorumlu adacik hiicrelerinin
nakli s6z konusu olmustur. Bu nakil reaksiyonlari ile canli, insilin kontrolini vicut
durumuna gore diizenleyebilecegi icin daha etkin bir tedavi olacag: diisiiniilmiistiir. Nakil
reaksiyonlart iki tiptir ve her iki tipinde kendi i¢inde asagida bahsedildigi gibi avantajlari

ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

2.3.4.1 Pankreas Doku Nakli

Kadavradan alinan pankreasin uygun aliciya aktarilmasidir. Giinlimiizde hala rutinde
optimize edilemeyen bir tedavi yontemi olmakla birlikte diinya genelinde 32 000 basarili
pankreas nakli ameliyatlar1 gergeklestirilmistir. Pankreas nakil ameliyatlar1 oldukga zorlu
gecen bir ameliyattir (87). Pankreas viicut i¢in hayati fonksiyonlar1 yerine getiren bir organ
oldugu i¢in nakil esnasinda dondrden gelen pankreas uygun bir sekilde aliciya eklenmeden
cikarilmasi ciddi kayiplara yol acabilir. Bu durumu kompanse edebilmek i¢in dondr
pankeast uygun bir alana eklendikten sonra alicinin pankreasi ¢ikartilabilecegi gibi 6zel
sistemler ile alici pankreasinin dongilisii viicuda eklenerek dondr uygun alana
yerlestirilebilir (88,89). Pankreas nakli ¢ogu zaman tek basina yapilmaz ¢iinkii boyle bir
riske giren ya da boyle bir ihtiyag¢ i¢inde olan hastalarin pek cogu renal fonksiyonlarini da
yitirdigi icin pankreas g¢ogunlukla bobrek ile koordineli bir sekilde nakledilir. Aksi

durumlarda yani bobrek nakli olmadan nakillerde zaten bobrekleri zayiflamis olan hastalar
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nakil ile daha da gili¢ duruma diisiip diyalize ihtiya¢ duyabilirler. Butlin organ nakli, nakil
kaynak ve bobrekle birlikte nakil sirasina gore dort temel gruba ayrilir. Bunlar pankreas
nakli, 6nce pankreas sonra bobrek , pankreas ve bobregin ayni anda nakli ve kadavradan
alinan pankreas ile nakildir. Bu gruplarda en sik karsilasilan problem doku uyumu olacagi
icin ve ayni anda iki organdan uyum beklendigi i¢in uygun dondriin bulunmasidir.
Pankreas naklinin uygun kosullarda yani bobrekle bir yapilabilmesi durumunda uzun
donemli insiilin bagimsizligi gézlenmistir. Bu nakiller neticesinde elde edilen uzun
donemli insiilin bagimsizligi beraberinde bazi komplikasyonlar1 da getirmektedir.
Oncelikli olarak nakil ameliyatlar1 sonrasinda hastanmn kullanmasi gereken immiin-
baskilayici ilaglar ve yan etkileri 6rnek olarak verilebilir. S6z konusu iki adet organ nakli
oldugu icin bu ilaclarin dozajlarindaki artis ile immiin sistemin baskilanmasi olas1
enfeksiyonlara davetiye ¢ikaracaktir. Bu duruma ek olarak olasi baska komplikasyonlar da
so6z konusu olacaktir. Pankreasta, nakil oncesi maruz kaldigi islemler sebebiyle nakil
sonrasi pankreatitis olusumu gergeklesebilir. Bu durum, ileride kansere yol acabilecegi i¢in
ciddi patoloji riski tasimaktadir. Tromboz olusumu, hemorrage ve dolagim sisteminde
olusabilecek ekstra aksakliklarda s6z konusu olabilecegi i¢in arastirmacilar daha invaziv

yontemler bulma arayisina gegmislerdir ki buda adacik nakli ¢galismalarini baglatmistir.

2.3.4.2 Adacik Hiicre Grubu Nakli

Langerhans adacik hiicre nakli ozellikle tip 1 olmak Uzere umut vadeden bir tedavi
yontemi olmustur. Adacik nakli uygulanan 65 tane tip 1 diyabet hastasinin insiilin
bagimsizlig1 5 yil kadar stirmiis ve bunlardan %10’unun insiilin bagimsizlig1 5 yi1ldan daha

uzun siirmistiir (90).

Sekil 2.4 Insan adacik izolasyonu ve naklinin sematik gosterimi (91).
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izolayon protokoliinii kisaca Ozetlemek gerekirse; oncelikle kollojenaz gibi enzimler
karaciger duct damarindan eklenerek pankreasin sismesi saglanir. Bu asama siganlar igin
gereklidir ¢iinkii bu tiir hayvanlarda pankreas dokusu jel kivaminda oldugu i¢in alimi zor
olacaktir. Bunu 6nlemek igin doku oncelikle sisirilir ve eklenen enzim ile par¢alama islemi
de baslatilmig olur. Daha sonra jel kivamindaki pankreas i¢in 0,45 um capindaki elekler
yardimi ile doku mekanik parcalamaya tabi tutulurken, ayni zamanda adacik gruplarinin
genisligi dogrultusunda gecisine izin verir. insan pankreas dokusu kat1 formatta oldugu i¢in
ricordi kazani yardimiyla hem mekanik hem enzimatik kesim uygulanir. Ricordi kazani,
0zel aksami ile enzimin dongiisel olarak dokuyla etkilegsmesini saglamaktadir. Bunun
yaninda igindeki bilyeler ile mekanik olarak pankreas dokusu mekanik olarak
parg¢alanmaktadir. Parcalama islemi sonrasinda elde edilen hiicre gruplar agirliklarina gore
ayrim gerceklesir, 1060 civarindaki adacik hiicreleri pipet yardimiyla ayrildiktan sonra
eger sican gibi kiiciik miktarlarda ise elle asagidaki sekildeki gibi gozlenen adaciklar
toplanarak asinar hiicrelerden ayrilir. Ancak insan gibi biiylik miktarlarda hiicre grubu s6z
konusu ise elle toplama islemi gergeklestirilmez ve sonrasinda elde edilen hiicreler RPMI
1640 ya da Miami besiyerleri ile kiiltiire alinir (92-94).

Sekil 2.5 Adacik hiicre grubunun DTZ ile boyanmasinin sematik olarak gosterimi (92).

Bu islemler sonrasinda elde edilen adaciklar istiinde kiiltiir esnasinda daha saglikli nakiller
yapmak ve nakil 6mriinii uzatmak amaciyla modifikasyonlar yapmak miimkiin oldugundan

dolay1, adacik nakil 6ncesi ¢aligsmalara yonelim giderek artmaktadir (95).

Adacik naklinin pankreas doku nakline olan avantajlar1 arasinda implementasyon

islemlerinin daha az invaziv yontemlerle ger¢eklesmesi yer almaktadir. Adacik naklinin de
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bazi limitasyonlar1 s6z konusudur. Bu limitasyonlar1 asmak i¢in kiiltiir asamasinda yapilan

calismalar agagidaki gibi 6zetlenebilir:

[k olarak karsilasilan problem adacik hiicre sayisindaki yetersizlikler olmustur. Hiicrelerin
pek cogu nakil esnasinda goriilen hipoksi sonucunda 6lmesi ile, nakil i¢in gerekli olan
hiicre sayisina tek bir dondrden ulasmak miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle, nakil i¢in
hastaya iki dondr gerekli olmaktadir. Ancak bu durumda HLA uyumlulugu s6z konusu
olacagi igin nakil olasilig1 yar1 yariya diisecektir. Bu durumun Ustesinden gelebilmek icin
adacik hiicre sayisim1 arttiracak ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalara GABA
uygulanmas1 Ornek olarak verilebilir, ayrica yapilan son g¢aligmalar ile birlikte gelisim
esnasinda pankreas dokusunun gelismesine katki saglayan ajanlar tanimlanmaya
calisilmaktadir. Bu tiir ajanlar yardimi ile nakil ig¢in gerekli sayiya tek bir dondrden elde
edilmesi hedeflenmektedir (96-98).

Bu limitasyonlarin giderilmesinde yapilan diger calismalarda ise nakli yapilan hiicrelerin
immin sistemden korunmasi amaclanmaktadir. Nakil esnasinda ve sonrasinda hiicre
gruplarinin  biiyilk bolimii komplement sistem ve diger bagisiklik fonksiyonlarina
gitmektedir. Bu problemin iistesinden gelinmesi i¢in yapilan farkli arastirmalar
bulunmaktadir. Ornegin, immin sistem hiicrelerinin aktivasyonunda rol alan CTL-4 gibi
molekiillerin ifadesinin baskilanmasi ya da oto-antijen olarak tanimlanmis ajanlarin
ortadan kaldirilmasi gibi ¢aligmalar yapilmaktadir. Ancak yapilan bu g¢aligmalarin rutin
olarak uygulanabilir olmasi igin hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisme tehlikesinin de

ortadan kaldirilmasi i¢in aragtirmalara devam edilmektedir (99,100).

Bunlara ek olarak say1 kaynakli sikintilar1 agsmak i¢in beta hiicrelerinin salgi kapasitesini
artirmaya yonelik ila¢ calismalar1 yapilmaktadir. Salgi kapasitelerinin arttirmaya yonelik

olan ¢alismalar ile az sayida kullanilan hiicre ile daha fazla etki elde edilebilir.

Registry, 2010 yili raporuna gore 1999-2009 yillar1 arasinda 571 hastaya adacik nakli
gereklestirilmistir. Nakil yapilan hastalarin %60°1 bir yil boyunca insulin almalarina gerek
kalmadan hayatina devam ederken, %50’si ikinci yilin sonunda 14 giin kadar insulin

almadan devam edebilmistir. Buna ek olarak Ryan ve arkadaglariin 2005 yilinda 65 hasta
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ile gercektirdikleri c¢alismadan elde ettigi verileri Ozetleyen grafik sekil 2.3-3’te

gosterilmigtir.
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Sekil 2.6. Edmond Ryan ve arkadaslarmin 65 Tip 1 diyabetli hasta ile gerceklestirdikleri

deneyde besinci yil stiresince HbA;. takip verileri

2.4 ADACIK GELISIM SURECI

Pankreatik adacik hiicreleri en ¢ok 6zellesen hiicre gruplarindan olmakla birlikte gelisim
siirecinde yasanan degisimleri heniiz tam olarak aydinlatilamamis hiicre gruplaridir.
Adacik gelisim siirecinin aydinlatilamasi adacik nakli i¢in 6nem arz etmektedir. Gelisim
stireci basamaklarinin Oneminden bahsetmeden Once pankreas ve adacik grubunun
gelisimden ve bu gelisimde yer alan etken yolaklardan kisaca bahsetmek gerekmektedir,
clinkli beta hiicrelerinin embriyogenez asamasi yeni hiicre kaynaklari i¢in onemlidir.
Gastrulasyon evresi sonrasi olusan ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan
endodermal katmanda pankreas olusumu goézlenir. Bu olusum komsu dorsal ve ventral
endodermlerin ve FGF, TGFp, VEGF, retinoik asit, Sonik hedgehog hedeflerinin karsilikli
iletisimi neticesinde E 9,5 giinlinde olusum gozlenir. Daha sonra E13,5. giinde asinar
hiicreleri merkeze dogru ilerleyerek adacik olusumunu baslatir. Gelisim doneminde
transkripsiyonel kontrol altinda olmasindan dolayi, gelisim siirecinde etkin olan yolaklarin
tanimlanmast Onemlidir. Bu amacla yapilan c¢alismalara Ornek olarak adenoviral
transfeksiyon yontemi ile Ngn3 geninin ifadelenmesi arttirilarak pankreatik kanal

hicreleri, beta hiicreleri gibi hareket etmeye ve insiilin salgilamaya baglamistir (27).
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Gelisim siirecinin incelenmesi yeni hiicre kaynaklarina ek olarak gelisim donemleri
arasinda adacik fizyolojisinde gozlenen farkliliklar sebebiyle de Onemlidir. Go6zlenen
fizyolojik farkliliklarin basinda adacik beta grubu hiicrelerinin proliferasyon hizinin ¢ok
daha yuksek olmasidir (101-103). Giiniimiizde adacik i¢i hiicrelerinin kaynagi heniiz tam
olarak agiklanamamakla birlikte ileri yas doneminde adacik gelisiminde neogenez ve
proliferasyonun 6nemli oldugu diisliniilmektedir. Her iki durum icin de adacik gelisim
stirecinin aydinlatilmasi énemlidir. Bu durum yeni dogan donemi adaciklarini farklilagsma
calismalar1 i¢in de ©Onemli bir kaynak haline getirmektedir. Beta hicre kutlesinin
arttirllmasina yonelik ¢alismalar biiylik 6nem arz etmektedir ¢ilinkii beta hiicre kiitlesindeki
azalma hem tip 1 hemde tip 2 diyabet durumunda hiperglisemi ile sonuglanmaktadir.
Bilindigi iizere tip 1 diyabette beta hiicreleri oto-immdiin saldirilar ile azalmakta ve diyabeti
olusturmaktadir. Tip 2 diyabet ise esas olarak insiilin direnci ile tanimlanmasina karsin
instlin dretiminde aksakliklar ve beta hiicre kiitlesinde ki azalmalarin sonucunda da
olusmaktadir (11, 51, 101). Goriildigi tizere beta hiicre kiitlesi diyabet olusumunun
baslica sebepleri arasindadir. Bu sebeple beta hiicrelerinin yerine koyulabilmesi igin
yukarida bahsedildigi tizere adacik hiicre nakilleri biiyiik umut vadeden tedavi
yontemlerinin basinda gelmektedir. Ancak tek bir kadavradan elde edilen adaciklarin nakil
i¢in yeterli olmamasi da beraberinde yine beta hiicre kiitlesi sorununu getirmektedir. Ancak
adacik nakli oncesi hiicrelerin kiiltiir edilebilmesi tedavi siirecinde kolaylastirict adimlar
atilabilmesini saglamaktadir. Bunlarin basinda adacik icinde yer alan hiicrelerin
proliferasyon hizini arttirmak yer almaktadir (104,105). Bu amagla yapilan ¢aligmalarin
genel prosediirii proliferasyonda etken yolaklarin tanimlanmasi ardindan bu yolaklar
istiinde etken ajanlarin muamelesi 1ile proliferasyon arttirilmasi seklindedir. Bu
caligmalarin yaninda yukarida da bahsedildigi gibi kok hiicre uygulamalart da umut
vadeden c¢aligmalar iginde yer almaktadir. Farklilismada etkin olan molekiiller
tanimlandiktan sonra yapilacak yonlendirmeler ile sayica yetersiz adaciklarin arttirilmasi
amaclanmaktadir. Bunun yaninda neogenez basamaklar1 da 6nem arz etmektedir. Yukarida
sayilan biitiin basamaklarin saglanabilmesi i¢in neonatal donem adaciklar1 bize degerli
bilgi kaynaklari sunmaktadir. Bahsedildigi {izere bu donemde adaciklarin tam olarak
olgunlasmamas1 farklilasma ve neogenez i¢in elzem bilgiler barmdirmaktadir.

Proliferasyon hizinin ise en yliksek oldugu dénem olmasi hiicre dongiisii icin dnemlidir.
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Hem nakil icin hem de genel tip 1 diyabet i¢in adacik hiicrelerinin immun sistem
saldirilarindan korunmasi Onemlidir. Tip 1 diyabet bilindigi ilizere immiin saldirilar
neticesinde olusmaktadir. Nakil sonrasinda immin-baskilayici ilaglarin kullanimi hasta
icin sikintili bir siire¢ olacagindan, immiin sistem saldirilarindan korunmak o6nemlidir.
Diane J ve arkadaglart yaptigt calisma gostermektedir ki post-natal gelisimin ilk
evrelerinde immiin sistem hiicreleri pankreas iginde infiltre olarak bulunmaktadir bu
durumda arastirmacilara bu dénemlerde hiicrelerin immiin sistemden kaginmak i¢in bir
mekanizmasi oldugunu diistindiirmektedir (106). Yapilan bazi1 ¢alismalar gostermektedir ki
neonatal donem adaciklart ile yapilan nakillerde immiin sistem saldirilarina karsi daha
uzun siireli bir direng saglanmaktadir. Bu donemde hiicrelerin kendilerini immun sisteme
kars1 koruduklarmi diisiindiirmektedir. Immiin sistemden kacis mekanizmasinda yer alan
yolaklarin tanimlanmasi siirecinde neonatal donem adaciklar1 6nemli bir bilgi kaynagi
olmaktadir (14, 15, 34, 35, 44, 65, 79). Bu farkliliklara ek olarak neonatal ve erigkin donem
adaciklar1 arasinda glikoz stimule insiilin sentezleri arasinda da farklar bulunmktadir. Fetal

ve neonatal donemde glikoz stimiile insiilin sentezi erigkin doneme oranla daha diisiiktiir

(107,108).

Diyabet komplikasyonlarina yonelik olarak yapilan arastirmalarda proteom caligmalar
blyuk 6neme sahiptir. Bu amagla HUPO (Human Proteome Organization), 2012 yilinda
HDPP (Human Diabetes Proteom Project) adli bir grup kurarak diyabet gibi multi
fonksiyonel bir hastaligin arastirllmasinda protein tabanli bir yontem tercih etmistir.
Yapilan c¢aligmalar neticesinde interleukin-1B, rosiglitazone ve artan glikoz
konsantrasyonunun adacik nakli tizerindeki etkileri tanimlanmistir. Bu g¢alismalar bize
adacik naklinin gelistirilmesine yonelik caligmalarda proteomik yaklasimlar 6nemli bir

yere sahip oldugunu gostermektedir.

Iki grubun kiyaslanmasinda protein ve RNA tabanli yapilan tek arastirma Martens GA ve
arkadaglarinin 2014 yilinda yaptigi ¢alismadir. Calismada LC-MS/MS kullanilarak iki grup
arasinda kiyaslama yapilmistir. Caligma sonucunda basta insulin metabolizmasi olmak
tizere, TCA dongiislinde, protein sentezi yolaklarinda aktif 36 adet proteinin farkli
ifadelendigi tespit edilmistir. 2014 yilinda ¢ikan bu yayina ek olarak yas bagimli olarak

uygulanacak ajanlarin proliferasyona etkisine deginilen ¢aligmalar yapilmigtir (109).
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3 GEREKCE VE AMAC

3.1.1 Gerekce ve Amag

Diabetes Mellitus patalojisi igin ¢esitli tedavi yontemleri arasinda adacik nakli umut
vadetmektedir. YOntemin rutin olarak kullnilabilmesi i¢in gelistirilmesi gerekmektedir ve
iyilestirilmesi igin asilmasi gereken problemlerin basinda tek donérden izole edilen hiicre
sayisinin yetersizligi gelmektedir. Buna ek olarak immiin sistem saldirilar1 ve nakli yapilan
hiicrenin insiilin salinim kapasitesinin yetersizligide adacik naklinin limitasyonlari
arasindadir. Bu engellerin asilmasina yonelik ¢alismalar hizla devam etmektedir. Adacik
naklinin gelistirilmesi, rutin uygulamasinin iyilestirilmesi konusunda etkin olabilecek
molekiiler yolaklarin tanimlanmasi énem arz etmektedir. Neonatal donemde adacik hiicre
grubunun proliferasyon hizinin ygksek olmasi ve immiin sistemden kendini daha iyi
korudugunun diisiiniilmesine ek olarak eriskin donemde gbzlenen insiilin metabolizmasinin
aktivitesi sebebiyle neonatal déonem ve eriskin donem kiyaslamalar1 bize 6nemli bilgiler

verebilecek kaynaklardir.

Bu tez kapsaminda adacik naklinin iyilestirilmesi siirecinde etken yolaklarin neonatal ve
eriskin donem adaciklar1 arasinda proteom tabanli karsilastirmali analizler ile tanimlanmast
amaglanmaktadir. Neonatal ve eriskin donem adaciklarinin karsilastirmali analizleri ile
adacik nakli siirecinin idealize edilmesinde yani hiicre proliferasyonunun arttirilmasi,
inslilin  salmiminin iyilestirilmesi ve immiin sisteme karst direng mekanizmasinin
gelistirilmesi konusunda etkin olan yolaklar tanimlanir hipotezi ile yola ¢ikilmistir ve
hiicre dengesinin saglanmasinda dnemli olan basta protein katlanmasindan sorumlu olan
proteinler olmak tzere TCA dongustinde ve tranlasyon siirecinde yer alan proteinlerin bu

fizyolojik farkliliklarda 6nemli oldugu diisiilmektedir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

Proje kapsaminda, 06/06/2014 tarihli ve 2014/29 karar nu’lu etik kurulu onay1 (EK 1) ile
Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari Laboratuvarindan
alinan neonatal déonem dort giinliik, eriskin donem sekiz haftalik Wistar Hannover sig¢anlar

kullanilmistir.

4.2 YOntem

Uygulanan yontemlerin 6zeti asagida siralanmustir:

Adacik hiicrelerinin izolasyonu

Adacik hiicrelerinden protein izolasyonu

Izole edilmis proteinlerin miktar tayinlerinin Bradford yontemi ile tespit edilmesi
Proteinlerin iki boyutlu jel elektroforezi

Jelde ayrim1 yapilan proteinlerin floresan 6zellikli boyalar ile boyanmasi

Jellerin PDQuest 8.1.1 Programu ile analizi

Tripsinizasyon yontemi ile jelden peptit eldesi

Peptit kitlelerinin kitle spektrometresi ile belirlenmesi

Biyoinformatik analiz ile protein kimliklendirilmesi

NN N N N N N N NN

PMF yontemi ile tanimlanan proteinlerin ontoloji bilgisinin eldesi

4.2.1 Sican Adacik Hiicrelerinin izolasyonu

Tez kapsaminda, Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan
laboratuvarindan temin edilen sigcanlarla ¢alisilmistir. Gii¢ analizi yontemi ile belirlenen 21
adet yeni dogan donem siganlari i¢in etik kurul izni alinmis olmasina karsin, 18 ( 10 adet
erkek, 8 adet disi) adet yeni dogan donem, 12 adet (8 adet disi, 4 adet erkek) eriskin
donem siganlar1 ile deneyler gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicreler havuzlanarak
calistlmigtir. Bireysel farkliliktan kaynakli olarak olusabilecek olasi etkileri elemek

amaciyla gruplandirmalar yapilmistir. Bu gruplandirmalar asagida 6zetlendigi gibidir;

v Neonatal dénem siganlar1 altigar adet olmak Uizere {ige boliinerek pankreaslari

topland1 ve izolasyona {i¢ ayr1 6rnek gibi devam edildi.
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v

Eriskin donem siganlar dorder adet olarak alinip; {i¢ ayr1 6rnek olarak devam edildi.

*Sicanlarin sayilarina karar verme asamasinda oOncelikle bir adet sigandan toplanan

toplamda 245 adet adacik hiicre grubundan elde edilen Bradford verileri sonucunda karar

verilmistir.

Uygulama

4.2.1.1 Edmonton Protokolii ile adacik izolasyonu

v

Abdominal bélge kesildikten sonra karacigere bastirilarak duktus belirginlesti.
Ampullavateriklemplenip, sar1 ya da mavi renk katater kullanilarak pankreasa 7 mL
1 mg/mLderisimindeki soguk kollajenaz tip 5 enzimi perfiize edildi.

Sicanin kalbi kesilerek denek oldiiriildii. Pankreas baglantili oldugu dokulardan
ayrilarak 50 mLlikfalkon tiipln igerisine koyularak buza gémuldu.

Hazir olan 37 °C deki su banyosunda pankreaslar 18 dakika inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi pankreas calkalanarak homojenize edilir. 25 mL soguk HBSS
(%10 fetalbovine serumu (FBS), % 1 L-Glutamin, % 1 Penisilin-streptomisin)
[HBSS (+)] soliisyonu eklenip ve kuvvetlicegalkaland.

1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende 4 °C’desantrifiij edilip, siipernatan atildi.
Pellet ¢alkalanarak kirildi ve 25 mL soguk HBSS (+) solusyonu eklenerek ve
kuvvetlice ¢alkalandi.

1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende 4 °C’desantrifiij edilip, siipernatan atildi.
Pellet ¢alkalanarak kirildi.

50 mL soguk HBSS (+) soliisyonu eklenir ve kuvvetlice ¢alkalandi. 425 um’lik
celik elekten pankreas dokusu 50 mL’likfalkon tiip i¢erisine siiziildi.

1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende 4 °C’desantrifiij edildi. Siipernatan atilip,
pellet calkalanarak kirildi.

Pellet iizerine 5 mLBiocoll 1100 ilave edildi. Calkalanarak homojenlik saglandi.
Uzerine yavasca 10 mLBiocoll 1077 soliisyonu ilave edildi. En son olarak 10 mL
RPMI 1640 soliisyonu ilave edildi. 2400 rpm’de 20 dakika 1 hiz 0 frende 4
°C’desantrifiij edildi. 1077 yogunlugu ve RPMI soliisyonu tabakalarmnin arasindaki
adacik hiicreleri RPMI 1640 (%10 fetalbovine serumu (FBS), % 1 L-Glutamin, % 1
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Penisilin-streptomisin, 25 mM HEPES) [RPMI 1640 (+)] sollsyonu igerisine
toplandi.

v’ 2 kez 1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende 4 °C’desantrifiij edilerek yikama yapild:
ve adacik hiicreleri elde edildi.

v Elde edilen adacik hiicrelerine handpicking islemi uygulandi. Toplanan adaciklar
iki gruba ayrildi. ilk grup adaciklari canlilik testleri igin kullanildi. ikinci grup ise
soguk fosfat tamponu (PBS) icerisinde buz Ulzerinde Ankara Universitesi

BiyoteknolojiEnstitlisi Merkez Laboratuvari’na getirildi.

4.2.1.2 Adaciklarin Say, Saflik ve Morfolojik Degerlendirilmesi:

v Bu deneyler asamasinda adacik hiicreleri hiicre kaybini azaltmak amaci ile
ikinci bir havuzlamaya tabi tutuldu. Yani ii¢ ayr1 sigandan alinmis gibi izole
edilen hucre gruplart neonatal donem igin ii¢ Grnekten alinan 100’er ul

hiicre havuzlandi. Ayni1 islem eriskin donem adaciklari i¢inde uygulandi.

v' Elde edilen adacik hiicrelerinden bir miktar alinarak DMSO igerisinde
¢oziilerek hazirlanan 10 mg/mLderisimindekidithizone (DTZ, adacik beta
hiicrelerindeki insiilindeki ¢inkonun selatasyon ajani) boyasi ile boyandi.
Boyama 100 ul hiicre siispansiyonuna 1 ml DTZ boyasi eklenerek 5 dk
beklemeksuretiylegerceklestirildi.

v' Ters mikroskop altinda adacik hiicrelerinin eslik, IEQ (150 um
boyutundaki adacik referans alinarak yapilan hesaplama) bilgileri

toplanarak

adaciklarin sayist, saflig1 ve morfolojisi belirlendi.
4.2.1.3 Adacik Hiicrelerinin Canhiliklarinin Degerlendirilmesi:

Canlilik testi i¢in Fluorescein diasetat/Propidium iyodiir (FDA/PI) testi yapildi.

FDA adacik hiicresindeki canli hiicrelerin membranindan gegerek sitoplazmada Ki esteraz

enzimi tarafindan fluoresceine doniisecek ve mavi floresan 1s1k altinda 1s1ma yapacaktir.
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Boylelikle canli hiicreler belirlenecektir. Propidium iyodir ise canli hiicrelerin
membranindan gegemedigi i¢in adacik hiicresindeki 6l hiicrelerin DNA larina baglanacak
ve yesil floresan 1s1k altinda kirmizi renkli 1s1ma yapacaktir. Boylelikle 6li hiicreler

belirlenecektir.

v 35 mm’lik petri kabinin igerisine 910 uLL DPBS (pH 7,4) soliisyonu koyuldu.

v' Uzerine 90 pL adacik 6rnegi koyuldu. 20 pLfluoresceindiasetat (FDA) stok
solisyonundan (24 uM; 1 mg FDA, 100 mL asetonda ¢ozildi. ), 20 pL de
propidium iyodiir (PI) stok soliisyonundan (750 uM; 5 mg PI, 10 mL PBS (pH 7,4)
sollisyonu igerisinde ¢oziilerek hazirlandi) ilave edilerek karanlik ortamda 5 dakika

inkibe edildi.
v" Fluoresan mikroskobunda 40 X biiyiitmede canlilik belirlendi.

v" Her iki 1g1ma altinda da hiicrenin fotograflar alindi ve ¢ekilen fotograflar MAT-
LAB programi kullanilarak birbirine g¢akigtirilarak hicrelerin canlilik ylzdeleri

hesaplandi.

4.2.2 Adacik hiicrelerinden protein izolasyonu

v PBS igerisinde yer alan hiicreler 1300 rpm’ de 5 dk santrifiij edildikten sonra

tampon cekildi ve Gzerine lizis tamponu eklendi.

Lizis tamponu: 7M Ure, 2M Tiyolire, %4 Chaps, %1 DTT, %2 Amfolit tamponu ve
proteaz inhibitor kokteyl tablet (Roche)

v" Pellet tizerine (pelletin miktarina bagli olarak 300-500 pl) lizis tamponu eklendi
ve 5 dakika buz tzerinde bekletildi.

v Tip sonikasyon islemi gergeklestirildi.

v" Sonike edilerek homojonize edilen hiicreler vorteks ile karistirildi ve 20000g’de
45 dakika santrifiij edildikten sonra homojen protein karisimi supernatan

cekilerek protein elde edildi.
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4.2.2.1 Protein miktar tayini (Bradford Yodntemi)

Protein karigimiigindekitoplam protein miktar;; Bradford (Bradford protein assay kit
Sigma_Aldrich US) yontemi ile Elisa okuyucu (1420 Multilabel Counter Victor 3, Perkin
Elmer) cihaz1 kullanilarak mikrolitredeki mikrogram protein olarak konsantrasyon
belirlendi.Protein miktarin1 saptamak amaci ile BSA (Bovine Serum Albumin) standartlari

kullanild1. Protein miktarlarinin belirlenmesinde uygulanan islemler agagida belirtilmistir.
Uygulama

v" Uygulama siiresince buz tizerinde galisildi

v' 1X kullanima hazir halde bulunan Bradford Boyasi (ThermoScientific,
Coomassiepilus, Bradford reagent, 1866210) buza yerlestirildi.

v Kor i¢in 6rnek diliisyonu ile ayni oranda diliie edilmis lizis tamponu 4’er tekrar

olarak eklendi.

v BSA Standartlar 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg seklinde hazirlandi ve 4’er tekrar

olarak elisa plakasi kuyucuklarina 5’er pLL konuldu.
v" Adacik proteinleri gerekli seyreltmeler yapilarak SuL konuldu.

v Tim orneklerin tizerine 245uL. 1X Bradford boyasi konuldu. Deneyler siiresince
10, 15 ve 20.dakikalarda okuma yapildi.

v' Plaka elisa okuyucusunayerlestirildi ve 595 nm (nanometre) dalga boyunda 6l¢im

yapilmistir.

4.2.2.2 1ki yénlii jel elektroforezi/2-DE ile proteinlerin ayristiriimasi

Genel protein profili tanimlamasinda yani protein haritasi ¢ikarmada iki boyutlu jel
elektroforezi kullanilmustir. 2-DE (Iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezi) olarak da
adlandirilan bu yontem proteinlerin izoelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina goére

ayriminin yapilmasi saglayan bir yontemdir.

Tez kapsaminda 7cm’lik ph 4-7 IPG (Immobilize pH Gradiyent) seritleri kullanilmistir. Bu

seritler pH gradiyentine sahiptirler ve proteinlerin izolektrik noktalarinin sifirlandig1 yerde
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immobilize olmalar1 esasina dayanir. Dolayistyla bu seritler iizerinde yuruttlen proteinlerin

birinci boyut ayrimi olarak bilinen 1EF (izolelektrik Odaklama) gergeklestirilir. Daha sonra

da molekiiler agirliklarina gore ayrimin gergeklestigi SDS-PAGE ile ikinci boyut ayrimlari

gerceklestirilir.

Bu ¢alismada her grup icin jeller 4 tekrarli olarak yapilmis bunlardan analize en uygun 3

tanesi segilerek karsilastrimali analizlerde kullanildi (tablo 5.2-2).

Cizelge 4.1 2-D jel elektroforezi i¢in kullanilan gruplar ve gruplan ile ilgili veriler

Gruplar Gruplan Jel tekrar Yiiklenen protein miktar: (jel
olusturan basina)
ornek sayisi

Eriskin dénem | 12 4 75ug

adaciklar

Yeni Dogan | 18 442 75ug+50 pg

adaciklar

Uygulama

= izoelektrik noktalarna gére ayirma (IEF)

Izoelektirik noktalarina gore ayirma, orneklerin yiiklenmesi (Rehidrasyon) ve yiritilmesi

(IEF) olarak iki ayr1 asamada yapildi.

Adacik proteinleri rehidrasyon asamasinda her serit igin 75 g protein igerecek sekilde

yuklendi.

v Rehidrasyon: Protein karisimi 7 M tire, 2 M tiyoiire , %4 CHAPS , %1 amfolit

(pH 3-10), 10 mM DTT bromo fenol mavisi igeren rehidrasyon tamponu ile

toplam hacim 125puL olacak sekilde karistirilarak uygun rehidrasyon tepsileri
uzerinde 7 cm’lik IPG seritlere yiiklendi. Ayrim BIO-RAD protean IEF (US)
cihazinda 16 saat 50mV akimda bekletilerek yapildi.
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v

v Tzoelektrik odaklama (IEF-isoelektiric focusing-): Proteinler bu asamada
ayni strip iizerinde BIO-RAD protean IEF (US) cihazinda seritin boyutuna bagl
belirli basamaklarda belirli voltajlarda akima tabi tutuldu ve izoelektrik

noktalarina gore ayrildi.
SDS Page jel (Molekiil agirhiklarina gore ayirma)

Seritler; SDS- PAGE jele yiiklenmeden once iki farkli dengeleme tamponu ile
15’er dakika sallayicida inkiibe edildi.

Dengeleme tamponu 1 (Alkilleme): 6M Ure, 15M Tris-HCL, %2
Sodiumdodecylsulfate(SDS), %20 Gliserol, %2 Dithiothreitol (DTT)

Dengeleme tamponu 2 (Rediikleme): 6M Ure, 1.5M Tris-HCL, %2 sodyum
dodesil sulfat (SDS), %20 Gliserol ve %2.5iyodoasetamid

SDS-PAGE jeli %4’lik toplama jeli (SM Tris-HCI tamponu,  akrilamid-
bisakrilamid (%40), %10 SDS, ultra saf su, %10 amonyum persulfat-APS- ve N'-
tetrametilenediamin-TEMED-) ve %I12’lik ayirma jelinden (1.5M Tris-HCI
tamponu, akrilamid-bisakrilamid -%40-, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS ve
TEMED) olusmaktadir.

Seritler, PAGE (poliakrilamid) jel Uzerine %0,5’lik 1sitilmig agar yardimi ile

yerlestirildi ve protein izlemesi agar soliisyonuna eklenen BMF ile tespit edildi.

Molekiiler agirligr bilinen bir standart protein karigimi (BioLabsP7703S) marker
kuyucuguna 3 uL yiklendi.

Elektroforez islemi sabit akimda yapildi. 11k yarim saat 80 V (volt) , daha sonra ise
125V ile proteinler yurataldu.

Bromofenol mavi boyasi jelden dokiildiikten hemen sonra yiirime sonlandirildi.

=>» Jel Gzerindeki proteinlerin tespiti/boyama (OrioleFluorescent Gel Stain)

Tez kapsaminda OrioleFluorescent Gel Stain (Bio-Rad 161-0497) boyasi ile protein

kiimeleri jel iizerinde tespit edilmistir.
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Uygulama

Her bir jel iclerinde 25 mL Oriole boyasi bulunan kaplarda 90 dakika siire ile ¢alkalanmis

ve daha sonra distile su ile 3 kez 15 dk yikanarak goriintiileme islemine gegilmistir.
4.2.2.3 Jellerin goriintiisiiniin alinmasi1 (VERSA DOC)

Jel tizerindeki protein kiimelerinin gériintileri Bio-Rad Versadoc Imaging System Model
1000 cihazi ile alindi.

4.2.2.4 Jellerin analizi (PDQUEST 8.0.1)

PDQuest 8.0.1 software (Bio-Rad) kullanilarak protein profil haritalarinin karsilastirmali
analizleri yapildi. Bu program ile gruplar arasinda protein ifadesinde istatiksel olarak
anlamli farklilik gosteren protein kiimesi tespiti SPSS(Statistical Packageforthe Social
Sciences) istatistik paket programi ile analiz edildi. Student t-test’e gore anlamli farklilik

gosteren spotlara ek olarak kat farkliligini ortalamada gosteren spotlar tespit edildi.

4.2.2.5 Jel Uzerinden protein kimelerinin kesilmesi ve proteinlerinin tripsin ile
peptitlerine ayirilmasi

Student t-test’e gore anlamli farklilik gosteren protein kiimeleri robotik bir sistem olan
Spot Cutter (Bio-Rad) ile jelden kesilerek 96-kuyucuklu V-tabanli plakalara alindi. Elde
edilen jel pargalart tripsin enzimi tripsinizasyon islemine tabi tutularak proteinlerin
peptitler halinde jelden ¢ikarilmasi saglandi. Tiim asamalar1 laminar akigh kabinde yapilan

tripsinizasyon uygulamasi asagida ana basliklar1 ile siralanmistir.

I.  Oncelikle amonyum bikarbonat ve asetonitril ile jel pargalarindan boya

uzaklastirildi (destaining).
Il.  Dahasonra DTT ile redukleme, iyodoasetamid ile alkilleme yapilda.

1. Bu islemlerin ardindan her bir kuyucuga 30 pl tripsin soliisyonu (50 mM amonyum
bikarbonat ¢oziiciisii ile hazirlandi ve iginde 150 ng. tripsin iceren solusyon)
eklendi. Enzimin kendi kendini sindirmeden jele gegmesini saglamak igin 4°C’de
(bu sicaklikta enzimin aktif olmadigi kabul edilir) 1 saat bekletildi ve enzimin

sindirim islemini gergeklestirebilmesi i¢in de gece boyu 37°C’de inkiibe edildi.
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V. Daha sonra ekstraksiyon tamponu (%1 formik asit, %2 asetonitril) ile muamele
edildi, boylece jel icinde bulunan peptitler tampon ile agiga ¢ikarildi ve sivi halde
temiz bir 96 kuyucuklu plakaya alinarak kurumaya birakildi. Tripsinizasyon

isleminin biitiin basamaklar1 laminar akish kabinde yapildi.

4.2.2.6 Kiitle Spektrometresi cihazinda (MALDI-TOF MS) peptit kitlelerinin

belirlenmesi.
Ornek yiikleme plakalarima, yiikleme yapilmadan 6nce asagidaki hazirhiklar yapilmgtir.

I.  MALDI-TOF 6rnek yiikleme plakasi ultrasonik su banyosunda sirasiyla; % 3-4" lik
amonyum hidroksit ¢ozeltisi, ultra saf su, metanol ve asetonitril ile 5’er dakika

muamele edilerek temizlendi ve 6rnek yuklemeye uygun hale getirildi.

II.  Iyonlasmay1 saglayacak matriks olarak rekristalize edilmis alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) kullanildi. CHCA, 50 ul/Img olacak sekilde (%75
asetonitril, %0.1trifloro asetik asit (TFA) ve %25 HPLC su karasimindan olusan

matriks tamponu icerisinde ¢ozuldu.

96 kuyucuklu plaka igerisinde tripsinizasyon sonrasi kuru halde bulunan peptit karisimlari,
ZipTip C18(Milipore ZTC 18S960) kolonundan gegirildi ve bu islem sonunda matriks
tamponu ile 1:1 oraninda karigtirildi. Daha sonra MALDI-TOF 6rnek yiikleme plakasinin
kuyucuklarma 1,5 pl. yiikleme yapildi. Yiikleme sonras1 plaka 1 saat kadar laminar akish
kabinde kurumaya birakildu.

MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonu 6rnek plakasinda bulunan “LockMass”
kalibrasyon kuyucuklarina yiiklenen bes peptit karisimi ile yapildi. Kutleleri bilinen bu
peptitler araciligi ile cihazin kalibrasyonu yapilarak kiitle okumalarindaki kaymalar
engellenmistir. Bu amagcla, kullanilanAdrenokortikotropik Hormon (ACTH), Glul-
fibrinopeptit B (Glu-Fib), Substance P, renin-14 ve Anjiyotensin-1 peptitlerinin kutleleri
Cizelge4.5°de verilmistir. Bu peptitlerin MALDI TOF kiitle spektrometresinde belirlenen

kitleleri ise asagidaki sekilde verilmistir.
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Cizelge 4.2 MALDI-TOF MS cihazinin kalibrasyonunda kullanilan peptitler

Peptitin ad1 Kdtlesi (Da)
ACTH 2465.1989
Glu-Fib 1570.6774
Substance P 1347.7360
Renin-14 1758.9326
Anjiyotensin 1 1286.6853

Tim yliklemeler yapilip, plakanin kurumasi tamamlandiktan sonra cihaz iizerinde
Olglimlere gegildi. Tim o&lgiimler MassLynx4.0 programi araciligi ile WatersMicromass
MALDI-TOF kiitle spektrometresinde 500-3000 m/z arasinda ve reflektron pozitif iyon
modunda gergeklestirildi. M/z orami kiitle/yiik oranin1 ifade etmektedir. Tim peptit
Olctimleri +1 yiiklii olarak iyonlagtirilip 6lciildiigii i¢cin m/z degeri dogrudan kiitle olarak
ifade edilebilir.

4.2.2.7 PMF Biyoinformatik analizleri

MassLynx4.0 programinda spektrumlar elde edildikten sonra spektrum {izerindeki en
uygun kitle okuma araliklarini ortalamasi alindi (combine) ve tim 6rnek spektrumlari
arkaplan ¢ikarimi(substraction) islemine tabi tutuldu. Peptit kiitle degerleri MASCOT araci

kullanilarak PMF analizlerine tabi tutuldu.

Mascot yazilimi ile protein tanimlamasi: MALDI-TOF spektrumlarindan elde edilen m/z
degerleri belirtilen Mascotveritabaninda taranirken yazilim iizerinde yapilanlar asagida

siralanmustir.
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{i¥] neo_erk_normalize (Experiment, Modifie:

Peptit Orneklerine iyodoasetamid ile alkilleme yapildigi(bu durum peptit
kiitlelerinde artisa neden olur) i¢in sisteinkarbamidometillenmesi  sabit

modifikasyon olarak segildi.

Calisilan canli insan oldugu i¢in yazilimda taksonomi boliimii Rattus Norvegicus
(Sican) olarak segildi. Boylece verilen m/z degerleri ile eslesen peptitlerden
yalnizca insanda bulunanlarin listelenmesi saglandi. Peptit tolerans1 £0.4 ile £0.8

Da araliginda se¢ilmis, en fazla 1 kagirilan kesime(missedcleavages) izin verildi.

Asagidaki sekillerde her protein i¢in yapilan islemler PMF analizleri ile tanimlanan

Trim 35 proteini igin gerceklestirilen islemlerdrnek sema olarak sunulmustur.

BOXWORRQA|%G-%-%- PH-X-%X- 1

Sekil 4.1 Protein kiimesinin ifade verisinin PDQuest 8.1.1 programi ile gosterimi.Jel

tizerinde bulunduklar1 boélgeler (cergeve icine alinmistir ve kiimelerin &zellikleri

cizelgelerde verilmistir) ve kiime yogunluklarinin grafiksel gosterimi
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Cizelge 4.3 Protein kiimesinin yogunluk verilerinin piksel cinsinden degerleri

Eriskin 1

Eriskin 2

Eriskin 3

Neonatal 1

Neonatal 2

Neonatal 3

738,5

495,5

487,6

280,7

258,4

246,9

Kiitle spektrometresi ile peptit kiitleleri belirlendikten sonra(Sekil 4.2-4) Matrix Science
Mascot programi kullanilarak yapilan PMF analizi sonrasinda Tripartite motif-containing
protein 35proteini %61 skorla tanimlandi.

04-Mar-2013
e3-1904 657 (11.537) Sb (10,40.00 ); Sm (SG, 9x3.00), Cm (657.667) TOF LD+
il THE7E7ad AT S oo R UNC LN oo ir s oot A i bt e e b o e 766

intensite(%)

assnaibeon) oo iz g thesantimeod it anerllitors e sty e am MBUAND, o Bttt capentmemttseml e ettt an iy fhoms
o 2260.3882 :
Bl 7 1= T R St B R e T Attty S L SRR e o e
P 2062409

froossps  [14Bs0eTE | ol I LY
L e A | ot (VL STErSS A -
"""""""" BT 07 N o e s M s oy e i s e e et s e
ol [ e bites i 2730 9949 i 3107.14143160.1445
1 " ; TR YO ) ; ; 'I....i;. - : miz
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

m/z

Sekil 4.2 Protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS ile tespit edilmis
kutleler
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MsE: Mascot Search Results

User t hatice

Email t haticeyldzhn@gmail.com

search title

Database ¢ SwissProt 2815 85 (S54B454 sequences; 195489447 residuss)

Taxonomy ¢ Rattus {7935 seguences)

Timestamp i 14 May 2815 at 11:84:51 GMT

Top Score ¢ 7B for TRI3S_RAT, Tripartite motif-comtaining protein 35 05=Rattus norvegicus GN=Trim3s PE=2 SV=1

Mascot Score Histogram

Protem score 15 -10*Log(P). where P 1z the probability that the observed match 15 a random event.
Protem scores greater than 52 are sigificant (p=20.03).

Number of Hits

T T T
2.5 73 Tr.3
Frotein Score

Concise Protein Summary Report

Format As | | Concise Protein Summary ¥ Help
Sigmificance thresheld p=|o.05 Max. mumber of hits (s UTo
Preferred taxonomy | All entries v
| Re-Search All | | Search Unmatched |
1. TRISS RAT Mass: 58379 Score: 7B Expect: 8.88811 Matches: 3
Trimartita matif_rantaininge nentadin 2S5 AS-pattoe mnrcasicee SU-Trdim3S DF-7 L=

Sekil 4.3 .Kesimi yapilan protein kiimesinin mascot aragtirma sonucu
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NiEs MASCOT Search Results

Protein View: TRI35 RAT

Tripartite motif-containing protein 35 05=Rattus norvegicus GN=Trim35 PE=2 5V=1

Database: SwizsProt
Score: &1
Expect: 0.0055
Nominal mass (M,): 38572
Calculated pI: B.72

Taxonony:

Ratbus norvegicus

Seguence similarity is available as an NCEI BLAST search of TRIZS RAT against nr.

Search parameters

Enzyme:

Fixed modifications:
Mass values searched: 2
Mass values matched: 5

Protein sequence coverage: 13%

Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Carbamidomethyl (C}

Matched peptides shown in bold red.

FEAR3ATEEELL
FERAVPCELR
FCVEDEELLC

1K

51 W
in
151 MEHVLREFRE 3TWALRRIYE
201 EEQARIVDAME EE3BFFHLLE:
251 TTLMFHE3RE 3
301 3VPFILDFNT AARGWLEVADD

351
401
451
501

CAVCYDELRD
THHT LHHLVE

CRCQANARH]

EEFMEQLAED

=T T

, DLOPGLLMDA

LT3VIKHGYR

F3ECGSHEWEY DVCECELPSWET GVY

B3GIWYLCRT QGVDGDHCHT

DIERHCHLYT FHAHEGEVREF

W

YEYLERIRGED

AVILBCGHNT
TLLEEEREGA
EHRVQFIEDT
TWLEGRIRDE
TEALAREIER
CEYLE3LYYR
VIVERFERE3

[—

d .-.,,;.-.,,-,.—.I:"."SGE

BRLEVEL

GPFEFLRICH

CRRIVEECHE
RWITGRR3FRE
AQDFRRECEN
FOELRDCLEW
LOHMEMFEDDH
TWEFMLGIVE

T T T
CLLiaas W

GHIH3CYHDT
ECEEGEL3rY

LEVSIKEELD

A
-

Unformatted sequence string: 301 residues (for pasting into other applications).

Sort peptides by | * Residue Number

| Show predicted peptides also |

Stmrt - End Obserwad

62 - 70 ipz&.7003

71 - B4 1636._1080

226 - 240 17570986

354 - 374 2279_4082

493 - 501 1045.7635
Sekil 4.4.

HMr (axpt)
1025.6930
1837 _0987
1756.0913
2278.4009
1044 7562

Increasing Mass

He (oale)

1025
1636
1755
2278

1044

SELB
BE9E
9115
1607
5703

Diecreasing Mass

Delts M Peptide
1313 1 E.ERAVPCELR.T

2091 0 B.THHTLWWLVETLLE.E
1799 1
2402 1 K.CSHSWE I
1660 1 R.VSIKEELDI.-

O o o o O

Protein kiimesinden tespit edilen Trim 35 proteinine ait bilgiler,

peptitlerin proteinde bulunduklar1 kompozisyonlar1 ve sekanslari

36

eslesen



4.2.2.8 Ontoloji ve Yolak Analizleri

Tanimlanan proteinlerin adacik nakli igin 6neminin yorumlanabilmesi icin CytoScape
3.1.1 programi kullanildi. Tanimlanan proteinlerin iliskili oldugu proteinlerin listesi ¢esitli
veri tabanlari kullanilarak alindiktan sonra, interaksiyon verileri yine CytoScape 3.1.1
programinda ontoloji analizine tabi tutuldu. Elde edilen sonuglar cizelge

4.4’ debzetlenmistir.
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5 ARASTIRMA BULGULARI

Calisma kapsaminda jel tabanli bottom-up proteomik stratejileri kullanilarak ilk dort
gunlik neonatal dénem ile sekiz haftalik eriskin donem adaciklarinin protein profilleri
karsilastirildi. Elde edilen bulgular adacik izolasyonu ve proteomik bulgular olmak Uzere

iki bolimde detaylandirilmistir.

5.1 Adacik Izolasyonunun Degerlendirilmesi

Sicandan adacik eldesi sonucglar1 IEQ bilgileri, DTZ ve FDA/PI boyama sonuglar1 olmak

Uzere U¢ basamakta anlatilmistir.

5.1.1 IEQ Bilgileri:

Yapilan olgiimler neticesinde Neonatal donem IEQ degerleri 23,3, eriskin donem IEQ
degerleri 34,66 olarak hesaplanmistir. Bu veriler elde edilen adaciklarin IEQ sonuglarina

dayanarak nakil i¢in uygun oldugunu gostermistir.

5.1.2 DTZ Boyamasi Sonuclari:

DTZ boyamas1 hand-picking islemi sonrasinda elde edilen adaciklarin saflik oranini
hesaplamak amaci ile gergeklestirilmistir. Sayim esnasinda alinan goriintii kesitlerinden bir
bolim Sekil 5.1-1°de verilmistir. Alti cm’lik kiiltiir kaplarinda yapilan sayim neticesinde,
neoanatal donemde DTZ ile kirmizi boyanan 11 adet adacik hicresi ve DTZ ile
boyanmayan, parcalanmis halde ¢ok kii¢iik boyutlarda (7-10 mikron) olan 6 adet asinar
hiicre, eriskin donem i¢in 7 adet DTZ+ ve 3 adet parcalanmis boyanmayan hiicre
sayllmisgtir. Boylece saflik oraninin ¢alismaya devam etmek igin yeterli olduguna karar

verilmistir.
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Sekil 5.1.DTZ Boyamasi Sonuglari

e Simgesel olarak bir fotograf kullanilmistir ¢linkii imkanlar dogrultusunda kullanilan
petri kabinin tam boyutlarinin fotografi alinamamastir.
Izolasyon sonrasi elde edilen adaciklarin canliliklarmi tespit etmek icin, her izolasyon
sonrasi toplam beser hiicre ile sayim yapilmis ve bes hiicreye ait sonuglarin ortalamasi
almmistir (Sekil 5.1-2). MatLab Programi kullanilarak neonatal donem adaciklarinin

canlilik oranlart %90, eriskin dénem adaciklarinin canlilik oranlar1 ise %97 olarak

hesaplanmustir.
Floresan Mikroskop Goriintiisii Alinan Isimalarin MatLab
Hesaplamasi
Adacik Beyaz Isik
Adacik Kirmizi I§Ik Fluoresceindiasetat . . Propidum yodir |
(FDA)
Fluoresceindiasetat . . PMr:r::Lumryodur

MatLab

Adacik Yesil Isik
(P1)

Sekil 5.2. FDA/PI Boyamasi sonuglarinin tek bir 6rnek ile temsili sunumu.
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Alman degerler neticesinde Wistar Hannover Siganlardan elde edilen adaciklarin izolasyon
protokoliiniin basar1 ile gerceklestigine karar verilmistir. Handpicking uygulamasi ile
toplamda neonatal donem adaciklarindan 1870, eriskin donem si¢anlarindan yapilan iki
ayr1 izolasyonda toplamda 2000 adet adacik toplanmistir. Proteom c¢alismalarina elde

edilen bu adaciklar ile devam edilmistir.

5.2 Proteomik Cahsmalar

Tez kapsaminda neonatal ve eriskin donem adaciklar1 arasinda kiyaslamalar yapilmstir.
Adacik izolasyonlar1 i¢in, dort giinliik neonatal ve sekiz haftalik erigkin sicanlar

kullanilmustir.

5.2.1 Protein Miktar Tayini

Neonatal ve eriskin gruplara ait total protein miktarlar1 Sekil 5.2-3’te verilmistir. Biyolojik
tekrarlarin saglanabilmesi i¢in neonatal altt hayvandan, eriskin dénem dorder adet
hayvandan olusan tigerli alt grup olusturulmustur. Tabloda gozlendigi lizere eriskin donem
1,2,3 ve neonatal 1,2,3 kodlar1 bulunmaktadir. Calisma da kullanilan siganlardan elde
edilen adacik miktar1 biyolojik tekrar yapmal icin yeterli olmamisi nedeniyle havuzlama

uygulanilmasina karar verilmistir. Kullanilan grup sayilar1 agagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 5.1 Bradford yontemi ile protein miktar tayini i¢in kullanilan standardlarin OD

Degerleri

Bradford OD Degerleri | OD Degerleri | OD Degerleri | Ortal | CV

Standartlar 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar ama | Degerle

(ug/ml) ri

200 0,453 0,460 0,473 0,461 | 2,14996
927 323

400 0,575 0,558 0,563 0,565 | 1,55120
16 8245

600 0,645 0,662 0,666 0,657 |1,70150
829 4278

800 0,750 0,746 0,762 0,752 | 1,12637
743 6707

1000 0,853 0,861 0,884 0,866 | 1,80927
114 5503
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Cizelge5.2 Standartlarin ve drneklerin OD degerleri

Bradford
Standartlan

(ug/ml)

OD Degerleri
1. Tekrar

OD Degerleri
2. Tekrar

OD Degerleri
3. Tekrar

Ortal

ama

CcVv
Degerle

ri

Eriskin
(n=1)

DoOnem | -

Erigkin Donem 1

(n=4)

0,621

0,619

0,633

0,625

1,2

Eriskin Donem 2
(n=4)

0,600

0,609

0,612

0,607

1,0

Eriskin Donem 3
(n=4)

0,700

0,689

0,695

0,695

0,9

Neonatal 1
(n=9)

0,566

0,553

0,536

0,551
733

2,7

Neonatal 2
(n=9)

0.705

0,693

0,650

0,682

2,8

Neonatal 3
(n=9)

0,621

0,619

0,633

0,625

1,2

R?=0.9988
1

y =0.0005x + 0.362

0.9

0.8

et

0.7

A

A

0.6
d

¢ OD&Konsantrasyon

&
0.4
——Dogrusal
0.3 (OD&Konsantrasyon)
0.2
0.1
o T T 1
0 500 1000 1500

Sekil 5.3 Standard OD degerleri neticesinde elde edilen grafik ve R? degeri
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Cizelge 5.3 Bradford sonuglarina gore birinci boyut ayrimlart i¢in gereken toplam 6rnek ve

rehidrasyon tamponu miktarlari

Protein Miktari

75ng yiikleme icin gerekli
protein miktar: (ul)

Kullanilan rehidrasyon

tamponu miktar (ul)

Erigkin Donem 1 (n=4) 6 119
Erigskin Donem 2

(n=3) 6,177924 118,8221
Eriskin Donem 3

(n=4) 5,395683 119,6043
Neonatal 1

(n=9) 6,796766 118,2032
Neonatal 2

(n=9) 5,498534 119,5015
Neonatal 3

(n=9) 6 119

5.2.2 iki Boyutlu Jel Elektroforezi

Protein miktarlar1 belirlendikten sonra, eriskin ve neonatal gruba ait orneklerden altisar

adet 2-DE jel hazirlanmistir. Eriskin 6rneklere ait jellerin tamamina toplam 75 pg protein

yuklenirken; neonatal drneklere ait jellerin iki tanesine 50 pg, dort tanesine 75 pg protein

yiiklenmistir. Bunlardan ucer tanesi PDQuest 8.0.1 programi ile analiz edilmistir. Gruplara

ait karakteristik protein profillerini igeren jeller Sekil 5.2-6’de gosterilmistir. PDQuest

programinda gruplara ait protein kiimelerinin (spot) karsilagtirmali (matchset) sonuglar1 ve

degerleri verilmistir (Sekil 5.2-3,5.2-4, 5.2-5). Programda her gruptan tger teknik tekrar

analize alinmistir. Yapilan optimizasyonlar ile olusturulan karsilagtirma gruplarinda (match

set) normalizasyon i¢in “ total density in gel image” secilmistir. Ayn1 zamanda referans jel

olarak yeni dogan dénemine ait tekrarlardan biri kullanilmistir.
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BR[O Q_|%-%-% PH-X-%-|W|&n

neonatall_expl0 v7 (Raw

Sekil 5.4.Neonatal ve erigkin donem adaciklarinin protein haritalarinin gosterimi

Jeller ilk calismada 4 teknik tekrar ile yapilmistir. Havuzlama uygulanmasindan dolay:
gruplar igin yapilan izolasyonda biyolojik tekrarin etkisinden kurtulmak amaci ile
deneklerden pankreas alimi esnasinda toplam denek sayist 3’ e boliinmistiir. Boylece
olusturulan gruplar birbirinin hem teknik tekrar1 hemde biyolojik tekrar1 olmustur.
PDQuest programi kullanilarak yapilan analizler neticesinde eriskinler i¢in ortalama 425,

neonatal donemi icinse 431 protein kiimesi tespit edilmistir.
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1l neo_erk_normalize (Experiment)

BO&OQQ -0 - P8-%-% |

8 [ Experiment Summary for ‘neo_erk_normalize® ;

~Member infarmation

GelName Replicate Group Spats Matched Match Rate 1 [ MatchRate 2§ Canr Coeff Detect paramet:
neq_erk_nonmalize (Mas v 210414 _exp10_erigkind wd | e 434 430 9% 53% | 0656 210414 _expl
210414 _exp1l_eriskin2 w4 | e 430 425 99% 53% 1 0678 210414 _expl
210414 _exp10_erigkind w4 | ex 41 408 5% 6% | 0660 210414 _expl
neonatall_expl0v?  |neo 383 3 5% 52% 1 0630 210414 _exp 0

“neonatadlz_expl0vd  neo 465 463 99% B4% 11.000 210414 _expd
neonatald expl0vd  |neo 468 453 9B% B3% 10724 210414 _expl0_
JaR X

@ Ilastet is marked with * Correlation coefficient based on |neonatal?_expl ..

- MatchSet information Replicats group and classes infarmation

Spats matched o evely member ‘ 4 Replicate Group/Classes | Mermber ‘ Matchedtodl | Mean CV

Overall mean coefficient of variation: ‘ 5050 etk 3 397 3333
neo 3 366 4977

l/ Close ] Hemalch” Normahze”ElScalterP\al“Q Report ] lm Help ]

Sekil 5.5. Iki gruba ait deney 6zetleri tablosu goriintiisii
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(L) Scatter Plot: neo_erk_normalize

Compar
" Geks B[] |Er’k j
@Fepl. Gels | B 4] [neo Rd|
(" Classes

Analysis Set | j [X]Momalize spot quantities

(I neo_erk_normalize (Experiment) Ladlf | Corr coeff = 0.702309

| Slope = 0.866161, Intercept = 0404254
|| Spot count = 407
Norm units = PPM

—2.0-fold up
—2.0-fald down
—Linear Regression

I
4

&) Click on a dat to center the images.
¥ _boe J[& Fin |(S Pinar |[@_Hep |

Sekil 5.6. PDQuest programinda kiime(spot) eslestirilmesi (matchset) sonucu bulunan

protein spotlar1 ve deneysel degerler
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Iki grup icin alman serpme ¢izim (scatter plot) grafigi sonuglar1 Sekil 5.2-4’de
gosterilmistir. Verilen serpme cizim grafikleri; gruplar arasinda yogunlugu en az 2 kat
degisim gosteren protein kumelerini ifade etmektedir. Paralel ¢izgiler karsilastirilan
gruplar1 temsil etmektedir. Paralel cizgiler arasinda kalan protein kiimelerinde énemli bir
degisim yokken; cizgilerin disinda kalanlarda en az iki kat artis (st bolge) ya da iki kat
azalig (alt bolge) oldugu anlasilmaktadir. Bu programla, iki boyutlu jellerdeki protein
kiimelerinin, gruplar arasindaki degisim durumlarini ifade eden serpme grafikte karsilik
geldikleri bolgeler, Sekil 5.2-4°de ki serpme grafikte ¢arp1 ile belirtilen alanda oldugu gibi,
kolaylikla belirlenebilmektedir.

Tiim bu veriler 1s181inda protein kiimeleri tek tek incelenmis ve 6nemli degisim gosterenler

saptanmuistir.

Yapilan normalizasyonlar ile protein kiimelerine ait kantitatif 1s1ma verileri elde edilmis ve
bu veriler SPSS programinda t-test kullanilarak degerlendirilmistir. Peptit kiitle parmak izi
ile protein kimliklendirme c¢alismalar1 igin hem gruplar arasi ifadeleri iki kat degisim
gosteren protein kiimeleri, hem de tanimlama yapilabilecek diger tiim protein kiimeleri

jelden kesilerek calismaya dahil edilmistir.

kDa
250 —

150 —
100 —
8O — | w——
60 — | ——
50 —
40—
30—

25 — —

15 — | w—

10— |f—

Sekil 5.7 Elde edilen neonatal iki boyutlu protein profil haritalari
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kDa
250 —

150 —
100 —

Sekil 5.8 Elde edilen eriskin adacik iki boyutlu protein profil haritalari

MALDI TOF MS kutle spektrometresi ile tanimlamasi yapilan proteinler Cizelge5.2-4’de
gosterilmektedir.

Sekil 5.9 Kesim yapilan spotlardan protein tanimlamasi yapilabilen spotlar
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1%

PMF Analizleri sonucunda toplamda 19 adet protein tanimlanmistir. Tanimlanan proteinlerin skorlari, uniprot giris numaralari, kodlandiklar

genlerin adlar1 agagidaki cizelgede 6zetlenmistir.

Cizelge 5.4 Kiitle spektrometresi ile tanimi yapilan protein kiimeleri ve bu kiimelere ait bilgiler

SSP | Protein UniProt NCBI Gozlenen Teorik Gozlenen | Teorik | Skor | Protein Arastirilan
numarasi Gen kitle(Da) | kitle(Da) pl pl sekans peptit sayisi
adlan kapsam /Eslesen
(%) peptit sayisi
1 ELAV-like protein 4 | 009032 | Elavl4 45887 40937.73 | 5.40 6.45 68 %19 14/5
2 Malate 088989 | Mdh1 30000 36631 6.00 6.16 70 %30 14/8
dehydrogenase,
cytoplasmic
3 Tripartite motif- | QSRKG6 | Trim35 | 49367 57267.21 | 6.00 6.73 61 %13 8/5
containing protein 35
4 ATP synthase | P10719 Atp5b 55674 56318.48 | 5.00 5.18 117 | %39 23/15
subunit beta,
mitochondrial
5 Leucine-rich PPR | Q5SGEOQO | Lrpprc | 140304 157808 6.00 6.20 87 %15 23/8
motif-containing
protein,
mitochondrial
6 AMP deaminase 2 Q02356 | Ampd2 | 96500 95411 6.00 6.06 70 %22 23/10
7 Tubulin alpha-1C | Q6AYZ1 | Tubalc |50674 50590 4.00 4.96 91 %39 20/11
chain  (1B-1C-4A-
1A-3)




6v

SSP | Protein UniProt NCBI Gozlenen Teorik | Gozlenen | Teorik | Skor | Protein Arastirilan
numarasi Gen kutle(Da) | kutle(Da) pl pl sekans peptit sayisi
adlar: kapsam /Eslesen
(%) peptit sayisi
8 78 kDa  glucose- | PO6761 Hspab 65400 72473 5.00 5.07 119 | %31 22/16
regulated protein
9 Endoplasmin Q66HDO | Hsp90bl | 80986 92998 4.00 4.72 140 | %15 12/12
10 | Calreticulin P18418 Calr 40130 48137 4.00 4.33 87 %17 16/8
11 | Protein disulfide- | P04785 P4hb 51547 57315 4.00 4.82 80 %16 15/8
isomerase
12 |60 kDa heat shock | P63039 Hspdl 55953 61088 5.00 591 87 %24 25/9
protein, mitochondrial
13 | Chymotrypsinogen B | P07338 Ctrbl 17521 28458 4.00 4.90 72 %34 19/5
14 | Actin, cytoplasmic1l | P60711 Actb 39876 42052 5.00 5.29 68 %26 14/6
15 | Na(+)/H(+) exchange | Q9JJ19 Slc9a3rl | 309752 39149 6.00 5.70 57 %28 21/8
regulatory  cofactor
NHE-RF1
16 | Bile salt-activated | P07882 Cel 59853 67397 5.00 531 76 %20 16/9
lipase
17 | Leucine-rich  repeat- | Q4KLL3 | Lrrc55 27956 35289 5.00 5.87 54 %21 7/5

containing protein 55




SSP | Protein UniProt NCBI Gozlenen Teorik Gozlenen | Teorik | Skor Protein Arastirilan
numarasi Gen kitle(Da) | katle(Da) pl pl sekans peptit sayisi
adlan kapsami /Eslesen peptit
(%) sayisl
18 | Kelch-like Q4KLM4 | KIhI25 60843 66881 6.00 6.32 75 %19 12/9
protein 25
19 | Inactive P54316 Pnliprpl | 39856 53086 5.00 5.79 58 %19 12/7
pancreatic
lipase-related
protein 1

PDQuest tarafindan belirlenen kiitle ve izoelektrik noktalar1 kesin degerler olarak kabul edilmezler, 6nemli sapmalar olabilir. Bu agamada

o kullanilan programlarin skor verileri esas alinmistir.
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Cizelge 5.5. PMF yontemleri ile tanimlamasi yapilan protein kiimelerinin anlaml fark gdsteren ifade verileri

SSP Nu Tanimlanan Neonatal | Neonatal | Neonatal | Eriskin | Eriskin Eriskin | Neonatal/Eriskin | P-degeri
Protein Adi Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 3 | Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar3 | ifade Oranlan
4602 |ELAV-like protein 420.2 275.5 217.4 336.1 715.3 906.9 0.4 0.122278
4
3107 | Malate 96 146.3 188 668.9 347.7 720 0.2 0.021902
dehydrogenase,
cytoplasmic
6306 | Tripartite motif- 738.5 495.5 487.6 280.7 258.4 246.9 2.1 0.019775
containing protein
35
3406 | ATP synthase 252.4 365.3 465.8 1143.5 477.4 762 0.4 0.099288
subunit beta,
mitochondrial
6708 |Leucine-rich PPR 309 330.4 323.3 168.9 176.6 105.8 2.1 0.001855
motif-containing
protein,
mitochondrial
2802 | AMP deaminase 2 2806.3 172.2 280.1 51.4 88.6 66.8 15.7 0.302697
0304 | Tubulin alpha-1C 2281.3 32124 1839.3 3047.3 1936.5 2114 1.0 0.889861
chain (1B-1C-4A-
1A-3)




¢S

SSP Tanimlanan Neonatal | Neonatal | Neonatal | Eriskin | Eriskin Eriskin | Neonatal/Eriskin | P-degeri

Nu Protein Ad1 Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 3| Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 3 ifade Oranlar

1702 |78 kDa glucose- 0 50.8 80 961.7 1109.6 1438.3 0.03 0.001396
regulated protein

0701 |Endoplasmin 742.3 1285.9 4637.1 3860.7 2810.6 2265.3 0.7 0.592844

0603 | Calreticulin 5513.2 5031.9 5729.8 8921.5 8379.7 6662 0.6 0.022731

1601 |Protein disulfide- 7413.4 7586.3 7396.3 11704.6 8867.1 8532.4 0.7 0.090806
isomerase

2402 | Actin, cytoplasmic 7014.8 7816.7 | 11167.8 | 3387.1 3896.3 2912.7 2.5 0.015578
1

5202 |Na(+)/H(+) 368.6 741.3 382.7 1050.3 715.1 682.6 0.5 0.133225
exchange regulatory
cofactor NHE-RF1

5102 | Leucine-rich repeat- 0 0 0 1470 1217.9 1052 0 0.000509
containing protein
55

2503 | Kelch-like protein 7776.8 4219.8 5304.8 2839.8 2551.3 2181.3 2.2 0.038709

25




€S

12000

Neonatal/ Eriskin Ifade Degerleri

-

10000

8000

6000

ifade Degerleri

4000

2000

® Neonatal

M Eriskin

Sekil 5.10. Tanimlamasi yapilan spotlardan anlamli fark olan protein kiimelerinin grafik ile gdsterimi
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Cizelge 5.6. Tanimlamasi yapilan proteinlerin KEGG,Cytoscape programlart kullanilarak ontolojisi ve bulundukari yolaklar

Kime Gen Gen Ad1 KEGG Yolak/Ontoloji

Numarasi Sembol

1 Slc9a3rl Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen Biiyiime faktorii reseptorleri ile dogrudan etkilesime

exchanger), isoform 3 regulator 1 girer. Proliferasyon agisindan 6nemli olabilir.

2 Calr Calreticulin Antijenin proses edilmesi ve sunulmasini
Endoplazmik retikulumda proteinlerin katlanma
kontrolleri
ER’ de fagozom olusum kontrolii
Hem proliferasyon hemde immiin yanit agusndan
onemli olabilir.

3 Atp5b ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1 Oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezi

complex, beta subunit Metabolik yolaklar
Hiicre canlilig1 ve proliferasyonu agisindan 6nemli
olabilir.

4 Lrpprc Leucine-rich PPR-motif containing Mitokondriyal Biyogenez

Hiicre canlilig1 ve proliferasyonu agisindan 6nemli
olabilir.
CRMI tagima yolagi




qS

Kime Gen Gen Ad1 KEGG Yolak/Ontoloji
Numarasi Semboll
5 Hsp90b1 Tumor rejection antigen gp96 e ER’de proteinlerin proses edilmesi
e PI3K-Akt sinyal yolagi
e Kanser yolaklarinda etkin
¢ Proliferasyonda etkin molekdllerden biri olabilir.
6 Ctrbl Chymotrypsinogen B1 e Pancreatik sekresyon
e Proteinlerin pargalanmasi ve emilimi
e Asinar hiicre kaynakli olabilir.
7 Ampd2 Adenosine monophosphate deaminase 2 (isoform e Metabolik yolaklar
L) e Piirin metabolizmasi
Hspa5 Heat shock 70kD protein 5 (glucose-regulated e ER’de proteinlerin islenmesi
8 protein) e Antijenin islenmesi ve sunulmasin
e Protein tasinmasi
e MAPK sinyal yolagi
e Canlilik ve insulin metabolizmasinda etkin olabilir.
9 Actb Actin, beta, cytoplasmic e Hiicreler arasi etkilesim

Gelisim stirecinde hiicrelerin haraketinden sorumlu
Neonatal ve eriskin donem farklar1 agisindan
onemlidir.
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Kime
Numarasi

Gen
Semboll

Gen Adxr

KEGG Yolak/Ontoloji

10

Trim35

Tripartite motif-containing 35

Cinko baglanmasinda etkin

Baglangic immiin sistemde etkin (innate immune
system)

Mitotik dongunun negatif regllasyonunda etkin

11

Pnliprpl

Pancreatic lipase related protein 1

Gliserolipid metabolizmasi

Lipit metaboliklerin islenmesi
Kalsiyum iyon baglanmasi
Pankreasin gelisim siirecinde etkin

12

Cel

Carboxyl ester lipase

Bile asid biyosentezi
Gliserolipid metabolizmasi

13

Mdhl

Malate dehydrogenase 1, NAD (soluble)

Sitrat dongusu (TCA donguisu)
Priivat metabolizmasi

NAD ve NADH metabolic proses
Karbon fiksasyonu

Karbonhidrat metabolik proses




LS

Kime Gen Gen Ad1 KEGG Yolak/Ontoloji
Numarasi Sembolu
14 Hspdl Chaperonin e Type I diabetes mellitus yolaginda gorev almaktadir.
e Insiiline baglanir
e De novo protein katlanmasi
e (GSIS’ta etkin olabilir.
15 Elavl4 ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, e Noral gelisim siirecinde aktif rol almaktadir.
Drosophila)-like 4 (Hu antigen D)
16 KIh125 Kelch-like 25 (Drosophila) e Protein ubikinasyonu
e Translasyon baglama regulatori
Tubalc Tubulin alpha-1C chain (1B-1C-4A-1A-3) e GTPaz aktivitesi
17 e Fagositoz yolagi
P4hb Protein disulfide-isomerase e ER etkilisimli degradasyon yolagi
18 e Hipoksi olusumuna cevap
e ER stresi olusmasi halinde denge kontrolii
Lrrc55 Leucine-rich repeat-containing protein 55 e Iyonlarin Taginmasi

19




6 SONUCLAR VE TARTISMA

6.1 Diyabet tedavisinde proteomik yaklasimlarin 6nemi

Insan Genom Projesi sonrasinda genomik calismalardan elde edilen bilgilerin sinirh
oldugunun anlasilmasindan sonra, genomigin devami olan proteomik; biyolojik olaylarin
aciklanmasinda onem kazanmistir. Proteomik, belli sartlar altinda ve belli bir dokuda
genom tarafindan kodlanan tiim proteinlerin toplami anlamina gelmektedir. Proteomik
calismalarin esas amaci biitlin hiicre, doku ve viicut sivilarindaki proteinleri, 6zellikleri ve
ifade seviyelerini de icerecek sekilde, tanimlamaktir. Gelismis teknolojiler olmasina karsin,
proteom c¢alismalarinin tekrarlanabilirligi ile ilgili sorunlar henliz asilamamustir.
Tekrarlanabilirligin saglanabilmesi i¢in proteomik yontemlerin kullanildig1 ¢aligmalar ti¢
tekrar elde edildikten ve adacik protein profilleri arasinda tekrarlanabilirlik saglandiktan
sonra ana deneyler gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda sigan adacik hiicreleri
kullanilmistir. Adaciklarin iki boyutlu jel elektroforezi kullanilarak protein haritalari elde
edilmistir. Bu tez ¢aligmasi ile izolasyonu yapilan neonatal adacik hiicrelerinin protein
profil haritalar1 ilk kez literatiire kazandirilmistir. Bu protein profilinde yer alan protein
kiimeleri tek tek incelenerek, gruplar arasiistatistiksel olarak anlamlidegisim gdsterenler
belirlenmistir. Gruplar arasinda anlamli degisim gosteren 70 protein kiimesi jellerden
kesilmis ve PMF yontemiyle toplam 19 protein tanimlanmistir. Tez kapsaminda bu iki

grubun karsilastirmali analize tabi tutulmasinda ti¢ temel sebep vardir:

1. Neonatal donemde adacik hiicrelerinin proliferasyon hizlarmin eriskin donemlere
oranla fazla olmasi (1),

2. Eriskin donem adaciklarinin immiin sistem saldirilarina kars: daha agik olma
olasiliklar1 (106),

3. Eriskin dénemde glikoz stimulasyonu ile insiilin saliniminin daha aktif olmasi

(110).

PMF ile tanimlanan proteinler bu ii¢ temel sebep cercevesinde tartilisilacaktir.
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6.2 Proliferasyon Etmenleri Acisindan Degerlendirilmesi

Bilindigi lizere neonatal donemde basta beta adacik hiicreleri olmak iizere adacik grubunda

yer alan hiicrelerde proliferasyon hizinda artis gozlenen calismalar bulunmaktadir. Bu

kapsamda elde edilen veriler 1518inda asagida yer alan proteinlerin hiicre ¢ogalmasinda rol

alabilecekleri diigiiniilmektedir.

Slc9a3rl: NA/H transformasyon kanali olarak da bilinen bu protein grubu,
canliliginin evrim siirecinde en bastan beri var olan protein gruplarindandir. Cesitli
fizyolojik aktivitelerde dnemli rol oyanayan SLC ya da NHE olarak bilinen protein
grubu pH dengesinin saglanmasinda gorev almaktadir. Bu etki ile rol aldig1 baslica
fizyolojik aktiviteler hilicre donglsi diizenlenmesi, hiicre bélinmesi, transepitel
sodyum akisi, tuz toleranst gelisimi, biyogenez ve sekresyon i¢in kesicik
olusumudur. Bu asamada tez kapsaminda Onemli olan nokta ise Slc9a3rl
proteininin hicre proliferasyonu ve biyogenezde rol alan molekillerden biri
olmasidir (111). SLC grubuna ek olarak yer alan NA/H transformasyon regulator
proteinlerden olan Slc9a3rl diger adi ile NHE-RF1 nin, WNT sinyal yolunda yer
alan beta katenin ile iliski halinde oldugu bilinmektedir. Bu iliski PDZ domain ile
gerceklesmektedir. NHE-RF1 nin beta katenin ile iligkisi sonucu hiicrede meydana
gelen degisiklikler net olarak bilinmemektedir. Baz1 ¢aligsmalar bu iligskinin hiicre
proliferasyonunu negatif etkiledigini gostermekte iken bazi ¢aligmalar ise tersine
pozitif etkiledigini gostermektedir (112). Bu durum NHE-RF1 ile beta katenin
etkilesiminin ektopik bir sonucunun oldugunu gostermektedir. Tez kapsaminda
elde ettigimiz veriler ile NHE-RF1 nin erigkin donem adaciklarinda ifadesi artan
grupta olmasindan dolay1 bu etkilesim neticesinde beta hiicre proliferasyonunda

baskilayici rolii oldugunu disunilebilir.

Actb: Beta Aktin olarak bilinen ACTB insanda tanimlanan alti farkli aktin
izoformundan biridir. Kas kodkenli olmayan iki aktin formundan birisi olan bu
sitoplazmik protein, hiicre hareketliligi, hiirce yap1 ve biitiinliigiinde 6nemli rol
oynamaktadir (113).

Aktin bulunan protein kiimesinin ifadesi neonatal dénem adaciklarinda artig
gdstermistir. Bu durum iki acidan agiklanabilir. Ilki aktinin hiicre tasinmasima ek

olarak aktif olarak gorev aldig1 olaylardan birisi olan hiicre dongiisiidiir. Yapilan bir
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caligmada, aktin knock-out mezenkimal hiicrelerde hucre proliferasyonunun
sekteye ugradigimmi tespit etmislerdir (114). Calismanin devaminda aktin
ifadesininin arttirilmas1  halinde hiicrelerin nasil bir degisim gosterdigine
bakilmamistir. Bu durumda aktin ifadesinin artmis olmasinin  hiicre
proliferasyonunu arttirdiginin net olarak sdylenmesi dogru olmayacaktir ancak olasi
agiklamalar dahilinde siralanabilir. Bu duruma ek olarak neonatal donemde aktin
molekiiliiniin artis gostermesi o donemde proliferasyon hizinin fazla olmasi

sebebiyle de olabilir.

Ikinci aciklama ise aktinin gelisim siirecinde aktif rol oynayan molekiillerden biri
olmasidir. Aktinin en bilinen fonksiyonu hiicre haraketliliginden sorumlu
molekiillerden biri olmasidir. Bu rolii ile gelisim siirecinde hiicrelerin dogru
konumlanmasinda yer almaktadir (115). Neonatal déneminde huicrelerin tam olarak
olgunlagsmasini tamamlamamalarindan dolayr haraketin devam etmesi ve aktinin

artis gdstermesi olasidir.

Trim 35: Tez kapsaminda tanimlanan proteinlerden biri olan Trim35; tripartit-
motif icerenler ailesindendir. Ilk olarak kemik iliginde yer alan makrofajlarda
tanimlanmistir. Genel anlamda tiimor-baskilayici genler arasinda da yer alan Trim
35’in bu fonksiyonunu tam olarak nasil gerceklestirdigine dair net bir bilgi
bulunmamaktadir. Trim 35’in HCC hiicre hattinda Warburg Etkisi iizerinden hiicre
proliferasonunu baskilayici bir etki gosterdigi bilinmektedir (116). Ayni zamanda
Xue W. ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir ¢calismada kanserlesme asamasindaki
hicrelerin  kromozal delesyon asamasinda Trim 35’in de yer aldig1 8.
kromozomdan genis bolgelerin silindigini gozlemlemislerdir. Detaylandirilan
calisma kapsaminda Trim 35’in hiicre proliferasyonunu baskiladigi bu ¢aligma ile
de onaylanmustir (117). Tez kapsaminda Trim 35’in tanimlandig1 protein kiimesinin
ifadesinin PDQuest 8.1.1 programi ile erigkin donemde anlamli olarak artis
gosterdigi tespit edilmistir. Bu durumda Trim 35 ‘in kanser hiicrelerinde gézlenen
proliferasyonu bloklama 6zelligi ile eriskin donemde proliferasyon hizinin diisiik
olmast durumu genel haritaya uymaktadir. Buna ek olarak Trim 35’in proliferasyon
hizin1 diistirme etkisi preadiposit hiicrelerinde de kanitlanmistir (118). Elde edilen

sonug ile iki farkli yorum yapmak miimkiindiir. Bunlardan ilki Trim 35 adacik
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hiicre grubunun erigkin doneme gecisi asamasinda proliferasyon hizini diisiiren
etmenlerden birisi olabilecegidir. Ikincisi ise Trim 35’in bu etkisini sadece
Warburg Etkisi iizerinden degil aym1 zamanda kanserlesmemis hiicrelerde de

gosterebilecegidir.

Elavl4: Elavl4 proteinin temel olarak gelisme siirecinde de etkinligini saglayan
temel fonksiyonlar1 AU zengin olan RNA boélgelerine baglanmasi temeline dayanir
(119). AU bakimindan zengin olan bolge tasiyan mRNA’lar ile olan iletisimleri
neticesinde ELAVL4 ya da HuD proteininin hicre icindeki temel rolleri
proliferasyon ve insililin metabolizmasi tizerindeki etkileri seklinde iki agidan
incelenebillir. Hiicre proliferasyonu tiizerindeki etkisini 2011 yilinda Choi ve
arkadaslar1 yapmis olduklar1 calismada akciger kanser hiicre hatt1 olan A549 hiicre
grubunda Elavl4’iin susturulmast ile hiicrelerin proliferasyon kapasitelerinin diisiisii
ile gozlenmistir. Elavl4’iin RNA proses asamasinda ilisikte oldugu RNA’lar
arasinda hiicre proliferasyonu agisindan 6nemli olan yolaklarda etkin olanlarin
oldugu distiniilmektedir. (120). Bu yolaklar arasinda p53 ve PI3K-Akt yer
almaktadir. p53 etkisinin DNA hasar1 sonrasinda gerceklestigi diistiniilmektedir.
Elavl4’iin PI3K-Akt ile iligkisinin hiicre dongiisiinii arttirici ve hatta apoptoz

siirecini yavaglatan bir siireci etkiledigi diisiintilmektedir (116).

Calisma kapsaminda neonatal donem adaciklarda anlamli bir artis gosteren
Elavl4’iin bu grupta gozlenen yiiksek proliferasyon kapasitesi ile ilgili
molekiillerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Bu hipotezin dogrulugunun

gosterilmesi i¢in nicel analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Ampd2: AMP deaminaz 2 enzimi yaklasik olarak 95KDa agirliginda olan ve piirin
metabolizmasinda AMP’nin IMP’ ye doniisiimiinii saglayan bir enzimdir.
Gorevinden de anlasilacagi lizere Ampd2 enzimi piirin metabolizmasinda 6nemli
bir yere sahiptir. Iskelet ve karaciger hiicrelerine ozgiin aktivite gdsterdigi
diisiiniilen Ampd2’nin diger hiicrelerde de glikozun hiicre i¢ine alinip metabolize
edilmesinde 6nemli oldugu bilinmektedir. 2013 yilinda yapilan ¢alisma ile bu
proteinin ndral gelisim siirecinde aktif rol aldig1 ve gelisim siirecinde ortaya ¢ikan

PCHO olarak bilinen bir ndrodejeneratif hastalikta etken oldugu tespit edilmistir
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(121). Yapilan literatiir arastirmalarinda Ampd2 enziminin adacik hiicrelerinde
hangi rollerde yer aldigina dair agiklayici bir caligmaya rastlanmamastir.
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Sekil 6.1. Purin metabolizmasi ve AMPD2’nin rolii (121).

Tez kapsaminda Ampd2’nin neonatal donem adaciklarinda ifadesinin artis
gosterdigi tespit edilmistir. Ancak bu artis anlamli degildir. Yukarida bahsedildigi
tizere adacik hiicrelerinde Ampd2’nin rolii hakkinda bir ¢alisma bulunamamustir.
Elde edilen neonatal donem artis1 iki sekilde aciklanabilir. Bunlardan ilki 2013
yilinda Akizu N. ve arkadaglarinin Ampd2, piirin metabolizmasinda dengeyi
GTP’ye dogru kaydirdiklart yoniindeki bulgularidir. Biiylimeden sorumlu olan
hangi genlerin Ampd?2 yoklugundan etkilendigi heniiz bilinmemektedir. Calismanin
devaminda Ampd2 yoklulugunun yol ac¢tigi sonuglarin disaridan adenozin
eklenmesi ile dengelenebildigi gézlenmistir. Bu agsamada bu etkinin biiyiime
faktorlerinin genelinde gozlenmesi beklenmektedir. Hatta bu durum akla
biliylimenin tutulmasinin sebebinin DNA replikasyonu icin gerekli adenozinin
saglanamamasindan oldugunu getirmektedir. (121). Neonatal dénemde hicrenin
biiyiimeye devam ettigi, dolayisiyla bu proteine daha ¢ok ihtiyac1 oldugu igin
ifadesini arttirdig1 diisiiniilebilir. Ancak konunun daha detayli olarak arastirilmasi

gerekmektedir.

Neonatal donemde Ampd2 proteinin ifadesinde artis gozlenmesinin bir diger
aciklamasi ise Ampd2’nin mikrotubiil olugsmasindaki etkinligidir. Neonatal donem
adaciklarinin olgunlasma yolunda olan hiicre grubu oldugu bilinmektedir. Nitekim
calisma kapsaminda tiibiilin ailesi ve aktin proteininin ifadesinin de artig1 tespit

edilmistir. Literatlir arastirmasi esnasinda neonatal donemde pankreasta adacik
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hiicre dagilimlarinin nasil olduguna dair bir boyamaya rastlanmamistir. Bu
donemde hiicreler; aktivitelerini gosterebilecekleri dogru konuma gelebilmek i¢in

hareket kabiliyetinde etkin olan proteinlerini kullanabilirler.

LRPPRC: Yaklasik olarak 130 KDa olan mitokondriyal 16sin zengin PPR motif
iceren protein ilk olarak insan kanser hiicre hattindaki ifade artis1 ile dikkat
cekmistir. Hiicre homeostazinda ve mikrotubiill olusumundaki etkinligi
bilinmektedir. Bu rollerine ek olarak yine hepatokarsinoma hucrelerinde anti-
apoptotik rolii de kesfedilmistir Correa ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢aligma
kapsaminda LRPPRC’nin BTF3 ile fiziksel bir interaksiyonu oldugunu tespit
etmiglerdir. BTF3, Myc proteini ile etkilesimi olan bir proteindir. Myc ise hicre
proliferasyonu iizerinde etkin olan proteinlerden biridir. Bu ¢alisma kanser hiicre
hattinda yapildig1 icin LRPPRC’nin ifade artisinin proliferasyon {izerindeki pozitif
etkisi adacik hiicreleri i¢in uygulanabilir olup olmadigi bilinmemekle beraber,
neonatal donem adaciklarinin yiiksek proliferasyon hizinda LRPPRC nin etkin olan

molekiillerden biri oldugu diigiiniilmektedir (122).

Proliferayon iizerinde ki etkisine ek olarakLRPPRC ayni zamanda CRMI1
yolaginda yer almaktadir ki bu yolak gelisim siirecinde rol almaktadir. Temel
anlamda sekresyondan sorumlu olan bir yolaktir.Burdan da LRPPRC ayni1 zamanda

gelisim siirecinde ki rolii itibari ile neonatal dénemde artis gostermesi olasidir

(123).

KLHL25:Kelch motifi iceren KLHL ailesine ait izoformlardan biri olan bu protein
translasyon baslamasinda ve ubiqutinasyonda rol almaktadir. Translasyon
tizerindeki etkisi ise E3 ubikitinasyon iizerinden gerceklesir. KLHL2S5 proteini
elFl4’ e baglanip onun translasyon baslama kompleksi olusturmasina engel olan
4EBP1 proteinin degradasyonunu Kkatalizler. Bu durumda KLHL25 proteini
translasyon baslama aktivitesini arttiran proteinlerden biri olmasi ve bunu en diisiik
konsantrasyonda olan elFl4 tizerinden gerceklestirmesi sebebi ile kanser
tedavisinde kullanilmas1 planlanan hedef molekiillerden birisidir. Translasyon
baslama faktorii iizerindeki bu etkisi hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve gelisimi

stirecinde etkin olan yolaklarla dogrudan baglantilidir (124). Calisma kapsaminda
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6.3

neonatal donem adaciklarinda fazladan ifadelenmesi durumunu agiklayan bir
sonuctur. Daha dnce neonatal ve erigskin donem kiyaslamasinda bu proteinin rolii
tizerinde herhangi bir caligma yapilmamistir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar
ile tamimlanan bu protein, neonatal dénem adaciklarinin yiksek proliferasyon

hizinin temelinde yatan proteinlerden biri olabilir.

Buna ek olarak KLHL25’in aktivitesi ile degrede olan 4EBP1 proteininin adacik
hiicrelerinde ATF4 baglantisi ile ER stresinden korudugunu gosteren bir ¢alisma
bulunmaktadir.Bu durumda KHLH25 proteinin aktivasyonunun erigkin donemde
daha diisiik olmasi g¢erceveyle uygun bir tutum sergilemektedir.Erigkin donem
adaciklarinda yogun insulin salgilanmasindan dolay1 hiicre ER stresine girer.Bu
durumda ATF4 aktivasyonu ile 4EBP1 proteini aktive olur ve translasyon
inhibisyonu ile hiicre ER stresinden korunur. Bu olaylarin basinda yer alan protein
KHLH 25 proteini olabilir. Bu donemde adacik hiicreleri KHLH 25 proteininin
aktivitesi diistirerek kendini ER stresten koruyor olabilir (125).

Immiin Sistem A¢isindan Degerlendirilmesi

Gp96: 94 kDa glucose-regulated protein veya tumor rejection antigen (Gp96)
olarak da adlandirilan bu protein hsp90 ailesine ait bir 1s1 soku (heat shock) ve,
oldukca korunmus olan bir glikoproteindir. Genellikle endoplazmik retikulumda
(ER) bulunur ve saperon olarak protein katlanmalarindan sorumludur. Bir¢ok
antijenle de iliskili oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar; bu
proteinin biiylik doku uygunluk kompleksi sinif-1-(MHC/ major histocompatibility
complex class I) antijen sunum yolagininin bir pargast oldugunu gostermistir (126).
Gp96 proteini patojen kaynakli olmayan aksine hiicrenin gordiigii zarar
dogrultusunda inflamatuar etki gosteren (Damage-associated molecular pattern
molecules (DAMPs)), sitokin salgisinda etken olan bir proteindir. Dolayisiyla
GP96’nin inflamatuar bir etki yarattigi da bilinmektedir. Ayn1 zamanda gp96
proteinin ifadelenmesi Tip 1 diyabet hastalarinda artis gostermektedir (127,128).
Bu bilgilerden yola ¢ikarak erigkin donemde ifadelenmesinde artis tespit edilen bu
proteinin, bu donemin immiin saldiralara daha agik olma olasiliginmi arttiran ve bu

dogrultuda hedef olarak kullanilabilecek bir protein oldugu sdylenebilir.
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- Calr: CALR geni tarafindan kodlanan kalretikulin 46 kDa agirliginda Ca*
baglayan multifonksiyonel bir proteindir. Afinitesi diisiik olmakla birlikte depo
kapasitesi yliksek oldugundan dolay1 yiliksek oranda kalsiyumu tutarak inaktif hale
getirir ve kalsiyum dengesinin saglanmasinda etkin rol alir. ER’de kalneksin ile
birlikte N-bagli glikoproteinlerin saperonu olarak gorev almasi Kalretikulin’in
diger bir onemli fonksiyonudur. Spesifik karbonhidrat yapilari i¢in bir taninma
bolgesine sahip olan kalretikulin; oligosakkaritleri taniyarak katlanmamis
glikoproteinlere baglanan, dogru katlanmalarini kontrol eden, organellere gecisini
kolaylastiran ve stres durumunda proteinlerin ¢okmesini engelleyen bir 1s1 soku
proteinidir. Calisma kapsaminda kalretikulinin bulundugu protein kiimesi eriskin
donemde anlamli olmasa da ifade olarak artis gostermistir. Kalretikulin
glikoprotein yapisinda olan MHC 1 molekiillerinin katlanmasinda ve kontroliindeki
etkin proteinlerden biridir. Bu kapsamda adacik nakli i¢in nakli yapilan hiicrelerde
avantaj ve dezavantaj tartimina alindiktan sonra aktivitesi diisiiriillecek proteinler

arasina alinabilir (129-131).

- HSPD1: HSP60, HSP65, CNP60 olarak da bilinen bu proteinin bilinen en temel
fonskiyonu protein katlanmasindaki roliidiir. Buna ek olarak Tip 1 Diyabet
olusumu esnasinda etkinligi bilinmektedir HSPD1 proteini immun sistem
aktivasyonunda rol alan proteinlerden olmasi sebebi ile Tip 1 Diyabet patolojisi
gosteren hastalarda ifade artig1 tespit edilmistir. Ancak 2006 yilinda yapilan bagka
bir ¢alisma bunun tek basina bir faktér olamayacagini sunmustur (132,133). Tez
calismalar1 kapsaminda elde edilen sonuglarda erigkin donemde ifade artisi
gosteren bu protein, eriskin doneme gegis ile adacik hiicrelerinin immiin sistem
saldirilarina daha acik olma hipotezine kanit olarak gosterilebilecek proteinler

arasinda yer alabilir

6.4 Insiilin Salimm A¢isindan Degerlendirilmesi

- CALR: CALR geni tarafindan kodlanan kalretikulin; Endoplazmik retikulumda
bulunan, 46 kDa agirliginda Ca*? baglayan multifonksiyonel bir proteindir.
Afinitesi diisiik olmakla birlikte depo kapasite yiiksek oldugundan dolay1 yiiksek
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oranda kalsiyumu tutarak inaktif hale getirir ve kalsiyum dengesinin saglanmasina
yardimci olurlar. ER’de kalneksin ile birlikte N-bagli glikoproteinlerin saperonu
olarak gorev almasi Kalretikulin’in diger Onemli fonksiyonudur. Spesifik
karbonhidrat yapilar1 i¢in bir taninma bolgesine sahip olan kalretikulin;
oligosakkaritleri taniyarak katlanmamis glikoproteinlere baglanan, dogru
katlanmalarin1 kontrol eden, organellere gecisini kolaylastiran ve stres durumunda
proteinlerin agregasyonunu engelleyen bir heat shock proteinidir. Calisma
kapsaminda kalretikulinin bulundugu protein kiimesi eriskin donemde artis
gostermistir. Yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki ER’de katlanmadan sorumlu
proteinler beta hucrelerinin GSIS fonksiyonunda etkindirler. Diyabet patolojisi
olusumunda katlanma proteinleri 6énemli rol oynamaktadir. Calismamiz sonunda
ifade artis1 gostren kalretikiilin adacik hiicrelerinin olgunlagmasi siirecinde insulin
salinim1 konusunda daha aktif bir rol listlenmesinde 6nemli olan proteinlerden biri
olabilir. Buna ek olarak kalsiyum metabolizmasinda ki 6nemi de insiilinin
sekresyonu siirecinde etkin olmasindan dolayr adacik nakli oncesinde hiicrelerin
GSIS aktivitesini arttirmasi i¢in ifadesi arttirilmasi gereken proteinlerden birisi

olabillir (134).

Elavl4: Elavl4 proteinin gelisim siirecinde de etkinligini saglayan temel
fonksiyonlart AU zengin olan RNA bolgelerine baglanmasi temeline dayanir. Ins2
mRNA °‘s1 ise yaklasik olarak 24 saatlik yar1 6mrii ile uzun siire beta hiicrelerinde
translasyon i¢in bekleyen RNA’lardan biridir. Bu uzunlugun saglanmasinda 3’
UTR bolgesi etkindir. HUD protein mRNA ‘larin 3> UTR bdlgelerine baglanarak
ifadelenme diizeyini etkiler. Bu etki hem negatif hem de pozitif yonde olabilir. Lee
ve arkadaglar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢aligma ile hem HUD proteinin ndronlara
spesifik olmayip beta hiicrelerinde de ifadelendigini tespit ettiler hem de HuD
proteinin Ins2 mRNA’larinin 5’UTR bdlgesine baglanarak insiilinin ifadelenmesini
blokladigini tespit etmislerdir. Bu calisma sonucunda elde edilen bilgi HuD
proteinin ifade diizeyinin artmasi insiilinin mRNA seviyesi sabit olmasina karsin

ifadelenmesini azaltir seklinde 6zetlenebilir (135).

Tez kapsaminda yapilan ¢alisma sonucunda Neonatal donem adaciklarinin protein

profili verilerinde HuD proteinin tanimlandigi protein kiimesinde artig tespit
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edilmistir. Bu durumda neonatal donemde glikoz stimiile insulin saliniminin
yeterinde aktif olamamasinin sebeplerinden biri HuD proteinin artan ifadesi

kaynakl1 olabilir.

ATP5b : ATP5B geni tarafindan kodlanan 56 KDa olan bu protein ATP sentaz
enziminin bir pargasidir. Mitokondriyal ATP sentaz enzimin beta alt iinitesini
olusturan bu parca mitokondride ATP sentez/yikim reaksiyonlarindan sorumludur.
Ayrica oksidatif fosforilasyon esnasinda protonlarin mitokondri zarindaki dengesini
saglar. Yapilan calismalar gostermektedir ki oksidatif fosforilasyon ile glikoz
stimuli insulin salinimi arasinda birbirleri ile dogru orantili olmak iizere bir bag
bulunmaktadir (109) Glikoz varliginda beta hiicreleri ATP sentezini oksidatif
fosforilasyon ile arttirarak sitoplazmadaki ATP/ADP oranini arttirir. Bu da hiicre
ici Ca®* oramni arttirir. Hiicre igindeki bu oranm artist ile iiretimi yapilan ve
katlanmast sona eren insiilin hiicre disina salmir. Bu durumda GSIS
reaksiyonlarinin daha aktif oldugu erigkin donem hiicrelerinde bu proteinin
aktivitesinin artmis olmasi beklenir (136). Ancak calisma kapsaminda ATP5b

ifadesi erigkin grupta daha fazla olarak tespit edilmistir.

Bilindigi tizere ATP sentezine hiicre i¢indeki bircok metabolik olayda ihtiyag
duyulmaktadir. Gelisim siirecinde gozlenen yiiksek proliferasyon, farklilasma,
hareket gibi olaylar iginde hiicre gerekli enerjiyi ATP sentezinin artisi ile saglar.

Dolayisiyla erigkin grupta gozlenen artis ile tezat bir tabloda karsimiza ¢ikmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar jel tabanli proteomik analizleri icermektedir. Bu
proteinin her iki grup iginde artis1 olasidir ve yapilan calismalar sonucunda
kantitatif bir sonu¢ elde edilmemistir. Calismanin devaminda bu protein igin
Western Blot gibi yari-kantitatif bir calisma yapilmasi gerekmektedir. Boylece bu
proteinin GSIS metabolizmasinda m1 yoksa gelisim siirecinde gozlenen siireclerin

dogal sonucu ile mi artis gosterdigi tespit edilmis olcaktir.

Grp78 (Hspab5): HSPAS geni tarafinda kodlanan bu protein yaklasik olarak 73
KDa agirliginda olup heat-shock protein 70 ailesinin mensubudur. Endoplasmik

retikulumun lumeninde yer almaktadir ve hiicrede i¢inde ki temel fonksiyonu
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protein katlanmasinin regiilasyonudur. Ayn1 zamanda protein taginmasindan da
sorumludur. Yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki ER’de katlanmadan sorumlu
proteinler beta hicrelerinin GSIS fonksiyonunda etkindirler. Diyabet patolojisi
olusumunda katlanma proteinleri 6nemli rol oynamaktadir. HSPAS proteinin ayni
zamanda katlanmamig protein cevabinin olugsmasinda da rol almaktadir (137). Beta
hiicrelerinin erigkn donemde yogun bir sekilde insulin salgilamasindan dolay:

katlanmada rol alan HSPAS5 nin ifade artisinin olmasi beklenen bir sonugtur.

P4HB: PDI1Al proteinlerde sistein kalintilar1 arasindaki disiilfit baglarinin
olusumunu, yikimini ve yeniden yapilandirilmasimi katalizleyen cok islevli bir
proteindir. ER liimeninde yer alan bu protein hiicre i¢inde protein katlanmasinda
disulfit baglarinin diizenlenmesinden sorumludur (137). Katlanmada olan roli
sebebiyle beta hiicrelerinde gbzlenen yogun insulin Uretimi neticesinde ve GSIS

asamasinda ifadelenmesinin artis1 beklenen bir sonugctur.

HSPD1: HSP60,HSP65,CNP60 olarakta bilinen bu proteinin bilinen en temel
fonskiyonu protein katlanmasinda ki roliidiir ve katlanan insulin ile etkilesimi
bilinmektedir (137). Dolayisi ile erigkin donem adaciklarda ifade artisi gostermesi

beklenmektedir.

MDH1: Malat dehyrogenaz 1 enzimi TCA dongusinde NAD/NADH metabolik
siiregte aktif olarak rol alan bir enzimdir. Yapilan ¢esitli calismalar MHD1
enziminin daha yuksek glikoz senstivitesi gosteren beta hiicre grubunda ifadesinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Daha once Martens ve arkadaslari yapmis
olduklar1 neonatal ve eriskin donem adacik karsilastirmasinda eriskin donemde
glikoz stimuli insulin sentezinden etkin olan 2 enzimden biri olarak MDHI’1
gostermislerdir (109,137). Dolayisiyla ¢alisma kapsaminda elde etmis oldugumuz
eriskin donem MDHI1 proteinin ifade artisi daha Oncede yapilan caligmalar
destekler sekildedir ve beklenen bir durumdur ve eriskin donem adaciklarinin daha

aktif olan GSIS slrecinde etkin olan bir molekildur.

LRRC55: Lrrce 55 proteini hiicre membraninda yer alan BK olarak bilinen voltaj

kapili Sodyum/kalsiyum kanallarinin gamma alt grubunun bir lyesidir. Lrrc 26
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daha yaygin olarak bilinen bir izoformudur ve Lrrc26’nin paralogu olarak
tanimlanmaktadir. Calisma kapsaminda Lrrc 55 proteininin bulundugu protein
kiimesi erigskin donem adaciklarinda ifade artis1 gostermistir. Daha once yapilan
herhangi bir ¢caligmada bu proteinin adacik beta hiicrelerinde ifadesi gdzlenmedigi
icin bu hiicredeki olasi roller hakkinda yorum yapmak giictlir. Ancak Lrrc 55; BK
gamma alt grubu olarak sinir hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum dengesinde rol aldig1
bilinmektedir (138). Proteinin her dokuda ki rolii ve etkinligi farklilik gésterebilir.
Ancak adacik hiicrelerinde kalsiyum dengesinin hiicreden insulin salinimi
konusundaki etkisi de bilinmektedir. Lrrc 55 proteinin adacik hiicrelerinde
ifadesinin kesin olarak tespit edilmesi halinde insulin salinimi iizerinde etkisi olan

proteinlerden biri olabilir.

6.5 Asinar Hiicre Kaynakh Tespit Edilen Proteinler

- Cel, Pnliprpl, Ctrbl: Tanimlanan proteinler arasinda yer alan bu 3 protein asinar
hiicre kaynakli olan pankreatik salgi tiriinleridir. Her ne kadar manuel ayirma ile
miimkiin olan en yiiksek saflikta adacik hiicresi izole edilmeye calisilsa da az
miktarda asinar hiicre karisimi da s6z konusudur. Bu proteinler yine de listede
verilmistir ¢linkii asinar hiicre kaynakli olamasina karsin pankreasin dolayisiyla
adacik hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan salgilardir. Giiniimiizde aktif
olarak asinar hiicre salgi lizatlar1 ile ¢alismalar yapilmakta ve bu ¢aligsmalar ile beta
hiicrelerinin insulin salinim kapasitesinin arttirmi basta olmak {izere adacik nakli ya
da diyabet patolojisinin iyilestirilmesine yonelik calismalar gerceklestirilmektedir.
Dolayisi ile bu proteinlerin varliginin insulin salinim kapasitesi Uzerinde ki
etkilerinin de adacik nakli siirecinde hiicrenin hazirlanmasi asamasinda etkin

olabilecegi diisliniilebilir.

6.6 Tartisma Ozet

Bu caligmalar ile; adacik hiicre gelisim siirecinde etken molekiillerin protein seviyesinde
tanimlanarak bu siiregteadacik fizyolojisinde farklilik gosteren 6zelliklerin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar i¢in onemli olabilecek proteinler tanimlanmistir. Elde edilen
sonuglar ile adacik gelisim siirecinde etkin olabilecek protein verileri elde edilmistir.

Erigskin ve neonatal olmak iizere olusturulan iki grubun proliferasyon, insulin salinima,
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immiin sistem ve gelisim siireci agisindan proteom ebadinda karsilastirmali analizleri ilk

defa bu tez kapsaminda gergeklestirilmistir.

Yapilan tez g¢alismasi kapsaminda Wistar sicanlarindan izole edilen adacik hiicreleri
kullanilmstir. Ozellikle yeni dogan dénem siganlarindan adacik izolasyonu nun yontemsel
acidan kisitlamalarin olmasi, hem yeni dogan hemde eriskin donem verilerini 6zgiin
kilmaktadir. Ayrica ¢alisma kapsmainda elde ettigimiz sonuclardan birisi de neonatal
sigandan adacik izolasyonu protokoliinde Ficoll yogunluk ayriminin uygun bir yontem
oldugudur. Bazi literatiir ¢aligmalarinda neonatal donem adacik izolasyonunun manuel
yapilmasi gerektigi savunulmustur, yapmis oldugumuz ¢alisma kapsaminda Ficoll
kullanilarak yapilarak ayrim ile hiicrelerin daha az strese girmesinin yaninda safliginin

daha 1iyi kontrol edilebildigi tespit edilmistir.

Cizelge 6.1.Tanimlanan proteinlerin ii¢ etmen agisindan 6zet degerlendirme tablosu

. Insiilin
Proteinler Proliferasyon | Immiin Sistem | Metabolizmas1 | Asinar Hucre
Elavl4 X X
Mdhl X
Trim35 X
Atp5b X
Lrpprc X
Ampd2
Tubalc X
Hspab5
Hsp90b1
Calr X
P4hb
Hspdl X
Ctrbl X
Actb X
Slc9a3rl X
Cel X
Lrrc55 X
KlhI25 X
Pnliprpl X

X | X | X [X [X

Tartisma kisminda elde edilen veriler adacik nakli i¢in 6nemli olan proliferasyon, insulin

metabolizmast ve immun sistem ile iligkisinde etkin olabilecek proteinler olarak
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gruplanarak incelenmistir. Cizelge 6.1’de proteinlerin hangi grupta tartisildigi
Ozetlenmistir. Ifade farkliligi gosteren ve PMF yontemi ile kimliklendirilmesini
gergeklestirdigimiz proteinlerin pek ¢ogu proliferasyon siirecinde etkin olabilecek kanser
hiicre hatlarinda rol alan proteinlerdir. Bu proteinler ilk kez bu tez ¢alismasinda adacik
hiicrelerinin proliferasyonu ile iliskilendirilmis olup, literatiirde daha Once yapilan
calismalarda rastlanmamustir. insiilin metabolizmasi ile ilgili olan proteinler ise daha énce
adacik hiicre hatlarinda insulin katlanmasi ve salinimi siirecinde rol iistlendigi bilinen
proteinlerdir. Ancak ilk kez bu calisma ile iki grup arasinda ki farkliligin sebebi olarak
aday olarak sunulmuslardir. Buna ek olarak immiin sistem ile iligkisi a¢isindan inclenecek
olursa, elde edilen proteinler; neonatal donem adaciklarinin kendilerini immiin saldiridan
daha iyi koruduklarina dair hipotezini destekler niteliktedir. Western blot ile kantitatif
analizlerinin tamamlanmas1 ve protein ifade farkliliklarinin onaylanmasinin ardindan bu
proteinlerden bir kismi literatiirde ilk kez adacik i¢i hiicrelerinin bu ii¢ temel etmen ile

iligskilendirilen proteinleri olabileceklerdir.

Hiicresel islevlerin tam olarak anlasilmasi i¢in ifade edilen proteinlerin tanimlanmasi,
sentez sonrasi gecirdikleri degisimlerin saptanmasi ve organizmada bulunduklar yerler ve
miktarlarin1 belirlenmesini proteomiks calismalar saglayacaktir. Proteinlerin belirlenmesi
daha ileriki c¢alismalar i¢in de belirleyici olacaktir. Tez kapsaminda elde edilen veriler
adacik naklinin iyilestirilmesi siirecinde 6nem arz edebilecek proteinlerdir. Fetal donem
sonrasinda adaciklarin gelisiminin devami agamasinda yeniden modelleme kapsaminda
hiicrenin temel isleyis mekanizmasinin regiilasyonu seviyesinde yasanan asamalarin hepsi
dinamik yollardan ger¢eklesmektedir. Bu yollarin tespitinde proteomik arastirmalar 6nemli
bir yere sahiptir ¢linkii mRNA c¢alismalarinin dogrudan protein seviyesi ve aktivitesini
gostermedigi bilinmektedir. Neonatal ve erigkin adaciklar1 arasinda protein ebadinda
karsilagtirmali analiz yapan az sayida calisma bulunmakla beraber, iki boyutlu jel
elektroforezi yontemi kullanilarak yapilan ¢alisma bulunmamaktadir. Jel tabanli asagidan-
yukartya (bottom-up) proteomik analizler kullanilarak yapilan bir ¢alisma bulunmamasi bu
tezin ozgiin ydnlerinden biridir. ki boyutlu ayrim yontemi ile protein haritalamasi
yapildig1 i¢in adacik 2-DE haritalamasina katki saglayacak 6zgilin veriler sunulmustur.
Proteom c¢alismalarinda kullanilan yontemler 6nem arz etmektedir cilinkii protein gibi
dinamik yapis1 olan bir molekiil ile ¢alismanin gere§i olarak kullanilan yontemlerin

farklilig1, tantmlanmas1 miimkiin olan proteinleri de etkilemektedir. Dolayisiyla daha 6nce
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Martens ve arkadaglarimin  yapmis olduklar1 ile calisma ile benzer proteinler
tanimlanmasina karsin farklilik gosterenlerin sayist daha yiiksektir. Pek ¢ok degisken
parametre igeren proteom calismalarinda ¢okca rastlanan bu durumun nedeni O6rnek
safsizli81, 6rnek hazirlamada kullanilan tekniklerin farkliliklari, kullanilan yontem ve cihaz

farklilig1 olabilir.

Tanimlamas1 yapilan proteinler, iki boyutlu protein profil haritalarmin karsilastirmali
analizleri sonucunda ifadesinde 2 kat fark goriilen spotlardan, MALDI-TOF cihaz1 ve
MASCOT programi kullanilarak PMF yontemi ile tanimlanmislardir. Jel tabanli proteom
calismalarinda kantitatif bir sonu¢ elde etmek olasi degildir. Bu g¢alismalar ile amag
hiicrenin genel haritasinda ilgili farkliliklarin protein seviyesinde tespitidir. Bu agamada
elde ettigimiz proteinlerdeki kat degisimlerinin daha giivenilir bir sekilde gosterilmesi
amaci ile ¢calismanin devaminda ilgili proteinlerin; protein seviyesinde kantitatif analizleri
iceren Western Blot yontemi ile dogrulanmasi da devaminda yapilmasi planlanmaktadir.
Buna ek olarak Cytoscape 3.1.1 programi kullanarak yapmis oldugumuz protein-protein
iligki verileri ile elde ettigimiz sonuclar kapsaminda PI3K/AKT yolaginin aktivasyonun bu
iki donem arasinda ki proliferasyon farkinda etkin olan bir yolak oldugu diisiiniilmektedir.
Bu sebeple Akt protein ve fosforilasyonuna bakilmasi da yapilmasi planlanan ¢aligmalar

arasindadir.

Yapilan ve yapilmasi planlanan caligmalarin amaci; Diyabet tedavi silirecinde umut
vadeden bir yontem olan adacik naklinin iyilestirilmesine yonelik yontemler gelistirmektir.
Dolayisiyla elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda proliferasyonu bloklayan Slc9a3rl gibi
proteinlerin ifadesini baskilama ile ya da immiin yanit olusturan proteinlerin susturulmasi
molekiiler biyoloji uygulamar ile gerceklestirildikten sonra hiicre fizyolojisi bozulmamasi
durumunda adacik nakli Oncesinde siirecin iyilestirilmesine yonelik bir uygulama
gelistirilebilir. Ozet olarak calismada elde edilen sonuglar ileri calismalar da adacik

naklinin iyilestirilmesi konusunda aday olarak kullanilabilecek 6zgiin verilerdir.
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Mewrodegenerative diseases are characterized by a progressive loss of
function and death of specific populations of nerve cells in the central
nervous system. Because ageing is the primary nsk factor for these
diseases, their prevalence is expected fo rise significantly in the coming
decades due to the rapid increase in average life expectancy. As a result,
ape-associated disorders, smongst which neuredegensrative dizeases, will
represent 8 major challenge fo the individual patients as well as to our

society and healthcare sysiems.

Cognitive impairment is one of the most devastating symptoms relsted o
neurcdegenaration. Memary deficites affect an individual's ability fo perform
daily tasks and therefore further reduce quality of life. However, litle is
known about the mechanisms underlying cognitive impairment in
neurodegenerative diseases. We believe fundamental insights can be
ohtained by using the free-iving nematode Casnorhabditiz slegans as a
madel system. C. elegans is capable of both sssociative and non-
assoaiative leaming and, like humans, it loses the shility to perform leamed
behaviours with increzsing age. Furthermore, tremendous efforts have been
invested in the development of C. alegans modals of neurndegenerative
diseases. These models are a powerful fool for the investigation of the

malecular determinants of these debilfating disorders.

\We are cumently using & Huntington's disease (HD) model, which expresses
a range of polyglutamine (polyQ) siretches throughout the nervous system,
to search for ineresting modifiers of disease-related cognitive impaiment.
Thereto, we are comparing the associative leaming abilities of wild type C.
elegans with those of the HD model. Known gensetic modifiers of
neurodegenarative diseases will be tested experimentzlly for their l.aming-
improving ability. In order fo befter understand the mechanisms involved,
the expression profle and mode of acfion will be determined for the most

interesfing targets.
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Cmparative Proteomic Analysis of Neonatal and
Adult Wistar Rats Islet by Using Bottom-up
Strategies
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Diabetes mellituz (DM) is a kind of metabolic diz=ases mainly characterized
by high blood sugar which is mainty caused by islel beta cells disfuction.
Even if there are several therapeutic applications, there is no exact cure but
it is known that beta cell mass has significant importance. Beta cell mass
expansion duiing neonatal stage is known as their kigh replication capacity
therefore fo explore underying mechanism for beta cell mass increment
during this {erm has vital impartance to get right route for diabetes treatment.
In gur study, we did comparison analysis between neonatal rat islets and
adult izlets proteome by using botiom up profeomics sirategies. For this
purpose, we tolated islets from 5-day aged Wistar rats and 20-week aged
aduft Wistars. For neanatal rats, isksts were isolated by handpicking and for
the zdults before handpicking, gradient centrifugation was performed. We
tsolated 23.3 |EQ wslets from neonatal and 34,66 [EQ from adults. To see
purity of isolation, OTZ staining and to check the islet viability, FOARI
staining were performed. At the same day of isclation, islets were directly
faken fo protecmic analysis fo defect differenfially expressed profeing
between neonatal stage and adults. We compared the islets profein profiles
by using botiom-up strategies (20-PAGE, PDCuest analysis, MALDI-TOF).
As the first step (2-D PAGE) was performed, 2 groups with 3 replicates were
analysed with PDCuest software to detect differentially expressed spots and
we got 270 protein spofs that were mafched in all groups in which 35 protein
spofs were upregulsted in neonstal stage while 33 spofs were
downregulated. MALDUTOF was performed fo whole differentially expressed
spois for protein identification by peptide mass fingerprint (PMF) analysis by
using Mascot Sofware. We identified several proteins that have important
role in prolferation, apoptosis, infammation and main  molecular
mechanismg of the cell which can be impartant for the polential targets for
diabates freatment by the sign of beta cell mass. In this stage using bottom-
up proteomic siraiegies is one of the best way fo see ape-dependent
dynamic changes which is 2 promising way to get peptide based treatment
for diabetes melitus.



