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Diyabetik Ratlarda Adacik Hiicre Transplantasyonunda Mezenkimal Kok
Hiicre ve Amniyon Membran Birlikteligi

OZET

Bu calismada adacik hiicre transplantasyonlarinda adacik hiicresinin canliliginin
uzun siire korunamamasi, beslenememesi ve immiin reaksiyonlarin goézlenmesi
nedeniyle amniyon membranimmi dogal bir kilif, mezenkimal kok hiicreleri bu
membrana destek veren bir katman yaparak adacik hiicrelerinin daha korunakli bir

ortama transplantasyonunun yapilmasi amaglandi.

Transplantasyonda 40 tane 3,5-4 aylik Wistar Albino erkek rat kullanildi. Her
bir grupta 8 rat olacak sekilde toplam 5 grup olusturuldu. Bunlar; amniyon membran
grubu (AM), amniyon membrantmezenkimal kok hiicre grubu (AM+MKH),
amniyon membran+adacik grubu (AM-+Adacik), amniyon membran+adacik hiicre
+mezenkimal kok hiicre grubu (AM-+Adacik+MKH) ve kontrol grubu olarak
diizenlendi. Ratlarda streptozotosin ile diyabet olusturuldu. Transplantasyondan
sonraki ilk ti¢ giin, sonraki haftalarda ise haftada iki kez olmak iizere kan sekeri
olgtimii yapildi. Daha sonra 26. giinde intraperitoneal glukoz tolerans testi (IPGTT)
yapildi. Transplantasyon Oncesi ve sonrasi c-peptid seviyelerine bakildi. Caligma 28.

giinde sonlandirildi.

Yapilan ¢alismada kan sekeri ortalamasinda, AM+Adacik ve AM+Adacik
+MKH gruplart arasinda anlamli bir fark gbézlenmezken, AM+Adacik ve
AM+Adacik+tMKH grubuna ait kan sekeri ortalamalarininin kontrol grubundan
istatistiksel ~olarak farkli oldugu belirlendi (p<0,05). AM+Adacik ve
AM+Adacik+MKH gruplarinda transplantasyon oncesi ve sonrasi c-peptit seviyeleri
arasinda istatistiksel fark bulundu (p<0,05). AM+Adacik ve AM+Adacik+MKH
gruplarindaki immiinohistokimyasal boyamada insiilin (+) hiicrelerin varlig
gosterildi. Ayrica AM+Adacik ve AM+Adacik+MKH BrDU boyamas1 yapilarak
BrDU (+) hiicreler belirlendi.



Bu c¢alismanin sonucunda; adacik ve adaciktMKH’nin AM iginde
paketlenerek omentuma nakledilmesinin ratlarda adacik hiicre canliligi, islevselligi
ve fonksiyonelligini korudugu, kan sekerini diislirdiigli, c-peptid seviyesi {izerine

etkili oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Amniyon membran, adacik hiicresi, c-peptit, mezenkimal kok

hiicre, rat.



Mesenchymal Stem Cell and Amnion Membrane Coupling at Islet Cell
Transplantation to Diabetic Rats

SUMMARY

In this study, due to failing to keep vital the islet cells for long time,
insufficient nutrition and the immune reaction against those cells in standard islet cell
transplantation methods; it is aimed to transplant islet cells to more protective
environment by using amnion membrane as a natural sheath and mesenchymal stem

cells as a supportive layer to this sheat.

Forty adult (3.5-4 months) male Wistar albino rats were used in
transplantation. Five groups are formed that each group contains eight rats. Groups
were formed as; amnion membrane group (AM), amnion membrane+mesencyhmal
stem cell group (AM+MKH), amnion membrane+islet cell group (AM+ISLET),
amnion membrane+ islet cell+mesenchymal stem cell group (AM+ISLET+MSC)
and control group. Diabetes was induced by streptozotocin in rats. Blood glucose
levels were measured every day during fist three days and then twice in following
weeks. On 26th day, intraperitonal glucose tolerans test (IPGTT) was performed. C-
peptide levels were checked before and after transplantation. The study was ended on
28th day.

According to results in this study, blood sugar levels of AM + Islet and AM+
Islet + MSC groups were not significally different but when comparing control, there
was a significant difference (p<0.05). When comparing c-peptide levels before and
after transplantation, there was a significant difference between AM + Islet and AM
+ Islet + MSC groups. Insulin (+) cells were showed in both AM + Islet and AM +
Islet + MSC groups immunohistochemically. Additionally BrDU (+) cells were
showed in AM + Islet and AM + Islet + MSC groups with BrDU staining.

As a result of this study we showed that, transplanting of islet cells only and
islet + MSCs to omentum region as pocketed with amnion membrane kept islet cell

XI



vitality and function in a normal degree, provided decrease in blood glucose levels
and affected c-peptide levels of the rats.

Keywords: Amnion membrane, islet cell, c-peptide, mesencyhmal stem cell,

rat.
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1. GIRIS

Tip 1 diyabet pankreastaki insiilin salgilayan beta hiicrelerinin otoimmiin
yikimi ile olusan bir hastaliktir. Hastalarin eksojen insiilin tedavisi ile kan sekerleri
normal seviyede tutulmaya calisilmaktadir (DCCT, 1993; Dominguez-Bendala ve
ark., 2012). Klinik ¢alismalarda allojenik adacik hiicre transplantasyonlar1 alternatif
bir tedavi olarak uygulanmaya baslanmistir (Hou ve ark., 2008). Adacik hiicre
naklinde adacik greftinin beslenememesi, immiinsiipresif tedavinin devam etmesi,
beta hiicre fonksiyonlarinin zarar gormesi, yeterli dondriin olmamasi gibi sorunlar
karsimiza ¢ikmaktadir. Adacik hiicreler mezenkimal kok hiicre ile birlikte transplante
edildiginde beta hiicre kitlesinin korunmasi ve fonksiyonun siirdiiriilmesinde énemli

rol oynarlar (Davis ve ark., 2012).

Mezenkimal kok hiicreler anti-inflamatuvar, anti-proliferatif, anjiojenik ve
immiin modiilator olarak fonksiyon gorebilmekte ve organ transplantasyonlarinda
immiin cevabi inhibe etmektedirler (Li ve ark., 2012). Mezenkimal kok hiicrenin
adacik hiicre ile birlikteligindeki transplantasyonda mezenkimal kok hiicrelerin
cesitli bliylime hormonlar1 salgiladigi, immiinmodiilatér olarak rol oynadigi
gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicre ve adacik hiicre birlikteliginin beta hiicre
apoptozisini ve proinflamatuvar sitokinlerin salinimini  azalttigi, beta hiicre
proliferasyonunu artirdigi, antijen sunan hiicrelerin ve T hiicrelerin aktivasyonunu
inhibe ettigi ve CD25+, Foxp3+ ve regiilator T hiicre sayisim1 artirdigr gosterilmistir
(Mundra ve ark., 2013).

Amniyon membranin (AM) saydam olmasi, inflamasyonda koruyucu
olmasi, skar olusumunu engellemesi, diisiik immiinolojik 6zellikler gostermesi ve
yara iyilesmesinde rol oynamasi gibi dzellikleri rejeneratif tipta kullanilmasina izin
vermektedir (Rennie ve ark., 2012). Adacik hiicre ve insan amniyon membrani ile
yapilan bir c¢alismada rejeksiyon agisindan degerlendirildiginde amniyon
membraninin lenfositik bir etkisinin olmadigi goézlenmistir (Maldonato ve ark.,
1985).

Bu c¢alismada adacik hiicre transplantasyonunun basarisini artirabilmek ve
beta hiicre canliligin1 daha uzun siire devam ettirebilmek i¢in amniyon membran ve

mezenkimal kok hiicrelerin olumlu 6zelliklerinden faydalanilmasi amaclandi.



1.1 PANKREAS

1.1.1. Anatomisi ve Embriyolojik Gelisimi

Pankreas, lumber 2-3 hizasinda yer alan 15 ¢cm uzunlugunda, 60-140 gram
agirliginda bir organdir. Bas, uncinate process, boyun, gévde ve kuyruk olmak iizere
bes boliimden olusur. Embriyolojik olarak duedonumun dorsal ve ventral tarafindan
gelisen iki endodermal tomurcuktan olusur. Bu iki tomurcuk biiyiir, kaynasir,
endokrin ve ekzokrin hiicrelerden olusan pankreasi olusturur (Edlund, 2002; Zaret,
2008). Pankreas iki boliime ayrilir. Asini boliimii, sindirim enzimlerinin yapimindan
ve salimindan sorumlu olup diger boliimii ise Langerhans adaciklar: denilen endokrin
hiicrelerinin ~ olusturdugu  boélimdir. Langerhans adacik  hiicreleri  glukoz
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan insiilin ve glukagon hormonlarini salgilar

(Noyan, 2004).

1.1.2 Pankreasin Endokrin Ozellikleri:

Pankreasin endokrin kismini pankreas kiitlesinin % 1-2’sini endokrin salgi
yapan adacik hiicreleri olusturmaktadir. Adacik hiicreleri cesitli tipte hiicreler
icermektedir. Alfa (%15-20) hiicreleri glukagon, beta (%65-80) hiicreleri insiilin,
delta (%3-10) hiicreleri somatostatin, F (%3-5) panreatik polipeptid ve epsilon
(%<1) hiicreleri de ghrelin salgilamaktadir. Pankreasin ekzokrin kismi ise sindirim
enzimlerinin in-aktif formlarinin sentezlendigi, depolandig1 ve salgilandig1 asiner
hiicrelerden olusan kismidir. Salgilarini epitelyal kanallarla duodenuma verir.
Pankreatik stellat hiicreleri de bulunmaktadir. Bu hiicreler de peri-asiner ve peri-
duktal bolgelerde bulunmaktadir. Stoplazmalarinda lipid damlaciklar1 bulunmakta ve

vitamin A icermektedir (Charrier ve ark., 2013).



Langerhans Adacik
Hiicresi

Pankreas Asinuslari

pelta Hicres \ ‘
R

Alfa Hiicresi

Beta Hiicresi

Sekil 1.1: Langerhans Adaciklarinin Yapisi (Guyton ve Hall, 2013).

1.1.3. Pankreas Beta Hiicreleri

Beta hiicrelerinden insiilin hormonu salgilanir.
polipeptiddir. 21 aminoasit igeren A zinciri, 30 aminoasit iceren B zinciri disiilfit
bag: ile birbirine baglanir. Insiilin monomerleri iki ¢inko atomuyla bir kristalinli

heksamerik tinite olusturur (Berne ve ark., 2008).

Insiilinin etkileri;

1 Insiilin hiicrelere glukoz girigini artirir,

2 Karacigerde glikojen sentezini artirir,

3. Aminoasitlerden glukoz yapimini azaltir,
4

Serbest yag asitlerini kandan alarak trigliserid halinde depo edilmesini artirir

(Noyan, 2004).

Kan Damarlar1

Insiilin  molekiilii bir



1.1.4. lnsiilin Salgilanmasi

Sekil 1.2: Pankreas Beta Hiicrelerinden Insiilin Salgilanmas1 (Leon ve ark., 2007).

Spesifik bir tasiyict olan Glut-2 beta hiicrelerine glukozun gecisini
kolaylastirmaktadir. Hiicre igine giren glukoz, glukokinaz ile glukoz 6 fosfata
dontigiir. Adaciklardaki glukoz kullanimimin ilk ve hiz kisitlayict basamagidir.
Glikolizis sonucunda piruvat olusmaktadir. Glukozun oksidasyonu, intraselliiler ATP
konsantrasyonu, ATP/ADP orani, NADH-NADPH ve H+ konsantrasyonunun
artmasma neden olur. ATP duyarli K+ kanali kapandiginda beta hiicresinden K
sizintis1 baskilanir ve hiicre depolarize olur. Bu durumda voltaj ayarli Ca++ kanali
acilir ve intra-selliiler Ca++ konsantrasyonu artar. Artan Ca++ konsantrasyonu
mikrotiibiiller boyunca salgt graniiliiniin hareketini saglar. Salgi vezikiiliine baglh
olan G protein (GTPaz) bazal plazma membran proteinleri ile etkilesir. Bu etkilesim
sayesinde graniilin membran kaynasmasi olusur. Ekzositozla insiilin heksomerik
olarak salgilanir. Portal vende insiilin dimerlerine ve biyolojik aktif monomerlerine

ayrigir (Berne ve ark., 2008).



1.1.5 Insiilin Reseptorii

Insiilin hiicre membraninda bulunan 6zgiil reseptdriine baglanarak etki
gosterir. Iki alfa, 2 beta zincirinden yapilmistir. Her iki {inite de gliko-proteinden
yapilmistir. Alfa zinciri insiilini baglayan bdlge, beta alt zinciri ise trozinkinaz
aktivitesine sahiptir (Noyan, 2004). Alfa bdélgesine insiilin  baglanmadiginda
trozinkinaz inaktif haldedir. Tek bir molekiil insiilin alfa iinitesine baglandiginda
trozinkinaz aktif hale gecer ve fosforillenme olusur. Aktif olan insiilin reseptor
substrat (IRS) fosforile olur. Insiilin reseptdr substratlar fosforile olduklarinda
plazma membranm1 glukoz transport proteinlerin tasinmasi, glukoz ve yag asit
metabolizmasindaki enzimlerin aktivasyonu veya deaktivasyonuna, hedef hiicre

niikleusunda genlerin baskilanmasi veya transkribe edilmesine neden olur (Berne ve
ark., 2008).

1.1.6. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet otoimmiin bir hastalik olup her yil giderek artmaktadir.
Diinyada 347 milyonun iizerinde diyabetes mellitus (DM)’lu hasta bulunmaktadir.
Yiiksek yaglh diyet uygulamasi, yiiksek sekerli yiyeceklerin kullanilmasi ve
hareketsiz yagam seklinin artmasi ile DM hastaliginin goriilme sikliginin artacagi
bildirilmektedir. Diyabet ve komplikasyonlar1 diinya ekonomisinde yillik
100.000.000 dolarlik bir biitceye neden olmaktadir (Paek ve ark., 2014).

Tipl DM pankreas adacik hiicrelerindeki insiilin salgilayan beta hiicrelerinin
otoimmiin yikimi ile olusan bir hastaliktir. Beta hiicrelerinin kaybi insiilin
seviyesinde yetersizlige ve glisemik kontroliin kdtiilesmesine neden olmaktadir.
Mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla iligkili olarak mortalite ve
morbititeye neden olmaktadir (Pileggi ve ark., 2001; Hematti ve ark., 2013). Kronik
hiperglisemi ¢esitli organlarda hasar, fonksiyonlarinda degisiklik olusturmaktadir.

Ornegin; nefropati, retinopati, kardiyo vaskiiler semptomlar, seksiiel bozukluklar



(Pileggi ve ark., 2001; Couri ve ark., 2006; Katuchova ve ark., 2012; Paek ve ark.,
2014). Beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorler ile
iliskilidir. Klinik belirtiler otoimmiin diyabette % 60-80 beta hiicre kaybindan sonra
teshis  edilebilmektedir.  Ileriki evrelerde plazmada C-peptit  seviyesi
belirlenememekte ve insiilin salgilanmasi ya ¢ok az ya da hig¢ gergeklesememektedir.
Beta hiicrelerinden insiilin salgilanirken C-peptit de salgilanir. C-peptit insiilinin
endojen olarak iiretildiginin bir belirtisi olmasi nedeniyle beta hiicre kitlesi hakkinda

bilgi verir (Couri ve ark., 2006).

1.1.7. Adacik Hiicre Transplantasyon Bolgeleri

Immiinolejik

Organ Alanlan

Sekil 1.3: Adacik Hiicre Transplantasyonundaki Alternatif Bolgeler (McCall ve
Shapiro ark., 2012).

Lancy (1973) tarafindan diyabetik rat modelinde ilk kez karacigere adacik
hiicre transplantasyonu yapilmistir. 1980°deki klinik calismada insan adacik hiicre
ototransplantasyonu karacigere uygulanmistir. Klinik uygulamalarda 1990’dan

itibaren ise karacigerde portal vene transplantasyon yapilmaya baslanmistir.



Karaciger, pankreas, kas, omentum, kemik iligi, gastrik submukoza, gastro intestinal
bolge, bobrek kapsiilii, goz, testis ve timus transplantasyonun yapilabildigi
bolgelerdir (Cantarelli ve ark., 2011). Bobrek kapsiilii, karaciger, omentum ve kasa
adacik hiicre nakli yapilabilmekte ve operasyonun uygulanabilirligi, implantasyonun
etkinligi ve glukoz iizerindeki diizenleyici etkisine gore bu bolgeler avantaj
saglamaktadir (Kim ve ark., 2010).

1.2. MEZENKIMAL KOK HUCRE

1.2.1. Mezenkimal Kok Hiicre Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) bag dokunun ana hiicreleri olup yag,
kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi farkli hiicrelere doniisebilmektedirler.
Plastik ylizeye yapismasi, stromal karakterindeki yilizey antijenlerini tasimasi ve
multipotent farklilasma kapasitesine sahip olmasi nedeniyle mezenkimal kdok hiicre
denilmektedir (Matur ve Solmaz, 2011; Ra ve ark., 2011; Kim ve ark., 2012; Baer ve
Geiger, 2012). Mezenkimal kok hiicreler adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
farklilasma gostermektedirler (Matur ve Solmaz, 2011; Ra ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2012; Li ve ark., 2012). En ¢ok kemik iliginde bulunurlar. Bunun yaninda yag
dokusunda, kas dokusunda, kordon kaninda, ammnion sivisinda, deride, dis
pulpasinda, retinada, korneada, sinir sisteminde ve bobreklerde de bulunmaktadirlar
(Bassi ve ark., 2011; Matur ve Solmaz, 2011; Ra ve ark., 2011). Son yapilan bir
calismada ise adenoid dokusundan da MKH elde edilmistir (Lee ve ark., 2013).
Mezenkimal kok hiicrelerin plastik kiiltiir kaplarina yapisip orada g¢ogalmasi,
fibroblast benzeri sekle sahip olmasi, ylizey antijenleri icermesi kokenine gore farklh

olmazken farklilasma potansiyeli ve islevlerine gore farkli olabilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin hasarli doku tarafindan salgilanan sitokinlere
dogru hareket etme ve immiinmodiilator, antiapoptotik, antiinflamatuvar ve
angiogenik rol oynamalari gibi 6nemli 6zellikleri vardir (Matur ve Solmaz, 2011; Ra
ve ark., 2011; Li ve ark., 2012; Li ve ark., 2014). Ayn1 zamanda MKH’ler doku
hasarinin tamirinde ve dokunun yenilenmesinde de 6nemli roller iistlenmistir (Ra ve

ark., 2011).



MKH’ler hasarlanmis dokuya dogru gog¢ edebilir, farkli hiicre tiplerine
dontisebilir, salgiladigr biyoaktif molekiiller ile inflamasyonu engelleyebilir, hasarli

dokunun iyilesmesini destekler ve immiinmodiilatér olarak rol oynayabilir (Wang ve

ark., 2012).
Kemik iligi ve Yag Dokusundan Farkhlasan MKH
Farklilagsma ; . .
Imminmodilasyon
0 ‘-\":F;
(o | I ﬁ
5 e =00 T Hiicre
£ sppieall e e e Proliferasyonu ve Sitotoksisiteyi
= - azaltir
- . a éfe e
Biyoaktif z "{ I =
] * e
. = Dentritik Hicre
Molekiiller Osteoblast Kalp Kasi MGG
Matirasyonu ve aktivasyonu azaltir
Salgilama E = "
g0 0:.
E Noron Glial Hiicre Hicre
L
L Proliferasyonu ve Ig G Salinimini
Azaltir
F 4
NK

Proliferasyonu azaltir/ Sitotoksisit
azaltir

inflamasyonu Azaltir, Doku Yenilenmesini Artirir

Sekil 1.4: MKH’lerin Terapétik Etkileri ile Iliskili Biyolojik Ozellikleri (Wang ve
ark., 2012).



1.2.2. Mezenkimal K6k Hiicrelerin Karekterizasyonu

Mezenkimal kok hiicreler ¢esitli kaynaklardan elde edilmektedir. Kemik
iligi, kord kani, dis pulpasi, yag dokusu, akcigerler, plasenta, tendon, sinoviyal sivi
ve fetal karaciger belli basli kaynaklardir. Mezenkimal kok hiicrelerin yilizey
markerlar1 CD105, CD73, CD90 pozitif iken, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a
ve CD19 negatiftir (Mafi ve ark., 2011; Davis ve ark., 2012; Li ve ark., 2012).

1.2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonunda Flow-Sitometri

Kullanimi

Flow-sitometri; siispansiyon haline getirilmis olan hiicrelerin yiizey veya
hiicre ici yerlesimli antijenik yapilarinin isaretlenerek sayimminin yapilmasi,
biyofiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri ile degerlendirilmesini saglar. Flow-sitometri
immiin fenotiplendirmede, DNA analizinde, apoptoziste, hiicre i¢i sitokinlerin ve
diger molekiillerin tanimlanmasinda, RNA ve protein igeriginin analizinde
kullanilmaktadir.

Flow sitometri stispansiyon halindeki hiicrelerin MKH olup olmadiginm
belirlemede rol oynar. Flow sitometri ile monoklonal antikorlar kullanilarak kok

hiicrelerin karakterizasyonu belirlenir (Karadz ve Ovali, 2004).

1.2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeli

Plastisite bir hiicrenin koken aldigi dokudan bagka bir dokuya
farklilagsabilme 6zelligidir (Sahin ve ark., 2005). Mezenkimal kok hiicrelerin in-vivo
ve in-vitro olarak farkli dokulara doniisebildigi gosterilmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin rejenerasyon, anti-apoptotik, anjiojenik, anti-inflamatuvar, natritiretik gibi
ozellikleri vardir. Boylelikle zarar goérmiis dokulardaki hiicrelerin fonksiyonlarim

tekrar kazanmasina neden olabilir, o boélgenin kanlanmasini artirabilir, anti-



inflamatuvar sitokinler salgilayarak immiiniteyi ve serebral d6demi azaltabilirler
(Karaoz ve Ovali, 2004; Davis ve ark., 2012).

1.2.3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adiposit Farklilasmasi

MKH’ler adiposit hiicresine farklilagabilme potansiyeline sahiptir. %10 fetal
koyun serumu, %1 antibiyotik, 0.5 mM isobutilmetilksantin (IBMX), 1 mM
dexamethasone ve 0.2 mM indometasin ve Minimum Essential Medyumu ile
farklilasma medyumu hazirlanir. Kiiltliirdeki hiicrelere iki giinde bir besiyeri
degisikligi yapilarak farklilagma medyumu kullanilir. Sekiz giin sonra adiposit
hiicreler goriilmeye baslar ve oil red boyasi ile boyama yapilarak adiposit hiicreler

belirlenir (Higuchi ve ark., 2013).
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Sekil 1.5: Mezenkimal K6k Hiicrenin Adiposit Farklilasmasi (Welter ve ark., 2012).

1.2.3.2.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrosit Farklilasmasi

Kondrosit farklilasma medyumu 10 nM desametazon, 10 ng/ml TGF- 3,
50mg/ml askorbik asit, 50 mg/ml ITS + Premix ve Dulbecco’s Modifed Eagle’s
Mediumdan yiiksek glikozdan olusan besiyeri ile 2-3 giinde bir besiyeri degisimi
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yapilir. Kondrosit boyamasi alcian blue ile yapilir (Kilig ve ark., 2007).
Ekstraselliller ~ matrikste  glikozaminoglikanlarin ~ biyosentezi  gergeklesir.
Kondroadherin, Tip 11 kollajen, Kartilaj oligomerik matriks proteini, decorin ve

agreganlar ekstraselliiler matrikste goriiliir (Barry ve Murphy, 2004).

Sekil 1.6: Mezenkimal K6k Hiicre Kondrosit Farklilagsmasi (Pittenger ve ark., 2013).

1.2.3.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteosit Farklilasmasi

Osteosit farklilagmast i¢in %10 fetal koyun serumu, %10 at serumu, %1
antibiyotik, 100 nM dexametazon, 0,45mM isobutilmetilksantin, 3 pg/mL insiilin, 1
uM Roziglitazon ve Dulbecco’s Modifed Eagle’s Mediumdan olusan besiyeri ile ii¢
giinde bir degisiklik yapilir. Alkalen Fosfataz ile boyama yapilarak osteosit hiicreler
boyanir (Al-Nbaheen ve ark., 2013). Osteosit farklilasmasinda ekstraselliiler
matrikste kalsiyumdan zengin mineralizasyon ve artmig alkalen fosfataz aktivitesi
goriiliir (Barry ve Murphy, 2004). Ayrica osteokalsin, osteopontin, kollajen-lalfa-1

aktivitesi de goriiliir (Corn ve ark., 2013).
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Sekil 1.7: Mezenkimal Kok Hiicre Osteosit Farklilasmasi (Capitelli ve ark., 2014).

1.2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinolojik Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicreler sitokin ve kimyasal ¢ekiciler yardimiyla
inflamatuvar bolgesine dogru hareket edip orada anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik
olarak rol oynar (Kara6z ve Ovali, 2004). Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsma
kapasitelerinin yani sira parakrin etkilerinin olmasi, bilyiime faktorii ve sitokin
salgilamasi, antifibrotik ve damarlanmada rol oynamasi dnemlidir (Ghannam ve ark.,
2010).

Mezenkimal kok hiicrelerin  klinik kullaniminda immiinolojik etkileri
onemlidir. Mezenkimal kok hiicrelerler HLA-DR ve ko-stimiilatér molekiillerini
bulundurmaz. Bu nedenle klinik kullanimda alicinin immiin sisteminde sorun ortaya
¢ikarmazlar. Mezenkimal kok hiicrelerin en Onemli &zelliklerinden biri  de
immiinsiipresif olmalari, bagisiklik sistemini engelleyici etki gostermeleridir.
Mezenkimal kok hiicreler dentritik hiicre ve makrofajlar yoluyla anti-inflamatuvar
ozellik de gostermektedirler. Bu 6zelliginde MKH’lerden salinan TGF-, hepatosit
biiyiime faktorii (HGF), indolamin 2,3 dioksijenaz ve prostaglandin E’nin rol

oynadig1 bilinmektedir (Yalvag, 2011). Mezenkimal kok hiicrelerin B hiicre
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proliferasyonunu, farklilagmasini ve antikor salgilamasini hem in-vitro hem de in-

vivo olarak inhibe ettigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2012).

1.2.5.  Mezenkimal Kok Hiicrenin Kaynagina Gore Ozellikleri

1.2.5.1. Yag Doku Kokenli Kok Hiicreler (ASCs)

Bir gram adipoz dokusunda yaklasik 5 bin kok hiicre bulunmaktadir.
Adiposit kokenli kok hiicreler CD13, CD29, CD44, CD71, CD90, CD105/SH2, SH3
ve STRO-1 yiizey belirteclerini eksprese ederken, CD14, CD16, CD31, CD34,
CD45, CD56, CD61,CD62E, CD104 ve CD106 yiizey belirteglerini eksprese
etmezler (Orbay ve ark., 2012).

1.2.5.2. Kemik iligi Kékenli Kok Hiicreler (BM_MSCs)

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin CD14, CD34, CD45 yiizey
belirteglerini eksprese etmezlerken, CD44, CD105, CD166, CD28, CD33, CD13,
STRO-1, CD29, CD73, CD90, CD105, CD146, Octamer-4 (Oct4) ve evre spesifik
embriyonik antijen-4 (SSEA4) eksprese ederler (Akiyama ve ark., 2012; Orbay ve
ark., 2012).

1.2.5.3 Periodontal Ligament Kokenli Kok Hiicreler (PDL-SCs)

Periodontal ligament kokenli mezenkimal kok hiicreler CD13,CD29, CD44,
CD59, CD90 ve CD105 eksprese ederler (Orbay ve ark., 2012).

1.2.5.4. Trabekiiler Kemik Kokenli Kok Hiicreler (TB-MSCs)

Trabekiiler kemik koOkenli mezenkimal kok hiicreler CD73, STRO-1,
CD105 yiizey belirteglerini eksprese ederken CD34, CD45, CD144 yiizey
belirteglerini eksprese etmezler (Orbay ve ark., 2012).
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1.2.5.5. Sinoviyal Membran Kokenli Kok Hiicreler (SM-MSCs)

Sinovial membran kokenli mezenkimal kok hiicreler CD34, CD45, CD31,
CD14 yiizey belirteclerini eksprese etmezlerken CD44, CD73, CD90, CD105 yiizey
belirteglerini eksprese ederler (Orbay ve ark., 2012).

1.2.5.6. Periosteum Kokenli Kok Hiicreler (P-MSCs)

Periosteum kokenli mezenkimal kok hiicreler CD11 ve CD45’i eksprese

etmezlerken CD90’1 eksprese ederler (Orbay ve ark., 2012).

1.2.5.7. Kas Kokenli Kok Hiicreler (M-MSCs)

Kas kokenli mezenkimal kdk hiicreler CD34, Scal yiizey belirteglerini
eksprese ederken CD45 ve c-Kit yiizey belirteclerini eksprese etmezler (Orbay ve
ark., 2012).

1.2.5.8. Deri Kok Hiicreleri (SSSCs)

Deri kokenli mezenkimal kok hiicreler CD105, CD90, CD73, CD29, CD13
ve CD44 yiizey belirteclerini eksprese ederken CD45, CD34, CD31, CD14 ve HLA-
DR yiizey belirteglerini eksprese etmezler (Orbay ve ark., 2012).

1.2.5.9. Warton Jeli Kokenli Kok Hiicreler (WJ-MSCs)

CD105, CD73 ve CD90 yiizey belirteglerini eksprese ederken CD45, CD34,
CD14, CD19 ve HLA-DR yiizey belirteglerini eksprese etmezler (Orbay ve ark.,
2012).
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1.2.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerinin in-Vitro Uretilmesi

MKH’ler izole edildikten sonra plastik kiiltiir kabinin tabanina yapisirlar.
Cogalan hiicreler % 0.25 tripsin-EDTA ile kaldirilarak yeni plastik kaplara alinir. Ug
giinde bir besiyeri degistirilir. Istenilen sayiya ulasincaya kadar cogaltma islemi
devam eder. Her bir pasajda hiicrelerde sitogenetik bozukluklar, telomer kisalmasi
gibi durumlarla karsilasilabildigi i¢in pasaj sayisi genelde {i¢ olarak belirlenir (Matur
ve Solmaz, 2011). Kemik iliginden mezenkimal kok hiicre izolasyonunda, heparinize
olarak elde edilmis kemik iligi fikol ile gradient yontemi ile santrifiij edilir. Elde
edilen hiicreler 2x10° hiicre/cm? olacak sekilde ekilir. Buna pasaj 0 (P0O) denir.
Hiicreler 37 °C, %5 CO’li ortamda inkiibasyona alinir. Kirksekiz saat sonra
yapigmayan hiicreler uzaklastirilip Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
%10 fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin ve 250 pg/ml fungizon iceren besiyeri eklenir. Bunu takiben 3-4 giinde
bir besiyeri degistirilir. Hiicreler kiiltiir kabinda 70-80% doluluga ulasinca pasaj
islemi tekrarlanir (Foudah ve ark., 2013).

1.2.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerin izlenmesi

Mezenkimal kok hiicreler immiinsiipresif ve farklilasma potansiyeli
nedeniyle hiicresel tedavilerde daha ¢ok tercih edilmektedir. Klinikte MKH
kullanilmasinin tercih nedenleri sunlardir:

o Yiiksek farklilasma potansiyelleri: endodermal, mezodermal ve ektodermal
germ tabakalarina, yani li¢ germ tabakasma da farklilasabilme potansiyelinin
bulunmasi,

o Stromal kokenli olmalari nedeniyle tiim doku hiicrelerine destek hiicre
olabilme yetenegi, fonksiyon ve gelisimsel olarak katkida bulunmast,

o Immiinsiipresif ve immiinojenitesinin diisiik olmasi nedeniyle doku uyumunun
aranmamasl,

o Migrasyon 6zelligi ile hasarli dokuya hareket etmesi,

o Gen tedavi uygulamalar: i¢in uygun olmasi (transfer kolayligi, hizli ¢ogalma

potansiyeli ve dayaniklilig1),
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o Flizyon 6zelliginin bulunmasi,
o Kemokinler, biiyiime faktorleri ve sitokin salimimi ile hiicre veya dokuda
destek hiicre olarak oranim yapabilme yetenegi (Ko¢ ve ark., 2002; Barry ve
Murphy, 2004; Kassem ve ark., 2004; Wynn ve ark., 2004; Miiller ve ark., 2006;
Ringden ve ark., 2006; Uckan, 2007; Ball ve ark., 2008; Caplan, 2008).

Mezenkimal kok hiicreler klinik kullanimda avantajli goriinseler de bazi
teknik nedenlerden dolay1 dezavantajlar1 da vardir.
o Sayilarinin az olmasi nedeniyle in-vitro ortamda ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir.
. In-vitro kiiltiir ortamlarinda kullanilan malzemeler ve uzun siireli kiiltiir
calismalarinin yarattig1 dezavantajlar
o Tekrarlayan transplantasyonlarda direkt dokuya hiicreleri vermenin gerektigi

durumlarda 6zel yontemlerin kullanilmasma ihtiyag duyulmast (Ugkan, 2007;
Caplan, 2008).

Klinikte MKH’lerin kullanim alanlar1 sunlardir:

. Organ ve doku tamiri: Mezenkimal kok hiicrelerin hayvan g¢aligmalarinda
kullanildig1 ¢ok ¢esitli organ hasar1 ve hastalik modeli vardir (Orlic ve ark., 2001;
Tomita ve ark., 2002; Chen ve ark., 2003; Castenheira ve ark., 2008).

o Organ ve doku nakli: Immunsupresif etkisi ve stromal destek saglamasi
nedeniyle organ ve doku nakillerinde sik¢a kullanilmaya baslanmis, allojenik
transplantasyonlarda Graft Versus Host Hastaligi’inda 1yi sonuglar alinmuistir
(Rybkave ark., 1995; LeBlanc ve ark., 2004; Le Blanc ve Ringdén, 2005; Ugkan,
2007).

. Organ-doku nakilleri ve tamirinde birlikte kullanimi: Cesitli metabolik
hastaliklarda kemik iligi nakli ile birlikte mezenkimal kok hiicre nakilleri
denenmistir (Kog ve ark. 2002, Ugkan 2007).

. Otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanim: Immunsupresif etkisi nedeniyle
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Ishida ve ark., 1994; Marinova- Mutafchieva ve
ark., 2002).

° Cesitli timorlerin, kalitsal hastaliklarin tedavisinde ve bir tedavi yontemi
olarak gen tedavisinde hedef hiicre olarak kullanilmaktadir (Biffi ve ark., 2008; Kim
ve ark., 2008; Kog ve ark., 2002; Ugkan, 2007).
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Son yillarda mezenkimal kok hiicreler bircok hastaligin tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Sistemik lupus eritromatozis, romatoid artrit, otoimmiin
tip 1 diyabet, hematopoetik sistem defektlerinde, graft-versusu host hastaliginda,
myokardial enfarktiiste, parkinson hastaliginda, spinal kord yaralanmasinda,
karaciger fibrozisinde, akciger yaralanmasinda, kemik kiriklarinda, cilt yaniklarinda,
korneal abrasyonda farkli kokenden elde edilen mezenkimal kok hiicreler farkli
ozellikleri nedeniyle kullanilmaktadir (Ren ve ark., 2012).

Mezenkimal kok hiicrenin insanlar lizerindeki denemesinin az olmasi,
nakledilen kok hiicrelerin dokuda kanser olusturma riskinin tam bilinmemesi, kok
hiicrelerin alic1 tarafindan reddedilmesi gibi durumlara baglidir (Dastan ve ark.,

2009).

1.2.8. Pankreas Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Dogum sonrast pankreatik kanal embriyonik gelisim boyunca spesifik goce
sebep oldugundan adacik prekiirsor/kok hiicrelerini barindirir. In-vitro olarak yapilan
caligmalarda yetiskin pankreatik duktal dokularindan insiilin ireten hiicrelerin
olustugu gosterilmistir. Farklilasmamis hPDMKH (pankreastan farklilasan insan
MKH)’in gen ekspresyon profilinde insulin, glukagon, somatostatin, Ngn3, and Isl1’
in mRNA ekspresyonlart gozlenmektedir (Gioviale ve ark., 2013). Birgok ¢alismada
beta hiicre progenitdr hiicrelerinin duktus kanalina yakin oldugu bilinmektedir.
Kismen pankreaktomi yapilan kemirgenlerde ve Tipl DM hastalarinda, adacik
hiicreleri duktus kanallarma yakin bir yerlesimde bulunmaktadir. Duktal ve asiner
hiicreleri de iceren adacik hiicrelerinin epidermal biiyiime faktorii ve gastrin
kombinasyonuyla muamele ederek duktal hiicrelerden adacik beta hiicre
neogenesisinin indiiklenmesiyle fonksiyonel beta hiicre kitlesinde artis gézlenmistir
(Stanekzai ve ark., 2012).
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Sekil 1.8: Pankreas Gelisim Yolagi ve Transkripsiyon Faktorleri (Jiang ve Morahan
2011).

1.3. Amniyon Membran

Insan amniyon membram yaklasik 100 yildir cerrahi rekonstriiksiyonda
biyo-malzeme olarak kullanilmaktadir. Amniyon membran (AM) 1910 yilinda ilk
kez cilt transplantasyonunda kullanilmistir. Yanik tedavisinde, oral kavite, mesane ve
vajinanin cerrahi rekonstriiksiyonunda kullanilmaktadir. De Rotth tarafindan 1940°da
oftalmolojide ilk kez kullanilmig olup, 1990 yilinda Kim and Tseng amniyon
mebran1 korneal hasarin iyilesmesinde kullanmiglardir. Giiniimiizde inflamasyonu ve
skar olusumunu azaltmasi, yara iyilesmesini ve epitelizasyonu artirmasi, anti-
mikrobiyal ve anti-viral Ozelliklerinin bulunmasi amnion membranini 6nemli
kilmigtir. Ayrica transplantasyon sonrasinda doku rejeksiyonuna neden olmamasi,
diisik immiinojenik Ozellik gostermesi de amniyon membran kullanimi igin

onemlidir (Riau ve ark., 2009; Mamede ve ark., 2014).
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1.3.1. Anatomisi ve Fizyolojisi

Amniyon membrann dollenmeden yaklasik 7 giin sonra olusmaya
baslamaktadir. Amniyon 0,02 ve 0,05 mm kalinhigindadir (Riau ve ark., 2009) olup
5 tabakadan olugmaktadir:

1.  Epitel tabaka

2 Basement membran

3 Kompakt tabaka

4.  Fibroblast tabaka

5 Siingersi tabaka (Fairbairn, 2014; Galera ve ark., 2014)

En icte epitel tabaka bulunur. Amniyon sivisi ile direkt temas halindedir. Bu
hiicrelerin apikal yiizeyinde bulunan mikrovilluslar amniyotik sivinin hemostazisinde
Oonemli rol oynar. Basement membran ince retikiiler liflerden olusmustur. Kompakt,
fibroblast ve siingersi tabaka blastokistin extra-embriyonik mezoderminden koken
alir ve amniyonun mezenkimali olarak adlandirilir. Mezenkimal kollajen Tip 1 ve
kollajen Tip 7 igerirken elastin, laminin, fibronektin, vitronektin gibi proteinleri de
icermektedir. Epitel tabaka prostaglandin E2 salimina neden olur ve uterus
kasilmasinin baslatilmasinda ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Epitel ayrica
insan koryonik gonodotropin reseptorleri igerdiginden prostoglandin {iretiminden
sorumludur ve aktivitesinin diizenlenmesinde de gorevlidir. Epitel hiicreler ayrica
bircok vazoaktif peptidlerin, biliylime faktorlerinin, sitokinlerin ve extra-selliiler

matriks proteinlerinin liretiminde de gérevlidir (Fairbairn, 2014).
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Amniyes S Tabakalar ve Eksssaseliler Maosiks Bilesenleri

' - | ATRIYOD.
~ Episel
- — .\ Bassmens Membmn: Kollaisn Tip 340 laminia.
- R fibransktin, nidojen
\\ Kompakt Tabaka: Kollaisn Tip 13.0.0. fhmnsktin
" Fibsoblast Tabaka: Kollaien Tip 1,34, idoisy. laminin.
fhransktin

Y Spansixal Tabaka: Kollaien Tip 13.4. proteaslikanlar

. & Kasmnn
\ Reriknler Tabaka: Kollaisn Tip 13.4.0.6. pratsoslikanlar
_ Bessment Membon: Kollaien Tip 4. Shranektin. laminin

Teafablast

r

Sekil 1.9: Amniyon Membran Yapisinin Sematik Sekli (Niknejad ve ark., 2008).

1.3.2.  Amniyon Membranin Ozellikleri:

Amniyon membran inflamasyonu azaltma, epitelizasyonu artirma, skar
onleme ve yeni damar olusturma gibi ozelliklere sahiptir (Niknejad ve ark., 2008;
Dobreva ve ark., 2010; Lo ve ark., 2013). AM’nin basement tabakasi epitelyumun
biiylimesini ve farklilagsmasini saglamakta, bazal epitelyum hiicrelerin adezyonunu
saglamakta ve epitelin apoptosisini azaltmaktadir (Lo ve ark., 2013). Cok az
immunolojik ozellik gosteren amniyon zari epitel hiicre yiizeyinde insan 16kosit
antijenlerinden olan HLA-A,B,C ve DR ve B2 mikroglobulin bulundurmamaktadir.
Amniyon zari transplantasyonu yapilan hastalarda akut red reaksiyonu goériillmemis
ve HLA antijenlerine karsi antikor iiretimi gdzlenmemistir. in vitro amniyon epitel
hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢aligmada amniyon epitel hiicrelerinin nétrofil ile
makrofajlarin  kemotaktik aktivitelerini inhibe ettigi, B ve T lenfositlerinin
proliferasyonunu baskiladig1 gésterilmistir (Cindarik, 2010). Arastirmalarda amniyon
membranin epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforming biiylime faktorii (TGF)-
a, -bl, -b2 ve -b3, keratinosit biiylime faktorii (KGF), KGF receptor (KGFR),
hepatosit biiytime faktorii (HGF), HGF receptor (HGFR), basic fibroblast biiyiime
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faktori (bFGF), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve platelet-derived
biiyiime faktorii (PDGF) gibi bir¢ok biiyiime faktoriinii salgiladigi belirlenmistir
(Niknejad ve ark., 2008; Riau ve ark., 2009).

Insan amniyon membran ve insan amniyon membran epitelinin anti-
inflamatuvar etkisi vardir. Cesitli anti-anjiojenik ve anti-inflamatuvar proteinleri (IL-
1 reseptor antagonisti, metaloproteinaz (TIMPSs)-1, -2, -3, -4 doku inhibitorleri ve
IL-10) eksprese ettiklerini bilinmektedir (Toda ve ark., 2007). Amniyon membranin
anti-inflamatuvar 6zellikleri tam olarak belirlenememis olmasina ragmen AM
fiziksel bir bariyer gorevi yaparak inflamatuvar hiicrelerin bulunduklari bolgede
kalmasini sagladigi ve inflamatuvar mediatorlerin de diizeyini azalttigi bilinmektedir
(Mamede ve ark., 2012).

Amniyon membranin dogum sonrasi atilmasi, anne ve bebege zarar
verilmeden elde edilmesi nedeniyle etik sorun olusturmamaktadir. Ancak yine de
AM materyali alinmadan once etik kurulun onay1 gerekmekte ve anneden izin formu
alinmaktadir. AM elde edilirken etik sorun yasanmamasi nedeniyle hiicre

transplantasyonlari i¢in yeni bir kaynak olmasina neden olmustur (Toda ve ark.,

2007).

Amniyondan farkhlasan hicrelerin
pluripotensi 6zelligi

Antiinflamatuvar, antibakteriyel,
antiviral

——» | Anti-anjiojenik ve pro-apoptotik

—— > | Epitelizasyonu dizenler

Tumorojenik olmayan

A 4
Etik sorunu az

Sekil 1.10: AM’nim Ozellikleri (Mamede ve ark., 2012).
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2. GEREC VE YONTEM

Etik kurul onayr alindiktan sonra 3,5-4 aylik toplam 80 adet Wistar
Albino cinsi rat kullanildi. Bunlardan 40 tanesi adacik hiicre ve mezenkimal kok

hiicre izolasyonunda, 40 tanesi de ¢alisma gruplarinin olusturulmasinda kullanildi.
2.1 Kimyasal Maddeler ve Calisma Soliisyonlari

o RPMI 1640 without L-Glutamine (Lonza, Belgika)

. FBS (Lonza, Belgika)

. L-Glutamine (Lonza, Belgika)

o Pen-Strep-Amp.B (Lonza, Belgika)

. HBSS (Lonza, Belgika)

o Kollejenaz Tip 5 (Sigma, USA)

o PBS (pH 7,4) (Lonza, Belgika)

o DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium - low glucose) (Lonza, Belgika)
o Tripsin-ETDA C (%0.05 tripsin %0.02 EDTA) (Lonza, Belgika)

o Biochrom 1100 (Biochrom, Almanya)

o Biochrom 1077 (Biochrom, Almanya)

o Adiposit Diferansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi (Gibco, USA)
o Kondrosit Diferansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi (Gibco, USA)
o Osteosit Diferansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi (Gibco, USA)
o Oil Red (Diagnostic BioSystem, USA)

o Von Kossa (Diagnostic BioSystem, USA)

o Alcian Blue (Diagnostic BioSystem, USA)

o CD 45R (BD, USA)

e CD90(BD, USA)

e  CD1lb/c (BD, USA)

° CD 44(BD, USA)

o BrDU (Sigma, USA)

o BrDU Belirleme Kiti (Sigma, USA)

o Insiilin Antikoru (Abcam, USA)

22



o ELISA c-Peptid Kiti (Millipore, USA)
o 3,3’-diamino benzidin (DAB) igeren kit (Thermo, Finlandia)

° %10 Formol

2.2. Yikama, Fluoresan Boya, Stimiilasyon ve Kiiltiir Soliisyonlarinin

Hazirlanmasi ve Islemleri

Biitiin hazirlama islemlerinde filtre kullanildi.

o RPMI 1640 (+) Soliisyonunun Hazirlanmasi

RPMI 1640 (500 mL’lik) soliisyonunun igerisinden 60 mL alindi. Geriye
kalan 440 mL soliisyonun tizerine FBS (50 mL), L-Glutamine (5 mL), Pen-Strep-
Amp. B (5 mL) ilave edilerek +4 °C’de saklandi. 1 hafta icerisinde kullanildi.

o RPMI 1640 (-) Soliisyonunun Hazirlanmasi

RPMI 1640 (500 mL’lik) soliisyonunun igerisinden 10 mL alindi. Geriye
kalan 490 mL soliisyonun tlizerine L-Glutamine (5 mL) ve Pen-Strep-Amp.B (5 mL)

ilave edilerek +4 °C’de saklandu. 1 hafta icerisinde kullanildi.

o HBSS (+) Soliisyonunun Hazirlanmasi

HBSS (500 mL’lik) soliisyonunun igerisinden 60 mL alindi. Geriye kalan
440 mL soliisyonun iizerine FBS (50 mL), L-Glutamine(5 mL), Pen-Strep-Amp.B (5
mL) ilave edilerek +4 °C’de sakland. 1 hafta icerisinde kullanildi.

o Kollejenaz Enzim Soliisyonunun Hazirlanmasi

100 mg kollejenaz Tip 5 , HBSS (-) (100 mlt) soliisyonu iginde
¢ozdiiriildii, hazirlanan soliisyon filtrelerden (0,22 um’lik) gegirilerek -20 °C’de
saklandi. Bir hafta igerisinde kullanildi.
. Fluoresan Boyalarin Hazirlanmasi
a) Stok Propidium lodide Soliisyonu (750 pM) :

Pl (5 mg), PBS (10 mL)  soliisyonu igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Hazirlanan soliisyon aliiminyum folyo sarili kapta +4 °C’de 3 ay siire ile saklanabilir.
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b) Stok Fluorescein Diacetate Soliisyonu (24 uM):

FDA (1 mg), asetonda (100 mL) ¢O6zdiiriildii. Hazirlanan soliisyon

aliiminyum folyo sarili kapta -20 °C’de 3 ay siire ile saklanabilir.

2.3. Amniyon Membran

Calismada Saghk Bakanligi Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma
Hastanesi Arastirma Laboratuvari Doku Bankasi’ndan goniillii gebelerden alinmis
%50 Gliserol ve %50 DMEM iginde -80 derecede muhafaza edilmis AM kullanild:.

2.4.  Adacik Hiicre izolasyonu

Sekil 2.1: Pankreasa Kollajenaz Verilmesi

Ksilazin (10mg/kg) ve ketamin hidroklorid (60 mg/kg) anestezik maddesi
ile uyutulan siganlarin abdominal bdlgesindeki tiiyler temizlenip batikon ile silindi.
Abdominal bolge kesildikten sonra karacigere bastirilarak duktus belirginlestirildi.
Sar1 (24 G) ya da mavi (22 G) renk katater kullanilarak pankreasa kollajenaz enzimi
(7 mL) perfiize edildi. Siganin kalbi kesilerek oldiiriildii. Pankreas baglantili oldugu
dokulardan ayrilarak falcon tiipiin igerisine (50 mL’lik) konularak buza gémiildii Bu
islem adacik hiicre elde edilmek i¢in uyutulan biitiin si¢anlara uygulandi. Bu islemler
Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde gerceklestirildi. Alman dokular, Yildirrm Beyazit
Egitim ve Arastirma Hastanesi Arastirma Laboratuvari Adacik Hiicre

Laboratuvari’na getirildi.

24



Pankreaslar hazir olan su banyosunda (37 °C) 18 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 pankreas ¢alkalanarak homojenize edildi.

Uzerine soguk HBSS(+) (25 mL) soliisyonu eklendi ve kuvvetlice ¢alkalandi.
1300 rpm’de 3 dakika siireyle santrifiij edildi.

Stipernatant atildu.

Pellet calkalanarak karigtuldi.

Uzerine soguk HBSS (+) (25 mL) soliisyonu eklenip ve kuvvetlice ¢alkalandh.
Tekrar 1300 rpm’de 3 dakika siireyle 4 °C’de santrifiij edildi.

Stipernatant atildu.

Pellet ¢alkalanarak karigtirildi.

Uzerine soguk HBSS (+) (50 mL) soliisyonu eklenerek kuvvetlice ¢alkaland.
Pankreas dokusu elekten (425 pum) siiziildii.

1300 rpm’de 3 dakika siireyle 4 °C’de santrifiij edildi.

Stipernatan atildu.

V VV V V V VYV V V VYV V V V V V

Pellet ¢alkalanarak karistuldi.

> Pellet tizerine Biochrom 1100 (5 mL) ilave edildi. Calkalanarak homojenlik
saglandi. Uzerine yavasca Biochrom 1077 (10 mL) soliisyonu ilave edildi. En son
olarak RPMI 1640(-) (10 mL) ilave edildi.

> 2400 rpm’de 20 dakika 1 hiz 0 frende 4 °C’de santrifiij edildi.

> 1077-RPMI tabakalarinin arasindaki adacik hiicreleri RPMI 1640 (+)
soliisyonu igerisine toplandi.

> 2 kez 1300 rpm’de 3 dakika 3 hiz 1 frende 4 °C’de santrifiij edilirek yikama
yapilarak adacik hiicreleri elde edildi.

> Elde edilen adaciklar hand-picking yontemi ile sayildu.

2.5. Adacik Hiicrelerinin Canhihiklarimin Belirlenmesi

Kiigiik bir petri kabinin igerisine adacik 6rnegi (90 uL) alinarak {izerine PBS
(910 pL) soliisyonu eklendi. FDA stok soliisyonu (20 pL) ve Pl (20 pL) stok
soliisyonu eklenerek karanlik ortamda 5 dakika saklandi ve fluoresan mikroskobunda
40 X biiylitmede MATLAB programi araciligi ile canlilik testi yapildi.. Kullanilan
fluoresan boyalarin yeni derisimleri 0.46 uM FDA ve 14.34 uM PI olur. FDA canli
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hiicrelerin sitoplazmalarini boyar ve 490 nm dalga boyunda mavi 1sik eksitasyonu
altinda yesil floresans verir. PI ise 6lii hiicrelerin gegirgen hiicre membranlarindan

DNA’ya girerek 536 nm dalga boyunda kirmiz1 floresans veren bir boyadir.

2.6. Adacik Hiicrelerinin Kiiltiire Alinmasi

Hand-picking yontemi ile sayilan adaciklar her bir flaskta 2000 adacik hiicre
olacak sekilde T75 kiiltir flaskin iginde RPMI (+) (15 mL’lik) besiyeri ile
inkiibatore konuldu (37 °C, %5 CO,).

2.7. Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Hand-picking islemi ile sayilan 400 tane adacik, her bir flaska 200 tane
olacak sekilde, T25 flasklara MKH besiyeri i¢ine alindi. 2-3 giinde bir besiyeri
degisimi yapilarak hiicrelerin gelisimi Leica Invert Mikroskobu ile takip edildi.
Yaklagik 10 giin sonrasinda pasaj islemi yapilarak hiicrelerin ¢ogaltilmasi saglandi.
Ikinci pasaj sonunda elde edilen MKH farklilasma islemlerine tabi tutuldu. Akim-
sitometri cihazinda mezenkimal kok hiicre yilizey belirteclerine gore tanimlama

islemleri yapildi. Diger hiicreler dondurma soliisyonu iginde -80’e kaldirildi.

3. glin 3. giin

1 pasaj
Sekil 2.2: Adacik Hiicreden MKH Elde Edilmesinde 3.Giin ve 1.Pasaj Goriintiisii
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MKH lerin farklilagma islemleri,
Mezenkimal Kok Hiicre Adiposit Farklilasma Metodu
Adiposit farklilasma ic¢in Adiposit Diferansiyasyon Basal Mediumu ve
suplementi kullanildi. ikinci pasaja gelen hiicreler adiposit besiyeri ile ii¢ giinde bir,
besiyeri degisikligi yapilarak iiglincli hafta sonunda Oil Red ile boyama islemi
gerceklestirildi. Yag hiicreleri Leica invert mikroskobu ile goriintiilendi ve yag

hiicreleri belirlendi.

CEURR

Sekil 2.3: Oil Red Boyama (10X40)

Mezenkimal Kok Hiicre Osteosit Farklilasma Metodu

Osteosit farklilagma icin Osteosit Differansiyasyon Basal Mediumu ve
suplement mediumu kullanildi. ikinci pasaja gelen hiicrelerde osteosit besiyeri ile ii¢
giinde bir besiyeri degisikligi yapildi. Ugiincii hafta sonunda Von Kossa ile boyama
islemi gerceklestirilerek Osteosit hiicreleri Leica invert mikroskobu ile goriintiilendi

ve osteosit hucreleri belirlendi.
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Sekil 2.4: Von Kossa Boyama (10X10)

Mezenkimal Kok Hiicre Kondrosit Farklilasma Metodu

Kondrosit farklilasma i¢in Kondrosit Differansiyasyon Basal Mediumu ve
suplement mediumu kullanild:. Ikinci pasaja gelen hiicrelerde kondrosit besiyeri ile
iic giinde bir besiyeri degisikligi yapildi. Ikinci hafta sonunda Alcian Blue ile
boyama islemi gerceklestirilerek Kondrosit hiicreleri Leica invert mikroskobu ile

goriintlilendi ve kondrosit hiicreleri belirlendi.

Sekil 2.5: Alcian Blue Boyama (10X10)

Flow sitometride cihazinda mezenkimal kok hiicre yilizey belirteglerine gore

tanimlama islemi;
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Ikinci pasajin sonunda hiicreler siispansiyon haline getirilerek 3 ayr tiip iginde
her bir tiipte 150000 hiicre olacak sekilde flow sitometri cihazinin tiipline konuldu.
Hiicre siispansiyonu PBS 5 dakika siireyle i¢inde santrifiij edildi (1200 rpm).
CD45R, CD11b/c, CD90 ve CD44 antikorlar ilave edilerek 45 dakika karanlikta
inblibe edildi. FACS-ARIAIIl cihazinda okuma islemi yapildi. Okuma iglemi
sonunda CD45R (%5.7(-)), CD11b/c (%4.5(-)), CD90 (%90.8(+)) ve CD44 (%85(+))
olarak bulundu vyani vyiizey belirteglerinden CD45R, CD11b/cnegatif olarak
belirlenirken CD90 ve CD44 pozitif olarak belirlendi.
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Grafik 2.1: MKH Flow-sitometride Tanimlanma Histogramlari.

2.8. Gruplara Goére On Hazirlik Islemleri

Grup 1: AM: Kullanilmak i¢in -80°C’den ¢ikarilan AM materyali 37°C’lik
su banyosunda, 1-2 dakika bekletilerek soliisyonun kati halden sivi hale doniismesi
saglandi. Kisa bir siire iginde lizerine, DMEM eklendi ve iki kez yikama yapild:.
Yikamalardan sonra AM {izerindeki epitelden arindirilma islemi yapildi. Arindirma
isleminde AM Tripsin-ETDA C iginde 25-30 dakika bekletildi. Bekleme siiresinin
sonunda ardigik olarak DMEM ile muamele edilerek ortamdaki Tripsin-EDTA-C’nin
uzaklastirilmas: saglandi. AM yaklasik 1 cm cap olacak sekilde kesilerek kiigiik
parcalara ayrildi. Petri kabina alinarak MKH besiyeri ilavesinin ardindan inkiibatdrde
24 saat inkiibe edildi (37°C, %5 CO,).

Grup 2: AM+MKH: Kullanilmak igin -80°C’den ¢ikarilan AM materyali
37 °C’lik su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek soliisyonun kati halden sivi hale
dontismesi saglandi. Kisa bir siire i¢inde tizerine DMEM eklendi ve iki kez yikama
yapildi. Yikamalardan sonra amniyon membran iizerindeki epitelden arindirilma
islemi yapildi. Arindirma isleminde AM Tripsin-ETDA C 25-30 dakika bekletildi.
Bekleme siiresinin sonunda ardisik olarak DMEM ile muamele edilerek ortamdaki
Tripsin-EDTA-C’nin uzaklastirilmasi saglandi. AM yaklasik 1 cm ¢ap olacak sekilde
kesilerek kiiclik pargalara ayrildi. Dondurma soliisyonu ile -80°C’ye kaldirilan
adacik kokenli MKH hizli bir sekilde 37°C’lik su banyosunda c¢oziindiiriilerek hemen
tizerine DMEM eklendi. Daha sonra 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij yapild.
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Siipernatant atild1 pelet karistirildi. Uzerine tekrar DMEM eklendi. Tekrar 10 dakika
stireyle 1200 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi. Pelet karigtirildi.
Countess (Invitrogen, Avusturalya) cihazinda hiicre sayimi ve canliligina bakild: Bir
cc’de 10uM BrDU soliisyonu hazirlandi. Bir cc’de 2X10° hiicreyi ge¢meyecek
sekilde her bir cc’ye 10uL BrDU soliisyonu eklendi. Hiicre siispansiyonu iki saat
inkiibatorde inkiibasyona birakildi (37°C, %5 CO;). Herbir AM iizerine 5X10* hiicre
gelecek sekilde adacik kokenli mezenkimal kok hiicre eklendi. MKH besiyeri 5-10
dakika araliklarla petri kabina eklendi. Hazirlanan hiicreler 24 saat siireyle inkiibe

edildi (37°C, %5 COy).

Sekil 2.6: Tranplantasyon Oncesi AM ve AM+MKH’1n 6’11 Well Goriintiisii

Grup 3: AM+ADACIK: Kullanilmak i¢in -80°C’den ¢ikarilan AM
materyali 37°C’lik su banyosunda 2 dakika bekletilerek soliisyonun kat1 halden sivi
hale dontismesi saglandi. Kisa bir siire i¢inde iizerine DMEM eklendi ve iki kez
yikama yapildi. Yikamalardan sonra amnion membran {izerindeki epitelden
arindiridi. Arindirma isleminde AM Tripsin-ETDA C soliisyonu iginde 25-30 dakika
bekletilerek gerceklestirildi. Bekleme siiresinin sonunda amniyon membran ardisik
olarak DMEM ile muamele edilerek ortamdaki Tripsin-EDTA-C’nin uzaklastirilmasi
saglandi. AM yaklasik lem cap olacak sekilde kesilerek kiigiik parcalara ayrildi.
Adacik hiicre izolasyonu sonunda hand-picking yontemi ile sayilan adaciklar her bir
flaskin iginde 2000 adacik hiicre olacak sekilde T75 kiiltiir flaskina RPMI (+)(15
mL’lik) besiyeri ile inkiibe edildi ( 37°C, %5CQO,) .
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Grup 4: AM+ADACIK+MKH: Kullanilmak i¢in -80°C’den ¢ikarilan AM
materyali 37°C’lik su banyosunda, 2 dakika bekletilerek soliisyonun kat1 halden sivi
hale doniismesi saglandi. Uzerine DMEM eklendi ve iki kez yikama yapildi.
Yikamalardan sonra amnion membran iizerindeki epitelden arindirildi. Arindirma
isleminde AM tripsin-ETDA C i¢inde 25-30 dakika bekletildi. Bekleme siiresinin
sonunda amniyon membran ardisik olarak DMEM ile yikanarak ortamdaki Tripsin-
EDTA-C’nin uzaklastirilmasi saglandi. AM yaklasik 1 cm ¢ap olacak sekilde
kesilerek kiigiik parcalara ayrildi. Dondurma soliisyonu ile -80°C’ye kaldirilan
adacik kokenli MKH hizli bir sekilde 37°C’lik su banyosunda ¢oziindiiriilerek hemen
tizerine DMEM eklendi. Ardindan 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij yapild:.
Siipernatant atildi pelet karistirildi. Uzerine tekrar DMEM eklendi. Tekrar 1200
rpom’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi. Pelet kirildi.
Countess(invitrogen, Avusturalya) cihazinda hiicre sayimi1 ve canliligia bakildi. Bir
cc’delOpM BrDU soliisyonu hazirlandi. Bir cc’de 2X10° hiicreyi gegmeyecek
sekilde her bir cc’ye 10uL BrDU soliisyonu eklendi. Iki saat inkiibasyona birakildi.
Herbir AM fiizerine 5X10* hiicre gelecek sekilde adacik kokenli mezenkimal kok
hiicre eklendi. MKH besiyeri 5-10 dakika araliklarla petri kabina eklendi. 24 saat
inkiibe edildi (37°C, %5 CO;). Adacik hiicre isolasyonu sonunda hand-picking
yontemi ile sayilan adaciklar her bir flaskin i¢inde 2000 adacik hiicre olacak sekilde

T75 kiiltiir flaskina RPMI (+)(15 mL) besiyeri ile inkiibe edildi (37°C, %5CO,)

2.9. Sicanlarin Diyabet Yapilmasi:

12 saatlik aglik sonrasinda, Wistar Albino erkek siganlara streptozosin (45
mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. Uygulamadan 3 giin sonra kan sekeri 200
mgr/dL ve tizeri olan hayvanlar diyabet olarak kabul edildi. STZ verilmesini takiben

15 giin boyunca, haftada 2 kez kan sekeri takibi yapildi.
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2.10. Transplantasyon

Grup 1: AM

AM 24 saat inkiibasyon sonunda hayvan laboratuvarina géotiiriildii. Ksilazin
(10mg/kg) ve ketamin hidroklorid (60 mg/kg) anestezik maddesi ile uyutulan
diyabetik siganlarin abdominal bolgesindeki tiiyler temizlenip batikon ile silindi.
Abdominal bolgesi agildi. Omentum bélgesi belirlendi. Omentum zar1 dikkatli bir
sekilde steril, 1slak bir gazli bez tizerine serildi. Hazirlanan AM materyali omentum
zariin lizerine yerlestirildi. Omentum bir kese seklinde, icinde AM olacak sekilde
dikildi. Cilt alt1 ve cilt dikisleri atildi. Dikis yerlerine batikonla pansuman yapild.

Siganlarin uyanmasi beklenildi.
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Grup 2: AM+MKH

AM+MKH 24 saat inkiibasyondan sonra aliminyum folyaya sarilarak
hayvan laboratuarina gotirildi. Ksilazin (10mg/kg) ve ketamin hidroklorid (60
mg/kg) anestezik maddesi ile uyutulan diyabetik siganlarin abdominal bolgesindeki
tilyler temizlenip batikon ile silindi. Abdominal bdlgesi agildi. Omentum bolgesi
belirlendi. Omentum zar1 dikkatli bir sekilde steril, 1slak bir gazli bez {izerine serildi.
Hazirlanan AM+MKH materyali hiicreler iist kisma gelecek sekilde omentum zarinin
tizerine yerlestirildi. Omentum bir kese seklinde icinde AM+MKH hiicreleri olacak
sekilde dikildi. Cilt alt1 ve cilt dikisleri atildi. Dikis yerlerine batikonla pansuman

yapildi. Siganlarin uyanmasi beklenildi.

Grup 3:AM+ADACIK

Kiiltiire alinan adacik hiicreleri, T75 flask iginden dikkatli bir sekilde
toplandi. 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi. Uzerine
PBS eklendi. 1300 rpm’de 5 dakika ikinci kez santrifiij yapildi. Tiipiin dibinde 1 ml
siv1 kalacak sekilde siipernatant kisim atildi. Amniyon membran 24 saat inkiibe ¢
edildikten sonra hayvan laboratuvarma gotiiriildii. Ksilazin (10mg/kg) ve ketamin
hidroklorid (60 mg/kg) anestezik maddesi ile uyutulan diyabetik siganlarin
abdominal bolgesindeki tiiyler temizlenip batikon ile silindi. Abdominal bdolgesi
acildi. Omentum bolgesi belirlendi Omentum zar1 dikkatli bir sekilde steril, 1slak bir
gazli bez lizerine serildi. Hazirlanan AM materyali omentum zarmin {izerine
yerlestirildi. AM {izerine bir pastor pipeti yardimiyla damlalar seklinde adacik
hiicreleri eklendi. Omentum, bir kese seklinde, AM+ADACIK hiicreleri iginde
olacak sekilde dikildi. Cilt alt1 ve cilt dikisleri atildi. Dikis yerlerine batikonla

pansuman yapildi. Sicanlarin uyanmasi beklenildi.

Grup 4. AM+ADACIK+MKH

Kiiltiire alinan adacik hiicreleri T75 flask i¢inden inkiibasyonun sonunda
dikkatli bir sekilde toplandi. 5 dakika santrifiij edildi (1300 rpm). Siipernatant kisim

atildi. Uzerine PBS eklendi. Ikinci kez tekrar santrifiij yapildi. Tiipiin dibinde 1 ml

siv1 kalacak sekilde tistteki slipernatant kisim atildi. 24 saat inkiibasyonun sonunda
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AM+MKH aliminyum folyaya sarilarak hayvan laboratuarina gotiirildi.
Ketamin/Ksilazin anestezik maddesi ile uyutulan diyabetik si¢anlarin abdominal
bolgesindeki tiiyler temizlenip batikon ile silindi. Abdominal bolgesi agildi.
Omentum bolgesi belirlendi. Omentum zar1 dikkatli bir sekilde steril, 1slak bir gazl
bez lizerine serildi. Hazirlanan AM+MKH materyali hiicreler iist kisma gelecek
sekilde omentum zarinin {izerine yerlestirildi. AM+MKH iizerine pastor pipeti
yardimiyla tiipiin i¢inde bulunan adacik hiicreleri damla seklinde bekletilerek eklendi
Omentum i¢inde MKH hiicreleri olacak sekilde bir kese bi¢ciminde dikildi. Cilt alt1 ve
cilt dikisleri atildi. Dikis yerlerine batikonla pansuman yapildi. Siganlarin uyanmasi
beklenildi

Grup 5: Kontrol

Ksilazin (10mg/kg) ve ketamin hidroklorid (60 mg/kg) anestezik maddesi
ile uyutulan diyabetik siganlarin abdominal bolgesindeki tliyler temizlenip batikon ile
silindi. Abdominal bdlgesinin agilmasinin ardindan agildi, Oomentum bdlgesi
belirlendi. Omentum bir kese seklinde dikildi. Cilt alt1 ve cilt dikisleri atildi. Dikis

yerlerine batikonla pansuman yapildi. Sicanlarin uyanmasi beklenildi.

2.11.  Kan Sekeri Ol¢iimii

Transplantasyondan sonra ilk ti¢ giin, diger giinlerde ise haftada 2 kez olmak
lizere, gliniin belli saatlerinde (09:00-10:00) kan sekeri Ol¢iimii (glukometre ile)

yapildi. Tranplantasyondan 4 hafta sonra deney sonlandirildi.

2.12.  intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi (IPGTT)

Transplantasyondan sonra 26. giinde IPGT testi yapildi. Testen bir giin
oncesinde siganlarin agirliklar1 6lctildii ve ardindan 12 saat ag¢ birakildi. Siganlarin

aclik kan sekeri Ol¢iildii. Sonrasinda siganlara IP yolla glikoz (2gr/kg) enjeksiyon
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yapildi. Glikoz verildikten sonra 5dk, 10dk, 15dk, 30dk, 60dk, 90dk, 120dk sonra

glukometri ile kan sekeri dlgtimleri yapildi.

2.13.  Immiinohistokimyal Degerlendirme

Dokularin tiimii, %10’luk tamponlanmis notral formalin soliisyonunda, 24
saat fiske edilerek parafinde bloklandi. Her blokdan 5 mikrometre kalinliginda
kesitler alinarak BrDU, insiilin antikorlar1 ile immiinohistokimyasal ¢alisma yapildi.
Deparafinize edilen kesitlerin endojen peroksidaz aktivitesi, %3’liik hidrojen peroksit
sollisyonunda, 10 dakika inkiibe edilerek giderildi. Kesitler sitrat tamponu igerisinde,
30 dakika kaynatilip oda 1sisinda, 20 dakika sogumaya birakildi. Kesitler tizerine 5’er
dakika blok antikor, sonrada 1’er saat primer antikorlar uygulandi. Kesitler ardindan
biotinli anti-immiinglobulin ve streptavidin-peroksidaz konjugat ile 10’ar dakika
inkiibe edildi. Renklendirici ajan olarak bilesiminde 3,3’-diamino benzidin (DAB)
iceren ticari kit kullanildi. Kesitler Mayer hematoksilen ile 60 saniye boyandi.
Kesitler DAB uygulamasina kadar tiim asamalarda pH 7.6 fosfat tamponu ile DAB
uygulamasindan sonra ise distile su ile yikandi. Islemler oda sicakliginda

gerceklestirildi. Sonuglar 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

2.14. Elisa

Her bir gruba baglamadan 6nce 1 mL kan 6rnegi alinarak C peptid diizeyi i¢in
serumlar1 ayrildi. ELISA testi ayni giin i¢inde ELISA Kitleri Millipore USA
kullanilarak sandvi¢ ELISA yontemi ile gerceklerildi. Enzim aktivitesi

spektrofotometrik olarak 6l¢iildi.

2.15. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SAS (SAS version 8.02, SAS Institute, Cary,
NC, USA) istatistik programi kullanildi. Tekrarli 6l¢timler general linear model

(GLM) kullanilarak degerlendirildi. Gruplararasi ve grup ici farkin belirlenmesinde
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Tukey testi kullanildi, p<0.05 6nemli kabul edildi. Tiim sonuglar ortalamatortalama
degerin standart hatas1 (xSEM) olarak verildi.

3. BULGULAR

3.1. Adacik Hiicre Canhiliklar:

Original Green Color Image: 11.02.2014 24. saat meral b0004 ti Original Red Color Image: 11.02.2014 24. saat meral b0ODS.tif

Green Image Component: % 96.7434 Red Image Component: % 3.2565

Sekil 3. 1: AM+Adacik grubunda FDA/PI ile boyanan adaciklarin Matlab’da hazirlanan program ile
yapilan analizleri sirasinda elde edilen canlilik yiizdesi ortalamasi canlilik sonuglar1 (%96.74) a) FDA
ile boyanan canli hiicreler b) PI ile boyanan lii hiicreler ¢) Canli hiicre yiizdesi d) Olii hiicre yiizdesi
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Sekil 3.2: AM+Adacik+tMKH grubunda FDA/PI ile boyanan adaciklarin Matlab’da hazirlanan
program ile yapilan analizleri sirasinda elde edilen canlilik yiizdesi ortalamasi canlilik sonuglari
(%95.87) a) FDA ile boyanan canli hiicreler b) PI ile boyanan 6lii hiicreler ¢) Canli hiicre yiizdesi d)
Olii hiicre yiizdesi

Matlab programina gore yapilan canlilik analizine gore AM+Adacik grubuna
verilen adacik hiicrelerinin ortalama canlihigi %96.74 iken AM+Adacik+MKH
grubunun adacik canlilik ortalamalar1 %95.87°dir.

3.2 Gruplarin Kan Sekeri Ortalamasi:

Transplantasyon oncesi ve transplantasyon sonrasi giinlerde gruplara ait kan
sekeri ortalamalar1 Tablo 3.1.’de verilmistir. Transplantasyon Oncesi kan sekeri
ortalamalarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Kontrol ile karsilastirildiginda, AM grubuna ait kan sekeri ortalamalarinda
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istatistiksel farklilik olmadigi goriildii. Amniyon membran+tMKH grubuna ait kan

sekeri ortalamalarinin ise yanlizca 2. giinde kontrol grubundan anlamli farklilik

gosterdigi diger giinlerde anlamlhi bir fark gdstermedigi bulundu. Diger taraftan

transplantasyon sonrasi yapilan tiim dl¢iimlerde AM+Adacik+MKH grubuna ait kan

sekeri ortalamalarminin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu,

AM+Adacik grubunnun ise 9 ve 16. giinler disinda kontrol grubundan istatistiksel

olarak farkliliklar gosterdigi belirlendi.

Tablo 3.1. Calisma Gruplarinin Kan Sekeri Ortalamalari

AM+Adacik+
AM AM+MKH AM+Adacik KONTROL
MKH
KAN SEKERI Ort Ort Ort Ort Ort
(mg/dL)

TRANS. ONCESI 419,37+85,35° 404,25+95,44° 456,12+155,60° 420,37+109,32° 375,75+78,34%
GUN1 417,37+48,12° 389,50+43,83% 215,12+139,55° 273,37+164,33" 444,8767,36°
GUN2 441,75+117,39° 307,75+37,52° 276,75+174,89° 316,50+217,95° 462,12+38,21°
GUN3 415,12+72,26% 349,50+29,69% 240,62+166,64° 283,62+167,58" 451,50+57,00°
GUNG6 357,12+119,93* 383,00+48,05 290,62+175,01% 213,00+83,59° 413,00+55,07°
GUN9 401,37+84,54° 344,87+71,97® 311,50+216,26% 247,75+148,16° 406,50+41,87°

GUN13 396,12+136,61* 406,50+145,08° 284,12+195,72% 224,75+95,66° 444,75+90,30°%
GUN16 379,37+67,40° 361,62+69,79® 315,00+185,14%® 258,00+124,11° 420,50+59,42*
GUN20 442 25+110,11° 419,75+73,83" 252,12+121,80° 227,87+121,28" 429,25+69,71%
GUN23 420,25+98,84° 384,75+69,07%® 272,12+156,41™ 242,75+113,91° 490,75+56,00°%
GUN27 435,37+53,70° 408,75457,17° 250,12+115,48° 244,50+124,69° 428,37+121,62°
GUN28 436,50+142,65° 440,25+141,68° 283,25+154,60° 265,00+£142,71° 435,00+104,68°

P& Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir

(p<0,05).
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mg/dL GRUPLARIN KAN SEKERI ORTALAMALARI

500
450
400
350
300
250
200

trans. 1l.gin 2.gin 3.gin 6.gUn 9.glin 13.glin 16.gln 20.gin 23.gin 27.gin 28.glin
Oncesi

— AN e— AM+MKH AM+ADACIK e AM+ADACIK+MKH =~ e SHAM

Grafik 3.1. Gruplarin Kan Sekeri Ortalamalar1 Grafigi

3.3. C-Peptit Testi

Gruplara ait transplantasyon Oncesi ve transplantasyon sonrasi c-peptid
ortalamalar1 Tablo 3.2.’de verildi. Trasnplantasyon Oncesi gruplar arasindaki fark
onemli bulunmadi (p>0,05). Kontrol ile karsilastirildiginda, transplantasyon sonrasi
c-peptit diizeyleri; AM+Adacik ve AM+AdaciktMKH gruplarinda istatistiksel
olarak daha yiiksek bulundu (p<0,05). Transplantasyon Oncesi ve transplantasyon
sonrasi C-peptit diizeylerinin AM+Adacik ve AM+Adactk+MKH gruplariarasindaki
fark 6nemli bulundu (p<0,05).
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Tablo 3.2. Calisma Gruplarinda Transplantasyon Oncesi Ve Transplantasyon Sonrast

C-Peptit Ortalamalar1

Trasplantasyon Oncesi | Transplantasyon Sonrasi
(PM) (PM)
AM 20,47+8,37° 32,64+17,58%"
AM+MKH 21,19+10,51° 27,81+12,66%"
AM+Adacik 25,18+11,95° 46,38+43,99°
AM+Adacik+MKH 28,17+25,21° 47,63+38,15%
KONTROL 17,10+5,55° 19,62+6,26% '

&5 Ay satirda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Gnemlidir (p<0,05).

L Ayni siitunda farklr simgeleri tagtyan gruplararasindaki fark énemlidir (p<0,05).
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Grafik3.2. Gruplarin c-Peptit Grafigi
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3.4.

IPGTT

Calisma gruplarina ait IPGTT kan sekeri ortalamalar1 Tablo 3.3.’de

verilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda AM+MKH, AM-+Adacik ve
AM+Adacik+MKH gruplarina ait IPGTT kan sekeri ortalamalarinin 0, 5, 10, 15, 30,
60, 90 ve 120. dakikalardakinden farkli oldugu goriildii (p<0,05). Buna ilaveten AM
grubunda IPGTT kan sekeri ortalamalarinin yanlizca 5, 10 ve 15. dakikalarda kontrol

grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu belirlendi.

Tablo 3.3. Calisma Gruplarinin IPGTT Kan Sekeri Ortalamalari

AM AM+MKH AM+Adack AM+Adacik+ KONTROL
MKH
IPGTT Ort Ort Ort Ort Ort
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
DKO 188,62+117,56% 116,87+46,46° 133,87+40,88° 123,50+43,74° 313,12+83,71°
DK5 304,87+160,49° 176,50+6039" 198,12+81,65%° 186,25+53,91®° 463,12+106,57°
DK10 276,62+95,73° 285,75+137,76° 239,87+95,02° 231,87+51,29° 575,37+175,61°
DK15 344,50493,04° 305,12+155,80° 292,12+113,83% 316,37+98,92° 601,25+140,00°
DK30 454,25+116,15% 393,75+216,08" 369,12+172,68° 368,62+144,48° 567,16+119,66°
DK60 468,37+139,98% 378,75+104,91% 387,62+160,23" 338,00+157,25° 525,75+130,40°
DK90 399,75+118,46° 356,37:130,65° 344,62+166,08* 276,25+151,76* 572,12+144,29°
DK120 390,62+137,99% 343,37+139,03* 331,62+186,60* 243,50+143,71° 478,00+70,05°

a0 Aym satirda farkli harfleri tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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Grafik 3.3. Gruplarin IPGTT Grafigi

3.4. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Yapilan calismada tiim gruplarin omentumlart HE boyamasi ile boyandi.
AM grubunda omentum dokusu ve AM gozlemlendi. AM+MKH grubunda omentum
ve AM gozlemlenirken, BrDU boyamada MKH’ler belirlendi. AM+Adacik grubunda
HE boyamada adacik hiicreleri, omentum ve AM belirlenirken anti-insiilini antikoru
ile yapilan immiinohistokimysal ¢aligmada insiilin ile reaksiyon veren hiicreler
saptandi. AM+MKH+Adacik grubunda ise HE boyamada adacik hiicreleri, omentum
ve AM gozlemlenirken immiinohistokimyasal agidan, BrDU boyamasinda MKH’i,
insiilin antikoru ile yapilan ¢alismada ise adacik hiicreleri tespit edildi. MKH’lerin
adacik hiicrelerinin etrafinda toplandigi hatta adacik hiicreleri ile bir biitiin

olusturdugu BrDU

boyamasi ile belirlendi. Kontrol grubunda ise HE boyamasinda ile omentum

materyali goriildii.
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o 2
Sekil 3.3. AM+Adactk HE Boyama. Adacik hiicreleri ok ile gdosterilmektedir
(10X40).

Sekil 3.4. AM+Adacik Insiilin Boyamasi. Salgilanan insiilin ok ile gosterilmektedir
(10X10).
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Sekil 3.5. AM+Adacik+MKH HE Boyama. Adacik hiicreler ok ile gosterilmektedir
(10X20).

Sekil 3.6. AM+Adacik+MKH Insiilin Boyamasi. Salgilanan insiilin ok ile
gosterilmektedir (10X20).
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Sekil 3.7. AM+MKH Immiinohistokimyasal BrDU Boyamasi. Ok ile gésterilen
BrDU(+) boyanan MKH (10X10).

Sekil 3.8. AM+Adacik+MKH Immiinohistokimyasal Brdu Boyamasi. Siyah ok ile
gosterilen adacik hiicreleri, kirmizi ok ile gosterilen Brdu(+) boyanan MKH (10X4).
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4. TARTISMA VE SONUC

Beta hiicre harabiyetiyle karakterize Tip 1 DM tedavisinde giinlimiizde en
yaygin klinik tedavi uygulamasi ekzojen kaynakli insiilin replasmanidir (Bellin ve
ark., 2012; Atkinson ve ark., 2014). Bununla birlikte uzun siireli insiilin kullaniminin
meydana getirdigi komplikasyonlarin olusmasi bu uygulamanin yerine alternatif
tedavi sekillerinin arastirilmasina bir temel olusturmaktadir. Bu uygulamalar i¢inde
tizerinde en ¢ok c¢alisilan kadavratik dondrden elde edilen pankreatik adacik
hiicrelerinin naklidir (Shapiro ve ark., 2000). Ancak nakli yapilan beta hiicrelerinin
nakil sonrasi erken donemde yetersiz oksijenlenmesi, besin kaynaginin azalmasi,
zay1f damarlanma profili, immiin cevap gibi olumsuz sartlarin olusturdugu hiicresel
stres nedeniyle kaybedilmesi (Miao ve ark., 2006), nakil modellerinin
gelistirilmesine yonelik bir aragtirma alaninin dogmasma neden olmustur (Fenn,
2008).

Bugiine kadar yapilan diyabetik hayvan modeli ¢aligmalarinda MKH (Wu ve
ark., 2014), stellat hiicresi (Zhang ve ark., 2014), noralkrest (Grapensparr ve ark.,
2015) gibi farkli hiicrelerle birlikte adacik hiicrelerinin bobrek kapsiilii, portal ven,
omentum gibi farkli viicut bolgelerine nakilleri yapilmis, adacik hiicre kitlesini
destekleyici 6zellikle biyouyumlu doku iskeleti (skafold) kullanilmigtir (Coronel ve
Stabler, 2013). Ayrica embriyonik kok hiicre ve indiiklenmis pluripotent kok hiicre
kokenli beta hiicrelerinin in-vitro ortamda liretilmesine yonelik ¢alismalar yapilmis

ve (Pagliucave ark., 2014; Rezania ve ark., 2014) literatiirde yerlerini almiglardir.

Bu ¢alismada nakil sonrasi déonemde adacik hiicre kaybma neden olan
apoptotik etmenlere karsi bugiline kadar yapilan immiinomodiiler, antimikrobiyal,
biyo-uyumluluk 6zellikleriyle 6n plana ¢ikan dogal bir biyomateryal olan amniyon
membran, adacik hiicreleri igin destekleyici temel nakil 6gesi olarak kullanilmigtir
(Miki ve Strom, 2006; Niknejad ve ark., 2008). Bu modelde, ratlardan izole edilen
fonksiyonel adacik hiicreleri, insan AM’1 igerisine lokalize edilerek hazirlanan hiicre
paketi ile diyabet olusturulmus ratlarin omentum bolgesine nakil yapilmistir. Naklin
diyabet modeli tizerindeki etkisi ve bu etkinin nakledilen hiicre modelinden
kaynaklanip kaynaklanmadiginin belirlenmesinde benzer c¢alismalarda oldugu gibi;
diizenli kan sekeri takibi, c-peptit seviyesi tayini, IPGTT gibi analizler kullanilmistir.

47



Ayrica immiinohistokimyasal olarak da bu hiicrelerin ve nakil modelinin temel
etkinligi gosterilmistir (Phelps ve ark., 2013; Yoshimatsu ve ark., 2015). Liu ve
ark.(2013)’nin klinik bir uygulama olarak yaptiklari ¢alismalarinda, 26 yasindaki Tip
1 DM hasta erkege, oglunun dogum siras1t AM’nindan elde edilen hiicrelerin yapilan
analizlerle kok hiicre karakterinde oldugunu belirledikten sonra, pankreatik dorsal
arter lizerinden nakletmistir. Nakilden 3 giin sonra hastanin kan sekerinde diisme
baslamis, 3 ay sonra hasta insiiline bagimsiz hale gelerek bu durumunu 6.2 ay
boyunca korumustur. Sunulan c¢alismada ise nakil i¢in kullanilan AM’lar hiicresel
yapilarindan arindirilarak kullanilmistir. Dolayisiyla deney gruplarinda AM’mn
terapotik etkiye sagladigi disiiniilen destegin, bu kok hiicre karakterindeki
hiicrelerden bagimsiz olarak gerceklestirdigi 6ngoriilmektedir. Sunulan ¢alismada
adacik hiicre transplantasyonu ig¢in omentum bdlgesinin secilmesinde; omentuma
yapilan adacik hiicre transplantasyonlarinda damarlanmanin artmis olmas: ve lokal
olarak salgilanan bliylime faktorlerinin varliginin bildirilmis olmasi etkili olmustur
(Hefty ve ark., 2008; Solari ve ark., 2009; McQuilling ve ark., 2011; Bartholomeus
ve ark., 2013; Pareta ve ark., 2013). Bartholomeus ve ark. (2013) adacik hiicre
transplantasyonunda omentum ile bobrek kapsiiliinii karsilastirdiklarinda omentuma
transplantasyonda, damarlanmanin arttig1 ve gesitli biiyiime faktorlerinin bu siiregte
rol oynadig1r ve omentumun bdbrek kapsiiliine gore daha i1yi bir transplantasyon
bolgesi oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle mevcut calismada transplantasyon
bolgesi olarak omentum secilmistir. Nakil sonrasi donemde yapilan kan sekeri ve c-
peptit seviyesi Ol¢iimlerinde, omentuma nakledilen adacik hiicrelerinin fonksiyonel
oldugu ve yine deney sonrasinda alinan patoloji Orneklerinde yapilan
immiinohistokimyasal analizler sonucunda adacik hiicre kitlesinin fonksiyonel, ii¢
boyutlu yapisim1 korudugu ve insiilin salimmini gerceklestirdigi gosterilmistir.
Mezenkimal kok hiicreler ile adacik hiicresinin birlikte yapildigi transplantasyon
caligmalarinda, MKH’lerin ¢esitli biiyiime faktorlerini salgiladigi, salgilanan bu
faktorlerin kanlanmay: artirdigi (Mahgoub ve ark., 2004; Figliuzzi ve ark., 2009),
MKH’lerin beta hiicre proliferasyonunu uyardigi, greftin apoptosisini azalttigi,
immiin hiicrelerin greftin infiltrasyonuna aktivasyonunu ve pro-inflamatuvar
sitokinlerin salinimint engelledigi bilinmektedir (Mundra ve ark., 2013). Katuchova
ve ark.(2012) diyabet modelinde MKH’leri farkli pankreatik mikrogevrelere
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naklederek yaptiklari ¢alismada, nakil sonrasi donemde MKH’lerin tiim diyabetik
gruplarda kan sekerini diisiiriicii yonde terapotik etkisinin oldugunu gdstermistir.
Maldonato ve ark.(1985) AM’dan difiizyon bir g¢ember olusturarak insiilin
salinimindaki roliinii degerlendirmis ve AM’nin insiilinin difiizyon yoluyla
salgilanmasina izin verdigini gostermistir. Bunun yani sira yaptiklari ¢alismada,
nakledilen adacik hiicrelerine kars1 bir rejeksiyonun gelismedigi yani immiin ataktan
da korundugunu bildirmislerdir. Bu bilgiler 1s18inda sunulan ¢alismada, AM’n1 bir
temel tas1 olarak kullanip, immiin atagi engelleyerek, adacik hiicre sag kaliminin
artirmay1 ve fonksiyonelitesini siirdiiriilmesi amaglandi. Mezenkimal kok hiicrelerin
diyabetik modellerde tedavi amacglh kullanilmas: ( Lee ve ark., 2013; Davey ve ark.,
2014; Borg ve ark., 2014), salgiladiklar sitokinler yoluyla parakrin etki olusturmasi
(Castillo-Melendez ve ark., 2013; Chen ve ark., 2015 ) ve bu etkinin iyilestirmeye
yonelik olmasi, sunulan c¢alismada AM+Adacik hiicre transplantasyonunda
MKH’lerin bu o0zelliklerinden faydalanarak transplantasyonun daha basarili
olabilecegini diisiindiirdii. Bu ¢alismada AM temel materyal olarak kullanilirken
AM, AM+Adacik, AM+MKH, AM+Adacik+tMKH ve kontrol gruplari olusturuldu.
Kontrol ile karsilastirildiginda AM grubuna ait kan sekeri ortalamalarinin istatistiksel
olarak farkli olmadigr goriildii. Amniyon membran+tMKH grubuna ait kan sekeri
ortalamalarinin yanlizca 2. giinde kontrol grubundan istatistiksel farklilik gosterdigi,
diger gilinlerde anlaml bir fark gdstermedigi bulundu. Diger taraftan transplantasyon
sonrast yapilan tiim Olglimlerde AM+AdaciktMKH grubuna ait kan sekeri
ortalamalarininin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu, AM+Adacik
grubunnun ise 9 ve 16. giinler disinda kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli
oldugu belirlendi. Kan sekeri ortalamasina iligkin bu sonuglar AM ve AM+MKH
grubunda pankreasdaki adacik hiicrelerinin insiilin salgilayamadigini, hasarlanmanin
sirdiiglinii, AM+Adactk ve AM+Adacik+tMKH gruplarinda ise nakledilen
adaciklarin  canlili@in1  siirdiirdiigli, fonksiyonelitesini  devam ettirdigini
gostermektedir. AM+Adacik ve AM+Adacik+MKH grubunda immiinohistokimyasal
olarak yapilan boyamalarda adacik hiicrelerinden salgilanan insiilinin varliginin,
canliligimi koruyan ve fonksiyonelitesini devam ettiren adacik hiicreleri ile ilgili

oldugunu diisiindiirdii.
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Intraperitoneal glukoz tolerans testi ile adacik hiicreleri fonksiyonelitesi
bakimindan degerlendirildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda AM+MKH,
AM+Adacik ve AM+Adacik+MKH gruplarina ait IPGTT kan sekeri ortalamalarinin
0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 ve 120. Dakikalardaki olgiimlerde farkli oldugu goriildii.
Buna ilaveten AM grubunda IPGTT kan sekeri ortalamalarinin yanlizca 5, 10 ve 15.
Dakikalarda yapilan o6l¢timlerde kontrol grubuna kiyasla farkli oldugu belirlendi.
Intraperitoneal glukoz tolerans testi kan sekeri ortalamalarinda kontrol grubu ile AM
grubu arasinda 120. dakikada fark bulunmazken, kontrol grubu ile AM+MKH,
AM-+Adacik ve AM+Adacik+MKH gruplart arasinda farkliliklar bulundu. Bu bulgu;
AM+MKH, AM+Adacik ve AM+Adacik+tMKH gruplarindaki adacik hiicrelerinin
glukoza duyarli oldugunu ve glukoz ile uyarildiginda adacik hiicrelerinden insiilin

salgilayarak kan sekerini diizenlemeye ¢alistigin1 gostermektedir.

Endojen insiilinin pulsatil bir salinim gdstermesi ve kisa bir yarilanma
Omriine sahip olmasi sebebiyle, endojen insiilin diizeyine bakilarak beta hiicre
fonksiyonu degerlendirilememektedir. Beta hiicre fonksiyonunun
degerlendirilmesinde endojen insiilin iiretiminin bir gostergesi olan ve daha uzun
yarilanma Omriine sahip olan c-peptit diizeylerine bakilmaktadir (Yalgin, 2004).
Kontrol, AM, AM+MKH gruplarinda transplantasyon Oncesi ve sonrasi C-peptit
degerlerinde gruplararasi ve grupi¢i anlamlhi fark bulunmazken, AM+Adacik ve
AM+Adacik+MKH gruplariin transplantasyon sonrasi degerlerinin kontrol’den
daha yiiksek oldugu goriildii (p<0,05). Ayrica AM+Adacik ve AM+AdaciktMKH
gruplarinda transplantasyon sonrasi C-peptit seviyelerinin transplantasyon oncesine
gore artig gosterdigi belirlendi. AM+Adacik ve AM+Adacik+MKH gruplarinda c-
peptit diizeyinde saptanan bu artisin, canliligini ve fonksiyonlarim siirdiiren adacik

hiicreleriyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; tip 1 DM’in klinik tedavisinde giincel bir tedavi sekli olan adacik nakli
uygulamalarinda, kadavratik dondrlerden sayisal olarak yeterli fonksiyonel adacik
hiicresi elde edilmesinin teknik olarak zorlugu, nakil bdlgesi olarak genel itibariyle
tercih edilen portal ven bolgesinin adacik hiicrelerinin fonksiyonel ii¢ boyutlu
biitiinsel yapisinin korunmasinda ve yeterli sayida hiicrenin nakli i¢in gerekli alani

saglanmasinda yetersiz kalmasi, nakledilen bu adacik hiicrelerinin fizyolojik olarak
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kirilgan yapis1 ve immiin ataga karsi yasanan hiicre kaybi oranmin yiiksek olmasi
gibi sorunlar bu tedavinin klinik basarisinin oniindeki en biiylik engeller olarak 6n

plana ¢ikmaktadir.

Sunulan ¢alismada, yukarida sayilan problemlere ortak bir alternatif ¢éziim
Onerisi olarak; nakil bolgesi i¢in diyabetik ratlarda omentum boélgesi tercih edildi.
Ciinkii omentum yeterli sayida hiicre nakledilebilmesi i¢in sagladigi genis alanin
yaninda, nakledilen adacik hiicrelerinin fonksiyonel ii¢ boyutlu yapisini korumalarina
ve nakil sonras1 donemde fonksiyonellik ve hiicre sag kalimi igin kritik bir dneme
sahip yeterli seviyede kanlanmanin gerceklesmesine imkan saglayan dogal bir
biyolojik yapiya sahiptir. Ayrica nakil sonrasi donemde, immiin ataga kars1 adacik
hiicrelerinin korunabilmesi i¢in daha 6nce yapilan birgok referans calismada da farkli
patolojik durumlarda, immiin modiilator 6zellikleri gosterilen MKH’ler, pankreatik
kokenli MKH’lerin benzer mekanizmalar tizerinden adacik hiicre sag kaliminda ve
fonksiyonelliginde pozitif yonde etki edecegi yoniindeki hipotezden yola ¢ikilarak
farkli nakil gruplan tizerinden ¢alisma gerceklestirildi. Mevcut ¢alismada yapilan
kan gekeri Ol¢limleri, c-peptit seviye analizleri, [IPGTT ve immiinhistokimyasal
olarak boyanan insiilin (+) adacik hiicrelerin varligi, bulunan degerler kontrol grubu
degerleri ile karsilagtirildiginda, AM+Adacik ve AM+Adacik+tMKH gruplarinda ki
degerlerin anlamli olmasi, olusturdugumuz modelin adacik hiicre nakli i¢in 1yi bir
alternatif nakil modeli oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, AM nin biyolojik
yapisinin bu terapotik etkiyi hangi hiicresel mekanizmalar {izerinden gerceklestirdigi

sorusu bu alanda yeni bir arastirma konusu olarak calisilmaya ihtiya¢ gostermektedir.
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