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OZET

Pankreas Dokusu Hiicre Dis1 Matriks Proteinlerinin Pankreatik Beta Hiicre
Canlilig1 ve Cogalmasi Uzerine Etkisi

Diyabet, glukoz ve yag metabolizmasinin hasar gormesi sonucu olusan metabolik
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Tip-1 diyabet, beta hiicrelerine kars1 gelisen immiin
yanit sonucu ortaya cikmaktadir. Diger yandan, beta hiicrelerinden yetersiz insiilin
salinmas1 ve insiilin direnci sonucunda tip-2 diyabet olusmaktadir. Tip-2 diyabetli
hastalarda, beta hiicreleri zamanla zarar gérmekte ve sayilart kandaki glukoz seviyesini
dengelemeye yetmemektedir. Bu nedenle, beta hiicrelerinin yerine konmasi ve korunmast
her iki tip diyabetin etkin tedavisi i¢in gerekmektedir. Bu amagla, hiicrenin ¢evresiyle
iletisim kuracagi ve tutunacagi bir ortam saglayarak in vivo'da hiicreleri destekleyen
mikrogevreye benzer bir ortami olusturan hiicre dis1 matriks proteinleri ile in vitro’da beta
hiicrelerinin canliliginin  korunmast ve c¢ogalmalarmin indiiklenmesi saglanabilir.
Calismamizda, pankreasta bulunan temel hiicre-dis1 matriks proteinlerinin in vitro’da beta
hiicre canliligi, fonksiyonu ve ¢ogalmasi tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

BRIN-BDI11 hiicreleri, kollajen tip-1, kollajen tip-4, laminin, fibronektin,
vitronektin, endokrin pankreas protein ekstrakti, kollajen tip-1 + vitronektin karisgimi ve
kollajen tip-1 + laminin karisimi kullanilarak kaplanan ytizeylerde kiiltiire edilerek canlilik
ve fonksiyon testleri yapilmistir.

Kollajen tip-4’lin beta hiicreleri tizerinde olumsuz etkileri oldugu tespit edilirken
laminin, endokrin pankreas protein ekstrakti, kollajen tip-1 ile vitronektin karisimi ve
kollajen tip-1 ile laminin karigiminin hiicre canliligmi destekledigi belirlenmistir. Ayrica,
vitronektinin ins/ ve ins2 genlerinin ifadelerini ve fibronektin ile kollajen tip-1 +
vitronektin karisiminin instilin salinimini artirarak hiicrelerin fonksiyonlarini destekledigi
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: beta hiicresi, diyabet, hiicre dis1i matriks, mikrogevre,

pankreas



ABSTRACT

The Effect of Pancreas Tissue Extracellular Matrix Proteins on Cell Viability and

Growth of Pancreatic Beta Cells

Diabetes mellitus is defined as a metabolic disorder resulting from the deterioration
of glucose and fat metabolism of body. Type-1 diabetes develops by formation of
autoimmune response against beta cells. On the other hand, inadequate insulin secretion by
beta cells in the setting of insulin resistance leads the development of type-2 diabetes. Beta
cells in patients with type-2 diabetes are degenerated in times, and their number also
declines steadily causing elevated blood sugars. Therefore, the replacement of pancreatic
beta cells and their protection in both types of diabetes are required for permanent
treatment. For this purpose, extracellular matrix proteins might provide a supporting niche
for cells in culture similar to the in vivo microenvironment, which protects beta cells and
induces both their viability and proliferation by providing cells an environment to
communicate and to adhere. Therefore, in our study, the effect of major extracellular
matrix proteins in pancreas on beta cell viability, functionality and proliferation in culture

is aimed to investigate.

By culturing BRIN-BD11 cells on collagen type-1, collagen type-4, laminin,
fibronectin, vitronectin, collagen type-1 + laminin mix, collagen type-1 + vitronectin mix
and endocrine pancreas extract coated plates the most effective proteins for beta cell

viability were determined.

Collagen type-4 was determined to have adverse effects on beta cell proliferation
and viability in contrast to laminin, endocrine pancreas extract and protein mix groups.
Increased insulin secretion levels showed that fibronectin and collagen type-1+ vitronectin

mix also support beta cell functionality.

Keywords: beta cells, diabetes mellitus, extracellular matrix, microenvironment,

pancreas
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1 GIRIS VE AMAC

Diyabet, pankreasta bulunan Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden
salgilanan insiilin hormonunun yetersizligi ya da insiilin direncinin gelismesi sonucu ortaya
¢ikan metabolik bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarina gore 2030 yilinda,
diinyada diyabet hastasi sayisinin {i¢ yiiz milyonu asacagi ve bu hastaligin 6liim sebepleri
arasinda yedinci sirada olacagi ongoriilmektedir (Alwan, 2010). Yasam kalitesini énemli
derecede diistiren hastaligin, neden oldugu ikincil komplikasyonlar nedeni ile mortalitesi

yiiksektir.

Temel olarak dort farkli siniflandirmas: yapilan diyabetin en sik goriilen formlar
tip-1 ve tip-2 diyabettir. Otoreaktif hiicrelerin instilin salgilayan beta hiicrelerine saldirmasi
sonucunda bu hiicrelerin zarar gormesi ve insiilin iiretememeleri ile tip-1 diyabet
gelismektedir. Hastalar, kandaki glukoz seviyesinin dengelenmesi i¢in disaridan insiilin
almak zorundadir. Tip-2 diyabette ise pankreasta bulunan beta hiicrelerinin trettikleri
instiline kars1 direng gelismektedir. Olusan hipergliseminin oniine gegmek i¢in genellikle
diyet ve egzersiz programlari yeterli olsa da uzun donemde tip-2 diyabetli hastalar da
disardan instiilin almak zorunda kalabilmektedir. Her iki tip diyabet hastalarinda da beta

hiicrelerinin zarar gordugii ve sayilarinin giderek azaldigi gozlenmektedir.

Guntimiizde, diyabetin kesin ve etkin bir tedavisi yoktur. Uygulanan tedavi
yontemleri, kandaki glukoz seviyesinin diizenlenmesi amaci ile hastalarin devamli olarak
instilin almalarma dayanmaktadir. Zarar goren beta hiicrelerinin yerine konmasina iligkin
uygulanan yontemler ise pankreas ya da adacik naklidir. Pankreas nakilleri, olduke¢a zorlu
bir cerrahi girisim oldugundan genellikle bobrek nakilleri ile birlikte yapilmaktadir. Bu
yontem, hastalarin iyilesmesini saglasa da uygun verici bulunma olasiligin1 oldukga diisiik
olmasit ve gerektirdigi cerrahi miidahalenin zorluklari nedeni ile yaygin olarak
kullanilamamaktadir. Adacik nakli ile ilgili calismalar ise ilk olarak 1970’li yillarda fareler
tizerinde yapilan denemeler ile baslamistir. ilk yillarda insanlarda basar1 oran1 diisiik olsa
da, 2000 yilinda rapor edilen bir calismada farkli bir immiin baskilama protokoli
(Edmonton protokolii) esliginde yapilan adacik nakli sonucunda yedi hastada iyilesme
gozlendigi rapor edilmistir. Ancak, nakil yapilan hastalarda kisa donemde iyilesme
(insiilinden bagimsiz hale gelebilme) goriilse de bu basar1 oran1 hem diisiiktiir, hem de
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uzun dénemde tedavinin etkisiz kaldig1 goriilmektedir. Bunun yaninda, farkli merkezlerde
uygulanan nakillerin basar1 oranlarinin her zaman ayni olmadigi goriilmektedir. Nakil i¢in
izole edilen adaciklardaki canli-islevsel beta hiicrelerinin oranmin, degisken olmasi
tedavinin basarisini etkileyen en onemli faktér oldugu diistinilmektedir. Bu yontemlerin
uygulanmasini sinirlandiran en 6nemli neden ise nakil i¢in uygun, doku uyumu olan verici

bulunma olasiliginin ¢ok diisiik olmasidir.

Olduk¢a yaygin goriilen, hastalarin yasamimi 6nemli Olgiide etkileyen ve ayni
zamanda Onemli bir maddi yiktmlulik getiren diyabetin etkin bir tedavisinin
bulunabilmesi amaciyla pek c¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Kok hiicrelerin insiilin {ireten
hiicrelere farklilastirilarak hastalara verilmesi, adacik nakilleri sirasinda ayni zamanda
mezenkimal kok hiicreler araciligi ile immiin sistemin diizenlenmesi, nakledilen hiicrelerin
kapsiille ¢evrelenerek (enkapsiile edilerek) immiin sistem hiicrelerinden korunmasi
tizerinde c¢alisan stratejilerden bazilaridir. Beta hiicrelerinin in vitro ortamda uzun siire
canliliginin korunamamasi, adacik nakillerinde izolasyon agsamalari sirasinda bu hiicrelerin

zarar gormesi diyabet ile ilgili yapilan ¢alismalarda agilmasi gereken 6nemli bir sorundur.

Bulunduklari ortam (mikrogevre), hiicre- hiicre ve hiicre- hiicre disi matriks (HDM)
ile etkilesimleri hiicrelerin canlilik ve fonksiyonlarmi etkilemektedir. HDM, dokulara
mekanik destek saglamanin yan sira igerigindeki proteinler ve polisakkaritler aracilig ile
hiicrelerin tutunmalar ve cevreleri ile etkilesimde bulunabilmelerini saglayan bir ortam
olusturmaktadir. Hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanarak aktiflestirdikleri
sinyal yolaklar1 aracilig1 ile HDM yapist, hiicrelerin gen ifade profillerini degistirmektedir.
Enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla yapisi siirekli yenilenen ve degisen HDM, bu
ozellikleri ile etkilesimde bulunduklar1 hiicrelerin farkli kosullara uyum saglamasina da

yardimci olmaktadir.

Dokulara ve dokularin fonksiyonlarina gore farklilik gosteren HDM yapisindaki
proteinler, hiicrelerin in vitro kosullarda desteklenmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Hiicrelerin in vivo mikrogevresini taklit ederek gelistirilen kiiltiir ortamlar1 ile hiicre
davranislar1 kontrol edilmeye calisiimaktadir. Bu dogrultuda, beta hiicrelerinin in vitro’da
canliliginin korunmasi, ¢ogalmalarinin indiiklenmesi ve fonksiyonlarinin desteklenmesi
icin gereken kiiltlir ortaminin gelistirilmesi hedeflenen bu ¢alismada endokrin pankreas
yapisinda bulunan matriks proteinleri kullanilmistir. Kollajen tip-1, kollajen tip-4, laminin,

fibronektin, vitronektin ve endokrin pankreastan elde edilen protein ekstrakti ile kaplanan
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kiiltir kaplarinda kiiltiirii yapilan si¢an beta hiicrelerinin ¢ogalmalar1 ve fonksiyonlariin
bu proteinlerden ne yonde etkilendiklerinin belirlenmesi amaciyla gen ifade analizleri,

cogalma analizleri ve immiin analiz yontemlerinin kullanilmas1 planlanmustir.

Gelecekte, adacik nakillerinin yam sira tekli beta hiicre nakilleri siirecinde in vitro
kultir asamasinda ve nakil sirasinda bu hiicrelerin en etkin sekilde desteklenmesini
saglayacak matriks bilegeninin bulunmasinin bu tedavi siireclerinin basar1 oranlarini
onemli Ol¢iide artiracagi dusiiniilmektedir. Bu caligsma, izolasyon ve kiiltiir agamalarinda
yasanan hiicre kayiplarini en az seviyeye indirmeye ve nakil sonrasinda hiicrelerin nakil

bolgesinde daha uzun siire canliligini saglamaya yonelik ¢aligmalara katki saglayacaktir.



2

2.1

GENEL BILGILER

Pankreas

Pankreas, sahip oldugu endokrin ve ekzokrin fonksiyonlar ile sindirim sisteminde rol

almakta ve kandaki glukoz seviyesinin dengelenmesini saglamaktadir. Ince barsagin

baslangi¢ boliimiine uzanan solit bir organ olan pankreas 4 boliimden olusmaktadir (Sekil

2.1.):

Karaciger

Safra Kesesi

Bas: Superior mezenterik arterin saginda duodenuma uzanan boliimdiir.

Boyun: Superior mezenterik arterin tizerinde vena porta ile temas eden bolumdiir.
Esas govde: Aortun oniinde, superior mezenterik arterin solunda yer alan
boliimdiir.

Kuyruk: Dalaga dogru uzanan boliumdiir.

Portal ven

Hepatik arter
Aort

Colyak arter

Hepatik kanal
Sistik kanal :
. i:u\ ~ Kuyruk kismt
== Esas govde kismi
Ana safra kanal1 Pankreas kanali
Pankreasin bas kismi
Duodenum

Hepatik pankreatik ampulla

Sekil 2.1. Pankreasin béliimleri (Nair,2007).

Pankreasta ekzokrin salginin toplanmasini saglayan iki kanal sistemi vardir. Bu

sistemin parcalar1 olan Wirsung kanali (ana pankreatik kanal) ve Santorini kanali (aksesuar

kanal) duodenuma agilmaktadir.



2.1.1 Pankreas Gelisimi

Pankreas, duodenumdan gelisen dorsal ve ventral tomurcuklardan sekillenmektedir.
Duodenum ve midenin rotasyonu ile iligkili olarak dorsal ve ventral tomurcuk
birlesmektedir (Sekil 2.2). Pankreasin biiyiik bir kism1 dorsal tomurcuktan gelismektedir.
Dorsal pankreas kanalin distali ve ventral kanalin birlesmesi ile Wirsung kanali
olugmaktadir. Santorini kanal1 ise dorsal pankreas kanalinin proksimalinden gelismektedir

ancak bazen bu kanal tiimiiyle geriler ve gelisimin ileri asamalarinda gézlenmez.

35. Giin 40. Giin 45. Giin

Karaciger tomurcugu

Safra kesesi N —
Safra kesesi &
Dorsal

pankreatik tomurcuk
Ventral
pankreatik tomurcuk

Sekil 2.2 Embriyonik donemde pankreas gelisimi (Sahu, 2011).

Pankreas kiitlesinin cogu, kanal sistemleri araciligiyla ince barsak ile baglanti kuran
ekzokrin hiicrelerden olugmaktadir. Fetal dénemin 3. aymnda gelisen endokrin hiicreler,

daha ¢ok merkezde konumlanmaktadirlar (Murtaugh, 2007).

2.1.2 Ekzokrin Pankreas

Asinus ve kanal sisteminden olusan ekzokrin pankreas, enzim ve proenzimler
salgilayarak sindirim sisteminde rol almaktadir (Martini, 2004). Sferik ya da tiibiiler
formda bulunabilen asinuslarin yapisindaki asiner hiicreler, olduk¢a gelismis bir
endoplazmik retikulum sistemine sahip olup, tripsinojen, karboksipeptidaz, amilaz gibi
sindirim enzimlerini sentezlemekte, depolamakta ve salgilamaktadir. Asinuslart olusturan
tek sirali hiicreler birbirleri ile siki baglantilar kurarak salgilarmin hiicreler arasi bolgeye

cikmasint engellemektedir. Asintislerin merkezinde konumlanmis olan sentroasiner
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hiicreler tarafindan sentezlenen enzimler, zimogen graniillerde depolanmaktadir. Bu
zimogen graniillerin miktar1 ve igerikleri sindirimin fazina gére degisiklik gostermektedir.
Duodenumdaki enteroendokrin hiicreler tarafindan salgilanan sekretin ve kolesistokinin
hormonlar1 ve parasempatik sistem ile kontrol edilen ekzokrin salgi duodenuma

bosaltilmaktadir.

2.1.3 Endokrin Pankreas

Endokrin pankreas, insiilin ve glukagon hormonlarini salgilayarak kandaki glukoz
seviyesinin dengelenmesinde rol oynamaktadir. Yapisindaki Langerhans adaciklari adi
verilen hiicre kiimelerinde glukagon salgilayan alfa (o) hiicreleri, insiilin salgilayan beta
(#) hiicreleri, somatostatin salgilayan delta (J) hiicreleri ve pankreatik polipeptit salgilayan
F hiicreleri olmak tizere dort farkli tipte hiicre bulunmaktadir. Langerhans adaciklar
pankreasin yaklasik olarak %2’lik boliimiinii olusturmakla birlikte, pankreastaki kan
akisimin %15-20’lik bolumi adaciklara gitmektedir (Marieb, 2004; Stendahl et al. 2009).
Bobrek glomerul yapisina benzer sekilde, damar agi1 olduk¢a gelismis olan adaciklarda
endokrin hiicreler ile dolasim sistemi arasinda direkt alisveris s6z konusudur (Stendahl et

al. 2009).

Adaciklarda bulunan hiicrelerin = %15-20’sini  a-hiicreleri  olusturmaktadir.
Salgiladiklar1 glukagon hormonu, hiperglisemik etkisi bulunan 29 amino asitlik bir
peptittir. Kandaki glukoz diizeyi diistiigiinde salgilanan glukagon, portal dolasima katilir ve
ilk etapta glikojenoliz ile karacigerde depolanmis olan glikojenin yikimini saglayarak
kandaki glukoz seviyesini artirir. Uzun siiren ag¢lik durumlarinda ise karacigerde

glikoneogenezisi uyararak laktat ve aminoasitlerden glukoz tiretimini saglamaktadir.

f-hiicreleri, adaciklardaki hiicre popiilasyonunun yaklasik olarak %50-80’lik
kismimi olusturmaktadir ve adaciklarin merkezinde konumlanmiglardir. B-hiicreleri
tarafindan salgilanan insiilin hormonu, 51 amino asitlik bir peptittir. Kandaki glukoz
seviyesi  yilkseldiginde salgilanmakta ve hipoglisemik etkisini ¢ sekilde
gerceklestirmektedir. ilk olarak, glukozun hiicre igerisine alimini saglayan ve hiicre
membraninda yer alan glukoz tasiyict protein tip-4 (GLUT-4) tasiyicit proteini insiilin
varliginda aktif duruma gegmektedir. Bu aktivasyon sonucunda, iskelet kasi hiicreleri basta
olmak {iizere periferal doku hiicreleri glukozu hiicre igerisine almaktadir. Ikinci olarak,

instilin  karaciger hiicrelerinde glikojenezisi uyararak glukozun glikojen seklinde

6



depolanmasin1  saglamaktadir. Son olarak, glukagon hormonunun salgilanmasini
baskilayarak karacigerde gerceklesen glikojenoliz ve glikoneogenezisi durdurmaktadir.
Kandaki glukoz seviyesinin dengelenmesinde rol oynamanin yani sira insiilin, yag doku
hiicrelerinde trigliserit sentezini, karaciger ve kas hiicrelerinde protein sentezini

uyarmaktadir.

Delta hiicreleri @ ve S hicrelerine oranla daha az sayida (%5-10 oraninda)
bulunmaktadir. Salgiladiklar1 somatostatin hormonunun 14 ve 28 amino asitlik iki formu
bulunmaktadir. Somatostatin, insiilin ve glukagon hormonlarinin salgilanmasini inhibe

etmektedir.

Pankreatik polipeptit salgilayan F hiicreleri, total hiicre popiilasyonunun ¢ok az bir
kismini olusturmakla birlikte pankreasin boyun bolgesindeki hiicrelerin yaklasik %80’ini
olugturmaktadir. Pankreatik polipeptit 36 amino asit uzunlugundadir ve glukagon
hormonunun salgilanmasini artirmaktadir. Insiilinin etkisi ile olusan hipoglisemik dénemde
serumda pankreatik polipetit seviyesinin yiikseldigi gozlenmistir (Zandomenghi et al.

1990). Somatostatin, pankreatik polipeptit sentezini inhibe etmektedir.

2.1.4 insiilin Sentezi

Insiilin, 100i askin omurgali tiiriinde tanimlanmis polipeptit yapil1 bir hormondur
(Culina et al. 2013). Sentez mekanizmasinin ilk iriinii olan preproinsiilin, translasyon

sonrast modifikasyonlar sonucunda insiiline doniistiiriilmektedir.



SINYAL PEPTIT

B ZINCIiRi

C-PEPTIT
70

Sekil 2.3. Preproinsiilinin molekiiler yapisi (Stoy et al, 2007).

Preproinstilin, (Sekil 2.3.) sentezlendikten sonra endoplazmik retikulumda,
yapisindaki 24 aminoasitlik sinyal peptit otokatalitik olarak kesilmektedir ve distlfit
baglarimin olusumu ile proinsiiline ¢evrilmektedir. Proinsiilin A, C ve B zincirlerinden
olusan bir polipeptittir. Proinsiilinin, insiiline c¢evrilmesi asamasinda gerceklesen
proteolitik kesimler basladiginda polipeptit golgi cisimcigine dogru harekete gecmektedir.
Proteolitik kesimler ve disiilfit baglarinin olugmasmin sonucunda, C zinciri
uzaklastirnlmaktadir. Yapisinda A (21 amino asit) ve B (30 amino asit) zincirleri bulunan
insiilin, salgi vezikiillerinde depolanmaktadir. Aktif formu monomerik olan insiilinin, salg1
vezikiillerinde ¢inko iyonlarmin yardimi ile hekzamer yapida bulunmasi proteinin yanlis

katlanmasinin 6niine gegmektedir (Chang et al. 1997).

2.1.5 insiilin Sabmimmin Kontrolii

Beta hiicrelerinden insiilin salinimi, kandaki glukoz seviyesindeki degisimler ile
kontrol edilmektedir (Sekil 2.4.). Kandaki glukoz miktar1 3 mmol/l seviyesinden diisiik ise
instilin salmimi gerceklesmemektedir (Aronoff et al. 2004). Glukoz seviyesi ani bir
yiikselme gosterdiginde kisa siireli instilin salinimi olmaktadir (erken faz). Glukoz seviyesi
uzun siire ayni seviyede durdugunda ise insiilin salinimi bir miktar diigmekte ardindan sabit

diizeyde devam etmektedir (geg faz).



Beta hiicrelerinin glukoza duyarlilig: hiicrede iki mekanizmayi etkilemektedir:

e Glukozun hiicre igerisine alinmasi ve metabolize edilmesi.

e Insiilinin salinmas.

PanKreas Adacik

C,/é\«oﬁz/Q(

Pdx1  Hnflb
Nuklens Gfis3  Hnfla

\ Foxp3 Neurod1

Eif2ak3 KIf11

Ptf1a Pax4

/@ @f/ / .

g

Kan Damari

Sekil 2.4. Fonksiyonel beta hiicresinin ortamdaki glukoz miktarina yamt olusturma

mekanizmasi (Pagliuca and Melton, 2013).

Glukoz tastyict protein-2 (GLUT-2), beta hiicrelerinin glukozu hiicre igerisine
almasini saglayan bir membran proteinidir. Glukoz hiicre igerisine alindiginda, glukokinaz
tarafindan fosforile edilerek glukoz-6-fosfata doniistiriilmektedir. Glukokinaz, glukoza
kars1 diisiik afinite gostermekte, olusturdugu iirtiin (glukoz-6-fosfat) tarafindan ise inhibe
edilmemektedir. Bu nedenle, glukokinaz bu yolakta hiz siirlayict basamagi olmasina
karsin, hticrenin ortamdaki glukoza karst devamli olarak yanit verebilmesini

saglamaktadir. Fosforile edilen glukoz, glikolize ugrar ve sonugta piruvat, NADH
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(nikotinamid adenin diniikleotit) ve ATP (adenozin tri-fosfat) agiga ¢ikmaktadir. Hiicre
icinde ATP miktarmin artmasi ile ATP-bagimli potasyum (K') kanallar1 kapanarak
membranda depolarizasyona neden olmaktadir. Voltaj-bagimli kalsiyum (Ca”") kanallari
depolarizasyon sonucunda a¢ilmaktadir. Hiicre igerisine kalsiyum alinmasi ve hiicrenin
kendi kalsiyum depolarinin igerigini sitoplazmaya salmasi ile insiilin i¢eren salg1 graniilleri
hiicre membran1 ile fiizyona ugramakta ve insiilin salgilanmaktadir (MacDonald et al.

2005).

2.1.6 insiilinin Hiicreler Uzerindeki Metabolik Etkileri

Beta hiicrelerinden salgilandiktan sonra portal dolagima katilan insiilin, karaciger,
kas ve yag dokusu hiicreleri basta olmak {izere hiicrelerin membraninda bulunan 6zgiin
reseptorlerine baglanmaktadir. Insiilin reseptorii, ekstraseliiler iki o ve transmembran iki
alt tinitelerinden olugmaktadir. Insiilin « alt initelerine baglandiginda hiicre igi
reaksiyonlar baglamaktadir. Uyarilan f alt {initelerinde, intrensik tirozin kinaz aktivitesini
takiben tirozin amino asitlerinde otofosforilasyon gergeklesmektedir. Reseptoriin £ alt
tinitesi ile iligkili olan insiilin reseptor substrat ailesi (IRS), Shc adaptor proteini, Gab-1
(GTPaz aktive edici protein) ve Cbl proteinleri fosforillenerek PI-3 kinaz yolag: (fosfatidil
inozitol-3  kinaz) ve MAPK (mitojen aktive edici protein kinaz) yolagim
aktiflestirmektedir. PI-3 kinazin fosfatidil inositol (PI) substratlarini fosforile etmesi ile
baglayan reaksiyonlarm sonucunda sitozolde bulunan GLUT-4 tastyici proteini hiicre
membranina dogru hareket etmektedir. Membrana yerlesen GLUT-4, glukozun hiicre

icerisine alinmasini saglamaktadir.
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2.2 Diyabet (Diabetes Mellitus)

Diabetes Mellitus (DM), karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozukluklara yol acan, kronik seyirli metabolik bir hastaliktir. DM, hastalarin yasam
kalitesini 6nemli ol¢tide dugiiren, morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasmin yani sira
ekonomik yiikii yiiksek bir hastaliktir. Hastalar, polidipsi (¢ok su i¢mek), polifaji (¢cok
yemek yemek), politiri (¢ok idrar yapmak), kilo kaybi, halsizlik, deri enfeksiyonu ve bas
agrisi gibi klinik belirtiler gostermektedir.

DM, instilin salimimi, etkisi ya da her ikisinde meydana gelen bozukluklar
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Hiperglisemi ile karakterize olan DM, anjiopati,
kardiyomiyopati, noropati, retinopati ve nefropati gibi ikincil komplikasyonlara neden

olmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 1999 yilinda yayinladig: raporda DM igin, tip-1, tip-
2, gestasyonel diyabet ve diger spesifik diyabet tipleri olmak tizere 4 farkli siniflandirma
yapmustir. Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) ise 2004 yilinda bu siniflandirmay1
genisletmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Diyabetin simiflandirilmasi (ADA, 2004).

1) Tip-1 Diyabet: immiin Sistem Aracili
Idiyopatik
2) Tip-2 Diyabet
3) Diger Spesifik Diyabet Cesitleri: Beta Hiicre Fonksiyonunda Genetik Kusurlar

Insiilin Etkisinde Genetik Kusurlar

Ekzokrin Pankreas Hastaliklari
Endokrinopatiler

Ilag ve Kimyasal Ajanlar

Enfeksiyonlar

Immiin-Aracili Diyabetin Az Goriilen Formlari
Diyabet ile Iliskili Genetik Sendromlar

OmmTA®

4) Gestasyonel Diyabet
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2.2.1 Tip-1 Diyabet

Tip-1 diyabet, pankreastaki beta hiicrelerine karsi olusan otoimmiinite sonucunda
meydana gelen insiilin eksikligi ya da yetersizligi ile karakterizedir. Bu olgularin ¢ogu 20
yas Oncesinde ortaya ¢ikmaktadir. Diyabet hastalarinin yaklasik %10’u tip-1 diyabettir ve
diinyada yaklagik olarak 320 milyon diyabet hastasi oldugu diistiniilmektedir (Ricordi et al.
2012). Beta hiicrelerinin zarar gormesi sonucunda insiilin sentezinde yetersizlik
olustugundan bu tip diyabete insiilin bagimhi diyabet de denmektedir. Hasta bireyler,

diizenli olarak insiilin almak zorundadir.

Hastaligin gelisiminde ilk asamada, beta hiicrelerine karsi uyarilmis olan CD4" ve
CDS8" T lenfositlerin, B lenfositlerin ve makrofajlarin adaciklara invazyonu (insiilitis)
gergeklesmektedir. Otoimmiin saldirin baslamasinda genetik faktorlerin etkisi vardir.
Ancak monozigotik ikizlerde, tip-1 diyabet hastas1 olmalar1 a¢isindan kardeslerin yaklagik
%30’unun uyumlu olduklar1 gozlenmistir (Watkins, 2003). Tip-1 diyabetin baslangicinda
etkili oldugu diistiniilen 6. kromozomda bulunan HLA smif-II lokusu, tip-1 diyabetin
baglangicinda etkili oldugu diisiiniilen en 6nemli bolge olmasinin yani sira bu gen icin
genetik olarak yatkin oldugu belirlenen bireylerde diyabete yakalanma orani %10’dan daha
azdir (Knip and Siljander, 2008). Bu nedenle, genetik faktorlerin yani sira cevresel
etmenlerin de otoreaktif hiicrelerin beta hiicrelerine saldirisinin baslamasindan ve
ilerlemesinden sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Insiilitisi takip eden asamada da hiicre-
aracilt ve hiimoral etkiler ile beta hiicrelerin yikimi ve insiilin tiretimin yetersiz kalmasi

gerceklesmektedir.

Hiicre aracili otoimmiin yamitta, iki farkli mekanizmadan bahsedilmektedir. Ilk
mekanizmaya gore, sitotoksik T lenfositleri (CD8") beta hiicrelerinin membraninda
bulunan MHC molekiilleri aracilig1 ile bu hiicreleri tanimaktadir. Bu durumda, s6z konusu
otoantijenlerin MHC-I molekdilleri oldugu diistiniilmektedir. Diger mekanizmada ise hem
CD4" hem de CD8" T lenfositleri, beta hiicrelerini antijen sunan hiicrelerin membraninda
bulunan MHC-II molekiilleri aracilign ile tanimaktadir. Otoreaktif T lenfositlerin
uyarilmasi ile sonu¢lanan bu antijen sunumunun pankreatik lenf nodiillerinde gerceklestigi
kabul edilmektedir. Bu iki aktivasyon modelinin sonucunda uyarilan T lenfositleri
salgiladiklar sitokinler ve ¢oziilebilir faktorler araciligiyla, makrofajlar da hiicre 6ldiiriici

(sitokoidal) etkileri ile beta hiicrelerinin apoptoza gitmesine neden olmaktadir (Knip and
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Siljander, 2008). Apoptoz, beta hiicrelerinde Fas-Fas ligand, NF-kB (nuclear factor kappa
B) ve MAPK (mitogen activated protein kinase) yolaklarinin aktiflesmesi ile

gergeklesmektedir (Cernea and Dobreanu, 2013).

Tip-1 diyabetli hastalarda, antikor aracili beta hiicre yikimi da goriilmektedir. B
lenfositleri, beta hiicrelerine 6zgiin baz1 proteinlere kars1 otoantikor iiretmektedir. Insiilin
otoantikoru (IAA), glutamik asit dekarboksilaz antikoru (GAD65 A) ve protein tirozin
fosfataz benzeri antikor (IA-2) tip-1 DM tanisinda kullanilan antikorlardir.

Tip-1 diyabetin erken asamalarinda, beta hiicre kitlesinin kayb1 %50-80 oranindadir
ve hastalarda glukoz tolerans bozuklugu gozlenmektedir. Bu asamada %20-50 oraninda
insiilin igerigi soz konusu oldugundan aclik kan sekeri normal seviyededir. Beta hiicre
yikiminin devam etmesiyle ileriki asamalarda hiicre kayb1 %80’in iizerine ¢ikmaktadir ve

klinik diyabet gozlenmektedir.

2.2.2 Tip-2 Diyabet

Tip-2 diyabet, beta hiicrelerinde gergeklesen islev bozuklugu ya da periferik
dokularda gelisen insiilin direnci sonucunda glukozun hiicre igine alinamamasi, insiilin
etkinliginin azalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Insiilin direnci adi verilen bu durumda, beta
hiicreleri tarafindan tretilen insiiline karsi olusturulan normal biyolojik yanitta sorun
olusmaktadir. Insiilin direncinin geligmesi, tip-1 diyabette oldugu gibi glukoz, lipid

metabolizmasi ve kan basincinin dengelenmesinde sorunlara yol agmaktadir.

Tip-2 diyabetin gelismesinde genetik faktorlerin yani sira bireylerin yasam tarzi da
onemli rol oynamaktadir. Hastalarin ¢cogunda obezite gorilmektedir. Genellikle bireylerin
diyetlerine dikkat etmesi, kilo kaybi ve egzersiz yapmalart gibi Onlemler ile
hipergliseminin oniine geg¢ilebilmektedir. Bu nedenle, tip-2 diyabet, insiiline bagimh

olmayan diyabet olarak da adlandirilmaktadir.

Beta hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugu ve insiilin direnci, insiilin reseptor ve gen
mutasyonlar1 gibi genetik faktorler araciligi ile gelisebilmektedir. Ancak, instilin direncinin
en yaygin nedenleri, oksidatif stres, endoplazmik retikuliim stresi, pankreastaki amiloid ve
kas dokusundaki ektopik lipit depozisyonu, pankreas, karaciger ve kas dokusundaki

lipotoksisite ile glukotoksisite gibi bozukluklardir (Samuel and Shulman, 2012).
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Yag asitlerinin, piruvat dehidrogenaz enzimini inhibe ederek insiilin aracili glukoz
alimi mekanizmasini bozdugu, yag dokusu kaynakli TNF-a sitokininin tirozin kinaz
inhibisyonuna neden oldugu ve obezite olgularinda artan IL-6 ifadesi sonucunda PI-3 kinaz
aktivitesinin bozuldugu gosterilmistir (Randle et al. 1963; Senn et al, 2002). Bu faktorlerin

etkisi ile gelisen insiilin direnci sonucunda hasta bireylerde hiperinsiilinemi gelismektedir.

Tip-2 diyabet hastalarinda beta hiicre sayisi, genetik faktorler nedeni ile sinirh
olabilmektedir. Gegici hiperglisemik farkliliklar beta hiicrelerinin rejenerasyonunu uyarsa
da uzun donemde bu savunma mekanizmasi basarisiz olmaktadir. Hastalarda meydana
gelen beta hiicre olimii; glukotoksisite, doymus yag asitleri, lipoproteinler, leptin ve

sitokinler araciligi ile ger¢eklesmektedir (Donath et al, 2005).

2.2.3 Diyabetin Tedavisi

Glniimiizde diyabet hastalarima uygulanan tedavi yontemleri, kandaki glukoz
seviyesinin diizenlenmesini saglamaya yoneliktir. Tip-2 diyabetli hastalarda yasam tarzinin
diizenlenmesi, tip-1 diyabetli hastalarda ise disaridan insiilin alinmasi siklikla uygulanan
yontemlerdir. Beta hiicre hasar1 ve 6limiiniin 6niine gecmek ve diyabetin kesin olarak

ortadan kalkmasina yonelik calismalar ise sinirlidir.

Pankreas nakli, diyabet tedavisi i¢in kullanilmakta olan yontemlerden birisidir. Tlk
olarak 1966 yilinda uygulanan yonteme iliskin denemeler ilerleyen yillarda artarak devam
etmistir (Sutherland et al. 2001). ilk yillarda, basar1 oran1 iyi olmasa da cerrahi tekniklerde,
immiin baskilayic1 ilaclarda, nakil sonrasi komplikasyonlarin tedavisinde kat edilen

gelismeler nakillerdeki basariyr artirmistir (Larsen, 2004).

Pankreas nakillerinin ¢ogu tip-1 diyabet hastalarina uygulanirken, operasyonlarin
%78’1 bobrek nakli ile birlikte yapilmaktadir. Bunun disinda yalniz pankreas ve bobrek
naklini takiben pankreas nakli de uygulanmaktadir. Nakil edilecek olan pankreas,
cogunlukla kadavradan elde edilmektedir. Hayatta olan vericilerin pankreasinin bir
kismmin alinmasi ile gerceklestirilen nakillere ise olduk¢a nadir (deneme asamasinda)
rastlanmaktadir. Bu vericilerde ileride diyabet goriilme riski oldugu belirtilmektedir
(Larsen, 2004). Sistemik bir hastalik olan diyabet, hastalarda tiim organlarda ve dolasim
sisteminde hasara yol agmaktadir. Bu nedenle, nakil sonrasi olasi bir basarisizlik sistemik

bir etki yaratacagindan pankreas nakilleri, diger solid organ nakillerine oranla daha riskli
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goriilmektedir. Pankreas nakillerinde en 6nemli kisitlayici faktorler, uygun verici bulunma
olasiliginin ¢ok diisiik olmasi ve hastalarin immiin baskilayici ilaglar kullanmak zorunda

kalmasidir.

Pankreatik Langerhans adaciklarinin nakli ise daha az girisimsel bir tedavi
yontemidir. Enzimatik ve mekanik yontemler ile izole edilen adaciklar portal vene
yerlestirilerek nakil islemi gergeklestirilmektedir. Ancak, adaciklarin izolasyon islemleri ve
nakil zamanina kadar kiiltiir ortaminda tutulmalan kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle,
tek bir hasta i¢in birden fazla verici pankreasina gereksinim duyulmaktadir. Bu durum,
alicidaki immiin yanitin artmasina neden olmakta ve zaten yetersiz olan verici sayisi goz
online alindiginda adacik naklinin yaygin olarak uygulanamamasina neden olmaktadir.
Immiin baskilayici ilaglarin kullanilmasi, adaciklarin kendi mikro ¢evresinde bulunmamasi
ve uygun verici sayisinin az olmasi adacik nakillerindeki basariy1 kisitlamaktadir. 2000
yilinda steroid icermeyen bir immiin baskilama protokolii esliginde yapilan pankreatik
adacik nakli ile yedi hastanin bir yilin sonunda insiilinden bagimsiz hale geldigi, ancak
uzun donemde (5 yilin sonunda) hastalarin tekrar insiilin almalar1 gerektigi rapor edilmistir
(Shapiro, 2013). Edmonton protokolii ad1 verilen bu yontem, immiin sistemin baskilanmasi
asamasinda steroidin beta hiicrelerine olan toksik etkisini elimine ettigi i¢cin daha basarili

olmustur (Takita et al. 2013).

Nakledilen adaciklardaki beta hiicre kitlesinin orani, tedavinin etkinligi agisindan
onem tagimaktadir. Farkli merkezlerde uygulanan bu yontemlerin standart hale gelebilmesi
icin adaciklardaki canli beta hiicre oraninin kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Keymeulen
et al. 2006). izolasyon basamaklar1 ve kiiltiir asamasinda meydana gelen kayiplarin &niine
gecilmesi, beta hiicrelerinin canlilik ve fonksiyonlarinin en iist diizeyde tutulabilmesi, s6z

konusu tedavi stratejilerinin basar1 oranini yiikseltecek unsurlardir.

Edmonton protokolii uygulanarak adacik nakli yapilan hastalar, kisa donemde
insiilinden bagimsiz hale gelmelerinin ardindan 5 yilin sonunda tekrar insiilin almak
zorunda kalmiglardir. Uzun donemde tedavinin etkisiz kalmasinin, adacik izolasyonu
sirasinda HDM yapisinin bozulmasina bagl olabilecegi diistintilmektedir (Orlando et al.
2014; Stendahl et al. 2009). HDM yapisinin bozulmasi, adaciklarin hayatta kalma oranini,
dokuya yerlesmesini, yeniden damar yapisinin olugsmasini olumsuz yonde etkilemektedir.
Bu nedenle, s6z konusu nakillerde uzun donemde basar1 oranimi artirmak icin HDM ile

adaciklarin desteklenmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda, endokrin pankreastaki matriks
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yapisinin tanimlanmasi ve bu proteinlerin beta hiicrelerinin canliligi ve fonksiyonlar

tizerindeki etkisinin belirlenmesi gerekmektedir.

Tip-1 diyabet hastalarina yapilan nakil islemlerinde verici kaynakli beta
hiicrelerinin de immiin saldirilara ugramasini engellemek amaci ile farkli yontemler
gelistirilmektedir. Verilen hiicrelerin kapsiille cevrelenmesi (enkapsiilasyonu) ve immiin
sistemi baskilama ozellikleri olan mezenkimal kok hiicrelerin de nakil sirasinda hastaya

verilmesi lizerinde ¢aligilan yontemlerdir (Hussain and Theise 2004, Robles et al. 2013).

2.3 Mikrogevre

Hiicrelerin farklilasma, gog, cogalma ve apoptoza gitme gibi pek ¢ok Onemli
ozelligi disaridan aldigi sinyaller dogrultusunda gen ifade profilinde yapilan diizenlemeler
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bulunduklart mikrogevre ile etkilesimleri, hiicrelerin
kaderinin belirlenmesinde rol oynamaktadir. Mikrocevreyi olusturan HDM yapisi, biiylime
faktorleri ve diger hiicreler dokuya 6zgiin mekanik ozellikleri kazandirmanin yaninda

hiicrelerin devamli ¢evresiyle iletisim halinde olmasini saglamaktadir.

S6z konusu etkilesimler dokulara ve fonksiyonlarina goére farkliliklar
gostermektedir. Bag dokusunda hiicre- hiicre dist matriks iligkisi daha baskindir ve
mekanik streste bu 6zellikleri 6nemlidir. Epitelyal dokuda ise hiicre- hiicre iligkisinin daha

baskin oldugu goriilmektedir.

Hiicre- hiicre etkilesiminin doku ve hiicrelerin organizasyonunun saglanmasinda
onemli yeri vardir. Hiicrelerin 6zellikle embriyonik dénemde, kendileri ile ayn1 dokuya ait
hiicreler ile adezyonu bu etkilesimlerin segici olduklarimi gostermistir (Gilbert, 2000).
Epitel hiicreleri, aralarindaki sik1 baglant1 (tight junctions) bolgeleri sayesinde dokularin
farkli bolumleri arasinda set olusturmakta ve segici gecirgenlik saglamaktadir. Hiicreler
arasindaki oluklu baglant1 (gap junctions) bolgeleri ise hiicreler arasinda kiigiik molekiil

aligverisi saglamaktadir.

HDM ise direkt hiicre membraninda bulunan reseptorler ile etkilesimde bulunarak
ya da biiytime faktorleri araciligi ile hiicrelerin fonksiyonlarint ve metabolizmalarini

diizenlemektedir.
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2.3.1 Hiicre Di1s1 Matriks (HDM)

Hiicre dis1 matriks, hiicreler tarafindan salgilanan farkli proteinlerden ve
karbonhidratlardan olusan kompleks bir yapidir. Dokularda sagladigi mekanik destegin
yani sira hiicrelerin fonksiyonlar tizerinde de oldukca etkindir (Sekil 2.5). En 6nemli
ozellikleri hiicrelerin tutunacagi bir ortam olusturmalandir. Epitel hiicrelerinde, matriks ile
olan baglantilar1 yok oldugunda anoikis adi verilen bir ¢esit programli hiicre 6limi
(apoptoz) gozlenmektedir. Aymi sekilde pankreatik adacik hiicrelerinin de icinde
bulundugu pek ¢ok hiicre tipinde tutunma ile canlilik arasinda baglanti oldugu

gosterilmistir (Hammar et al. 2004).

HDM yapis1 enzimatik ve enzimatik olmayan olaylar sonucunda siirekli
yenilenmekle birlikte icerigindeki proteinlerin ¢esitleri ve oranlari, dokulara ve dokularin
fonksiyonlarina goére farklilik gostermektedir. Ornegin; matriks bilesenleri dis ve
kemiklerde sert bir yapi olustururken korneada seffaf ince bir yapi olusturmaktadir.
(Alberts et al. 2007) HDM igerigindeki farkliliklar, dokuya 6zgil fiziksel, biyokimyasal
ve biyomekanik o6zelliklerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Sert ve gozenekli HDM
yapisi hiicrelerin yapigma ile iligkili fonksiyonlarini, hiicre bolinmesini, doku polaritesini

ve hiicre goctinii etkilemektedir (Gattazzo et al. 2014).

Hiicre Dis1 Matriks

Yapisal Doku Olusturma Saglamhk Kimyasal Sinyallesme Hareket
.— <] ()
= & o =
< > c— L S e N O~
1 100 kPa
N —

Sekil 2.5. Hiicre dis1 matriksin hiicre davranisi izerindeki etkileri (Huang and Li, 2011).
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HDM, temel olarak proteoglikanlar ve fibr6z proteinlerden olugmaktadir.
Dokulardaki hiicreler arasi boslugun biiyiik kismi1 proteoglikanlar tarafindan
doldurulmaktadir. Yapisal olarak destek olma, hidratasyon, proteinler arasinda koprii
benzeri yapilar olusturma ve mekanik direnglilik gibi 6zellikleri ile proteoglikanlar, HDM
yapisinda cesitli fonksiyonlara sahiptir. Fibroz proteinler ise genellikle kollajen,

fibronektin ve lamininden olusmaktadir (Frantz et al, 2010).

HDM, hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanarak ya da ¢esitli biiytime
faktorleri araciligr ile hiicre davramisini etkilemektedir. Hiicre-hiicre disi matriks
etkilesimleri kadherin ve integrinler araciligi ile gerceklesmektedir. Integrinler, hiicre
iskeleti ile HDM arasinda koprii gorevi goren transmembran proteinlerdir. Heterodimer
yapidaki integrinler, o ve f alt linitelerinden olusmaktadir. 18 farkli @, 8 farkli £ alt {initesi
tanimlanmistir (Hynes, 2002). Bu farkh alt initelerin olusturdugu 20’den fazla ¢esidi olan
integrinlerin, bazilar1 yalnizca tek bir protein ile etkilesimde bulunabilirken, ¢ogu birden
fazla HDM proteinini tammaktadir (Cizelge 2.2). Integrinler, genellikle kisa peptit motifler
aracilig1 ile proteinlere baglanabilmektedir ve bu islemde her iki alt birim de gorev
almaktadir. RGD dizisi, arjinin-glisin-aspartat aminoasitlerinden olusmaktadir ve ¢ogu

integrin bu diziyi tanimaktadir.

Cizelge 2.2. Matriks proteinlerinin etkilesimde bulundugu integrin ¢esitleri

Kollajen tip-1 | alpl, a2B1, al0p1, al1p1 Jokinen et al, 2004

Kollajen tip-4 | alBl, a2B1 Vandenberg et al, 1991

Laminin alBl, a2B1, a3p1, a6pl, a7p1, Belkin and Stepp, 2000
a6p4

Fibronektin a3pl, o4pl, adp7, aSPL, o8BI, Johansson et al, 1997
avBl, avp3, avps, avp6, allbp3

Vitronektin avBl, avp3, avps, allbp3 Horton, 1997

Dokularda temel olarak bazal lamina ve ara (interstisyel) matriks olmak tizere iki
cesit HDM yapist bulunmaktadir. Doku biitiinliigiin saglanmasinda 6énemli yeri olan bazal
lamina, epitel ve endotel hiicreleri ile doku hiicrelerini birbirinden ayiran tabaka goérevi
gormektedir. Aym1 zamanda, bobrek glomerul yapisinda oldugu gibi endotel ve epitel
hiicreleri arasinda segici bir filtrasyon gerceklestirmektedir. Yapisinda kollajen tip-4 ve
laminin proteinleri, entaktin ve heparan siilfat proteoglikanlar bulunmaktadir.
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Interstisyel matriks ise, bag dokusunun temel 6zelligi olan hiicreler arasi boslugun
doldurulmasi islevini yerine getirmektedir. Kollajen tip-1, tip-3 ve fibronektinin i¢inde
bulundugu pek ¢ok proteini icermektedir (Karsdal et al, 2012). Ayrica, yapisinda bulunan
tenaskin ve proteoglikanlar, doku hidrasyonunu, sitokin ve biiylime faktorlerinin hiicreler
ile etkilesimini ve proteinler arasindaki c¢apraz baglarin kurulmasinda goérev alarak

matriksin biitiinliigiinii saglamaktadir.

2.3.2 Endokrin Pankreasta Hiicre Dis1 Matriks Yapisi

Endokrin salgi yapan pankreas adaciklarinda olduk¢a yogun bir damarlanma agi
oldugu gozlenmektedir. Insan pankreas adaciklarinda, endotelyal bazal laminanin yani sira
endokrin hiicrelerin etrafin1 saran kapsiil benzeri ikinci bir bazal lamina yapist
bulunmaktadir (Otonkoski et al, 2008). Kemirici pankreas adaciklarinda ise, yalnizca
endotelyal bazal lamina yapis1 hiicrelerin ¢cogalma ve fonksiyonlarimi desteklemektedir.
Kemiricilerde, endokrin pankreasta adaciklar, vaskuler endotelyal bazal lamina ile
dogrudan etkilesim halindedir. Endotelyal bazal lamina, adaciklara vaskuler destek

saglamanin yani sira endotelyal hiicrelerin de tutunacagi matriks yapisini olusturmaktadir.

HDM ile etkilesimlerinin, adaciklarin canliligi, hiicre cogalmasi ve insiilin salinimi
miktarlarini etkiledigi ayrica, adacik morfolojisinin korunmasina yardimer oldugu tespit
edilmistir. Fetal donemde ise beta hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde ve hiicre

go¢tinde matriks etkilesimleri rol oynamaktadir (Stendahl et al, 2009).

Endokrin pankreas matriksinde tanimlanan proteinler; kollajen, laminin, fibronektin

ve vitronektindir:

2.3.2.1 Kollajen

Kollajen, sarmal seklinde bir yap1 olusturan iic polipeptit zincirden meydana
gelmektedir. Bu alt birimlerin (a zincirleri) olusturdugu fibriler yapilar, dokulara 6zgiin
olarak yerlesim gostermektedir. Kollajen fibrilleri dokularda mekanik destek saglamanin
yani sira hiicre biiylimesi, yapismasi, farklilasmasi ve yara iyilesmesinde de gorev

almaktadir.
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Insan adaciklarinda, kollajen tip 1, tip II, tip III, tip IV, tip V, tip VI proteinleri
HDM yapisinda tanimlanmistir (Stendahl et al. 2009). Kollajen tipleri, alt birimlerini

olusturan a zincirlerindeki farkliliklara gore siniflandiriimaktadir.

kollajen + ¥ .
fibril

Sekil 2.6. A) Kollajenin molekiiler yapisi, B) Kollajen polipeptitinin elektron mikroskobik
goriintlisii (Alberts et al. 2007).

Kollajen tip-4, adaciklarda bazal laminanin yapisinda baskin olarak bulunan
proteindir.  Yapisindaki peptit zincirlerindeki amino asit diziliminin Gly-X-Y
tekrarlarindan olustugu goriilmektedir (Sekil 2.6.). Erken gelisim doneminde pankreatik
kanalin onciil dokularinda da tanimlanmistir (Cirulli et al, 2000). Kollajen tip-4’iin
adaciklarin hayatta kalmasimi kollajen tip-1’e oranla daha iyi destekledigi belirtilse de
kollajen tip-1’in izole edilen beta hiicrelerinden insiilin sentez ve salimimini1 desteklemekte

daha etkin oldugu rapor edilmistir (Pinkse et al, 2006).

Beta hiicrelerinin membraninda bulunan alf1 integrinin kollajen ile etkilesimi

saglayan esas reseptor oldugu bildirilmistir (Kaido et al,2004).
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2.3.2.2 Laminin

Laminin, ti¢ polipeptit zincirden (a, f ve y zincirleri) meydana gelen heterotrimerik
yapida bir glikoproteindir (Sekil 2.7.). Polipeptit zincirlerden ikisi diger laminin
proteinlerine, digeri (o zinciri) ise hiicre membranindaki reseptorlere baglanmaktadir.
Guntumiizde yaklasik olarak 12 ayr1 izoformu tanimlanmistir (Erickson and Couchman,
2000). Embriyonik gelisim ve plasentanin olusturulmasina katki sagladigi bilinen laminin
proteininin, «5 zinciri ile iligkili genin susturuldugu fare modelinde, hayvanlarin
embriyonik donemde oldugi, bobrek, goz, dis ve akciger gelisiminde sorun oldugu

gozlenmistir (Islam, 2010).

Insan ve sican pankreatik adaciklarinda laminin-332 formunun bulundugu ve bu
proteinin ¢ hiicreleri ile iliskili oldugu bildirilmistir (Parnaud et al, 2006). Ayrica, insan
adaciklarinda bazal lamina yapisinda pek ¢ok laminin izoformu bulunmaktadir (Virtanen et

al, 2008).
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Sekil 2.7. A) Lamininin molekiiler yapisi, B) Laminin polipeptitinin elektron mikroskobik
gorilinttisii (Alberts et al. 2007).

Laminin, bazal laminanin yapisinda kollajen tip-4 ile birlikte bulunmaktadir.
Ancak, beta hiicrelerinin reseptor yapisi incelendiginde hiicrelerin daha ¢ok laminin ile
iligkili baglanma bolgelerine sahip olduklar gériilmistiir (Kaido et al, 2006). Laminin-411
ve laminin-511 izoformlar1 beta hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve insiilin geninin ifadesinde
oldukca onemli oldugu bildirilmistir (Islam, 2010). Laminin-5 izoformu ve bu proteinin
etkilesimde bulundugu B1 integrininin antikor araciligi ile baskilanmasi sonucunda beta
hiicrelerinde glukoza duyarli olarak insiilin salgilama miktarinda diisiis oldugi rapor

edilmistir (Parnaud et al, 2006).
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2.3.2.3 Fibronektin

Fibronektin, HDM yapisinda yaygin olarak bulunan, yiiksek molekiiler agirlikli bir
proteindir. Embriyogenezde, yara iyilesmesinde ve kan pihtilasmasi gibi fizyolojik
stireclerde gorev almaktadir. Salgilandiklar1 hiicre c¢esidine ve ortamdaki biiylime
faktorlerine bagh olarak pek ¢ok kirpilma (splicing) varyantt bulunmaktadir. Yapisindaki
RGD dizisi araciligi ile hiicre membranindaki integrinlere baglanmaktadir. Ayrica,

kollajen, fibrin ve heparin i¢in de baglanma bolgeleri tasimaktadir (Sekil 2.8).

fibronektin baglama

kollajen baglama W“I/

hiicre ile baglanma (/ esaskisim

Figure 19-72bc Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Sekil 2.8. Fibronektinin molekiiler yapisi, baglanma bolgeleri (Alberts et al. 2007).

Adacik yapisinda genellikle damarlarin oldugu boélimlerde ve kanal yapisinda
bulunmaktadir, laminin ve kollajen proteinleri ile etkilesim halindedir. Gelisim doneminde
endokrin hiicrelerin organizasyonunda gorev almaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinine
ait gen ifadesini artirici etki gostererek hiicre canliligi {izerinde etki gosterdigi
dusiintilmektedir (Lee et al. 1998). Adacik nakillerinde etkinligi artirmak igin
kullanilabilecegi bildirilmistir. Nakil 6ncesinde 48 saat fibronektin kapli yiizeylerde
kiiltirde bekletilen adaciklarin nakil sonrasinda kandaki glukoz seviyesini diisiirmede daha
etkin oldugu bildirilmistir (Hamamoto et al, 2003).
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2.3.2.4 Vitronektin

Vitronektin, hem plazmada hem de HDM yapisinda bulunan bir proteindir.
Yapisindaki ti¢ farkli bélimden birindeki RGD dizisi aracilig ile integrinler ile etkilesime
girmektedir. Anjiyogenik yolaklarda ve hiicre go¢iinde etkili bir proteindir (Friedlander et
al. 1995).

Pankreas yapisinda embriyonik gelisim doneminde bulunurken, erigkin dénemde
pankreas HDM yapisinda vitronektin bulunmamaktadir (Stendahl et al, 2009). Fetal

donemde beta hiicrelerinin goctinde rol almaktadir.

24



3 GEREC VE YONTEM

3.1 Beta Hiicrelerinin Kiiltiiri

Calismada, sigan beta hiicresi: RINmSF hibrit hiicre hattt BRIN-BD11 hiicreleri

kullanilmastir.

BRIN-BDI11 hiicreleri, 2-4x10* olacak sekilde alana ekilerek 37°C'de, %5 CO,
kosullarinda RPMI 1640 besi yerinde kiiltiire edilmistir. Standart besi yeri i¢erigi %10 FBS

(fetal s1g1r serumu), %1 penisilin-streptomisin ve 2mM glutamin iceren RPMI 1640't1r.

Hiicreler, kiiltiir kabinin yilizeyini %60-70 oraninda kapladiginda (yaklasik 3. ya da
4. giinde) %0,25 tripsin-EDTA ile kaldirilarak besi yerinde sulandirilmistir. Hiicre sayimi
icin, bu karisimdan alinan kiigiik miktardaki 6rnek, 1:1 oraninda tripan mavisi ile
karistirilmis ve Thoma Lami kullamlmustir. Hiicreler, 2-4x10* hiicre/cm® olacak sekilde

kiltir kaplaria paylastirilip ¢ogaltilarak gerekli hiicre sayisina ulasilmistir.

3.2 Cahsmada Kullanilacak Hiicre Sayisinin Ve Deney Siiresinin Belirlenmesi

Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra yapilacak olan deneylerin stirelerini ve kullanilacak
hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla optimizasyon calismasi yapilmistir. 96 kuyucuklu
kiltiir kaplarma farkli sayida hiicreler (10000, 20000, 50000, 75000 ve 100000 hiicre)
ekilmisg, 1. giin 2. giin ve 3.glin sonunda hiicrelerin canlilik oranlarinin karsilastiriimasi

amactyla WST-1 (Water-Soluble Tetrazolium) soliisyonu (Roche) kullanilmistir.

WST-1 analizi icin, kiiltiir kaplarindaki besi yeri uzaklastirildiktan sonra 1 kez
Phosphate buffered saline (PBS, fosfat tamponu) ile yikama gerceklestirilmistir. Ardindan
kuyucuklara %10 oraninda WST-1 soliisyonu igeren besi yeri eklenmistir. Inkiibasyon, ii¢
saat boyunca 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda gerceklestirildikten sonra canli hiicrelerin
olusturdugu formazan boyasinin miktari spektrofotometrede 480 nm dalga boyunda

Olctulmistiir.
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3.3 Endokrin Pankreas Protein Ekstraktinin Hazirlanmasi

Endokrin pankreas matriksinde bulunan proteinler kollajen, laminin, fibronektin ve
vitronektindir. Calismada, bu proteinlerin yani sira heniiz tanimlanmamis proteinlerin olma
olasilig1 goz oniinde bulundurularak endokrin pankreastan elde edilen protein ekstrakti da
kullanilmistir. Boylece, baskin olarak bulunan bu dort proteinin disinda az miktarda
bulanan proteinlerin ya da farkli protein kompozisyonlarinin beta hiicreleri {izerindeki

etkileri aragtirilmistir.

3.3.1 Sican Pankreasindan Adacik izolasyonu ve Karakterizasyonu

Sican pankreasindan adacik izolasyonu i¢in, 200-260 gr agirliginda Wistar Albino
cinsi erigkin erkek sican kullanilmistir. Sicanlar 1ml/100g intraperitoneal nembutal
enjeksiyonu ile anesteziye alindiktan sonra on karin duvari sternuma kadar agilmistir.
Serum icermeyen HBSS ile hazirlanan kollajenaz P (1mg/ml, Roche) enzimi kaniil yardimi
ile duodenuma yakin bir bolgeden klamplenen koledok kanalima verilmistir. Enzim
sollisyonu ile sisirilen pankreas, duodenum, ince barsaklar, mide ve dalaktan dissekte

edilerek buz iizerine alinmistir.

Cikartilan pankreaslar, 15-18 dk ¢alkalamali su banyosunda tutularak kollajenaz P
enziminin aktiflesmesi saglanmistir.  Sindirim islemi tamamlandiktan sonra enzimin
inaktivasyonu i¢in serum igceren besi yeri ile 1300 rpm’de 3 dakika yikama
gerceklestirilmistir. Supernatanti atilan pelet HBSS ile sulandirilip homojenize edildikten
sonra ekzokrin pankreas ve yag fasiya gibi doku parcalarinin uzaklastirilmasi amaciyla
400um por capima sahip celik siizgecten gecirilmistir. Siizme islemini takiben yapilan
yikama isleminden sonra gradient yontemi kullanilarak saflagtirma islemine ge¢ilmistir.
Santrifiij sonrast olusan pelet Histopaque 1077 ile sulandirilip homojenize edilmistir.
Uzerine serum icermeyen HBSS 1:1 oraninda yayildiktan sonra 2400 rpm’de 20 dk
santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Olusan bulutsu tabaka toplanarak serum iceren HBSS
ile 1300 rpm’de 3 dk yikama islemi gerceklestirilmistir. Supernatantin atilmasindan sonra

pelet 35 ml HBSS ile homojenize edilmis ve 4 dakikalik sedimantasyona birakilmistir. Sivi

26



tizerinden 10 ml alinip atildiktan sonra tekrar 10 ml HBSS eklenmistir. Sedimantasyon
islemi 4 kez tekrarlandiktan sonra soliisyondan, stereo mikroskop altinda adaciklar
toplanmigtir. Beta hiicrelerinin mitokondrilerinde bulunan ¢inkoya baglanan dithiozone

(DTZ) ile boyama yapilarak elde edilen adaciklarin karakterizasyonu yapilmaistir.

Elde edilen adaciklar, islenmemis (stispansiyon) kiiltiir kaplarinda %10 FBS ve %1
penisilin-streptomisin iceren RPMI 1640 besi yerinde iki giin boyunca 37°C, %5 CO;
iceren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Siire sonunda PBS ile iki kere yikama isleminden
gecirilen adaciklar, ekstrakt hazirlanacagi zaman kullanilmak tizere -80°C’de dondurularak

saklanmastir.

3.3.2 Endokrin Pankreastan Proteinlerin Eldesi ve Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

Coziilen pankreas adaciklari, 150 pl PBS ile homojenize edildikten sonra insiilin
enjektoriinden 15-20 kez gegirilerek parcalanmistir. Elde edilen soliisyonun protein
konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla SMART™ BCA protein assay kit kullanilmistir.
Peptit baglar1 ve dort amino asit (sistein, sistin, triptofan ve tirozin) ile etkilesime girerek
renk degisimine neden olan BCA (bikinkoninik asit) soliisyonu hazirlanarak endokrin
pankreas ekstraktinin  {izerine eklenmistir. Inkiibasyon, 37°C’de 30 dakika
gerceklestirildikten sonra drnegin oda 1sisina gelmesi beklenmistir. Renk degisimi 562 nm
dalga boyunda spektrofotometrede Olctilmistiir. Kit icerigindeki BSA standartlar
kullanilarak olusturulan standart egri yardimi ile Ornegin protein konsantrasyonu

hesaplanmustir.

3.4 Kiiltiir Kaplarimin Matriks Proteinleri ile Kaplanmasi

Kiiltir kaplari, belirlenen konsantrasyonlardaki kollajen tip-1 (Millipore),
vitronektin (Millipore), laminin (Millipore), fibronektin (Corning), Kollajen tip-4
(Millipore) ve ECL (entaktin- kollagen tip-4-laminin) ile 2 saat 37°C’deki inkiibatérde
bekletilerek ylizeylerinin kaplanmas1 saglanmistir. Kullanilan endokrin pankreas
ekstraktinin konsantrasyonun diisiik olmasi gz oniine alinarak kaplama stiresi 12 saat
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olarak uygulanmistir. Siirenin sonunda matriks soliisyonlar1 cekildikten sonra fosfat

tampon (PBS) ile bir kez yikama gerg¢eklestirilmis ve hiicre ekimi yapilmistir.

3.5 Etkin Protein Miktarinin Belirlenmesi

Kaplanmas1 gereken proteinlerin en uygun konsantrasyonun bulunmasi amaci ile
hiicreler onceden kaplanmis olan 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 2 giin boyunca FBS
icermeyen besi yerinde kiiltiire edilmistir. Deneyde kollajen tip-1, vitronektin, laminin ve
fibronektin proteinlerinin etkin protein miktarlarinin belirlenmesi amaci ile ECM Cell
Culture Optimization Array (Millipore) igerigindeki yiizeyi kaplanmis 96 kuyucuklu kiiltiir
kab1 kullanilmistir. Her protein ig¢in 0,125-20pg/ml  olacak sekilde gradient
olusturulmustur. Kollajen tip-4 ve ECL (entaktin- kollagen tip-4-laminin) matriks
(Millipore) icin ise aym1 konsantrasyon gradienti kullanilarak 96 kuyucuklu kiiltiir kab1

kaplanmis ve hiicre ekimi gergeklestirilmistir.

Kollajen Tip-1 Laminin Vitronektin

20 20 20 20
pg/ml J\ pg/ml )\ pg/ml ug/ml
10 10
pg/ml pg/ml
0,125 0,125 0,125 0.125
pg/ml ug/ml pg/ml pg/ml

Sekil 3.1. Yiizeyi farkli konsantrasyonlarda proteinler ile kaplanmis 96 kuyucuklu kiiltiir

kabinin semasi, ECM Cell Culture Optimization Array (Millipore).
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3.6 Beta Hiicre Canhhginin Olciilmesi

Cesitli konsantrasyonlarda proteinler ile kaplanmis kiiltiir kaplarinda 2 giin inkiibe

edilen hiicrelerin canliliginin 6l¢iilmesi icin WST-1 analizi yapilmistir.

Apoptoza ugrayan hiicrelerin tespit edilmesi i¢in ise parcalanan DNA
fragmentlerinin incelenmesi amaciyla kullanilan ApopTag® Fluorescein Direct In Situ
Apoptosis Detection Kit (Millipore) ile analiz yapilmistir. Matriks proteinleri ile kaplanan
8 kuyucuklu lamlara hiicre ekimi yapilmis ve kiiltlir 2 giin siire ile devam ettirilmistir.
Ardindan fiksasyon islemi i¢in besi yeri uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin {izerine %1
paraformaldehit iceren PBS eklenerek 10 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Yikama islemleri
gerceklestirildikten sonra fiksasyonun ikinci agamasinda 2:1 oraninda soguk etanol:asetik
asit karigimi ile muamele edilen hiicreler 5 dk -20°C’de bekletilmis ve tekrar PBS ile
yikama yapilmistir. Orneklerin iizerine floresan isaretli nukleotitleri igeren tampon
cozeltisi eklenerek oda 1sisinda en az 10 saniye bekletilmistir. Ardindan terminal
deoksinukleotidil transferaz (TdT) enzimini iceren ¢alisma soliisyonu eklenmis ve 1 saat
37°C’de inkiibasyon yapilmistir. TdT enzimi, isaretli nukleotitlerin apoptotik hiicrelerde
bulunan DNA fragmentlerinin serbest 3’0OH uglarina baglanmasmi saglamaktadir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda reaksiyon, durdurucu soliisyon ile durdurulmustur. Lamlar
nukleus boyasi (DAPI) iceren kapatma medyumu (Ultra Cruz Mounting) ile kapatilarak
floresan mikroskopta (Leica DMI 4000B Microsystems) goriintiileme yapilmistir.

3.7 Matriks Proteinlerinin Toksik Etkisinin Belirlenmesi

Proteinlerin, hiicreler {izerindeki  toksik etkisini belirlemek amaciyla
laktodehidrogenaz (LDH) aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Hiicre icinde bulunan LDH enziminin
hiicre dis1 ortamda belirlenmesi hiicre 6liimii ya da hiicrelerin zarar gérmiis oldugunun

gostergesidir (Drent et al. 1996).

LDH aktivitesinin 6l¢timii i¢in Roche Applied Science Cytotoxicity Detection
Kit™ kullanilmustir. 2 glin boyunca matriks proteinlerinin tizerinde kiiltiirii devam eden
beta hiicrelerinin besi yerinden 100pul alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilmas,
tizerine 100pl boya ve katalizor iceren reaksiyon karisimi eklenmistir. Inkiibasyon, 15 dk
37°C’de gergeklestirilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in 50 ul durdurma soliisyonu

29



eklendikten sonra spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda absorbans Ol¢timii

yapilmistir.

3.8 Fonksiyon Testleri

Farkli matriks proteinlerinin, BRIN-BD11 hiicrelerinin fonksiyonlar1 tizerindeki
etkilerini analiz etmek amaci ile hiicrelerin fonksiyon ile iligkili gen ifade seviyeleri ve

glikoza duyarli insiilin saligilama miktarlar1 6l¢tilerek karsilastirilmistir.

3.8.1 Gen ifade Analizleri

Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin fonksiyonlarina olan etkisinin belirlenmesi
amactyla Real Time PCR analizi ile insl, ins2, gck, glut2, maf4 genlerinin ifadeleri

karsilagtirtlmistir.

Matriks proteinleri tizerinde kiiltiiriin 2.ci giiniinde hiicreler tripsin ile kaldirildiktan
sonra RNA Izolasyon kiti (Roche) kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. PBS
icerisinde bulunan hiicreler, lizis tamponu ile par¢alandiktan sonra kolondan gegirilmis ve
kolona tutunan RNA’dan DNAz enzimi araciligryla DNA parcalar1 uzaklastirilmistir. Tris
tampon ¢ozeltisi (10 mM, pH 8.5) igerisinde ¢6ziinen RNAnin konsantrasyonu ve safligi
Picodrop cihazi ile 6l¢iilmiistiir. izole edilen RNA 6rneklerinden 1 ng RNA almarak cDNA
cevrimi gerceklestirilmistir. cDNA ¢evrimi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez
Kiti (Roche) kullanilmistir.

Matriks proteinlerinin, BRIN-BD11 hiicrelerinin fonksiyonlar ile iligkili genlerin
ifadelerini nasil etkiledigini belirlemek amaci ile Real Time PCR yontemi kullanilmigtir.
Primerler, insi, ins2, gck, glut2, maf4 genlerine 6zgin kullanmilmistir (Cizelge 3.1).
Referans gen olarak gapDH kullamlmistir. PCR kosullar;; 95°C’de 10 dk enzim
aktivasyonu sonrasinda 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye baglanma ve
72°C’de 1,5 dakika uzama (45 siklus) seklinde uygulanmistir. Sonuglar kullanilan Real-
Time PCR cihazina (Lightcycler 480, Roche) ait yazilim ile analiz edilmistir.
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Cizelge 3.1. Real Time PCR analizi i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen ismi Primer Dizisi

G3PDH r | TGGAATTGTGAGGGAGATGCT

G3PDH_f | AGAGAGAGGCCCTCAGTTGCT

Gek_r GGATCCTCACTGGGCCAGCATG

Gek _f GCTAAGCTTATGGCTATGGATACTACAAGGTG
MafA r GGATCCTCACATGAAAAATTCGGGAGAG
MafA f GCAAGCTTATGGCTTCAGAACTGGC

Insl r CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG

Insl_f GACCTTGGCACTGGAGGTT

Glut2 r TGCCCCTTAGTCTTTTCAAGC

Glut2 f AAAGCCCCAGATACCTTTACCT

Ins2 r TGCTGGTGCAGCACTGAT

Ins2 f CGAAGTGGAGGACCCACA

3.8.2 insiilin Salinim Analizleri

Beta hiicrelerinin en iyi etkilesimde bulundugu hiicre dis1 proteinler hiicre
¢ogalmasi ve gen ifade seviyelerine dayanarak belirlendikten sonra, bu proteinler ile
kaplanan kiiltiir kaplarinda 24 saat kiiltiirde tutulan hiicrelerin farkli glikoz miktarlarina
kars1 insiilin salimimlar1 ELIZA yontemi ile 6lgiilerek karsilastirilmistir.

Hiicreler ti¢ farkli glukoz konsantrasyonunda 8 saat kiiltiirde bekletilerek instilin
salimimlart karsilastirilmistir. Deneyde, glukoz igerikleri farkli L-DMEM (5,5 mmol/L),
1640 (11mmol/L olan RPMI) ve H-DMEM (25mmol/L) besi yeri kullanilmistir. Beta
hiicreleri FBS igeren besi yerinde ekildikten sonra yapismalari beklenmis, ardindan
hazirlanan besi yerleri eklenerek 8 saat 37°C’de kiiltiire devam edilmistir. Diistik glukoz
miktar1 BRIN-BD11 hiicrelerinin glukoza duyarliligini etkiledigi icin, her besi yeri i¢in
ayr1 kuyucuk ekilmistir (McClenaghan et al, 1996). Siirenin sonunda siipernatantlar ve
kaldirilan hiicreler toplanarak -80°C’de dondurulmustur.

Insiilin miktarmin 6l¢iimii icin Rat/Mouse Insulin ELISA Kit (Milipore EZRMI-
13K) kullanilmistir. Ornekler ve kit icerigindeki tiim sivilar, dl¢iim yapilacagi zaman oda
sicakliginda getirilmistir. ELIZA kuyucuklarina tampon ¢ozeltisi (assay buffer), ornekler
ve isaretli insiilin antikoru iceren tampon (detection buffer) eklendikten sonra 2 saat siire

ile oda sicakliginda, calkalayici iizerinde inkiibasyon ger¢eklestirilmistir. Sonrasinda

31



kuyucuklara yikama islemleri uygulanmis, enzim soliisyonu eklenerek oda sicakliginda, 30
dk calkalayici lizerinde inkiibasyon yapilmistir. Siirenin sonunda tekrar yikama islemleri
uygulandiktan sonra substrat soliisyonu eklenerek karanlikta 5-20 dk bekletilmistir.
Durdurucu soliisyon ile reaksiyon durdurulduktan sonra spektrofotometrede 590 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢limii yapilmistir. Saklanan hiicrelerden genomik DNA izolasyonu
yapilmustir. Olgiilen insiilin absorbans degerleri DNA miktarlarina boliinerek hiicre bagina

salgilanmis olan insiilin miktarlar1 belirlenerek karsilagtirma yapilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 BRIN-BD11 Hiicrelerinin Kiiltiirii

BRIN-BDI11 hiicreleri, yiizeyi matriks proteinleri ile kaplanmamis kiiltiir
kaplarinda kiiltiir edilerek cogaltilmistir. Ug giinde bir pasaj yapilarak hiicrelerin

morfolojileri faz-kontrast mikroskobi ile izlenmistir.

Sekil 4.1. Beta hiicrelerinin kiltiiriin 1., 2. ve 3. giinlerinde morfolojik goriintiileri (Bar

cubuklari: A, D ve G 200 nm; B, E ve H 100 nm; C, F ve [ 50 nm).
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4.2 Cahsmada Kullanilacak Hiicre Sayisinin ve Deney Siiresinin Belirlenmesi

Farkl1 sayilarda ekimi yapila beta hiicrelerinin ti¢ giin boyunca WST-1 analizi ile
canlilik oranlar 6l¢tilmistiir. Yapilan karsilagtirmalar sonucunda 48 saatin sonunda hiicre
sayisinda azalma oldugu gozlenmistir. Bu nedenle deneylerin 48 saat siire kiiltiir
sonucunda yapilmasi planlanmistir. Hiicre sayisi1 olarak da 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 (0,32

cm?) i¢in 20000 hiicre ekilmesi uygun bulunmustur.

2,5 -
2 -
es»10000 hc
FRER
50 @m==)0000 hc
[
g @m=50000 hc
O 1 @m75000 hc
@ 100000 hc
N /—-
0 T T 1

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.2. Farkli sayida (10%, 2x10*, 5x10%, 7,5x10", 10 hiicre) ekilen beta hiicrelerinin ii¢
giin boyunca yapilanWST-1 6l¢timleri.



4.3 BRIN-BD11 Hiicrelerinin Kiiltiirii icin Etkin Protein Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Kiiltir kaplar1, farkli konsantrasyonlarda kollajen tip-1 ve tip-4, vitronektin,
laminin, fibronektin ve ECL matriks proteinleri ile kaplanarak 2 giin siire ile BRIN-BD11
hiicrelerinin kiiltirtinde kullanilmigtir. Stirenin sonunda WST-1 analizi ile hiicrelerin
canlilik oranlar, ylizeyi kaplanmamis kontrol kuyucugundaki canlilik orani ile
karsilastirilarak her protein i¢in iki adet etkin protein konsantrasyon degeri belirlenmis ve

bu degerler goz oniine alinarak fonksiyonel analizlere devam edilmistir.

Fibronektin
2,8
) I '
1,6 A : , ,
20 10 5 2,5 1,25 0,125 Kontrol

Protein Konsantrasyonlar (ng/ml)

OD Degeri
N
SN

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda fibronektin proteini ile kaplanan yiizeylerde iki giin

boyunca kiiltiire edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi.
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Kollajen Tip-1

alilih

0,125 Kontrol

OD Degeri

Protein konsantrasyonlar: (pg/ml)

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda kollajen tip-1 proteini ile kaplanan yiizeylerde iki giin

boyunca kiiltiire edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi.

Laminin

2,7 -
23 -
1,9 -
1,5 4

1,25 0,125 Kontrol

OD Degeri

Proteln Konsantrasyonlarl (pg/ml)

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda laminin proteini ile kaplanan yiizeylerde iki giin

boyunca kiiltiire edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi.
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Vitronektin

2,8 1

2,6 1

24

2,2 : : :
20 10 5 25

1,25 0,125 Kontrol

OD Degeri

Protein Konsantrasyonlari (pg/ml)

Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda vitronektin proteini ile kaplanan yiizeylerde iki giin

boyunca kiiltiire edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi.

Cizelge 4.1. Her protein igin belirlenen etkin protein konsantrasyonu ve p degerleri.

Kollajen tip-1 10 pg/ml p> 0,05 |2,5pg/ml p>005
Fibronektin 20 pg/ml p>005 | 1,25 pg/ml p>005
Laminin 2,5 pg/ml p>005 | 1,25 pg/ml p=<0,01
Vitronektin 5 pg/ml p>005 | 0,125 pg/ml p>005

Kollajen tip-1, fibronektin, laminin ve vitronektin proteinleri i¢in ¢ogalmanin yiiksek
oldugu ikiser konsantrasyon degeri se¢ilmistir (Cizelge 4.1). Ancak, kollajen tip-4 ve ECL
matriks i¢in yapilan deneyde ¢ogalma miktarlarinin kontrol gruplarindan disiik oldugu

gozlendigi i¢in fonksiyon deneylerinde bu proteinler kullanilmamastir.
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Protein Konsantrasyonlarl ( pg/ml)

Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda kollajen tip-4 proteini ile kaplanan yiizeylerde iki giin
boyunca kiiltiire edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi (20pg/ml: p< 0,01; 10 pg/ml:
p<0,001; 5 pg/ml: p<0,05; 2,5ug/ml: p<0,05 ).

0,5 - ECL

il

1,25 0,625 Kontrol
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Protein Konsantrasyonlarl (ng/ml)

Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda ECL ile kaplanan yiizeylerde iki giin boyunca kiiltiire
edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi (20pg/ml: p< 0,05; 10 pg/ml p<0,01; 5 pg/ml:
p<0,01; 2,5ug/ml: p<0,01; 1,25pg/ml: p<0,01; 0,625ug/ml: p<0,01 ).
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4.4 BRIN-BD11 Hiicrelerinin Matriks Proteinleri Uzerinde Kiiltiirii

Canlilik analizi (WST-1) sonucunda belirlenen konsantrasyonlarda insan kollajen
tip-1, si¢can kollajen tip-1, laminin, fibronektin ve vitronektin ile kaplanan kiilttir kaplarinda
kiiltiirde 2 giin bekletilen beta hiicrelerinin morfolojik takipleri zit-faz mikroskopi ile
yapilmigtir. Cogalma miktarlarinda farkliliklar oldugu g6zlenmis ancak, hiicrelerin

morfolojilerinin benzer oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Matriks proteinleri {izerinde kiiltiire edilen beta hiicrelerinin 2. giinde morfolojik

goriinttileri (Bar ¢ubuklari: 100nm).

4.5 Matriks Proteinlerinin Hiicreler Uzerinde Toksik Etkisinin Belirlenmesi

Matriks proteinlerinin kiiltiir ortaminda beta hiicrelerinin tizerinde toksik etkisini
test etmek amaciyla hiicre silipernatantlarinda LDH aktivitesi Ol¢timii  yapilmstir.
Pargalanan DNA fragmentlerinin incelenmesini saglayan TUNEL boyamas1 ile

hiicrelerdeki apoptoz orani gosterilmistir.

4.5.1 LDH Aktivitesinin Olciilmesi

Matriks proteinleri (insan kollajen tip-1, si¢an kollajen tip-1, laminin, fibronektin
ve vitronektin) tizerinde kiiltiirii yapilan BRIN-BD11 hiicrelerinin siipernatantlarinda LDH
aktivitesi 6l¢lilmiistiir. Analiz sonucunda, insan kollajen tip-1, si¢an kollajen tip-1, laminin,
vitronektin ve fibronektin i¢in LDH aktivitesinin kontrol grubunun altinda kaldig
belirlenmistir. WST-1 analizi sonucunda ¢ogalmanin diger konsantrasyon degerlerine gore
yiiksek oldugu goézlenen iki konsantrasyonda (0,625 pg/ml ve 1,25 pg/ml) kollajen tip-4
kapli ylizeylerde yapilan kiiltiir sonrasinda besiyerinde LDH aktivitesinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede (p<0,05) arttigi gozlenmistir (Sekil 4.10). Toksik etki gozlenen

kollajen tip-4 fonksiyon testlerinde kullanilmamustir.
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Sekil 4.10. Matriks proteinleri iizerinde kiltiirii yapilan BRIN-BDI11 hiicrelerinin
siipernatantlarinda 6l¢iilen LDH aktivitesinin, kontrol grubunda belirlenen LDH aktivitesi
degerine oranlar1 (V. Vitronektin, L. Laminin, iK-1 Insan kollajen tip-1, sK-1 Sigan

kollajen tip-1, iK-4 Insan kollajen tip-4, F. Fibronektin ).

4.5.2 TUNEL Analizi

TUNEL boyamas1 sonrasinda hiicre sayimi yapilarak, insan kollajen tip-1, si¢an
kollajen tip-1, laminin ve vitronektin protein gruplarinda apoptoz oraninin %8’in altinda
oldugu tespit edilmistir. Fibronektin tizerinde kiiltiire edilen BRIN-BD11 hiicrelerinde ise
apoptoz oraninin %20’ye yakin oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, zit faz mikroskobi ile
yapilan incelemede fibronektin kapl ytizeylerde kiiltirti yapilan beta hiicrelerinde nekrotik
hiicrelerde oldugu gibi biiytik vakuol yapilarinin olustugu goézlenmistir (Sekil 4.12.). LDH
aktivitesi 6l¢imii sonucunda toksik etki gosterdigi belirlenen insan kollajen tip-4 proteini
tizerinde kiiltiirti yapilan beta hiicrelerinde apoptoz oranmmin 0,625 pg/ml icin %32,
1,25pg/ml i¢in %70 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Matriks proteinleri {izerinde kiiltiir edilen beta hiicrelerinin TUNEL boyamasi
sonrasinda hiicre sayimi yapilarak belirlenen apoptotik hiicre sayis1 yiizde degerleri (V.
Vitronektin, L. Laminin, iK-1. Insan kollajen tip-1, sK-1. Sican kollajen tip-1, iK-4. Insan
kollajen tip-4, F. Fibronektin ) (iK-4 0,625pg/ml: p<0,01; iK-4 1,25pg/ml: p<0,01).

Fibronektin (1,25png/ml) Fibronektin (20pg/ml
r Ry Sl e LT e s Vi - Fodl]

Sekil 4.12. Fibronektin kapli ylizeyde kiiltirii yapilan beta hiicrelerinin morfolojik
gortintiileri. Fibronektin kapli yiizeylerde hiicrelerde biiyiik vakuol yapilarinin olustugu

gozlenmistir.
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sKollajen Tip-1 (2,5 pg/ml) sKollajen Tip-1 (10 pg/ml)

iKollajen Tip-1 (2,5 png/ml) iKollajen Tip-1 (10pg/ml)

Laminin (1,25 pg/ml) Laminin (2,5pg/ml)

Vitronektin (0,125 pg/ml) Vitronektin (Spg/ml)

Fibronektin (1,25ug/ml) Fibronektin (20pg/ml)

iKollajen Tip-4 (0,625ug/ml) iKollajen Tip-4 (1,25pg/ml)
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Sekil 4.13. Matriks proteinleri tizerinde kiiltiirli yapilan beta hiicrelerinin TUNEL
boyamasinin floresan mikroskobi ile goriintiilenmesi. insan kollajen tip-4 iizerinde kiiltiirii
yapilan hiicrelerde pozitif boyanmanin diger gruplara oranla daha fazla oldugu

gozlenmektedir (Bar ¢ubuklart: 50nm).

4.6 BRIN-BD11 Hiicrelerinin Fonksiyon Analizleri

Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin fonksiyonlar: {izerindeki etkisini goérmek
amaciyla Real Time metoduyla insl, ins2, glut2, gck ve maf4 gen ifade seviyelerine ve
ELIZA yontemi ile farkli glukoz konsantrasyonlarinda insiilin salmim miktarlaria

bakilmustir.

4.6.1 Gen Ifade Seviyelerinin Analizi

Fonksiyonla iliskili insli, ins2, glut2, gck ve mafA gen ifade seviyelerine bakilarak
matriks proteinlerinin beta hiicreleri lizerindeki etkileri karsilastirtlmistir. Kilttirtin 2.
giiniiniin sonunda yapilan analizler sonucunda yalnizca vitronektinin (0,125 pg/ml) insi ve
ins2 genlerinin ifadelerini artirdign belirlenmistir. Vitronektin (0,125 pg/ml) beta
hiicrelerinde glut2, gck ve mafA4 genlerinin ifadelerini de artirmistir. Vitronektin yiiksek
konsantrasyonlarda (Spg/ml) kullanildiginda ise glut2 ve mafA genlerinin ifadelerini

artirirken ins 1, ins2 ve gck genlerinin ifadelerinin azaltmstir.

Calismada hem insan kollajen tip-1 hem de sican kaynakli kollajen tip-1
kullanilmistir. Sican kollajen tip-1 (10pg/ml), hiicrelerde gck ve maf4 genlerinin ifalerini
dusiirtirken diger kollajen tip-1 gruplarinda bu genlerin ifadesinin arttifi gozlenmistir.
Insan kollajen tip-1 (2,5ug/ml) ise glut2 ifadesini diistirmiis, diger kollajen tip-1
gruplarinda gluz2 ifadesi artmistir.

Laminin ile kapli yiizeylerde devam eden kiiltiirlerde beta hiicrelerinin gck ve maf4
genlerinin ifadelerinin arttig1, insl, ins2 ve glut2 genlerinin ifadelerinin azaldig

belirlenmistir.
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Fibronektin proteininin beta hiicreleri tizerindeki etkilerine bakildiginda ise ins/ ve
ins2 genlerinin ifadelerinde ileri derecede anlamli bir disiis oldugu tespit edilmistir.

Fibronektinin her iki konsantrasyon degerinde de gck, glut2 ve mafA genlerinin ifadeleri

artmigtir.
Laminin Laminin  sKol tip-1 sKol tip-1 iKol tip-1 iKol tip-1 Vitronektin Vitronektin
(1,25pg/ml) (2,5pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml) (2,5pg/ml)  (10pg/ml) (0,125pg/ml)  (Spg/ml)
2 -
l -
: I
N
o]
< 1
N
<
=
2 -
3 - .
insl 1
-4 -

Sekil 4.14. Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin ins/ geni ifadesi lizerindeki etkileri.

Fibronektin (1,25pg/ml) Fibronektin (20pg/ml)
0 T 1
-50 -
-100 -
%
£ -150 -
<
N
< -200 -
<
-250 -
-300 -
insl
-350 -

Sekil 4.15. Fibronektinin beta hiicrelerinin ins/ geni ifadesi tizerindeki etkileri.
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Laminin Laminin  sKol tip-1 sKol tip-1 iKol tip-1 iKol tip-1 Vitronektin Vitronektin
(1,25pg/ml)  (2,5pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml) (0,125pg/ml)  (Spg/ml)

ins2

Kat Artisi
—

4

Sekil 4.16. Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin ins2 geni ifadesi lizerindeki etkileri.

Fibronektin (1,25pg/ml) Fibronektin (20pg/ml)

1

ins2

—

)

S
1

—

0

S
1

Kat Artis1

Y

S

S
1

-250

Sekil 4.17. Fibronektinin beta hiicrelerinin ins2 geni ifadesi tizerindeki etkileri.
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Laminin Laminin  sKol tip-1 sKol tip-1 iKol tip-1 iKol tip-1 Vitronektin Vitronektin
(1,25pg/ml)  (2,5pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml) (0,125pg/ml)  (Spg/ml)

Kat Artisi

gck

Sekil 4.18. Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin gck geni ifadesi tizerindeki etkileri.

18 - ack

14 -

12 A

Kat Artis1

N -~ =)} =]
1

=}
!

Fibronektin (1,25pg/ml) Fibronektin (20pg/ml)

Sekil 4.19. Fibronektinin beta hiicrelerinin gck geni ifadesi tizerindeki etkileri.
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8 - glut2

Kat Artis1
<

Laminin Laminin  sKol tip-1 sKol tip-1 iKol tip-1 iKol tip-1 Vitronektin Vitronektin
(1,25pg/ml)  (2,5pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml) (0,125pg/ml)  (Spg/ml)

Sekil 4.20. Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin g/uz2 geni ifadesi tizerindeki etkileri.

1200 slut?

1000

600 -

Kat Artis1

200 A

Fibronektin (1,25pg/ml) Fibronektin (20pg/ml)

Sekil 4.21. Fibronektinin beta hiicrelerinin g/uz2 geni ifadesi tizerindeki etkileri.
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Laminin Laminin  sKol tip-1 sKol tip-1 iKol tip-1 iKol tip-1 Vitronektin Vitronektin
(1,25pg/ml) (2,5pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml)  (2,5pg/ml)  (10pg/ml) (0,125pg/ml)  (Spg/ml)

Kat Artis1

Sekil 4.22. Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin maf4 geni ifadesi lizerindeki etkileri.

357 mafA
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25 -
Z 20 -
N
=
<
v 15 1
-
10 A
5 .
0 - T
Fibronektin (1,25pg/ml) Fibronektin (20pg/ml)

Sekil 4.23. Fibronektinin beta hiicrelerinin maf4 geni ifadesi tizerindeki etkileri.
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4.7 Sican Pankreasindan Adacik izolasyonu ve Kiiltiirii

Sican pankreasindan elde edilen adaciklar stereo mikroskop altinda toplanmustir.
Karakterizasyon i¢in yapilan DTZ boyamasi sonucunda pozitif oldugu gézlenen adaciklar

dondurularak -80°C’de saklanmuistir.

Sekil 4.24. A) Sigan pankreas adaciklarinin zit faz mikroskobi ile gézlemlenen morfolojik
goriintimleri. B) DTZ boyamasi sonucunda pozitif oldugu gozlenen adaciklarin zit faz

mikroskobik gortintimleri. (Bar ¢ubuklari: 100nm).
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4.8 Endokrin Pankreas Ekstraktinin Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Pankreatik adaciklardan mekanik parcalama ile elde edilen protein ekstraktindaki
protein konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan BCA analizinde BSA

standartlar1 kullanilarak standart egrisi olusturulmustur.

0,7 -

0,6 - y=0,2187x - 0,0513

0,5

OD Degeri

0,1 -

125 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 4.25. BSA standartlarinin OD degerleri ile olusturulan standart egri grafigi.

Standart egri ile yapilan analiz sonucunda OD degeri 0,048 olan endokrin pankreas
ekstraktinin protein konsantrasyonunun 0,45 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Kullanilan
diger proteinlere gore konsantrasyonunun diisiik oldugu belirlenen ekstraktin kiiltiir

kaplarim kaplama siiresi 12 saate uzatilmigtir.
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4.9 Farkh Matriks Protein Karisimlarinin Olusturulmasi

Canlilik ve fonksiyon analizleri sonucunda diger gruplardan daha etkin bulunan
insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml), laminin (2,5 pg/ml), vitronektin (0,125 pg/ml) proteinleri
karigtirilarak hiicreler tizerindeki etkileri incelenmistir. Proteinler asagida belirtildigi

oranlarda karistirilmistir:

e %>50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml)
e %50 insan kollajen tip-1 (2,5 ug/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)

Ayn1 zamanda, pankreas adaciklarindan elde edilen protein ekstraksiyonu ile
kaplanan yiizeylerde beta hiicrelerinin kiltiri iki giin boyunca siirdiiriilerek analiz

yapilmistir.

4.9.1 Matriks Protein Karisimlar1 Uzerinde BRIN-BD11 Hiicrelerinin Kiiltiirii

Protein karigimlar1 ve endokrin pankreas protein ekstrakti ile kaplanan yiizeylerde
uygun sartlarda kiiltiire edilen beta hiicrelerinin morfolojik takipleri zit-faz mikroskopi ile
yapilmistir. Proteinlerin tek basina kullanildig: kiiltiire oranla karigimlar {izerinde hiicre
cogalmasinin daha fazla oldugu, beta hiicrelerinin kiiltiir kab1 tabanina daha ¢ok yayilma

egilimi gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 4.26. Matriks karisimlart ve endokrin pankreas protein ekstrakti tizerinde kiltiire
edilen beta hiicrelerinin kiiltiirtin 2. giininde morfolojik goriintiileri (Bar ¢ubuklari: A,C ve

E 100nm, B, D ve F 50nm).
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4.9.2 WST-1 Analizi

Hazirlanan protein karigimlarinin ve protein ekstraktinin  beta hiicrelerinin
canliligini/cogalmasini in vitro’da nasil etkilediklerini belirlemek amaciyla WST-1 analizi
yapilmistir. Ug 6rnegin arasindan hiicreleri en ¢ok destekleyen proteinlerin insan kollajen
tip-1 ve vitronektin karigimi oldugu belirlenmistir. Diger yandan diger iki protein grubunda

da hiicre canliliginin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu (p<0,001) gozlenmistir.

1,7 -
1,6 -
1,5 -
1,4 -
1,3 -

1,2 -

OD Degeri

1,1 -
1_

0,9

0,8
Ekstrakt K+L K+V Kontrol

Sekil 4.27. Endokrin pankreas protein ekstrakti ve matriks protein karigimlar ile kaplanan
yiizeylerde iki giin boyunca kiiltiire edilen beta hiicrelerinin WST-1 analizi (K+L: %50
insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml); K+V: %50 insan kollajen tip-1
(2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).

Endokrin pankreas protein ekstraktinin hiicreler tizerinde toksik etkisinin olup
olmadigini test etmek amaciyla LDH aktivitesi 6l¢ctimii ve TUNEL boyamasi1 yapilmistir.
LDH aktivitesinin protein ekstrakti iizerinde kiiltiirii yapilan beta hiicrelerinde kontrol
grubuna oranla daha diisiik oldugu ancak, bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edilmistir. TUNEL boyamas1 sonucunda ise bu hiicrelerde apoptoz oraninin %7,23
oldugu belirlenmistir. Diger matriks proteinleri igin LDH aktivitesi 6l¢timii ve TUNEL

boyamasi yapildig1 i¢in protein karisimlarinda bu analizler tekrar edilmemistir.
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Sekil 4.28. Endokrin pankreas protein ekstrakti tizerinde kiiltiire edilen beta hiicrelerinin

supernatantinda olgiilen LDH aktivitesi.
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Sekil 4.29. Endokrin pankreas protein ekstrakti tizerinde kiiltiir edilen beta hiicrelerinin
TUNEL boyamasi sonrasinda hiicre sayimi yapilarak belirlenen apoptotik hiicre sayisi

yiizde degerleri.
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Sekil 4.30. Endokrin pankreas protein ekstrakti tizerinde kiiltiir edilen beta hiicrelerinin

TUNEL boyamasinin floresan mikroskobi ile goriintiilenmesi (Bar cubugu: 50nm).

4.9.3 Gen Ifade Seviyeleri

Insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) ve laminin (2,5 pg/ml) ile insan kollajen tip-1 (2,5
pg/ml) ve vitronektin (0,125 pg/ml) karisimlar1 ve endokrin pankreas protein ekstraktinin
beta hiicrelerinin fonksiyon ile iliskili genlerin ifadesi tizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla real time PCR analizi yapilmigtir. Protein karigimlar ve protein ekstraktinin ins/
ve ins2 genlerinin ifadelerini distiriirken, glut2, gck ve mafd genlerinin ifadelerini

arttirdig1 belirlenmistir.
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Ekstrakt

K+L K+V
0 T T
2
-4

S1

Kat Art1

-16 1 insl

Sekil 4.31. Protein karigimlarinin beta hiicrelerinin ins/ geni ifadesi tizerindeki etkileri
(K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 ug/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml); K+V: %50 insan
kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).

Ekstrakt

K+L K+V
0 T T
-2- - _

Kat Artis1

=12 1

-16 1 ins2

Sekil 4.32. Protein karigimlarinin beta hiicrelerinin ins2 geni ifadesi tizerindeki etkileri
(K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml); K+V: %50 insan
kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).
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Sekil 4.33. Protein karigimlarinin beta hiicrelerinin gck geni ifadesi tizerindeki etkileri
(K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 ug/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml); K+V: %50 insan
kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).
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Sekil 4.34. Protein karigimlarinin beta hiicrelerinin g/uz2 geni ifadesi tizerindeki etkileri
(K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml); K+V: %50 insan
kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).
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Sekil 4.35. Protein karisimlarinin beta hiicrelerinin maf4 geni ifadesi tizerindeki etkileri
(K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5 pg/ml); K+V: %50 insan
kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).

4.10. insiilin Sahmim Diizeyleri

Yapilan analizler sonucunda beta hiicrelerini en fazla destekledigi diisiintilen
proteinler ile yapilan kiiltiir supernatantlarinda ELIZA yontemi ile insiilin seviyesi
Ol¢iilmiistir. Deneyde vitronektin (0,125pug/ml), fibronektin (1,25pg/ml), insan kollajen
tip-1 (2,5pug/ml) + laminin (2,5ug/ml) ve insan kollajen tip-1 (2,5pug/ml) + vitronektin
(0,125ng/ml) kullantlmistir.

Farkli konsantrasyonlarda glukoz igeren besi yeri kullanilarak yapilan analizler
sonucunda, 5,5 mM glukoz igeren ortamda kullanilan tiim proteinlerin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, insiilin salintmim artirdig tespit edilmistir (p<0,001). Ayrica, kollajen
tip-1 + vitronektin karisiminin beta hiicrelerinde insiilin salimimini, vitronektin ve kollajen

+ laminin karisimindan daha iyi destekledigi belirlenmistir (p<0,01).

Glukoz icerigi 11 mM olan besiyerine bakildiginda ise kollajen tip-1 + laminin

karisimi disindaki proteinler insiilin salinimini artirmistir (p<0,001).

Bunun yani sira, 25 mM glukoz igeren besi yeri kullanildiginda kontrol grubunda

tespit edilen instilin miktarinin deney gruplarindan daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu
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diististin fibronektin diginda kullanilan diger proteinlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir (p<0,05).

Kollajen tip-1 + vitronektin karigimi ile kapl yiizeylerde kiiltiire edilen beta
hiicrelerinden salgilanan insiilin miktarinin 5 mM ve 11 mM glukoz konsantrasyonunda
diger gruplardan yiiksek oldugu gozlenirken, 25 mM glukoz konsantrasyonunda tiim
gruplardan daha diistik oldugu belirlenmistir.

0,1 insiilin Miktar:

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02 A

Flbronektln Vltronektln Kontrol
(1,25pg/ml)  (0,125pg/ml)

ng/DNA

Sekil 4.36. Matriks proteinlerinin 5,5mM glukoz igeren besi yerinde salgiladiklari insiilin
seviyeleri (ng/DNA) (K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5
pg/ml); K+V: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).
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Fibronektin Vltronektln Kontrol
(1,25pg/ml)  (0,125pg/ml)

Sekil 4.37. Matriks proteinlerinin 11mM glukoz iceren besi yerinde salgiladiklar insiilin

seviyeleri (ng/DNA) (K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5
pg/ml); K+V: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).

0,08

0,07

0,06

0,05

ng/DNA

0,04

0,03

0,02

. Insiilin Miktari

TTA

Fibronektin Vitronektin Kontrol
(1,25pg/ml)  (0,125pg/ml)

Sekil 4.38. Matriks proteinlerinin 25mM glukoz igeren besi yerinde salgiladiklari insiilin

seviyeleri (ng/DNA) (K+L: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml) + %50 laminin (2,5
ug/ml); K+V: %50 insan kollajen tip-1 (2,5 ug/ml) + %50 vitronektin (0,125 pg/ml)).
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S TARTISMA

Diyabet hastaliginin tanimina ilk olarak, milattan 6nce 1500°1i yillara ait Misir’da
bulunan papiriislerde rastlanmaktadir. Asir1 kilo kaybi ve poliiirinin tarif edildigi
hastaligin, tip-1 diyabet oldugu diistiniilmektedir. Sonraki yillarda, hastalarin idrarinda
seker oldugunun tespit edilmesi, karacigerde glikojen depolarinin artmasi gibi
tanimlamalar yapilmistir. Oskar Minkowski’nin 1889 yilinda, pankreatektomi uygulanan
hayvanlarda diyabet gelistigini gézlemlemesi {izerine diyabetin gelisiminden pankreasin
sorumlu oldugu belirlenmistir (Luft, 1989). 1922 yilinda pankreastan insiilinin izole
edilmesinin basarilmasina kadar hastaligin hicbir tedavisi olmadig diisiiniilmekteydi
(Simoni et al. 2002). 1973 yilinda elde edilen saf insiilin ise giiniimiizde rekombinant DNA

teknolojisi ile tiretilen insiilinin 6nciisii olmustur (Bruni et al. 1973).

Gliniimiizde hastalara uygulanmakta olan en yaygin tedavi yontemi tip-1 diyabet
hastalar1 i¢in disardan instilin alimi, tip-2 diyabetli hastalar i¢in ise diyet ve egzersiz
programlarinin uygulanmasidir. Tip-2 diyabet hastalarinin da zamanla insiilin alma
gereksinimlerinin ortaya ¢iktigi gozlenmektedir (Kahn, 2003). Uygulanan bu tedavinin
hastalarin yasam kalitesini onemli 6l¢iide diisiirmesi ve getirdigi maddi yuktumliliigin
yiiksek olmasi diyabetin kesin olarak tedavi edilebilmesi i¢in farkli yontemlere gereksinim

duyulmasina neden olmustur.

Pankreas nakillerinde genellikle basarili sonuglar elde edilse de gerektirdigi cerrahi
operasyonun zorlu olmasi, basarisizlik durumunda sistemik bir etkinin goriilmesi ve uygun
verici bulunamamasi gibi nedenler yontemin yaygin olarak kullanilmasina engel
olmaktadir. Adacik nakilleri ise daha az girisimsel bir yontem olmasina karsin alinan
sonuclar uzun doénemde hastalarin tekrar insiiline gereksinim duydugunu gostermistir.
Pankreastan adacik izolasyonu sirasinda hiicrelerin zarar gormesi ve nakil edilen
adaciklardaki canli ve fonksiyonel beta hiicre oraninin degisken olmasi yéntemin uzun
donemde bagarisin1 smirlandirmaktadir. Adacik izolasyonu asamalari sirasinda HDM
yapisini bozulmasinin, adaciklarin hayatta kalma oranimi ve dokuya yerleserek burada
fonksiyonlarin1 devam ettirebilmelerini engelledigi diistiniilmektedir (Orlando et al. 2014,
Stendahl et al. 2009). Beta hiicrelerinin, 804G hiicrelerinden elde edilen matriks ile kaplh
yiizeylerde kiiltiire edildiklerinde gen ifade profillerinin degistigi, hiicrelerin hayatta kalma
oraninin arttig1 bildirilmistir (Hammar et al. 2004). Ayrica, kollajen tip-1, kollajen tip-4,
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fibrinojen, fibronektin, laminin ve vitronektin proteinlerinin beta hiicrelerin in vitro’da
hayatta kalma oranlarini artirdig1 ve enkapsiile edilen hiicrelerde apoptoz oraninin diistiigii

belirlenmistir (Weber et al. 2008).

Iki boyutlu kiiltiir sistemlerinin yan1 sira ii¢ boyutlu kiiltiir sistemlerinde de HDM
proteinlerinin hiicreler tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla yapilan caligmalar
bulunmaktadir. Fibronektin kapli yiizeylere ekilen beta hiicrelerinin tizerine ikinci bir
fibronektin tabakasi eklendiginde, dorsal etkilesimin hiicre iskeletinde degisimlere yol
actig1 ancak, cogalma tizerinde olumsuz bir etki gosterdigi tespit edilmistir (Ballester-
Beltran et al. 2014). Pankreas HDM yapisina ait faktorler kullanilarak hazirlanan mikro-
boncuk sistemlerinde devam ettirilen kiiltiirlerde ise, beta hiicrelerinin canlilik oranlarinin

ve fonksiyonlarinin arttig1 bildirilmigtir (Li et al. 2013).

Beta hiicrelerinin yerine konma tedavilerinde kullanilmasi amaciyla tizerinde
calisilan bir diger yontem ise, kok hiicrelerden insiilin iireten hiicrelerin elde edilmesidir.
Nakiller i¢in uygun verici sayisinin kisitl olmasi nedeniyle farkli kaynaklardan elde edilen
bu hiicrelerin kullanilabilmesi énemli bir avantaj olacaktir. Kok hiicrelerin farklilagmalari
mikrogevrelerindeki diger hiicreler, sitokinler ve HDM ile etkilesimleri sonucunda
gerceklesmektedir (Huang and Li, 2011; Rodrigues et al. 2010). Pankreatik adacik
mikrogevresinde kiiltiire edilen adipoz doku ve kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin insiilin
tireten hiicrelere farklilastig1 gosterilmistir (Karaéz ve ark. 2013). Kordon kam kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin ise HDM ile desteklendigi kiiltiir kosullarinda insiilin tireten
hiicrelere farklilasabildikleri, matriks ile desteklenmediginde ise farklilagmanin erken
asamalarda durdugu bildirilmistir (Gao et al. 2008). Bu nedenle, kok hiicre esash tedavi
yontemlerinde de hiicrelerin  gereksinim duyduklari mikrogevrenin saglanabilmesi

amactyla HDM proteinlerinin kullanilmasinin basar1 oranin artirdig: diisiiniilmektedir.

Calismamizda, in vitro’da beta hiicrelerinin canlihigim ve fonksiyonlarini
desteklemek icin kullanilmak {izere en uygun matriks bileseninin saptanabilmesi amaciyla

bu proteinlerin hiicre davranisina etkileri aragtirilmigtir.

Calismada kullanilan sigan pankreatik beta hiicre hattt BRIN-BD11 hiicrelerinin,
yapilacak olan analizlerden 6nce ne kadar siireyle kiiltiirde tutulacagi ve deneylere kag
hiicre ile baslanacagimi belirlemek {izere farkli hiicre sayilarinda ekim yapilarak ti¢ giin
canlilik analizi yapilmistir. Beta hiicrelerinin canlilik oranlarinin ikinci giinden sonra

diismeye basladig, yalnizca 20000 hiicre/0,32 cm? sayisi ile kiiltiire baslandig: takdirde
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hiicre sayisinda li¢ giin boyunca artis oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, daha sonra yapilan

tiim analizlerde bu hiicre sayis1 kullanilmis ve 48 saat sonunda deneyler sonlandirilmistir.

BRIN-BD11 hiicrelerinde insan kollajen tip-1, sigan kollajen tip-1, insan kollajen
tip-4, laminin, fibronektin, vitronektin ve ECL’nin hiicre c¢ogalmasi tizerindeki etkisi
incelenmistir. Kullanilan proteinlerden yalnizca laminin (1,25pg/ml) kapl yiizeylerde beta
hiicrelerinin canlilik oranmnin anlamli derecede arttigi goriilmiistiir (p<0,01). insan beta
hiicreleri ile yapilan bir ¢caligmada yalnizca ¢ogalan beta hiicrelerinin in vitro ortamda
laminin 511 proteini ile etkilesime gectigi, bu proteinin beta hiicrelerinde gézlemlenen
epitelyal-mezenkimal ge¢is mekanizmasini da kismen engelledigi belirlenmistir (Banerjee
et al. 2012). Bu nedenle, beta hiicrelerinin kiiltiir kosullarinda cogaltilmas:1 amaciyla

lamininin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, kollajen tip-4 ve ECL kapl yiizeylerde kiiltiirli devam eden
hiicrelerde canlilik oraninin, kontrol grubuna (matriks proteinlerinin kullanilmadig: kiiltiir
kosullart) gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Kollajen tip-4’iin, bazal membran yapisinda
bulunmasina ragmen hiicrelerin tutunmasini beklendigi gibi desteklemedigi gozlenmistir.
Kollajen tip-4’iin en yiiksek canlilik gozlenen iki konsantrasyon degeri (0,625 pg/ml ve
1,25 pg/ml) igin ayrica toksisite testleri yapilmistir. Analizler sonucunda, kollajen tip-4
kapl ylizeylerde yapilan kiiltiir sonucunda LDH aktivitesinin yiiksek oldugu (p<0,05) ve
apoptoz oraninin kontrol grubuna gore arttifi (p<0,01) belirlenmistir. Beta hiicre
membraninda bulunan reseptér kompozisyonuna bakildiginda, bu hiicrelerin bazal
laminada bulunan laminin proteini ile daha g¢ok etkilesim halinde olduklar1 yapilan
calismalarda gosterilmistir (Kaido et al. 2006). Ayrica kollajen tip-4 ile kiiltiire edilen beta
hiicrelerinin insiilin salinim miktarlarinin diistiigi de bildirilmistir (Kaido et al. 2006,
Stendahl et al. 2009). Bu nedenle, ¢alismanin ileri asamalarinda kollajen tip-4 ve ECL

kullanilmamustir.

Kollajen tip-1 i¢in ¢ogalmanin daha yiiksek oldugu tespit edilen, 10 pg/ml ve 2,5
pg/ml konsantrasyon degerleri secilmistir. Ayrica, calismada hem insan kollajen tip-1 hem
de sigan kollajen tip-1 proteinleri kullanilarak karsilastirma yapilmistir. Her iki proteinde
de hiicrelerin supernatantinda 6lg¢tilen LDH aktivitesinin diisiik, apoptoz miktarinin ise
%?2’nin altinda oldugu belirlenmistir. Kollajen tip-1’in beta hiicrelerinin canlilifini in
vitro’da destekledigi belirlenmistir. Beta hiicrelerinin fonksiyonu {iizerindeki etkisine

bakildiginda, konsantrasyon degerlerine ve kollajenin kaynagina goére gen ifade
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profillerinde farkli etkileri oldugu tespit edilmistir. Sigan kollajen tip-1 (2,5nug/ml) kaplh
yizeyler hiicrelerde gck, glut?2 ve mafA gen ifadelerini artirmig, ayni protein 10 pg/ml
konsantrasyonunda kullanildiginda ise yalmizca g/ut2 geninin ifadesini artirdigi
belirlenmistir. Insan kollajen tip-1 icin ise, hiicrelerde gck ve mafA genlerinin ifadesi
artmis, glut2 geninin ifadesi ise yalnizca 10 pg/ml oraninda kullanildiginda yiiksek oldugu
gozlenmistir. Yapilan ¢alismalarda benzer sekilde kollajen tip-1 kullanilan kiiltiirlerde,
beta hiicrelerinde insiilin salimiminda diisiis oldugu ve proteinin hiicrelerin fonksiyonunu
etkin bir sekilde desteklemedigi bildirilmistir (Edamura et al. 2003). Kollajen tip-1,
kollajen tip-3 ve kollajen tip-4 ile karistirilarak kullanildiginda ise sigan pankreatik
adaciklarinin canliligin1 destekledigi ancak instilin geni ifadesini etkilemedigi tespit

edilmistir (Nagata et al. 2002).

Laminin, 2,5 pg/ml ve 1,25 pg/ml konsantrasyonlarinda kullanilmistir. TUNEL
boyamalar1 ve LDH aktivitesi 6l¢timii sonucunda lamininin beta hiicreleri tizerinde toksik
etkisi olmadig1 anlasilmistir. Hiicrelerin gen ifade profillerine bakildiginda, gck ve maf4
genlerinin ifadelerinin artarken, insl, ins2 ve glut2 genlerinin ifadeleri azalmistir. Laminin
ile yapilan pankreatik endokrin hiicre kiiltiiriinde 4 hafta sonunda insiilin pozitif hiicre
sayisinda artis tespit edildigi bildirilmistir (Edamura et al. 2003). Ancak ¢alismamizda,

insiilin geni ifadesinde artig tespit edilmemistir.

Vitronektin fetal donemde pankreatik adaciklarin yapisinda bulunan bir proteindir
(Cirulli et al. 2000). Ancak, fetal ve erigkin beta hiicrelerinin bu matriks proteinine ayni
oranda tutundugu tespit edilmistir (Kaido et al. 2004). Calismamizda, vitronektin i¢in
secilen iki konsantrasyon degeri (5 ug/ml ve 0,125 ug/ml) toksisite analizlerinde benzer
sonuclar vermistir ve beta hiicrelerini in vitro’da destekledikleri belirlenmistir. Ancak, gen
ifade profillerine bakildiginda vitronektin 0,125 pg/ml oraninda kullanildiginda ins/, ins2,
glut2, gck ve mafA genlerinin hepsinin ifadesinde artis olurken 5 pg/ml oraninda

hiicrelerde yalnizca glut2 ve mafA gen ifadelerinde artis oldugu tespit edilmistir.

Fibronektin kapli ylizeylerde (20 pg/ml ve 1,25 pg/ml) devam eden kiiltiirlerde,
laminin ve kollajen tip-1 matriks proteinlerine gore daha yiiksek LDH aktivitesi ve %20’ye
yakin apoptoz orani oldugu tespit edilmistir. Ancak, toksisite testlerinde bu degerlerin
kontrol grubunun altinda kaldigi gozlenmistir. Fibronektin, beta hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda tutunmalar1 ve ¢ogalmalarini kullanilan diger proteinler kadar desteklememis,

ancak matriks proteinlerinin kullanilmadigi mikrogevre ile karsilastirildiginda hiicrelerin
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adezyonunu sagladigi belirlenmistir. Beta hiicrelerinin gen ifade diizeyi tizerindeki
etkilerine bakildiginda ins/ ve ins2 genlerinin ifadelerinde ileri derecede anlamli bir diisiis
oldugu, gck, glut2 ve maf4 genlerinde ise artis oldugu belirlenmistir. Ozellikle glut2
geninin ifadesinde, 20 pg/ml grubunda 950 kat ve 1,25 pg/ml grubunda 730 kat artig
oldugu tespit edilmistir.

Matriks proteinleri ile yapilan analizler sonucunda insan kollajen tip-1 (2,5 pg/ml),
laminin (2,5 pg/ml) ve vitronektin (0,125 pg/ml) proteinlerinin beta hiicrelerinin canliligini
ve foksiyonlarii diger proteinlerden daha iyi destekledigi belirlenmistir. Laminin, 1,25
pg/ml oraninda kullanildiginda beta hiicrelerinin canliligini daha iyi desteklese de
hiicrelerde fonksiyon ile iligkili genlerin ifadelerini daha ¢ok artiran 2,5 pg/ml
konsantrasyon degerinin kullanilmasi uygun bulunmustur. Sec¢ilen matriks proteinlerinin
karigimlarinin beta hiicre kiiltiirinde daha verimli sonuglar alinmasini saglayabilecegi
dustintilmistiir. Ayn1 zamanda endokrin pankreas yapisinda bulunan tiim proteinlerin beta
hiicreleri tizerindeki etkilerini gorebilmek, in vivo’ya en yakin mikrogevreyi saglayabilmek
amaciyla pankreatik adaciklardan protein ekstrakti elde edilerek analizler yapilmistir.
Protein ekstraktinin hiicreler ilizerinde toksik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Beta
hiicrelerinin protein karisimlart ve endokrin pankreas protein ekstrakti ile kaplanan
yiizeylerde canlilik oranlarina bakildiginda, kontrol grubuna goére anlamli bir artis
(p<0,001) oldugu belirlenmistir. Kollajen tip-1 ve vitronektin proteinleri tek bagsina
kullanildiginda  hiicrelerin  ¢ogalmasim1  desteklememekte ancak 1:1 oraninda
karistirildiginda beta hiicrelerinde canlilik oranlarini 6nemli derecede artirmaktadir. Gen
ifade profilinde ise, bu 6rneklerde ins/ ve ins2 genlerinde diistis goriilirken gck, glut2 ve

mafA genlerinde artig tespit edilmistir.

Ortamdaki glukoz miktar1 ve hormonlar tarafindan diizenlenen gluz? geni, beta
hiicrelerinden instilin salmimini diizenlemektedir (Leturque et al. 2009). Fibronektin
(20pg/ml), kollajen tip-1 + vitronektin karisimi, kollajen tip-1 + laminin karigimi ve
endokrin pankreas protein ekstrakti hiicrelerde glut2 ifadesini tek basina kullanilan diger

proteinlere gore daha fazla desteklemistir (p<0,05).

Yalnizca beta hiicrelerinde ve goz hiicrelerinde ifadesi olan mafA geni, beta
hiicrelerinde glukoz ile diizenlenmekte ve insiilin genini aktiflestiren faktor olarak gorev

yapmaktadir (Kataoka et al. 2002). Kollajen tip-1 + laminin karisiminin kullanildig: kiiltiir
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kosullarinda hiicrelerde mafA4 geninin ifadesi diger deney gruplarina gére daha fazla artis

gostermistir.

Glukoza duyarli insiilin salinim1 mekanizmasinda etkili olan gck genine ait iki
promotor bolgesinden biri glukoz digeri ise insiilin ve glukagon tarafindan
dizenlenmektedir (Ijnedjian, 2009). Beta hiicrelerinde etkin promotor bolgesi ise glukoz
araciligl ile diizenlenmektedir, ancak sicanlarda yiiksek glukoz seviyesi (30mM), gck
geninin ifadesini degistirmemekte, sabit durumda tutulmasimi saglamaktadir (Bae et al.
2010). Kollajen tip-1 + laminin karisimmin gck gen ifadesini kullanilan diger matriks

proteinlerinin hepsinden daha fazla artirdig1 belirlenmistir (p<0,05).

Matriks proteinlerinin hiicrelerin fonksiyonlari iizerindeki etkilerinin tespit edilmesi
amactyla yapilan insiilin salinim testinde, ins/ ve ins2 genlerinin ifadesini artirdig: tespit
edilen vitronektin (0,125pg/ml), glukoza duyarli insiilin salimim mekanizmasinda etkili
olan mafA geninin ifadesini 26 kat artiran fibronektin (1,25pg/ml) proteinleri tek baslarina
kullanilmistir. Ayrica, hazirlanan insan kollajen tip-1 (2,5pg/ml) + laminin (2,5pg/ml) ve
insan kollajen tip-1 (2,5ug/ml) + vitronektin (0,125ug/ml) karisimlar ile kapl ytzeylerde
hiicrelerin salgiladiklari insiilin miktarlart 6l¢tilmiistiir. Fibronektin (1,25pug/ml) ve kollajen
tip-1 + vitronektin karisiminin SmM glukoz igeren besi yerinde beta hiicrelerinde insiilin
salgisint artirdigi belirlenmistir (p<0,01). Glukoz konsantrasyonu 11 mM olan besi yerinde
devam eden kiiltiir sistemlerinde yapilan analizlerde ise kollajen tip-1 + laminin karisimi
disindaki ii¢ protein grubunda beta hiicrelerinden salinan insiilin miktariin arttigi
gozlenmistir (p<0,05). Yiiksek glukoz konsantrasyonunda (25mM) kiltiir edilen beta
hiicrelerinde protein kapli yiizeyler kullanildiginda salgilanan instilin miktari, diisiik glukoz
konsantrasyonlarindaki degerler ile ayn1 seviyelerde iken kontrol grubunda artis gosterdigi
icin insilin salimmimin (25mM glukoz igerisinde) kontrol grubuna goére azaladigi
belirlenmigtir.  Hiicreler deney gruplarinda glukoza duyarli insiilin  salinim

gostermemiglerdir.

Yenidogan siganlarda fibronektinin insiilin salinimimi destekledigi bildirilmistir
(Homo-Delarche, 2001). 2006 yilinda yaymlanan bir ¢alismada ise vitronektin proteininin
beta hiicrelerinden insiilin salinimini negatif yonde etkiledigi bildirilmistir (Kaido et al.
2006). Fibronektinin, ti¢ boyutlu kiiltiir sistemlerinde beta hiicrelerinin insiilin salinim
miktarin1 etkilemedigi rapor edilmistir (Weber et al. 2008) Baska bir caligmada ise

fibronektin eklentisi yapilan siispansiyon kiiltiirlerde adaciklarin canlilik oranini ve insiilin
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salinmmini artirdigi bildirilmistir (Wang and Rosenberg, 1999). Calismamizda, ins! ve ins2
genlerinin ifadelerinin yalnizca vitronektin ile etkilesimde olan beta hiicrelerinde anlaml
derecede arttig1 gozlenmis, salgilanan instilin miktarinin ise fibronektin ve kollajen tip-1 +
vitronektin karisimi ile kapl yiizeylerde devam eden kiiltiir ortaminda anlamli derecede

arttig tespit edilmistir.

Calismamizda, in vivo mikrogevreye en yakin olacagi ve beta hiicrelerini en iyi
destekleyecegi diisiiniilen endokrin pankreas protein ekstrakti hiicre fonksiyounun
desteklenmesi acisindan beklenildigi kadar etkin bulunmamistir. Bunun nedeninin,

kullanilan ekstraktin protein miktarinin diisiik olmas ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Sonug olarak, kiiltiir ¢aligmalarinda matriks proteinlerinin (kollajen tip-1, laminin,
fibronektin, vitronektin ve endokrin pankreas ekstraktl) ve protein karigimlarinin beta
hiicrelerinin canliliklarin1 ve fonksiyonlarint destekledigi belirlenmistir. Kollajen tip-4 ve
ECL matriksinin ise hiicreler {izerindeki etkilerinin negatif yonde oldugu tespit edilmistir.
Kullanilan matriks proteinlerinin farkli konsantrasyonlari beta hiicrelerinin canliligim
degisik sekilde etkilemektedir. Laminin, 1,25 upg/ml oraninda kullanildiginda sigan
pankreatik beta hiicrelerinin canliligin1 anlamli derecede artirmaktadir. Insan kollajen tip-1
(2,5pg/ml) + laminin (2,5pug/ml), insan kollajen tip-1 (2,5ug/ml) + vitronektin
(0,125pg/ml) karisimlart ve endokrin pankreas ekstrakti ise, bu hiicrelerin canlilik
oranlarini ileri derecede anlamli olarak artirmaktadir. Matriks yapisinda yiiksek miktarda
bulunan, mekanik destek saglayan kollajen tip-1 proteini ile yapilan karisimlarin in vivo
mikrocevreye daha yakin bir ortam olusturulmasina katki sagladigi, bu nedenle beta

hiicrelerinin kiltiir kabina yapigsma ve ¢ogalma miktarlarinin arttig1 diistiniilmektedir.

Matriks proteinlerinin beta hiicrelerinin fonksiyonlar1 {iizerindeki etkilerine
bakildiginda ise fibronektin (1,25pg/ml) ve kollajen tip-1 (2,5ug/ml) + vitronektin
karisiminin (0,125pg/ml) insiilin salinimini en iyi destekleyen proteinler oldugu tespit

edilmistir.
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6 SONUCLAR VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu c¢aligmada, farkli matriks proteinlerinin ve protein
karisimlarinin sigan beta hticreleri tizerindeki etkileri; canlilik, toksisite, gen ifade profili
ve fonksiyon acisindan incelenmistir. Kollajen tip-1, vitronektin, laminin ve fibronektin
proteinlerinin ve endokrin pankreas ekstraktinin beta hiicrelerinin adezyonunu sagladigi ve
toksik etkiye neden olmadigi tespit edilmistir. Vitronektinin (0,125ug/ml) insl ve ins2
genlerinin ifadelerini artirdigi ve fibronektin ile kollajen tip-1 + vitronektin karisiminin
insiilin salintimini artirarak hiicrelerin fonksiyonunu destekledigi gézlenmistir.

Calisma ciktilart g6z oOniine alindiginda, 6zellikle adacik nakilleri gibi tedavi
yontemlerinde izolasyon ve kiiltiir asamalarinda matriks proteinlerinin kullanilmasi ile
adaciklarin  canlilk ve  fonksiyonlarinin  artirlmasinin =~ miimkiin  olabilecegi
dusiiniilmektedir. Ayrica, diyabetin olusum mekanizmalarinin tanimlanmasi, farkli tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi ve beta hiicrelerinin uzun siireli kiiltliriiniin yapilabilmesine
yonelik yapilan aragtirmalarda matriks proteinlerinin kullanilmasinin 6nemi gosterilmistir.

Bundan sonraki calismalarda ise in vitro kiiltir kosullart matriks proteinleri
kullanilarak gelistirilmeye ¢alisilacaktir. Protein karisimlarinin kiiltiirde daha etkin oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle tglii protein karisimlari denenerek beta hiicreleri tizerindeki
etkileri arastirilacaktir. Ayrica endokrin protein ekstraktinin eldesi i¢in daha fazla sayida
adaciktan yararlanilmast ve protein konsantrasyonu artirilarak hiicreler tizerindeki
etkilerinin tekrar arastirilmasi planlanmaktadir. Beta hiicrelerine in vivo’ya en yakin
mikrogevrenin saglanabilmesi ve matriks proteinlerinin etkilerinin daha ileri diizeyde
gozlenebilmesi amaciyla ti¢ boyutlu kiiltiir sistemleri kurulacaktir.

Diyabetik fareler tizerinde
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