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OZET

Tip 1 Diabetes Mellitus Modelinde Langerhans Adacik ve Mezenkimal Kok Hiicre
Tabakalarinin Makrokapsiilasyon Yoluyla Konak Savunma Sisteminden Korunarak

Fonksiyonunun Devamhiliginin Saglanmasi

Amag: Diabetes Mellitus, diinya genelinde yaklasik 347 milyon kisiyi etkileyen ve
metabolik bozukluk ile karakterize bir hastaliktir. Bu hastaliginin yaklasik % 10'unu
olusturan Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM) ise bagisiklik sisteminin, kan sekerini
diizenlemek i¢in gerekli olan insiilini iireten beta hiicrelerine saldirdigi otoimmiin bir
hastaliktir. Hastalik normalde giinliik insiilin enjeksiyonlariyla tedavi edilmektedir. Uzun
yillardir siiregelen arastirmalarda alternatif tedavi sekli olarak ise insiilin {ireten beta
hiicrelerinin pankreas, adacik veya hiicre seklinde naklini yapabilmek icin, ¢esitli yontemler
denenmektedir. Bu yontemlerden olan adacik nakli, kan sekeri seviyesini birkag¢ yila kadar
normale dondiirme yetenegini gosteren bir cerrahi islemdir, ancak bu nakilden sonra yabanci
kabul edilen adaciklar konagin immun sistemi tarafindan yok edilmektedir. Immun ataklarin
engellemesi ve nakledilen doku, organ veya hiicrelerin nakil bdlgesinde fonksiyonlarini
devam ettirebilmesi i¢in doku reddinin engellenmesi gerekmektedir. Bu olumsuz durumun
giderilmesi i¢in simdiye kadar, cesitli hiicre kapsiilleme teknikleri gelistirilmistir. Adacik
makrokapstilleme, biyouyumlu bir polimerle kaplanarak bagisiklik sisteminden adaciklari
korumak icin tasarlanmis bir biyomedikal yeniliktir. Bu amagcla kullanilan polimerlerin
biyouyumlulugu, kararliligi ve gecirgenligi, basarili bir klinik uygulama ic¢in ana
faktorlerdendir. Aljinat hiicre enkapsiilasyonunun potansiyel klinik uygulamasi son on yilda
cok biiyiik olciide gelismistir. Aljinat besinlerin ve kiigiik proteinlerin nakil dokusu ile
diftizyonunu saglayarak atik tiriinlerinde malzemeden ¢ikisina izin vermektedir. Bu nedenle
calismamizda, hiicre tabakasi aljinat ile makrokapsiile edilip savunma sistemi hiicrelerinden
korunarak, hiicre tabakasinin daha uzun siire fonksiyonunun devamini saglayacak en uygun

hiicresel tedavi yontemi ve makrokapsiil aygitini tasarlamak amaglanmaistir.

Yontem: Calismamiz in-vitro ve in-vivo olmak ftizere iki adimda gergeklestirildi.
Mezenkimal kok hiicreler (MKH) ve beta-hiicreleri, sicaklik-duyarli kiiltiir kabinda ortak
kiiltiir edildi. Sonrasinda hiicre tabakasina aljinat ile kapsiilleme islemi yapildi. Kapsiiliin
mekanik dayaniklilig1 ve hiicreler iizerindeki etkileri analiz edildi. in vivo deney gruplari

T1DM+Kapsiil+Beta, T1DM-+Kapsiil+BetatMKH, T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH tabaka
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olarak belirlendi. Elde edilen graft diyabetik sicanlarin dorsal subkutan bdlgesine
nakledilerek deney siiresi boyunca kan-glukoz degerleri ve agirliklari takip edildi. 30. giinde
intraperitonal glukoz tolerans testi (IPGTT) uyguland: ve insiilin, c-peptid ELISA ¢alisildi.
Sicanlar sakrifiye edildi. Nakledilen graft histolojik takibe alindi ve immunohistokimyasal

yontemle analiz edildi.

Bulgular: TIDM+Kapsiil+Beta+MKH tabaka grubundakan glukozu, nakil sonrasi hizlica
disti ve 190 giin boyunca da aym seviyelerde kaldi. TI1DM+Kapsiil+Beta,
T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH gruplarinda beklenen normoglisemi degerine ulasilamadi.
Ayrica TIDM+Kapsiil+Beta+MKH tabaka grubunda ELISA analizi sonucunda c-peptid ve
insiilin seviyesinin, diger gruplara kiyasla 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu belirlendi. Greftin
immunflouresan analizinde beta hiicreleri insiilin, c-peptit, PDX-1, Pax4 antikorlar1 ile

pozitif boyandi.

Sonug: Gelecekte TIDM hastalarina uygulanan pankreatik adacik nakillerine alternatif bir
tedavi yontemi olarak sicaklik-duyarl kiiltiir kaplarinda olusturdugumuz adacik dokusuna
benzeyen derialti makrokapsiil aygiti elde edilmistir. Hiicre kapsiillemede kullanilan ¢esitli
biyomalzemeler olmasina ragmen; dogal polimer olan aljinat makrokapsiil uygulamasi, hem
daha fazla hiicre igererek hem bu hiicreleri immun reaksiyonlardan koruyarak, hem de canli
organizma ile yiliksek biyo-uyumluluk gostererek greftin uzun siireli sag kalimim
saglamistir. MKH tabakasi ile destekledigimiz makrokapsiil grubunda daha uzun siireli
normoglisemi saglanmast MKH lerin anti-apoptotik, immunsupresif ve immunmodiilator
etkileri sayesinde oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamizin bulgular1 degerlendirildiginde
T1DM hastalarinda uzun vadeli hiicresel tedavi saglamak amaciyla, makrokapsiillerin
icerisinde beta hiicreleri ile birlikte MKH lerin bulunmasi en 1yi ve uzun etkili tedavi yontemi
olmakla birlikte bu yontemin kullanilacag gelecekte yapilacak insan ¢alismalari i¢in zemin

hazirlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tipl Diabetes Mellitus, makrokapsiil, mezenkimal kok hiicre, aljinat,

doku miihendisligi



ABSTRACT

Ensuring Continuity of Function by Using Macroencapsulation Technique
Langerhans Islet and Mesenchymal Stem Cell Sheets Protection from Host Immune

System in Type 1 Diabetes Mellitus Model

Objective: Diabetes Mellitus is a disease that affects approximately 347 million people
worldwide and is characterized by a metabolic disorder. Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM),
which accounts for about 10% of this disease, is an autoimmune disease in which the immune
system attacks the beta cells that produce insulin necessary to regulate blood sugar. The
disease is normally treated with daily insulin injections. In researches that have been going
on for many years, various methods have been tried to transplant insulin-producing beta cells
in the form of pancreas, islets or cells as an alternative treatment methods. One of these
methods, islet transplantation is a surgical procedure that shows the ability to normalize
blood sugar levels for up to a few years, but after this transplant, islets that are considered
foreign are destroyed by the host's immune system. Tissue rejection must be prevented so
that immune attacks can be prevented and the transplanted tissue, organ or cells can continue
their functions in the transplanted area. Various cell encapsulation techniques have so far
been developed to overcome this adverse situation. Tissue rejection must be prevented so
that immune attacks can be prevented and the transplanted tissue, organ or cells can continue
their functions in the transplanted area. Various cell encapsulation techniques have so far
been developed to overcome this adverse situation. The biocompatibility, stability and
permeability of the polymers used for this purpose are among the main factors for a
successful clinical application. The potential clinical application of alginate cell
encapsulation has improved enormously over the past decade. Alginate allows for the
diffusion of nutrients and small proteins through the transport tissue, allowing waste
products to exit the material. Therefore, in our study, it is aimed to design the most
appropriate cellular treatment method and macrocapsule device that will ensure the
continuation of the cell sheet function for a longer time by protecting the cell layer from the

cells of the defense system by macroencapsulation with alginate.

Method: Our study was carried out in two steps, in-vitro and in-vivo. Mesenchymal stem
cells (MSCs) and beta-cells were co-cultured in a temperature-responsive culture dish.

Afterwards, the cell sheet was encapsulated with alginate. The mechanical strength of the
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capsule and its effects on cells were analyzed. In vivo experimental groups were determined
as TIDM + Capsule + Beta, TLDM + Capsule + Beta + MSC, T1DM + Capsule + Beta +
MSC sheet. The obtained graft was transferred to the dorsal subcutaneous area of diabetic
rats and blood-glucose values and weights were monitored during the experiment period. On
the 30th day, intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) was performed and insulin and
c-peptide ELISA was studied. Rats were sacrificed. The transplanted graft was followed

histologically and analyzed by immunofluorescence method.

Results: In the TLDM + Capsule + Beta + MSC sheet group, blood glucose dropped rapidly
after transplantation and remained at the same levels for 190 days. The expected
normoglycemia value could not be reached in the TIDM + Capsule + Beta, TIDM + Capsule
+ Beta + MSC groups. In addition, in the TIDM + Capsule + Beta + MSC layer group,
ELISA analysis revealed that the c-peptide and insulin levels were significantly higher than
the other groups. In the immunofluorescence analysis of the graft, beta cells were stained
positively with insulin, c-peptide, PDX-1, Pax4 antibodies.

Conclusions: As an alternative treatment method to pancreatic islet transplants applied to
T1DM patients in the future, an islet-like subcutaneous macrocapsule device that we created
in temperature-responsive culture vessels was obtained. Although there are various
biomaterials used in cell encapsulation; The application of alginate macrocapsules, which is
a natural polymer, provided long-term survival of the graft by containing more cells,
protecting these cells from immune reactions and showing high biocompatibility with the
living organism. We think that the longer-term normoglycemia in the macrocapsule group
supported by the MSC sheet is due to the anti-apoptotic, immunosuppressive and
immunomodulatory effects of MSCs. When the findings of our study are evaluated, the
presence of MSCs together with beta cells in macrocapsules is the best and long-lasting
treatment method in order to provide long-term cellular therapy in TIDM patients, and it

provides a basis for future human studies where this method will be used.

Keywords: Type 1 Diabetes Mellitus, macrocapsule, mesenchymal stem cell, alginate, tissue

engineering
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TESEKKUR

Calismam siiresince tez danismanligimi iistlenerek bana destek olan, tez konumun
belirlenmesinde, ¢alismamin planlanmasinda ve sonuglandirilmasinda bilimsel ve manevi
katkilarmi esirgemeyen Sayin hocam Prof. Dr. Yusuthan YAZIR ‘a, tez ¢alismalarim
boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim hocalarim, Saymm Dog¢. Dr. Gokhan
DURUKSU, Dr. Ogr. Uyesi Z. Seda HALBUTOGULLARI, Dr. Ogr. Uyesi Serap MERT,
Dog. Dr. Meltem GOKSEL SAHIN’e, uzmanlik ve doktora egitimim boyunca birlikte biiyiik
Ozveri ile calistigim, hem deneysel calismalarimda hem de manevi olarak her zaman
yamimda olan degerli arkadasim Ars. Gor. Aysegiil BAGLAR’ a, in vitro ve in vivo
calismalarimda desteklerini esirgemeyen arkadaslarim Ars. Gor. Ahmet OZTURK ve Deren
ASLAN’a, SEM analizini yapan doktora 6grencisi Attila ALKAN ‘a, ayrica Kok Hiicre ve
Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi (KOGEM) ailesinde calisan ve egitim
goren tiim arkadaglarima, deneysel ¢alismalarimi yiiriitebilmem igin maddi destek saglayan
Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne, zorlu ve yipratici
doktora egitimini siirekli destegi ile katlanabilir kilan ve her giiniime ayr1 bir renk katan
sevgili esim ve kizima, hayatimin her aninda her zaman bana destek olan, bir isi

basarabilecegimden bir an olsun siiphe etmeyen canim annem, babam ve kardesime

TESEKKUR EDERIM
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1. GIRIS

1.1. Pankreasin Anatomisi

Insanda pankreas langerhans adaciklarindan olusan 15 cm uzunlugunda bir
organdir. Bu organ 3 boliimden olusur: bas, govde ve kuyruk olmak iizere. Etrafinda
karaciger, mide, dalak ve bobrek yer almaktadir. Sicanlarda da benzer sekilde etrafinda
mide, dalak, kalin bagirsak ve karaciger yer alir. Pankreas organi ile iliskili 3 kanal
bulunmaktadir. Ana safra kanali, pankreas kanali ve ana pankreatik kanal olmak {izere 3

kanaldan olusmaktadir (Sekil 1.1) (Leung, 2010).

An_a safra kanal

Pankreas kanali

Ana pankreatik kanal

Sekil 1.1. Pankreas anatomik goriintiisii (Leung, 2010)

Pankreas loblu bir organ olup 6n ve arka boliimleri bulunmaktadir. On loba ¢dlyak

arter, arka lob mezenterik arter sayesinde kan akis1 olmaktadir.

1.2. Pankreasin Genel Fizyolojik ozellikleri

Pankreas ekzokrin ve endokrin pankreas olmak iizere iki boliimden olugmaktadir.

1.2.1. Ekzokrin pankreas

Ekzokrin pankreas total pankreasin % 85 ini olusturmaktadir. Ekzokrin kisim asinus
ve duktuslardan olusur. Asinus kisimda sindirim enzimleri salgilanir. Duktuslarda ise
salgilar1 tasimaktadir.

Ekzokrin pankreas cesitli enzim grubu salgilamaktadir. Bunlar: amilaz, lipaz,
kolipaz, tripsin, kimotripsin, elastaz gibi enzimlerdir. Ekzokrin pankreas salgilarinin gérevi

sindirimin kolaylastiritlmas1 ve sindirim kanalinin korunmasidir. Ekzokrin salgisi

1



gastrointestinal sistemin isleyisi ile baglantilidir. Tiiketilen besinlerdeki karbonhidrat, yag,
protein, mineral, vitaminin ayristirilmast ve bunlarin viicudun gerekli bdlgelerinde

depolanmasindan sorumludur (Zhou ve ark., 2018).

1.2.2. Endokrin pankreas

Insan pankresinda yaklasik 1 milyon Langerhans adacigi bulunmaktadir. Bu
adaciklarin ¢ap1 100 mikron civarindadir ve endokrin pankreasi olustururlar. Endokrin
pankreasta cesitli hiicre gruplar1 bulunmaktadir. Bunlar: Alfa hiicreleri, beta hiicreleri,

somatostatin hiicreleri pankreatik polipeptid (PP) hiicreleridir (Sekil 1.2).

Alfa hiicrelerinden glukagon salgilanir ve bu hiicre adaciklarin %25 ini
olusturmaktadir. Beta hiicrelerinden instilin, ¢ peptid, proinsiilin ve amilin salgilanmaktadir.
Bu hiicre grubu da total adacigin %60 11 olusturmaktadir. Somatostatin ise delta
hiicrelerinden salgilanir ve adacigin %10 unu olusturmaktadir. Son olarakta adacikta
pankreatik polipeptid salgilayan PP hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelerin tiimii tarafindan
salgilan bu hormonlar dogrudan kana karigsmaktadir. Adacik igerisindeki kan akimi

santraldan perifere dogru olmaktadir.

Delta hiicresi

PP hiicresi

Beta Hiicresi

Alfa hiicresi =

Merkezden perifere kan akist

Insulo-asinar portal sisitem

Sekil 1.2. Pankreatik adaciklarda bulunan hiicre ¢esitleri (Leung, 2010)
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Endokrin pankreas insiilin, glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeotid
hormonlar1 salgilayarak tiiketilen besinlerin hiicreler tarafindan kullanimlarin1 ve

depolanmalarini saglar (Zhou ve ark., 2018).
1.2.2.1. Endokrin pankreasin hormonlari

Insiilin
11. kromozomun kisa kolunda yer alan insan insiilin geni bulunmaktadir. Pre-
proinsiilin [molekiil agirligit (MA): 11500] 6nce proinsiiline (MA:9000) daha sonra C-

peptidin molekiilden ayrilmasi ile insiiline doniismektedir (Sekil 1.3).

!W Mukleus

tRMNA - C‘-‘":?‘q
Aminoasit —L/"Q‘—"g "‘:-*

i Preproinsilin

- % Proinsilin Golgi csimcigi

— /\‘ — Inslin \
|. EFEplld \ /

e — -
<\..-’

Sekretuvar grandil

i

&= b — Ribozom

Endoplazmik
retikulum

B Hicre membram

Sekil 1.3. Pankreas beta hiicresinde insiilin sentez ve sekresyonu (Imamoglu, 2009, s.4).

Insiilin iki polipeptid zincir iceren ve molekiil agirligi (MA:5808) olan ve toplamda
51 aminoasitten olusan A (21 aminoasit) ve B (30 aminoasit) dizisinden meydana
gelmektedir (Sekil 1.4). A ve B dizileri arasinda birbirlerine iki tane disiilfid bagi
bulunmaktadir. A dizisinde 6. ve 11. aminoasitleri birbirine baglayan zincir i¢i (intrachain)
disiilfid bag bulunmaktadir (Leung, 2010).



Insiilin salgilandiktan sonra kana karisir ve dolasimda bulanan yarilanma siiresi 3-
5 dakikadir. Bobrek, plasenta ve karacigerdeki insiilinaz enzimleri ile katalizlenmektedir.
Insiilin pankreastan dolagima katildiktan sonra karacigere gelir ve burada %50’si kandan
temizlenmektedir. C-peptid de tipki insiilin gibi, beta hiicrelerinden salgilanir, 31
aminoasitten olusur ve kandan temizlenmesi karaciger ile saglanir ve sonrasinda

bobreklerden atilmaktadir.

NH;
B zincir A zincir
= -
ssfnd |s
i s 8 1
—— —
Endoplazmik = ° " Golgi s
¢ retikulum
insulin
pre-proinsulin proinsulin C-peptide
C-peptide
e . . 80 : 40
L0X ALIPIQILIS(G/AIGIPIB/GIGILIEIVIQIGIY ‘a;
60~ 5
G D,
s E
L A
Q E
K R
R R
A-zincir
THMEQCOETMENOSLYQLENYCN cooO T30
‘ ; G
LR
s B-zincir s 'Y‘\T’
{al HL/c/G 'S /H(L v:ElA LY/ LIVICIGIE) R,.[G,‘.F} £
1F
NH;

Sekil 1.4. Insiilin proteinindeki aminoasit dizilimi (Leung, 2010)

Insan pankreas: giinde ortalama 40-50 iinite insiilin {iretmektedir. Insan viicudunda
bazal ve uyarilmis (prandiyal) olmak tizere iki farkli sekilde insiilin salinimi olmaktadir.
Bazal salgilama ekzojen uyar1 olmaksizin (aglikta) olan salgilanmadir. Uyarilmis salgilanma
ise ag1zdan besin alimina beta hiicresinin insiilin sekresyon yanitidir. Insiilin salgilanmasinin
en Onemli uyarani glukozdur. Beslenme sonrasinda kan glukozunda birden yiikselme

olmaktadir. Buna cevaben insiilin salgilanmaya baslar. Fakat sonrasinda kan glukozu hala
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yiiksek ise insiilin ikinci kez tekrardan salgilanmaya baglar ve kan glukozu normale
dondiiriilmeye calisilir. Insiilin salgilamasinin diger uyaranlart mannoz, 16sin, vagal uyarilar
ve siilfoniliire gibi ilaglardir. Glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1), gastrik inhibitor peptid
(GIB), kolesistokinin, sekretin ve gastrin gibi enterik hormonlar, beta adrenerjik uyarilar ve
arjininglukozun uyardig insiilin salgilamasini arttiric1 6zellige sahiptirler.

Insiilin salinimi; besinlerden alian glukoz, aminoasit ve yag asitlerinin emilimi ile
kana karismas1 sonucu kandaki serumkonsantrasyonlar1 tarafindan belirlenmektedir. Insiilin
salinimi1 ayn1 zamanda inkretinler ad1 verilen insiilin sektere ettirici hormonlar tarafindan da
diizenlenmektedir (Sekil 1.5). Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve gastrik inhibitdr
polipeptid (GIP) intestinalinkretin etkiden sorumlu olan baslica inkretin hormonlardir. GLP
-1 ve GIP bu hormonlara duyarli beta hiicrelerinde glukoz yiiklenmis insiilin salinimini
indiiklemek icin biiyiik 6lciide katki saglanmaktadir. Bu iki peptid ayn1 zamanda pankreas
beta hiicre proliferasyonunu diizenlemektedirler. GLP-1 glukagonsekresyonu ve besin

alimin1 inhibe ederken, GIP bu etkileri gostermemektedir (Zhou ve ark., 2018).

Agizdan % ‘
besin alirmi VSR

@ ' /B
Gastrointestinal 5= (-
traktis (S
VT

|
4

[=————]

inkretin e
(GLP-1) (GLP-1 ve GIP)
| Glukoza bagiml t Glukoza bagimii
glukagon sekresyonu insulin sekresyonu

Sekil 1.5. Inkretin etki mekanizmas1 (Imamoglu, 2009, s.6).

Katekolamin ve somatostatin gibi hormonlar ve diyazoksid, fenitoin, vinblastin ve
kolsisin gibi ilaglar insiilin salgilanmasin1 inhibe ederler. Katekolaminler insiilinin glukoz

translokasyonuna etkisini azaltirken adenozin ve prostaglandinler artirmaktadir.
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Glukagon
2. kromozomda yer alan glukagon geni 29 aminoasitten olusan tek zincirli peptidtir

(MA:3485). Langerhans adaciklarinda yer alan alfa hiicrelerinden 160 aminoasitten olusan
proglukagon olarak sentezlenmektedir (Imamoglu, 2009, s.5-6). GLP-1’in beta hiicresi i¢in
anti-apoptotik etkisi oldugu bilinmektedir. GLP-2 insiilin salinimini stimiile etmez.
Glukagonun dolasimdaki yar1 6mrii 3-6 dakikadir. Baslica karaciger ve bobrek tarafindan
kandan temizlenir (Leung, 2010).

Glukozun glukagon sekresyonunu inhibe ettigi bilinmektedir, ancak; bunu
dogrudan mi1 yoksa insiilin ve somatostatin salinimi yaptirarak dolayli olarak mi
gerceklestirdigi  bilinmemektedir. Glukagon depolanmis olan glikojenin  yikimini,
karacigerde aminoasit prekiirsorlerinden glukoz yapimini ve serbest yag asitinden keton
olusumunu saglayarak gida alimi olmayan donemlerde hiicrelerin beslenmesini

saglamaktadir (DiMeglio ve ark., 2018).

Somatostatin

3. kromozomun uzun kolunda yer alan Somatostatin geni ilk olarak
preprosomatostatin olarak bulunmaktadir ve 116 aminoasitten olusmaktadir. Ilerleyen
zamanlarda pargalanarak 14 aminoasitten olusan somatostatin elde edilmektedir (MA:1640).

Langerhans adaciklariin delta hiicrelerinden salgilanmaktadir. Yar1 6mrii 3 dakikadan daha

azdir (Regnel ve ark., 2017).

Pankreatik polipeptid (PP)
PP (MA:4200) 36 aminoasitten olusan bir molekiildir. PP’in fizyolojik etkisi net

olarak bilinmemektedir (Regnel ve ark., 2017).

1.2.3. Periferik Dolasimda Glukoz Diizeyinin Ayarlanmasi

Perferik dolasimda glukoz diizeyinin ayarlanmasinda balkica iki mekanizma rol
oynamaktadir. Bunlar dolagima glukoz girisi ve/veya periferik dokular tarafindan glukozun
dolasimdan alinarak kullanilmasidir. Birinci mekanizmadan glukozun barsaklardan
absorbsiyonunun ve/veya hepatik glukoz iiretim ve periferik dolasima verilmesinin
diizenlenmesi s6z konusudur. ikinci mekanizmada periferik yag ve iskelet kas dokusu
onemli rol oynamaktadir (Edgerton ve ark., 2017).

Glukoz, hiicrelerin hemen hepsinde metabolizmasinda ¢ok 6nemli bir maddedir.
Glukoz sadece enerji temin edilen bir madde olmayip glikojen ve/veya trigliserid molekiilii

olusturarak hiicre igerisnde depo edilebilmektedir. Hiicre membranlart glukoz gibi polar
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molekiillere gegirgen olmadiklart i¢in bu tiir maddelerin hiicrelerin igerisine girmeleri

tastyici (trasnporter) proteinler ile olmaktadir.

Memeli hiicrelerinde “sodyum glukozco-transporter” ve “kolaylasmis (facilitative)
glukoztrasnporter” olmak tiizere iki tlir glukoz tasiyicisi bulunmaktadir. Sodyum glukozco-
transporter ince barsak ve bobregin proksimal tubulilerindeki fircamsi kenarli epitel
hiicrelerinde bulunmaktadir. Sodyum glukozco-transporter’lar glukozu bir konsantrasyon
gradiyentine kars1 limenden ince barsak ve bobrek hiicrelerine tagirlar. Sodyum transportu
konsantrasyon gradiyenti yoniindeki islemin yerine getirilmesinde rol oynar. Sodyum
gradiyenti sodyum/potasyum —adenosin three phosphatase (ATP’az) araciligi iler aktif
sodyum transportu saglanarak devam ettirilir bu nedenle glukozun bu tasima isleminde

enerjiye (ATP) gereksinimi vardir (Imamoglu, 2009, s.7).

Kolaylagtirllmig glukoz tastyicilart biitiin hiicrelerin yiizeylerinde vardir ve
gradiyent konsantrasyonu yoniinde hiicre igerisinde kolaylastirilmig difiizyon ile glukoz
transportu saglamaktadir. Kolaylastirilmis diflizyon sistemi enerji gerektirmeyen, glukoz
icin tastyici proteinler (GLUP) araciligi ile olan pasif bir transport sistemidir. GLUT lar
plazma membranma yerlesmislerdir ve hiicre membranindan 12 defa gegen bir zincir
olustururlar. Glukozu baglar ve iki lipid tabaka arasindan gegirerek hiicre igerisine girmesini
saglarlar. Glukoz, konsantrasyon gradiyentinin durumuna bagli olarak hiicre igerisine
girebilir veya g¢ikabilir. Kolaylagtirilmis glukoz tasiyicilar ince bagirsak ve bobregin
proksimal tubulilerindeki firgamsi kenarli epitel hiicrelerinde de vardir ve bu hiicrelerde
hiicre igerisindeki glukozu periferik dolasima tasima fonksiyonunu goriirler. Dokulara gore
farkli spesifik glukoz tasiyicilar vardir. GLUT-1 daha ¢ok pankreas beta hiicreleri gibi
uyartya gerek olmayan dokularda bulunurken GLUT-4 hormonal (insiilin) ve mekanik
(Iskelet kas kontraksiyonu) uyarilara yanit veren dokularda bulunmaktadir (Edgerton ve ark.,
2017).

Insiilin etkisi hedef hiicre membraninda yer alan reseptdre baglanmasi ile
baslamaktadir. Bu reseptdr alfa ve beta sub iinitelerinden olusmaktadir. Insiilin alfa
subiinitesine baglanmaktadir. Glukoz girisi insiilin etkisine bagli olan hiicrelerde; insiilin
hiicre igerisinde bulunan glukoz tasiyicilarinin hiicre membranina go¢ (translokasyon)
etmesini arttirir. Burada 6zellikle GLUT-4 gdgiinde artis 6n planda olmaktadir. Insiilin
kendine 6zgili membran reseptoriine baglandiginda hiicre icerisindeki glukoz tasiyicilar hizla
yaklagik bir dakika igerisinde hiicre membraninda ekzositoz ve membrani eriterek kanal

acma mekanizmalarina benzer fonksiyon gorecek sekilde hiicre membranina gog ederler

7



(Sekil 1.6). Glukoz tastyicilart hiicrenin dis kismu ile de temasa gegerek glukoz transportunu

arttirirlar.
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Sekil 1.6. Beta hiicresinden insiilin salgilama mekanizmas1 (Leung, 2010)

Insiilin hiicre membranindaki reseptoriin alfa subiinitesine baglanmasina insiilin
reseptoriiniin beta subiinitesinde bulunan ti¢ adet tirozin artik molekiiliinii (tyrosine residue)
fosforile ederek bunlara tirozinkinaz aktivitesi kazandirir. Hiicre igerisinde fosforile
olabilme 6zelligine sahip tirozin artik molekiilii olan bir¢ok protein vardir. Tirozin artik
molekiilii protein kinaz veya protein fosfataz enzimlerini aktiflestirerek hiicre i¢i biyolojik
etkide tetikleme rolii oynar. Insiilin reseptoriiniin beta subiinitesindeki otofosforilizasyon
insiilin etkisinin anahtar roliindeki ilk adimdir. Bundan sonraki adimlar selale (cascade)
seklinde protein kinaz veya protein fosfataz ile proteinlerin fosforilizasyonu ve hiicre igi
metabolik ve biyolojik aktivitelerin olusturulmasidir. Insiilin reseptdrlerinde hiicre icindeki
en O6nemli madde insiilin receptor subsrate 1 (IRS-1) dir. IRS-1 tirozin ile fosforilize

olduktan sonra (p85) ve Grb-2 adli en az iki tip proteine baglanir. P85; phosphaditylinositol
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3-kinase (P13-kinaz) araciligi ile katalitik aktiviteyi arttirir. Bu yolak GLUT ’lar aracilig ile
hiicre icerisinde glukoz girisini artirir. Grb-2; Sos ve Ras proteinleri araciligi ile MAP kinaz
aktivitesini artirir. Insiilin reseptér ve post reseptdr anomalileri insiilin etkinligini
belirlemektedir (Johnston ve ark., 2016).

Islevi biten insiilin reseptdrlerinden ayrilir ve parcalanip metobolize olur, glukoz
tastyicilar1 da endositoza benzer bir mekanizma ile hizla hiicre igerisine go¢ ederler ve
glukoz trasnportu tekrar 6nceki bazal diizeyine doner.

Insiilin etkinligini parakrin ve endokrin olarak gdstermektedir. Salinan insiilin A
hiicrelerine etki ederek parakrin yolla glukagon salinimini baskilar. Endokrin etkinligini ise
karaciger, kas ve yag dokusu tizerine gostermektedir (Johnston ve ark., 2016).

Sonu¢ olarak, pankreas, endokrin ve egzokrin fonksiyonlar: ile hiicrelerin
metabolik ihtiyaglarini karsilayan viicuttaki en 6nemli organdir. Pankreasin anatomik ya da
fonksiyonel bozukluklar1 basta diabetes mellitus olmak iizere pek ¢ok hastaliga neden

olmaktadir.

1.3. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM) immun sistem hiicrelerinin kendi pankraetik beta
hiicrelerini yabanci olarak algilayip yok etmesi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir.
Genellikle ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikar ve ileri yaslarda da goriilebilmektedir. Her
gecen yil bu hastalik ile karsi karsiya kalan insan sayis1 artmaktadir (Imamoglu, 2009,
s.39).Yapilan arastirmalar sonrasinda T1DM vakalarinin diyabet hastalari arasindaki
goriilme siklig1 %6 ile %11 olarak tespit edilmistir.

T1DM’e sebep olan birgok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda yapilan
siiflandirma, immiin aracili ve idiyopatik olarak belirtilmektedir. Tip 1 diyabet B olarak
adlandirilan idiyopatik diyabette beta hiicrelerine immiin sistem hiicelerinin saldirdigina dair
bir bulgu yoktur. Fakat bu hastalarda kan sekeri 6l¢tim sonuglarinda insiilin eksikligine bagh
yiiksek glukoz varligi tespit edilmektedir. (Fujita ve ark., 2018).

Tip 1 diyabet A ise adacik doku kaybina bagli olarak beta hiicrelerinin yok
olmasidir. immiin aracili diyabettir ve bu hastalar insiiline bagimhidir. Tip 1 diyabetli

hastalarin %90’ indan fazlasi bu grupta yer almaktadir.

1.3.1. Tip 1 Diyabetin Otoimmiin Patogenezi
T1DM patogenezinde temelde 2 durum 6ne ¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi kiside

genetik yatkinlik varsa cevresel faktorlerinde etksiyle bir araya gelerek beta hiicrelerini
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hedef alan immun sistem hiicrelerinin saldirilariyla beta hiicrelerinin yok edilmesi, ikincisi
ise sonucunda inflamasyon meydana gelerek instilitis ad1 verilen olaylarin baglamasidir.

Kiside TIDM klinik bulgular1 baslamadan 6nce immiin sistem ¢oktan beta hiicre
yikimima baglamigtir. Klinik bulgularin ortaya ¢ikmasinda gevresel faktorler 6nemli rol
oynar. Ancak kisideki beta hiicre sayis1 %20 ye diistigli zaman klinik semptomlar belirmeye
baslamaktadir. Hastaligin ilk donemlerinde enfeksiyon ve stres bulgular1 belirmeye baslar
ve bu durumu genellikle insiilin ihtiyacinin artmasi takip etmektedir (Delveccio ve ark.,
2017).

1.3.2. Genetik Faktorler

Genetik tabanli bir hastalik olarak da belirtilen TIDM de anne ve babanin diyabetli
olup olmadig1 6nem arz etmektedir. Bununla ilgili aragtirma ¢aligmalarindan alinan verilere
gore, babanin diyabetli olmasi annenin diyabetli olmasi1 durumuna kiyasla ¢ocuklara diyabeti
aktarma olasiliginin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Tek yumurta ikizleri ve ¢ift yumurta
ikizleri arasinda yapilan karsilagtirmali incelemelerde de hastaligin tek yumurta ikizlerinde
daha fazla goriildiigii belirtilmistir (Redondo ve ark. 2008).

Yapilan genetik aragtirmalar sonucunda tip 1 diyabet riski olusturan 20 adet gen
belirlenmistir. IDDM-1 geninin 6zellikle TIDM hastaliginin olusumunda birinci derecede
sorumlu gen oldugu tespit edilmistir (imamoglu, 2009, s.40).

IDMM 1 geninin 6. kromozomun kisa kolu tizerinde (6p21. 3) HLA (human
leucocyte antigen) bolgesinde bulunan Class Il yiizey belirteci ile baglantili oldugu
sOylenmektedir. Bu MHC Class II yiizey belirteci, viicuttaki yabanci antijeni taniyarak
uyarilmakta ve CD 4 T hiicre yiizey reseptorii ile birleserek otoimmiin olan T1DM
hastaligin1 baglatmaktadir (DiMeglio ve ark., 2018).

IDDM 2 gen sembolii ile gdsterilen kromozom 11 {izerindeki insiilin geni (INS)
VNTR (variable number of tandem repeats) belirtecinin insiilin gen transkripsiyonu ile
iliskili genidir. Heniiz tam olarak kanitlanamamasina karsin IDDM12 T hiicre fonksiyonu

diizenleyicisi olan CTLA4 lokusudur (Noble, 2015).

1.3.3. Beta Hiicre Immiintoleransmmimn Bozulmasma Neden Olan Cevresel
Faktorler

T1DM genetik oldugu kadar ayni zamanda cevresel faktotorlerin etkisiyle de
olusabilecek bir hastaliktir. Normalde saglikli bir kisinin immiin sistem hiicreleri kendi

hiicrelerini tanir ve ona saldirmaz fakat bu hastalikta beta hiicrelerinin haraplanmasinin
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sebeplerinden biri de immiin toleransin bozulmasidir. Immiin toleransin bozulmasina
viriisler, toksinler, dengesiz beslenme de neden olmaktadir (Rewers ve ark., 2016).

Viriisler beta hiicresine saldirarak onu enfekte etmektedir. Boylece enfekte olmus
beta hiicresi apoptoz ya da nekroza ugrayarak yok olmaktadir. Beta hiicreleriniyok eden
virilislere 6rnek olarak ensefalomiyokardit viriisiinii verebiliriz. Onun diginda Rubella viriis,
Sitomegaloviriis ve kabakulak viriisleri de beta hiicrelerinde haraplanmaya neden olmaktadir
(Rewers ve ark., 2016).

Beta hiicre haraplanmasina sebebiyet veren toksin maddelere Ornek olarak ise
streptozotosin (STZ), aloksan vakor ( N-3 pyrimetil N nitrophenylurea) 6rnek verebiliriz
(Rewers ve ark., 2016).

1.3.4. Beta Hiicrelerine Yonelik Hiicre Aktivasyonu

Cevresel foktorlerden olan toksin ya da virlis etkisiyle yikima ugrayan beta
hiicreleri kendini savunabilmek i¢in bir takim sitokinler (IFNy, IL6) salgilamaya baslar ve
bdylece immiin sistem hiicreleri uyarilmis olur. Ilk olarak HLA Class II belirteci uyarilir ve
harekete geger. Bu sayede CD 8 sitotoksik T lenfositlerini aktive eder. Spesifik olmayan
immiin sistem hiicre aktivitesi baslar.

Eger kiside genetik olarak yatkinlik, yani beta hiicre genlerinde mutasyon var ise
MHC Class II belirteci aktive olur ve spesifik bir otoimmiin reaksiyon gelismeye baslar.
Aktive T lenfositler ise IL-1B, TNF-a, sitotoksik makrofajlar nitrik oksit (NO), TNF-p ve
IFN-y salinimu ile insiilitisi baslatirlar (Eizirik ve ark., 2012).

1.3.5. Insiilitis ve Beta Hiicre Oliimii

T1DM hastalarinda ilk olarak pankreatik adaciklari makrofajlar, CD8+ sitotoksik
T lenfositleri (TH1), NK (natural killer) hiicreleri ve B lenfositleri ele gecirerek yikima
ugratmaktadirlar (Sekil 1.7). Beta hiicrelerinin yikimi ve diyabet gelisimi igin T lenfositlerin
her ikisi de (CD 4 ve CD 8) aktif olmak durumundadirlar (Eizirik ve ark., 2012).

Insiilitis adi verilen durum hiicre iginde nitrik oksit (NO) yapimini
hizlandirmaktadir. NO, DNA molekiiliinde bant kirilmalarina yol acarak hiicre 6liimiine ve

apoptozise neden olumaktadir (Peters ve ark., 2019).
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Saglikli adacik mikrogevresi T1DM adacik mikrogevresi

Sekil 1.7. Beta hiicre yikimi1 (Peters ve ark., 2019)

Bir kiside TIDM gelismesi i¢in adaciklardaki saglikli beta hiicre sayisinin %20
civarma inmesi gerektigini belirtilmektedir. Bu tablo gelistiginde bu hastalarda insiilin
sentezlense bilebirinci yi1ldan sonra C-peptid diizeyi sifira ulasmaktadir. Boyle bir durumda

bu hastalar disaridan insiilin alimina muhtag hale gelmektedir (Peters ve ark., 2019).

1.3.6. Beta Hiicre Otoantijen ve Otoantikorlar:

T hiicreleri ile reaksiyona giren bir¢ok beta hiicre antijeni tanimlanmistir. 69 kDa
adacik hiicre otoantijeni (ICA512), glutamik asit dekarboksilaz (GAD65 ve GAD67),
protein tirozin fosfataz benzer antijenler (1A2 ve 1A2b Phogrin) insiilin, 38 kDa insiilin-
sekretuar graniilleri, stres proteinleri (heat shock protein-hsp 65), heniiz tam ayirici tanisi
yapilamayan 155 kDa, 120 kDa, 50 kDa, 17 kDa, agirliginda proteinler beta hiicre antijeni
olarak tespit edilmistir. Bu antijenler otoreaktif T lenfositlerin aktiflesmesine sebep

olmaktadirlar (Tersey ve ark., 2012).
1.4. T1DM Tedavi Yontemleri

1.4.1. insiilin Infiizyonu
Gilinlimiizde TIDM nin tedavisine yonelik iki yontem daha siklikla
kullanilmaktadir. Bunlar insiilin infiizyon tedavisi ve pankreas/adacik naklidir. Insiilin

tedavisi, bir insiilin pompas: kullanilarak ¢ok sayida giinliik enjeksiyon veya deri altina
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insiilin enjektori ile infiizyon seklinde uygulanir (Golden ve ark., 2012; Yardley ve ark.,
2013). TIDM hastalarinin yasam kalitelerinin arttirilmasi i¢in giinliik olarak kan sekeri
seviyelerinin Ol¢ililmesi ve hayatlarinin geri kalani boyunca giinde birkag kez bu glukoz
seviyelerine yanit olarak insiilin enjeksiyonu yapmasi gerekmektedir. En uyumlu hastalarda
bile sik1 glukoz kontroliiniin siirdiiriilmesi zordur. Ornegin hastalar, kan sekeri seviyeleri,
insiilin / karbonhidrat orani, karbonhidrat alimi, enjeksiyon sonrasi fiziksel egzersiz
yogunlugu ve bireysel insiilin duyarlilig1 gibi ¢esitli faktorleri hesaba katarak almasi gereken
insiilin dozu hekim tarafindan hesaplanmalidir. Herhangi bir kii¢liik yanlis hesaplama,
hipoglisemi ve hiperglisemi ataklarina yol agarak yasami tehdit eden durumlara neden
olabilir. Glukoz seviyelerindeki bu tehlikeli dalgalanmalar, diyabetik komplikasyonlarin
birincil nedenidir. Hipoglisemi, biligsel bozulma, biling kaybi, nobetler ve o6liim ile
sonuclanabilmektedir. Hiperglisemi ise, bobrek yetmezligi, kalp krizi, felg, korliik, sinir
hasar1 ve diger bircok hastalik gibi benzer sekilde yikici komplikasyonlara yol agmaktadir
(Cryer, 2012).

Yiiksek glukoz seviyeleri, farkli diyabetik komplikasyonlarin ana nedenleri oldugu
diistiniilen gelismis glikasyon son {irlinlerine yol agan ¢esitli yapisal ve fonksiyonel
proteinlerin glikasyonunu indiikleyebilir.

Biitiin bu durumlar géz 6niinde bulundurularak insiilin enjeksiyonlar1 ve insiilin
pompalar1 kullanim1 yasamin kalitesini arttiran teknolojiler olmasina ragmen, pankreas beta
hiicrelerinin fonksiyonlarin1 birebir taklit edemezler ve uzun vadeli komplikasyonlar

onleyemezler (Song ve Roy, 2016).

1.4.2. Pankreas Nakli

Pankreas nakilleri, giinliik insiilin alimmna ihtiya¢ duymadan normoglisemiyi
yeniden diizenleyerek TIDM i¢in alternatif bir tedavi yontemidir. 2004'ten 2008'e kadar
gerceklestirilen pankreas nakillerinde, tedaviye ek olarak immiinsiipresif ila¢ kullanimi
thtiyact dogmustur. Ayrica hastalarin bir kisminda (~% 73) pankreas nakli ile birlikte bobrek
nakli yapilmistir. 2000 yilindan 6nce yapilan tek pankreas nakillerinde pankreas/bobrek
nakillerine kiyasla daha fazla greft kaybi1 yasandigi kayit edilmistir (Gruessner ve
Sutherland, 2008).

Bu nakillerde greft kaybi siklikla meydana gelir ¢linkii bu hastalar yiiksek bir
tromboz riski altindadir. Greft trombozu olasiligini azaltmak igin perioperatif donemde
heparin ve dipiridamol gibi antikoagiilan ajanlarla tedavi gerekir, ancak bunlar kanama

riskini artirir. 2000 yilindan bu yana immiinsiipresyondaki gelismelerle birlikte, tiim nakil
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kategorilerinde antikor indiiksiyonu ve steroidden kaginma temelli idame protokollerinin
kullaniminin, pankreas grefti hayatta kalma oranlarinin % 85 ve% 52 olarak gosterildigi gibi,

pankreas naklinin sonucunu biiyiik 6l¢iide iyilestirdigini gostermistir.

Tim bu bilgiler dogrultusunda pankreas nakilleri, bir yil sonra tiim hasta
gruplarinda % 80'den fazla greft sagkalim oranlari ile insiilin bagimsizligini saglayabilse de,
bu yaklasimin birgok dezavantaji vardir. Ilk olarak, organ nakli dondr sayisi ile
siirlandirilmigtir. ABD'de mevcut 8.000 vericiden yaklasik 1.400' (% 16) potansiyel
olarak yillik organ nakli i¢in uygundur. Ikinci olarak, kardiyovaskiiler komplikasyonlar
hizlanan T1DM hastalarina, altta yatan kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve artmis perioperatif
komplikasyon riskleri nedeniyle bu kadar karmasik bir operasyon 6nerilmemektedir (Song
ve Roy, 2016).

1.4.3. Adacik Nakli

Adacik nakilleri i¢in en dnemli kaynak olan Edmonton Protokoliiniin zamanla
cesitli sinirliliklara sahip oldugu belirlenmistir. Belirtilen en 6nemli siirliliklardan biri
donor yetersizligidir. Bir hastay1 tedavi etmek i¢in 2-4 donodrden kaliteli adaciklara ihtiyag
vardir (Markmann ve ark.,2003). Donériin viicut kitle indeksi, pankreasin boyutu, pankreas
yiizey biitlinliigii gibi kontrol edilemeyen faktorlerin adacik kalitesine zarar verebilecegi,
adacik izolasyon islemi sirasinda adacik hasari meydana gelmesi gibi sebepler nedeniyle,
birden fazla donore ihtiyag¢ vardir. Nakil yapilan adaciklarin % 50 ile % 70'inin ani hipoksi
ve enflamatuar yanit nedeniyle nakil sirasinda 61diigii bazi ¢alismalarda kaydedilmistir
(Lehmann ve ark.,2007). Basari ile tamamlanan nakillerde ise hastalarin % 10'unun bes y1l
sonra insiiline bagimli olmadig: rapor edilmistir (Ryan ve ark., 2005).Bu hastalarin daha da
uzun yilar insiilin-bagimsiz yasamalar1 icin tipki pankreas nakillerindeki gibi
immuiinsiipresif ilaglar kullanmas1 gerekmektedir. Fakat bu immiinsiipresif ilaglar T1DM
hastalarinda bobrek fonksiyon bozuklugu ve nefrotoksisiteye yol agabilmektedir. Benzer
sekilde karacigerde yiiksek metabolit konsantrasyonlar1 geliserek zamanla greft

yetmezligine neden olabilmektedir.

Bu nedenle, adacik nakilleri de, donér yetersizligi, immiinsiipresif ilaglarin uzun
sireli kullanimindan kaynaklanan greft hasar1 ve hipoksiden kaynaklanan greft
basarisizligina neden olan yetersiz implantasyon bolgeleri nedeniyle hala biiyiik olciide

siirliliklara sahiptir.
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1.4.4. Hiicresel Tedaviler

Tip 1 Diyabet pankreatik adaciklardaki beta hiicrelerinin otoimmiin yikiminin
sonucudur ve diyabetik hastalarin% 5-10'unu olusturur. Kontrolii i¢in ise hayat boyu siirecek
insiilin tedavisi gereklidir (Gabr ve ark., 2017). Giinlimiizde alternatif tedavi sekilleri olarak
ise saglikli bir pankreas veya pankreatik adacik nakli uygulanmaktadir. Fakat kadavra ve
donor yetersizligi nedeniyle yapilacak bu tedaviler sinirli kalmaktadir. Ayrica adacik ve
pankreas nakilleri allojenik yapildigi i¢in tedavi sonrasinda doku reddi gibi immun
problemler ortaya ¢ikarak hastalar yeniden insiilin bagimli hale gelmektedir. Disaridan
insiilin bagimliliginin engellenerek hastalarin yasam kalitesi arttirmak i¢in aragtirmalar
hiicresel tedavilere dogru yonlenmistir (Kassem ve ark., 2016). Bu nedenle beta hiicreleri
icin yeni kaynaklar veya insiilin iireten hiicreler tanimlanmalidir. Birka¢ grup, insan
embriyonik kok hiicresinin embriyoid cisimlerinde olusan farklilagsmis tiirevler arasinda beta
hiicrelerine benzeyen hiicrelerin varligina iligskin kanitlar bildirmistir (Xin ve ark., 2016; Xu
ve ark., 2017). Genetik indiiksiyon veya genetik miithendislik yontemleri ile beta olmayan
hiicrelerden {iretilen insiilin iireten hiicreler de arastirilmistir. Bu tekniklerden bazilarinin
giivenilmez ve ¢ogaltilmasi zor oldugu kanitlandigindan, gelisim sirasinda beta hiicrelerinin
olusumunda yardimeci olan spesifik transkripsiyon faktorii kaskadlarinin in vitro mezenkimal
kok hiicrelere (MKH) uygulanabilmesi test edilmeye baglamistir.

MKH'lerden insiilin {ireten hiicrelerin iretilmesi igin literatiirde gecen birgok
protokoliin bulundugu dikkati ¢cekmektedir. Genel olarak bu ¢alismalarda benzer ve ¢ok
asamal1 in vitro farklilagsma prosediirleri kullanilarak ¢esitli MKH kaynaklarindan islevsel
insiilin iireten hiicreler basariyla iiretilmistir (Yangve ark., 2017; Xin ve ark., 2016; Xu ve
ark., 2017; Khorsandi ve ark., 2016).

Protokollerde ortak olarak tespit edilen, hiicre farklilasmasini tesvik etmek igin,
diisiik glukozlu ortam yiiksek glukozlu ortam ile degistirilmistir. Kok hiicrelerin insiilin
tireten hiicrelere farklilastirilmasinda yiiksek glukozun oOnemli bir faktdr oldugu
bilinmektedir.

MKH ler hiicresel tedaviler i¢in potansiyel bir kaynak olarak goriilmektedir. MKH
ler plastisite 6zelligi sayesinde kaynaklandigi dokudan farkli bir¢ok dokunun hiicrelerine
farklilasabilme 6zelligi gostermektedir. Aslinda, son birkag yil i¢inde, ¢esitli tiirde hiicreler,
embriyonik kok hiicreler (EKH), indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPS), mezenkimal
kok hiicreler (MKH) de dahil olmak iizere insiilin ireten hiicrelere (IPC) faklilasabildikleri
gosterilmistir (Mu ve ark., 2017). Cesitli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin

farklilagsmasi, insiilin tireten hiicreleri elde ederek pankreatik endokrin fonksiyonu yeniden
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olusturmak i¢in yeni ve umut verici bir strateji saglamaktadir. EKH ler etik sorunlardan
dolayi, IPS ler ise genetik manuplasyona maruz birakildigi i¢in dezavantajlar icermektedir.
MKH'ler ise EKH'ler gibi herhangi bir etik endise uyarmamakta ve bdylece biyomedikal
uygulamalar ve hiicre temelli terapotik yaklasimlar i¢in biiylik bir potansiyel teskil
etmektedir. MKH'lerin ¢esitli kaynaklari arasinda, dogumda rutin olarak atilan gobek bagi
ve diger ekstra embriyonik dokular bulunmaktadir. Ayrica mezenkimal kok hiicreler kemik
iligi, yag dokusu, karaciger hiicreleri ve endometriyum gibi zengin dokularda da
bulunmaktadir. Bunlardan, kemik iligi ve yag dokulari, bulunabilirligi ve bollugu ve

dokiimanlariin kapsami agisindan diger kaynaklara gore farkli avantajlar sunmaktadir.

1.5. Enkapsiilasyon

T1DM tedavisindeki mevcut nakil yontemleriyle iliskili yukarida belirtilen
eksiklikler gbéz Oniine alindiginda, arastirmacilarin, donor eksikligi ve fonksiyonel bir
pankreasin fizyolojik taklitiyle birlikte immiinosupresyon zorlugunun iistesinden gelmeleri
gerekmektedir. Zamanla immiinsiipresiflere olan ihtiyaci ortadan kaldiracak bir yapay
pankreasin gelistirilmesi igin g¢ekici bir strateji gelistirilmistir. Bu strateji ise insiilin
salgilayan adaciklarin yar1 gegirgen bir zar i¢inde kapsiillenmesidir. Uygun yar1 gecirgen
zarin Ozellikleri, adaciklar1 konagin bagisiklik sisteminden koruyacak ve ayni zamanda
besinlerin ve kiigiik molekiillerin (glukoz ve insiilin dahil) gecisine izin verecek sekilde
olmalidir. Ayn1 zamanda gozeneklerden antikorlar ve lenfositler yani bagisiklik sistemi

elemanlarinin, kapsiil i¢erisine girigsine engel olmalidir.

Basarili immiin izolasyon, potansiyel olarak zenojenik ve kok hiicre kaynaklarindan
gelen hiicrelerin, standart insan pankreas adaciklarina veya beta hiicrelerine alternatif olarak
kullanilmasma izin verecek ve bdylece dondr eksikligi problemini 6nemli JSlgiide
azaltacaktir. Adaciklar ve kok hiicreler kullanilarak yontemin kapsiilleme metoduyla da

birlestirilmesiyle laboratuvarda yapay pankreas gelistirilmesine imkan verebilecektir.

1.5.1. Mikrokapsiilasyon

Kapsiilasyon caligmalarinda oncelikli olarak ¢ap1 400-800 pm arasinda degisen
mikrokapstillenmis adaciklar deney hayvanlarinda uygulanmistir. Adaciklarin boyutlar
kiiciik oldugu i¢in periton bosluguna, subkutan olarak veya renal kapsiiliin altina kiigiik
cerrahi islemlerle nakil gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle 300-400 um ¢apindaki kiigiik
aljinat mikro kapsiiller kullanilarak Calafiore ve arkadaglarimin yaptigi bir calismada,

ekografi 6l¢climii ve lokal anestezi altinda hastalara intraperitoneal olarak implante edilmis
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ve nakil sonrasinda hastalarda insiilin gereksinimi azaldigr ve klinik agidan ydntemin

uyugulanabilir oldugu kayit edilmistir (Calafiore ve ark., 2006).

Mikrokapsiilasyon uygulamalarinda genis ylizey alam1 / hacim orani,
mikrokapstillerin toplu halde nakli i¢in avantajlidir; bununla birlikte, bu teknolojinin belirli
siirliliklart bulunmaktadir. En 6nemlisi biiytik bir nakil alanina ihtiya¢ vardir. Yapilan bir
calismada giinliik insiilin ihtiyacin1 yeterince karsilamak igin gerekli sayida kapsiilii, aninda
besin erisimi saglayan uygun bir mikrovaskiiler yatagi, gerekirse mikrokapsiiliin
c¢ikarilmasinda zorlugu ve adaciklarin hayatta kalma oranlarinin yetersiz oldugu belirtilmistir
(Khanna ve ark.,2010; Levesque ve ark., 1992; Moya ve ark., 2010; Shin ve ark., 2013).
Deney hayvanlarinda ve insan deneklerinde mikrokapsiil uygulamalari denenmesine

ragmen, hiicre kaynaklar1, implantin yeri ve vaskiilarizasyon gibi zorluklar ¢6ziilememistir

(Elliott ve ark., 2005; Wang ve ark., 1997).

1.5.2. Makrokapsiilasyon

Makrokapsiilleme  caligmalart  ilk olarak 1950'li yillarda baglamstir.
Makrokapsiilleme cihazlari, yiiksek akis hizi veya azaltilmis ylizey alani i¢in i¢i bos torba
benzeri yapilar, polimerik hidrojel tabakalar veya diizlemsel membranlar gibi farkli
geometrilere sahip olabilir. Tasima mekanizmalarma gore ekstravaskiiler veya vaskiiler

perfiizyon temelli sistemler olarak kategorize edilebilirler.

Yalnizca birka¢ adacigin bir arada gruplandirildigi mikrokapsiillemeden farkli
olarak, makro kapsiilleme stratejisinin biiyiik kapsiil boyutu, daha fazla sayida adacik
kullanmay1 gerektirir (Sekil 1.8) (Krishnan ve ark., 2014) ve bu nedenle implantasyon i¢in
bobrek kapsiilleri gibi geleneksel alanlara meydan okur.Ayni1 zamanda vaskiiler perflizyon
makrokapsiilleri kan pihtilasmasina ve tromboza neden olabilir. Buna ragmen,
makrokapstiller implantasyon ve geri kazanmanin uygulanabilirligini basariyla gostermistir
(Jain ve ark., 1995; Suzuki ve ark., 1998). Basarili bir makrokapsiilleme cihazi, hiicre
kaynaklarinin mevcudiyetine, kapsiil malzemelerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ve

hiicreler ile dis ortamlar1 arasindaki difiizyona bagli olacaktir.
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Sekil 1.1. Aljinat kullanilarak hazirlanmis iki farkli enkapsiilasyon sekli. A:
Mikrokapsiilasyon B: Makrokapsiilasyon (Krishnan ve ark., 2014).

1.5.3. Ekstravaskiiler makrokapsiil

Ekstravaskiiler makrokapsiiller kavrami, difiizif tasima ilkesine dayanmaktadir.
Ekstravaskiiler cihazlar vaskiiler anastomoz gerektirmediginden, ilgili cerrahi riskler

vaskiiler perfiizyon cihazlarindan ¢ok daha diistiktiir.

1.5.4.Kapsiilasyon malzemeleri

Hidrojeller

Son yirmi yilda, makrokapsiilleme i¢in daha fazla biyouyumluluk elde etmenin bir
yolu olarak hidrojellerin kullanimina artan bir ilgi olmugtur. Malzemenin hidrofilik dogasi
nedeniyle, ¢evreleyen sivilar ve dokularla hemen hemen hig ara ylizey gerilimi olusturulmaz,
bu nedenle protein adsorpsiyonunu ve hiicre yapismasini en aza indirir. Ayrica, hidrojellerin
mekanik 6zellikleri, istenen seciciligi ve gecirgenligi elde etmek i¢in ¢apraz baglama yoluyla
kolayca kontrol edilebilir, boylece diisiik molekiiler agirlikli besinlerin ve metabolitlerin
hiicrelere gegisine izin verilir.

Akrilonitril ve sodyum metalil siilfonatin bir kopolimeri olan ANG69,
makrokapsiilleme malzemesi olarak incelenen ilk hidrojellerden biridir (Kessler et al., 1991,
1995, 1997). Mekanik olarak gii¢lii destekle giiglendirilmis poli (vinil alkol) (PVA) hidrojel
makrokapsiiller, diyabetik siganlarin karin bosluguna implantasyondan bir ay sonra
normoglisemiyi saglayan caligmalar vardir. Jain ve arkadaglarmin yaptigi bir ¢aligmada
alinan sonuglarda, agarozdan yapilan makroboncuklarin, siganlara intraperitoneal naklinden

yaklasik 200 giin sonra fonksiyonel domuz adaciklari igerdigini gosterilmistir.
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Makrokapsiillenmis hidrojellerle iligkili en ciddi sorunlardan biri, doku kiimelerinin
merkezi nekrozu nedeniyle nakledilen adaciklarin yasama kabiliyetinin kaybidir. Adacik
agregasyonunun hipoksiye neden oldugu ve 1-2 hafta iginde doku canliliginin kademeli
olarak kaybedilmesine yol actig1 bildirilmistir. Istenmeyen kiimelenmeyi &nlemek igin,
adaciklar genellikle kapsiillemeden dnce jel matrislerinde sabitlestirilir, onceki calismalarla

gosterildigi gibi, hiicre-matriks etkilesiminin de adacik canliligini artirabilir.

Aljinat

Pankreas adaciklarinin aljinat kapsiil kullanarak bagisiklik sisteminden korunmasi
ilk olarak Lim ve Sun tarafindan siganlarda gosterilmistir (Lim ve Sun, 1980). Sonrasinda
yapilan calismalarda aljinata alternatif olarak kapsiil malzemelerinin ¢esitli varyasyonlari
onerilmistir (Kessler ve ark., 1991). Bu malzemeler arasinda agaroz, kitozan, jelatin,
polietilen glikol, metakrilik asit, 2-hidroksietil metakrilat bulunmaktadir (Barkai ve ark.,
2016) , ancak literatiirdeki ¢alismalarin biiyiikk cogunlugu aljinata dayalidir (Acarregui ve
ark., 2017).

Aljinat yosunlardan elde edilen ve toksik olmayan, diisiik bir immiinojenik profil
gosteren yapisal bir polisakkarittir. Fizyolojik kosullarda kalsiyum gibi iki degerlikli
iyonlarla jel olusturmanin essiz 6zelligine sahiptir (Sekil 1.9) (Rastogi ve ark., 2019)

© 0 0o

Karboksil Karbon Oksijen Hidroksil

Sekil 1.2. Aljinat polimerinin kimyasal formunun gosterimi (Rastogi ve ark., 2019).
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Aljinat jelin sagladig1 pek ¢ok avantaj bulunmaktadir, bu avantajlar1 6zetleyecek
olursak; 1-Dayaniklilik: Kalsiyum ile aljinat arasindaki ¢apraz baglar, saline ¢ozeltisi vb.
ortamlarda dayanikli olmasim1 saglar. 2-Kapsiilasyon yontemiyle kontrollii diflizyon:
Istenilen molekiillerin (besin, insulin, ilag) salimi i¢in yeterince gecirgen, fakat immiin
sistem i¢in bariyer 6zelligi bulunur. 3-Biyouyumluluk: poli-L-lisin (PLL) gibi biyouyumlu
bir polimer ile elde edilen kapsiil kaplanarak da biyouyumlulugu ve mekanik dayanikliligi
artirtlmaktadir. 4-Istenen boyutlarda kapsiil eldesi: Enkapsiilasyon teknikleriyle mikro ve
makro boyutta partikiil hazirlanabilmektedir (Sekil 1.10) (Acarregui ve ark., 2017). Aljinat
viicut ortaminda par¢alanmamasi, hiicrelerin kapsiil igerisinde islevlerini devam ettirmeleri
ve toksik olmayan polimer olmasi gibi Ozellikleri sayesinde immun sistem ataklarindan

korunma amagli uygun bir polimer olarak bilinmektedir.

A

Besin ve oksijen ; immun \\
Hucre atiklari 39 ‘ \ Sistem

Hucre

Sekil 1.3. Pankreas adaciklarinin kapsiilleme yontemiyle bagisiklik sistemi hiicrelerinden
korunmasi (Strand vd., 2017)

1.5.5. Kapsiil por boyutu

Herhangi bir biyo-yapay kapsiilleme cihazinin basarist i¢in uygun gozenek
boyutunun sec¢ilmesi ¢cok Onemlidir. Son derece kiiciik bir gézenek boyutu, diizlemsel
cthazin adacik igeren i¢ boslugundan igeri dogru besin ve oksijen diflizyonunu ve disari
giden insiilin ve metabolit diflizyonunu engelleyebilir. Aksine, 6zellikle biiylik bir gézenek
boyutu, istenmeyen immiinoglobulinlerin ve diger sitotoksik kemokinlerin bu bosluga
girmesine yol agarak hiicre yikimina yol agabilir. Bu nedenle, islevsel bir adacik kapsiilleme
cithazinin tasarlanmasinda en 6nemli kriter uygun gozenek boyutudur. Colton vearkadaslar
0,1 mm ile 0,6 mm arasinda degisen gzenek boyutlarina sahip cihazi diyabetik siganlara
intraperitoneal olarak nakledip karsilagtirmislar. 0,1 veya 0,2 mm gozenek boyutuna sahip

cithaz en az 3 ay boyunca normoglisemi saglarken, daha biiylik gézenek boyutlarina sahip
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olan cihaz da, nakilden sonra 3 hafta siireli bir normoglisemi saglandigin1 aciklamigtir

(Colton ve Avgoustiniatos, 1991)

1.6. inflamatuar Yant

Nakil bolgesindekapsiillii veya kapsiilsiiz adaciklarin implantasyonundan hemen
sonra adacik hiicrelerine zarar vermek i¢in sitokinler, serbest radikaller ve NO iireten aktive
makrofajlarin aracilik ettigi spesifik olmayan enflamatuar yanitlar olusur. Enflamatuar yanit
metabolik olarak ¢ok aktiftir ve bu nedenle ortamda bulunanoksijen hizla tiiketilir, bu da
adaciklar i¢in mevcut oksijen miktarin1 daha da disiirerek hipoksi ve oliimle sonuglanir

(Song ve Roy, 2016).

1.7. Yabanci Cisim Yaniti

Implante edilmis biyomalzemelere yabanci cisim yaniti, materyal yiizeyinde
proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonu ile nétrofillerin ve makrofajlarin ilk
gorevlendirilmesi olarak tanimlanabilir; bu durumda makrofajlar, yabanci cisim dev
hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan malzemenin asir1 biiylimesine yol agcar.
Immiinoizolasyon cihazlarma verilen yabanci cisim tepkilerinin yogunlugu, nakil alanina ve
yizey yiki ve kimyasi, gozeneklilik, piriizlilik ve implant boyutu gibi malzeme
ozelliklerine baghdir. Implante edilen kapsiillerin asir1 biiyiimesi, hiicrelere besin
taginmasini engeller ve hiicre yikimina ve greft basarisizligina yol agan hipoksiye ve nekroza
neden olur. Immiinoizolasyon materyallerinin biyouyumlulugu, yiiksek oranda sasastirilmis
materyaller kullanilarak veya kapsiil ylizeyinde kan damari biiylimesini tesvik eden
TheraCyte cihazi ile gosterildigi gibi alternatif bir yabanci cisim tepkisi olusturarak

gelistirilebilir (Song ve Roy, 2016).

1.8. IBMR

Yukarida bahsedilen immun yanit ile iligkili zorluga ek olarak, nakledilen kapsiiller
baska bir biiylik engelle karst karsiyadir c¢linkii vaskiiler perfiizyon cihazlariin
implantasyonu damar duvarlarina zarar verir, bu da O6nemli trombosit yapigsmasi ve
aktivasyonu ve kan pihtilasmasina neden olur. Aninda kan aracili inflamasyon reaksiyonu
(IBMIR), trombosit tiiketimini, tamamlayict aktivasyonu ve pihtilasma kademesinin
baglatilmasini iceren akut greft reddi i¢in ortaya c¢ikan baska bir yanittir. Kanla dogrudan
temas, trombomodulin konjugasyonu ve heparin ve varfarin gibi antikoagiilasyon ajanlarinin
konjugasyonu, diisiik molekiiler agirlikli dekstran siilfat kullanimi ve adenoviral

tamamlayic1 diizenleyici faktorlerin transdiiksiyonu gibi genetik modifikasyonlarin bir
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sonucu olarak akut reddi onlemek i¢in (CD55, CD59) ¢esitli aragtirmacilar tarafindan
arastirilmistir (Schmidt ve ark., 2003; van der Windt ve ark., 2007)

1.9. Nakil Bolgesi ve Hipoksi

Nakledilen  adaciklarin ~ fonksiyonlarinin  kaybi birgok  nedenden
kaynaklanmaktadir. Bunlar: yeniden inervasyon olmamasi, zayif damarlanmaya bagli kronik
hipoksi, erken apoptoz, insiilin {ireten hiicrelerde rejenerasyon eksikligi, proinsamatuar
ortam, pihtilasma ve tromboz, vaskiiler perflizyon cihazlar1 ve kapsiilleme membraninin
mekanik arizasi gibi nedenlerdir. Adaciklar nakledildiginde, ¢ogu damarlanma gelismeden
once hipoksi nedeniyle ilk birkag¢ giin i¢inde dlmektedir. Hiicre nekrozu, adaciklar dokunun
diflizyon smirimin  Gtesine (en yakin kan damarlarindan> 150-200 pum uzaga)
yerlestirildiginde meydana gelmektedir. Vaskiilarizasyon, nakilden sonra yalnizca 7-10 giin
icinde gerceklesir (Johansson ve ark., 2009; Moya ve ark., 2010). Bu gecikmis ve yetersiz
vaskiilarizasyon, diisiik oksijen gerilimi yaratarak hiicre 6liim ve greft basarisizligina sebep

olmaktadir.

Ekstravaskiiler mikrokapsiiller, yeterli miktarda insiilin iireten adacik kitlesini
barmdirmak icin biiylik hacimler gerektirir ve bu nedenle, biiyiik vaskiiler yataklara sahip
yerler tercih edilir. Periton boslugu, transplante edilebilen kapsiillenmis adaciklarin hacmi
tizerinde daha az kisitlama saglar ve prosediir subkutan implantasyona kiyasla invaziv
olabilir. Bobrek kapsiilii daha iyi bir damar agi sunar, ancak alan oldukca smnirlidir.
Epididimal yag yastig1 gibi subkutan doku vaskiilarizasyona yakindir, ancak nakil i¢in genis
bir yiizey alan1 gerekebilir. Diger olasi yerler omentum, kas ve goz i¢i bolgelerini igerir,
ancak  vaskiilarizasyon ve alan smirlamasi1  ekstravaskiiler = makrokapsiillerin

implantasyonunu elverissiz hale getirir (Song ve Roy, 2016).

1.10. T1IDM Tedavisinde Nakil Bolgeleri

Yapilan bir¢ok ¢alismada klinik adacik nakillerinin yiizde 90'inin, portal ven igine
inflizyon yoluyla gergeklestirildigini ve karacigerde daha sonra embolizasyonun
gergeklestigi bildirilmektedir. Karaciger bolgesi son derece iyi karakterize edilmis olmasina
ragmen, nakil sirasinda veya kisa bir siire sonra adaciklarin birgcogu kaybedildigi i¢in, bu
bolge uygun degildir.

Cogu alici, portal ven adacik nakli sonrasi insiilin bagimsiz hale gelir ama sonug
uzun siireli degildir. Belli bir siire sonra hasta tekrar insiilin enjeksiyonlarmma devam

etmektedir. Karaciger ¢ift damar ve vendz vaskiiler beslenmenin avantajina sahip olsa da,
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parankimal oksijen gecirgenligi pankreasinkinden daha diisiiktiir. Ayrica, karaciger bolgesi
hemoraji ve tromboz gibi komplikasyonlara sebep olmaktadir (Alejandro ve ark., 1986).

Bu alandaki bir¢ok aragtirmaci, adacik nakli ve islevini optimize etmek, gerekli
implantasyon kiitlesini azaltmak ve immiinojeniteyi azaltmak ig¢in alternatif yontemler

arastirmiglardir.

Optimal bir alanin secilmesinin 6nemi, nakil basarisinin nakil bélgesi ile net bir
sekilde baglantili oldugu bir¢ok kiigiik hayvan modelinden agik¢a anlasilmistir. Nakillerin
metabolik, immiinolojik ve teknik yonleri goz oniinde bulundurularak, kiigiik ve biiyiik
hayvan modeli arastirmalarinda ve klinik verilerde ¢esitli bolgeler gozden gegirilmistir. Her
bir alanin yararlar1 ve dezavantajlari, klinik kullanim i¢in hangisinin en uygun olduguna

karar vermek ve gelecekteki aragtirmayi yonlendirmek amaciyla 6nemlidir.

Nakil oncesi adacik izolasyonu islemi, iskemik ve mekanik yaralanmalara yol
acarak, adaciklari nakil sonrasi streslere daha duyarli hale getirmektedir. Adaciklarmetabolik
olarak aktiftir ve fizyolojik Ph 5 olan bir ortamda oksijen, glukoz ve diger metabolitler
varliginda yasamin siirdiirtir. Nakledilen pankreatik adaciklarin revaskiilarizasyonu aninda
olmadigindan, iyi bir vaskiiler kaynaga yakinlik énemlidir. izole edilmis adaciklarin ¢ogu
50-100 um ¢apindadir ve nakledilmis adacigin difiizyon kapasitesi smirhidir. Ideal olarak,
adaciklar yiiksek oksijen kaynagi olan bir alana transplante edilmelidir (Merani ve ark.,
2008).

Bir endokrin doku olarak, pankreatik adaciklarin yiiksek glukozlu ortami algilama
ve a tepki verme ¢alismalarini yiiriitmek igin ek gevresel faktorler gerekmektedir. Ornek
olarak kan sekeri diizeylerine ger¢ek zamanli erisim, nakledilmis adacik islevi ig¢in
gereklidir. Dahasi, endokrin hormon olan insiilinin uygun bir teslimat yolu izlemesi
gerekmektedir. Pankreatik adaciklar portal ven i¢ine insiilin salinimi yapar ve karaciger ve
kas insiilin salinim mekanizmasinin birincil alanlar1 olarak bilinir. Bu sekilde, adaciklarin
karacigere ile iligkili bir alana nakledilmesi mantikli gériinmektedir (Petruzzo ve ark., 2006).
Bununla birlikte, tiim pankreas nakillerinde yapilan arastirmalar, bu teorininnakledilen
organin portal vendz drenajinin sistemik drenaja karsi hicbir metabolik yarar saglamadig
durumlarda uygulamaya doniismedigini gostermektedir. Bazilari, sistemik insiilin
seviyelerini diizenlemede karacigerin dnemli bir rol oynadigimi ve salgilanan insiilinin
fizyolojik portal uygulamasinin glisemik kontroliin saglanmasinda 6nemli oldugunu savunur
(De Vos ve ark., 1998). Insiilin intraperitonel infiizyonunun geciken sistemik dagilimi ve

azalan endokrin fonksiyonu ile sonuglanmasi dikkat ¢ekicidir.
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Nakledilen adacik erken enflamatuar reaksiyonu en aza indiren ve uzun siireli
sagkalimi destekleyen bir bolgede barindirilmalidir. Cerrahi agidan bakildiginda, ideal alan
potansiyel implantasyon komplikasyonlarini1 en aza indirmek igin kolay erisilen bir bolge
tercih edilmelidir. En az sayida adacik gerektiren bir nakil bolgesi, ¢cok sayida donor
gereksinimini azaltacaktir. Ayrica uygun bdlge secimi hastanin nakil sonrasinda oral
immiinosiipresif ila¢ tedavisi alimin1 ve ayni zamanda gerektiginde radyolojik inceleme

yapilabilmesini kolaylastirict olmalidir (Merani ve ark., 2008).

1.10.1. Portal Vein

Intraportal adacik nakli, ya laparotomi sirasinda bir mezenterik vendz yetmezligin
kaniilasyonu ile ya da soroskopi ve ultrasonografik rehberlik kullanilarak perkiitan olarak
yapilabilir. Adaciklar tipik olarak, portal ven trombozu riskini azaltmak igin 70 tnite / kg
heparin ile takviye edilmis 200 ml transplant ortamini igeren bir kapali infiizyon torbasindan
infiize edilir. Siganlarda, diyabeti tersine ¢evirmek i¢in ¢ok az sayida (yaklasik 550) otolog
intraportal adacik gereklidir; 770 intraperitoneal adacik kan glukoz seviyelerini kismen
azaltir, ancak 890 kadar deri alt1 adaciklar diyabetik degiskenlerden higbirini degistirmez.
Karaciger bolgesi hipergliseminin tersine c¢evrilmesinde en az sayida adacik
gerektirdiginden, en wuygun bolge oldugu ve diger implantasyon yerlerinin
karsilagtirilmasinda standart haline geldigi diisiiniilmektedir. IBMIR kaynakli hiicre 6liimii,
aynt zamanda adaciklarin portal dolagimina girmesinin bir sonucudur. Adaciklarin
yiizeyinde doku faktorii ifadesi ile tetiklenen bir slire¢ olan IBMIR'1 azaltma stratejileri
arasinda nikotinamid, diisiik molekiil agirlikli dekstran siilfat, trombin inhibitorii ve
adaciklarin heparin kaplamasi yer alir. Bununla birlikte, IBMIR, bir vaskiiler bolgeye
nakilden sonra beta hiicrelerinin islevinde, 6zellikle dogustan gelen bagisiklik yanitinin
aktivasyonunun, esit olarak sorunlu adaptif bagisiklik yanitinin bilinen bir tetikleyicisi
oldugu icin, kritik bir engel olarak kalmaktadir. Portal bdlge klinik adacik nakli i¢in ilk akla
gelen uygun bolge olsa bile, daha uygun bir alanin arastirilmasina devam edilmesi
gerekmektedir (Merani ve ark., 2008).

1.10.2. Bobrek Kapsiilii Alti

Bobrek kapsiil alti bolgesi en ¢ok kemirgenlerde kullanilmaktadir. Kullanimi
nispeten kolaydir, giin iginde diyabetin normale donmesiyle sonuglanir. Erigkin si¢an
modelinde, normal endokrin kitlenin% 12-5 ve 25'inde, normogliseminin korunmasi igin

renal subkapsiiler bolgede gereklidir. Bu alanin, karaciger ve dalaktan iistiin oldugu
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sOylenmektedir. Ancak, bobrek kapsiilii nispeten zayif bir kan kaynagina sahiptir ve
adaciklar i¢in oksijen acisindan zengin bir mikro ¢evre saglamaz. Bobrek korteksinin oksijen
kapasitesi sadece 15 mm Hg dir. Pankreas adaciklari ile karsilastirildiginda bu bolgede,
yaklasitk 40 mm Hg'lik bir oksijen kapasitesivardir. Fare bobrek kapsiiliiniin altina
transplante edilen adaciklarda, oksijen kapasitesi yaklasik 6 mm Hg'dir (nakilden 1 ila 9 ay
sonra); diyabetik farelere transplante edilmis adaciklarda daha da diisiiktiir (2 mm Hg). Bu
veriler, bolgenin adaciklara sadece sinirli oksijen sagladigini gostermektedir. Cok sayida
calisma, bobrek kapsiilii alt1 intraportal bolgelere gore karsilagtirmistir. Bunun igin ¢esitli
kiigiik ve biiyiik hayvan modelleri kullanilmistir. Sonuglarin modelden modele degiskenlik
gosterdigi tespit edilmistir. Calismacilarin bildirilerine gore, 250 adacik farelerde bobrek
kapsiilii alt1 bolgesinde streptozotosin kaynakli diyabeti tersine ¢evirmek icin yeterli iken,
intraportal bolgede 600-800'e ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. Subkapsiiler alanin farelerdeki
tistiinliigii, muhtemelen farelerden izole edilen adaciklarin insanlardan daha biiyiik (ve
potansiyel olarak daha az pargalanmig) oldugu sonucuyla ilgili olabilir. Genel olarak,
bobrekkapsiil altibélgesi, nefrektomi ile eksplant gibi teknik manipiilasyonlara izin verdigi
icin farelerde deneysel bir model olarak iyi bir sekilde hizmet etmektedir. Bununla birlikte,

su anda klinik uygulama igin dikkate deger bir 6nemi yoktur (Merani ve ark., 2008).

1.10.3. Dalak

Teorik olarak, dalaga transplante edilen adaciklar, iyi bir vaskiiler besleme ve
insiilinin splenik damara fizyolojik olarak verilmesi ile birlikte, dogal pankreasinkine benzer
bir ortama maruz kalacaktir. Dalak bdlgesine nakil en az iki teknikle saglanabilir. Tlk olarak,
serbest adaciklar dogrudan dalaga enjekte edilebilir. Ikincisi, adaciklar dalak igine, splenik
pedikiilii kenetledikten sonra splenik bir damar bagimliligi i¢ine sokarak verilebilir. Bir
kopek ototransplant modelinde, vaskiiler hepatik ve splenik bolgelerde, yaklasik 4500 adacik
/ kg'lik bir minimum adacik sayisi normoglisemi saglamistir. Dalak, adacik nakli ic¢in
metabolik olarak uygun bir alan olmasina ragmen, kopekler ve primatlar dahil olmak tizere
biiyiilk hayvan modellerinde bile, karacigere gore herhangi bir 6zel avantaji yoktur.
Gergekten de, hemoraji riski ve dalakta nakil dokuya lenfositlerin daha kolay erigsmesi, onu

adacik nakli i¢in yer olarak kotii bir segim haline getirmektedir (Merani ve ark., 2008).
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1.10.4. Pankreas

Adaciklarin asil yuvasi olmasina ragmen, pankreasin bolgesi nakilleri i¢in sasirtic
sekilde az sayida aragtirma vardir. Farelerle yapilan bir calismada pankeatik alanin karaciger
bolgesinden daha {istiin oldugu belirtilmistir (Lau ve ark., 2007).

Sican pankreasinda sadece 500 adacik nakli yeterli olurken bobrek kapsiilii altina
3200 intraportal alana ise 2000 adacik gerektigi bildirilmistir (Stagner ve ark., 2007).
Pankreatik alan, yiiksek oksijen igerigi ve fizyolojik glukoz hissi ve insiilin salinimi1 gibi bazi
cekici ozelliklere sahiptir. Bu teknigin klinik uygulamasindaki engeller, prosediiriin nispeten
invazif olmasi, bu bolgedeki tip 1 diyabetin niiksetmesi ile ilgili beklenen kanitlart ve klinik

ototransplantasyondaki yetersizlik sebebiyledir (Merani ve ark., 2008).

1.11. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, hasarli bir doku ve ya organin laboratuvar kosullarinda iiretilip,
hasarl1 bolgenin onarilmasin1 amaglamaktadir. Bunun i¢in gerekli olan seyler hiicreler, yap1
iskelesi ve biyomolekiillerdir. Izole edilen hiicreler bir yap1 iskelesi iizerine ekilerek gerekli
biyomolekiillerin de destegi ile invitroda gelistirildikten sonra kilinik c¢alismalara
gecilmektedir. Bu amagla kullanilan hiicreler otolog, allojenik veya zenojenik olarak elde
edilebilmektedir. Ug farkli kaynaktaki hiicreninde hastalik tedavisinde kullanilmasi
uygundur. Otolog hiicre kaynaklar1 doku reddi i¢in bir avantaj saglamaktadir. Fakat otolog
nakil her hastaligin hiicresel tedavisi igin uygun degildir. Ornegin T1DM tedavisinde adacik
nakli tedavisi planlandiginda bu islem i¢im kesinlikle bir donére ihtiyag duyulur. Allojenik
nakiller hiicresel tedavilerde daha sklikla uygulanabili potansiyel tedavilerdir. Dezavantaji
ise sinrli dondr ve bagisiklik sistemi reddidir. Zenojenik nakiller de ise siklikla immun
problemler ortaya ¢ikabilir. Bu sebeple artik giiniimiizde doku miihendisligi ile yapilacak
tedavilerde hiicre kaynagi olarak mezenkimal kok hiicreler, indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler ya da hibrit hiicre hatlar1 kullanilmaktadir.

Hiicre kaynagi belirlendikten sonra sira uygun bir yapi iskelesi belirlemeye
gelmektedir. Doku miihendisliginde dogal ve yapay yapi iskelesi olmak {lizre 2 secenek
mevcuttur. Yapay olarak kullanilan yap1 iskelesi malzemelerinin basinda polilaktik ko-
glikolik asit (PLGA), polikaprolakton (PCL), poliglikolik asit (PLG), polilaktik asit (PLA)
gibi polimerler gelmektedir. Dogal polimerler arasinda ise 6zellikle kollojen, hiyaliironik
asit, aljinat, kitosan siklikla tercih edilmektedir.

Dogal polimerler canli viicut ile daha uyumlulik gdsterdigi i¢in yapay polimerlere

kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir. Yapay polimerler biyouyumluluk gostermelidir ki
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viiciida implante edildiginde uzun siireler bozunmadan ve immiin ataklara maruz kalmadan

gorevlerini gerceklestirebilsinler.

Dogal ve yapay polimerlerin ortak ve Onemli fonksiyonlar1 ise: hiicrelerin
tutunmas1 ve yasamasina izin verecek sekilde canli organizmay1 birebir taklit edebilen 3
boyutlu yap1 kazanmasidir. Bu yapr hiicrelerin ekstraseliilermatriks olusturmasini saglamast,
yeterli mekanik destek saglamasi ve biyomolekiillerin salinimina izin vermesi gereklidir.
Diger 6nemli noktalar ise malzemenin porlu yapida olmasi sayesinde besin ve oksijen giris
cikisina izin vermesi, biyouyumlu ve ¢oziilebilir olmasidir. Fakat ¢oziilen malzemelerde
¢oziinme sonrasi olusan iiriinlerinde immiin sistem tarafindan enflamasyona yol agmamasi
gerekmektedir. Biitiin bu kosullar saglandiginda bu malzemeler ile pek ¢ok hastaligin
tedavisini saglamak miimkiindiir. Ortopedi, plastik cerrahi, kardiyoloji ve diyabet
alanlarinda ¢alismlara devam etmektedir. Ozellike bizim ¢alismamizda da oldugu gibii doku
mithendisligi teknikleriyle TIDM tedavisinde yapay pankreas ya da fonksiyonel adacik

sistemleri gelistirme ¢aligsmalari hizla devam etmektedir.

1.12. Hiicre Tabaka (Cell Sheet) Miihendisligi

Doku miihendisligi ¢caligmalarinda 3 boyutlu yapilar elde etmek i¢in kullanilan yap1
iskeleleri hiicrelere tipki invivodaki ekstraseliilermatriks gibi bir dastek saglamaktadir.
Nakledien yap1 iskelesi bir siire sonra bozunarak viicut i¢inde enflamasyona neden
olabilmektedir. Bu da nakledilen hiicrelerin fonsksiyon kaybina ugramasina sebep
olmaktadir. Bu dezavantaj gdzoniinde bulundurularak yapi iskelesi kullanilmadan doku ve

organ onarimi yontemi gelistirilmistir (Okano ve ark.,2003).

Sicaklik-duyarli bir polimer olan poli (N-izopropil akrilamid) (PIPAAmM)
kullanilarak kiiltiir kaplarmin yiizeyi bu polimer ile kaplanmustir. Polimerin 6zelligi 32°C
nin istiindeki sicakliklarda yapisindaki suyu kaybederek biiziisiir, 32°C nin altindaki
sicaklikta ise yapisina tekrar su alarak siser. Bu sayede bu kapta ekili olarak bulunan hiicreler
37° C de kiiltiir ortamu sartlarinda hiicre kabinin yiizeyine tututnmaktadir. Sicaklik 32°C nin
altina distriildiigiindekiiltiir kabinin ylizeyi hidrofiliktir ve su alarak siser boylece hiicreler
higbir enzime gerek kalmadan tabaka halinde kiiltiir kabinin yiizeyinden kalkarlar (Sekil
1.11).
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Sekil 1.4. Sicaklik duyarl kiiltiir kaplar1 (PIPAAm) ile hiicrelerin tabaka halinde elde
edilmesi.(Shimizu, 2013)

Bu yontemin avantaji enzim kullanilmamasidir. Normal sartlarda hiicreler kiiltiir
kabinin yilizeyinden kaldirilirken tripsin, akutaz gibi enzimler kullanilmaktadir. Bu enzimler
ekstraseliilermatriksi  parcalamakta ve hiicreyi strese maruz birakip apoptoza
siiriklemektedir. Bu da nakil i¢in hazirlanan hiicrelerin bu asamada canlilik ve
fonksiyonlarint olumsuz etkilediginden nakil sonrasinda bu hiicrelerden tam verim

alinamamasina neden olur.

Hiicre tabaka yonteminde enzim kullanilmadig:i i¢in hiicrelerin ekstraseliiler
matriks yapisit korunur, hiicreler strese maruz kalmazlar ve nakillerden daha verimli bir
sekilde sonug alinmaktadir. Bu uygulama ile kalp, mesane, periodontal ligament,ortopedi
(Giiltekin ve ark., 2020), kulak-burun-bogaz (Topdag ve ark., 2019) alanlarinda basarili
caligmalar yapilmistir (Sekil 1.12). Diyabet alaninda ise hiicre tabaka miihendisligi
calismlar1 yeni bir soluk getirmistir. Adaciklarin kiiltiir ortaminda enzim ile pargalandiktan
sonra PIPAAm Kkiiltiir kabina ekilesiyle adacik hiicre tabakalari elde edilmis ¢alismalar
mevcuttur ( Saito ve ark., 2011; Hirabaru ve ark., 2015; Fujita ve ark., 2018).
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Sekil 1.5. Cesitli doku ve organ hasarlarinin tedavisi, i¢in sicaklik duyarh kiiltiir kaplar
(PIPAAm) ile hiicrelerin tabaka halinde elde edilmesi (Shimizu, 2013).

1.13. Diyabette Pankreatik Dokunun Hiicre Tabakasi Yoéntemiyle in vitro
Uretimi

T1DM nin tedavisi gegmisten gliniimiize kadar pek ¢ok yontem denenmistir. Basta
pankreas nakli olmak iizere, adacik nakli ve hiicre nakiller olarak yontemler gelistirilmistir.
Pankreas ve adacik nakillerinde doku reddi gibi sorunlar ortaya ¢iktigi i¢in arastirmacilar
ozellikler adacik nakiller icin kapiilleme methodu gelistirilmesiyle biiylik dl¢iide immiin
sistem hiicrelerinin saldirilarindan nakil dokusunun korunarak canlilifinin devam edilmesi
saglanmistir. Fakat sorun sadece bu adaciklarin immiin sistem ataklarindan korunmasiyla
kalmayip daha uzun siireli fonksiyonlarinin devaminin saglanmsi ve hiicrelerin nakle
hazirlik agamalarinda strese maruz kalmalarini biiylik oranda azaltmak i¢in yeni bir method
ortaya atilmigtir. Hiicre tabaka miihendisligi sayesinde adaciklar ¢ok daha fazla sayida ve
hazirlik agamasinda stres faktorlerine maruz kalmadan nakledilebilir halee getirilmektedir.
Okano ve grubu tarafindan gelistirilen bu sistem sayesinde {i¢ boyutlu adacik dokular kiiltiir
ortaminda gelistirilebilmistir. Ik olarak Saito ve arkadaslar1 pankreatik adaciklar1 sicaklik
duyarl kiiltiir kabina ekip tabaka halinde elde etikten sonra siganlarin deri altina yerlesirip

60 giinliik normoglisemi saglamay1 basarmiglardir (Saito ve ark., 2011). Sonrasinda daha
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uzun ve etkili tedavi gelistirmek amaciyla Hirabaru ve arkadalar1 tarafindan ayni yontem
kullanilarak adaciklarla birlikte kiiltiir ortamina mezenkimal kok hiicreler de eklenerek 84
giin boyunca siganlarda normoglisemi saglamay1 basarmislardir (Hirabaru ve ark., 2015).
Bu c¢aligmalardaki dezavantaj adacik kullanilmasidir. Adacik dondrii bulmanin
zorluklarindan ve TIDM hastasinda normoglisemi saglamak i¢in ¢ok fazla adacik gerekli
oldugundan bahsetmistik. Pankreas ve adacik nakillerindeki dondr yetersizligi
arastirmacilart farkli kaynaklarda insiilin salgilayan beta benzeri hiicre elde etmeye
yoneltmistir. Beta hiicre hatlar1 hiicre tabaka miihendisligi ¢alismasi i¢in uygun bir
kaynaktir. Ik defa bizim ¢alismamizda kullanilmistir. Beta hiicreleri ve MKH ler sicaklik
duyarh kiiltr kabina ekilerek tabaka halinde kaldirilip 3 boyutlu adacik benzeri doku insa
edilebilmistir. Bu sistem sayesinde donor bulma giigliigii asilarak kolay elde edilebilir ve
potansiyel bir kaynak olan beta hiicre hatlar1 hiicre tabaka miihendisliginin uygulama

alanlarinda yer almalidir.

1.14. Kok Hiicre

Kok hiicreler canli bir organizmayi olusturan sinirsiz boliinme ve cogalma
yetenegine sahip hiicrelerdir. Asimetrik boliinme 6zellikleri vardir. Asimetrik olarak ikiye
boliinen bir kok hiicrede hiicreden biri kendini yenileyebilme ve sinirsiz ¢ogalma 6zelligine
sahipken diger hiicre ise farklilasma yeteneginde olup viicudun tiim doku ve organlarina
dongebilme potansiyeline sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde hiicresel tedavi ve rejeneratif tip

uygulamalarinda siklikla tercih edilen bir kaynak haline gelmislerdir.

Viicudumuzdaki tiim doku ve organlarda kok hiicreler bulunur. Bu sebeple kolay
ulasilabilir ve kolay elde edilebilirler. Iki farkli kaynaktan elde edilebilirler. 1- Embriyonik
kok hiicreler 2- Embriyonik olmayan kok hiicrelerdir. Embriyonik olmayanlar kendi iginde
smiflandirilir: Eriskin kok hiicreler, fetiis kok hiicreleri, kadavra kok hiicreleri, gébek

kordonu ve plesenta kok hiicreleri.

Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore de siniflandirilmaktadir: Totipotent,
pluripotent, multipotent, unipotent ve oligopotent olmak iizere. Totipotent hiicre
organizmanin tamamini olusturma giicline sahiptir ve 6rnek olarak zigotu verebiliriz.
Pluripotent kok hiicre ise li¢ germ tabakasindan (endoderm, mezoderm, ektoderm) koken
alan tiim hiicrelere farklilasma 6zelligindedir. Yetiskin ve fetal hiicre tiplerini olusturabilirler
fakat tiim organizmay1 olusturamazlar. Multipotent kok hiicrelerin ise farklilagma

potensiyelleri daha sinirlidir. Laboratuvarda uygun kosullar saglandiginda pek ¢ok matiir
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hiicreye doniigebilirler. Bunun i¢in en potansiyel kaynak mezenkimal kok hiicrelerdir

(MKH). Hematopoetik hiicrelerde bu sinifa dahil edilmistir.
1.14.1. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkimal kok hiicreler bag dokunun ana hiicreleridir. Kemik, yag, kikirdak,
noron, beta, kas hiicresine farkliliagbilirler. MKH ler 6zellikler hiicresel tedavilerde en sik
tercih edilen kok hiicre tiiriidiir. Kolay elde edilen bir kaynaktir, 6zellikle adipoz doku ve
kemik iliginden elde edilen MKH leri buna 6rnek verebiliriz. MKH leri karakterize etmemizi
saglayan ylizey belirtecleri bulunmaktadir. Bunlardan CD44, CD54, CD90, CD 106, MHC
Class | gibi belirtegler MKH lerde pozitiftir. CD 45, CD34, MHC Class Il belirtegleri

yoniinden ise negatiftir (Karaoz ve ark., 2011).

MKH ler tipin pek ¢ok alninda arastirma c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Plastik
cerrahi, ortopedi, kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, nérodejeneratif

hastaliklarda tercih edilmektedir.

Bu kadar potansiyel bir kaynak olmasmin sebebi kok hiicrelerin anti-apoptotik,
anti-inflamatuar, immunmodulatdr, anjiyojenik  Ozelliklerinin  olmasidir.  Bizim
calismamizda da MKH lerin immunmodiilatér ve anti-apoptotik 06zelliklerinden

faydalanilmistir.
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2. AMAC

Bu c¢alismada amag¢ yapilan hiicre tabakasi naklinin uzun Omiirlii olmasinin
saglanmasidir. Ayn1 zamanda sigan Tip 1 Diabetes Mellitus modelinin allojenik/zenojenik
hiicresel tedavisinde hiicre tabakalandirma yontemi ile elde edilen greftin aljinat ile kapsiile
edilerek derialti implantlar seklinde nakledilmesi, nakledilen greftin kapsiil sayesinde
immun ataklardan korunarak uzun siire canlilik ve fonksiyonunun devamliliginin saglanmasi
ve MKH nin greftin fonksiyonlarini nasil etkiledigini arastirmaktir.

Yapilan kaynak taramasinda sicaklik-duyarli kaplar [poly(N-isopropylacrylamide)-
PIPAAM] tizerinde ¢esitli hiicreler kullanilarak pek ¢ok hastalik modelinde hiicre tabakalari
elde edilmistir. Ancak elde edilen tabakalarin ilk kez bizim calismamizda aljinat ile
makrokapsiile edilerek immun sistemden korunmasi amac¢lanmistir. Hiicre tabakalari
kullanilarak yapilan c¢alismalarin hi¢ birinde Kkapsiilasyon yapildigi goriilmemistir.
Dolayisiyla planladigimiz bu calisma 6zglin degeri olan bir konuya sahiptir. Bu sayede,
calismamizin tiim sonuglari doku miihendisligi konusunda evrensel bilime katki saglayacak
nitelikte olacaktir.

Yontemin hiicre naklinin kalitesini arttiran bir bagka yonii de olusturulacak olan
makroenkapsiilasyon icindeki adacik hiicrelerinin tabaka halinde olmasi sebebiyle
hiicrelerin  birbiri ile daha 1iyi iletisim kurarak ekstraseliller matriks yapilarinin
bozulmamasidir. Elde edilen betat MKH tabakasinin makrokapsiilasyon ile immun
ataklardan korunmasi saglamakla birlikte bu grefti yliksek miktarina bagli glukotoksisiteden
de koruyarak canlilik ve fonksiyonunun uzun siireli devaminin saglanmas1 hedeflenmistir.

Olusturulan 3 boyutlu yapilarda in-vivodakine benzer sekilde canlilik ve sagkalimin
artmasi i¢in besin ve oksijen gecisini desteklemek icin MKH lerin endotel hiicrelerine
farklilagarak vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF),
transforme edici biiytime faktorii (TGFB) gibi anti-apoptotik ve anjiyojenik sitokinler
salgilayarak adacik greftine olumlu etkilerinden faydalanilmistir. Hipoksi durumlarinda
VEGEF nin artarak dokudaki iskemiyi azalttig1 bilinmektedir. Pankreas hasarlarinin hiicresel
tedavisi, hiicre-tabakalandirma yontemiyle beta ve MKH lerin ti¢ boyutlu hale getirilerek
makroenkapsiilasyon yapilmasi ile ileride subkutan/derialtt implantlar seklinde oldukca az
invazif bir yontemle hastaya nakledilebilecek duruma gelecektir. Bu sekilde implantlar
allojenik olsa dahi otoimmun ataklardan korunarak uzun siireli sag kalim ve hedef bolgeye

yerlesme gosterecektir.

32



3. YONTEM

Calismamiz in vitro ve in vivo olmak lizere 2 basamakta gergeklestirildi. Kullanilan
in vitro ve invivo yontemler kendi i¢inde siniflandirilarak planlandi (Tablo 3.1) ve

uygulandi. In vitro deney gruplar1 asagidaki gibidir.

Tablo 3.1. Invitro deney gruplar

Deney Grubu Yapilan Analiz

kontrol+beta Wst-1, Insiilin  salgilama, live/dead,

metabolik aktivite

kontrol+beta+MKH Wst-1, Insiilin  salgilama, live/dead,
metabolik aktivite

Kapsiil+beta Wst-1, Insiilin  salgilama, live/dead,

metabolik aktivite

kapsiil+betatMKH Wst-1, Insiilin  salgilama, live/dead,
metabolik aktivite
Kapsiil+beta+tMKH tabaka Wst-1, Insiilin  salgilama, live/dead,

metabolik aktivite

Calismanin 6zeti genel hatlariyla hiicre tabakasielde edilerek aljinat i¢ine gomiiliip

makrokapsiilleme yapildi ve sicanlarin sirt deri alt1 bolgesine nakledildi (Sekil 3.1).

Hiicre tabakast

aljinat makrokapsiil

Sekil 3.1. Elde edilen hiicre tabakas1 aljinat makrokapsiil i¢ine yerlestirilmesi ve si¢anlarin
sirt deri alt1 bolgesine nakil yapilmasi
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3.1. sAD-MKH’lerin Karakterizasyonu

Calismamizda kullanilan si¢an adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(SAD-MKH) KOGEM de bulunan hiicre koleksiyonundan temin edildi. Daha 6nceden
izolasyon ve karakterizasyonlari tamamlanan ve pasaj 3 de dondurulan hiicreler invitro
deney basladig1 giin -152° C lik dondurucudan ¢ikarilarak ¢oziildii ve karakterizasyon
caligmalar1 yapildi.

Sican adipoz dokudan elde edilen MKH’ler éncelikli olarak ¢ézme islemi igin -152°
C lik dondurucudan ¢ikarildiktan sonra hizlica 37° C lik su banyosunda ¢oziinmesi beklendi.
Sonrasinda hiicreler bir falkon tiipe aktarilip ardisik olarak 2 kez 1600 rpm de 5dk santrifiij
edildi. Boylece hiicreler dondurma soliisyonundaki DMSO dan uzaklastirildi. Siire
bitiminden sonra elde edilen hiicre peletinden 20 pl 6rnek alinarak Trypan Blue ile boyandi
ve BIO-RAD TC20 (California, ABD) otomatik hiicre sayim cihazinda hiicre canlilig
belirlendi. % 89 oraninda canli olan hiicreler kiiltiire alindi. %10 FBS (Invitrogen, GIBCO,
Grand Island, NY, USA), %1 penisilin ve streptomisin (Invitrogen, GIBCO) igeren L-
DMEM’de (Invitrogen, GIBCO) T175 flasklarinda (BD Biosciences, Bedford, MA, USA)
kiiltiire edildi. Calisma siiresince zit faz mikroskobu ile incelendi. C6zme sonrasinda MKH
belirteglerini koruyup korumadigini degerlendirmek ve immunofenotipik 6zelliklerin
belirlenmesi i¢in akim sitometrik analiz yapildi. SAD-MKH’lerin in vitro farklilagma
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in ise; adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasmaya

alindi.
3.1.1.immunfenotipleme
3.1.1.1. Akim sitometrik analiz

Analizler, her pasaj islemi sonrasinda (P1’den P5’¢ kadar) ve FACS Calibur akim
sitometri cihaz1 ile yapildi. Hiicreler tripsin enziminde bekletilerek kiiltiir kabindan
kaldiran hiicreler trypan blue ile boyanip otomatik hiicre sayim cihazinda sayildi. 8x10°
hiicre peletinin iizerine PBS eklenerek pipetaj yapildi. Her bir deney tiiptine 100 ul hiicre
stispansiyonu aktarildi ve karakterize edilerek MKH ylizey belirtecine 6zel floresan isaretli
antikorlar ile inkiibe edildi. Bunun i¢in kullanilan antikorlar: (FITC) ve fikoeritrin (PE)
konjuge monoklonal antikorlar, CD45 (BD Biosciences 555482), CD90 (BD 555596),
CD29 (BD 555443), CD54 (BD 347977), CD106 (BD 561679), MHC Class |
(BD555553), MHC Class Il (BD 555560) ve izotip kontrollerinden 10 ul hiicrelere
eklenerek oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde yikama
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soliisyonu (% 0,1 sodyum azid iceren PBS) eklendi ve santrifiij edilerek (5dk. 1780rpm)
400ul hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS
Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) akim sitometri cihazinda okutuldu ve

analizi BD Cell Quest TM software programu ile gergeklestirildi (Karaoz ve ark., 2009)
3.1.2. SAD-MKH’lerin in vitro Farkilastiriimasi

3.1.2.1. Adipojenik farklilasma

6 kuyucuklu kiiltiir kabina 100.000 MKH ekildi. iginde %10 FBS, 0,5 mM
isobutyl-methylxanthine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 10°M dexamethasone
(Sigma-Aldrich), 10 pg/ml insulin (Invitrogen, GIBCO), 200 uM indomethacin (Sigma-
Aldrich), ve 1% penisilin- streptomisin bulunan LDMEM Kkiiltiir medyumunda iki hafta
kiiltiir siireci uygulandi ve kiiltiir sonrasinda hiicre i¢inde olusan lipidler, Oil Red O
(Sigma-Aldrich) ile boyanarak pozitifligi flouresan mikroskobik (Leica DMI 4000

Microsystems) incelemelerle gosterildi (Karaoz ve ark., 2009).

3.1.2.2. Osteojenik farklilasma

6 kuyucuklu kiiltiir kabina (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) 100.000 MKH
ekildi. 100 nM dexamethasone, 0,05 uM ascorbate-2-phosphate(Wako Chemicals,
Richmond, VA, USA), 10 mM p-glycerophosphate (Sigma-Aldrich), %1 penisilin-
streptomisin ve %10 FBS bulunan LDMEM kiiltiir medyumunda 4 hafta siiresince kiiltiire
edildi. Farklilasmay1 karakterize etmek igin Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) ile boyandi

ve sonrasinda mikroskobik olarak incelendi (Karaoz ve ark., 2009).

3.1.2.3. Kondrojenik farklilasma

Kondrojenik farklilasma islemi igin mikropelet soluiisyon kiiltiir teknigi
kullanildi. Bu teknigin prensibi su sekildedir: 5x10° adet hiicre peleti, 15 ml’lik konik
tabanli tiipte ve 10x10° adet hiicre peleti ise 10 mm’lik tek kuyucuklu petrinin ortasina
kiiciik damlacik halinde koyularak 37°C de 2 saat kiiltiir edildi. Siire bitiminde hiicreler,
10 ng/ml transforming growth factor-p1 (TGF-B1; Biosource PHG0021), 50 ug/ml
ascorbate-2-phosphate (Wako Chemicals, Richmond, VA, USA), 0,1 uM dexamethazone
(Sigma-Aldich, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland), 100pg/ml sodium pyruvate
(Sigma-Aldich, St. Louis, MO, USA), 40 ug/ml proline (Merck, Darmstadt, Germany), 50
mg/ml ITS premix (BD-Biosciences, Bedford, MA), 1% antibiyotik/antimikotik (Gibco-
BRL, Grand Island, NY, USA) iceren HDMEM (yiiksek glukoz ) kiiltiir medyumu (Gibco-
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BRL, Grand Island, NY, USA) ile 2 hafta kiiltiirde bekletildi. 2 haftalik kiiltiir sonras1
petrideki hiicre peletine Alcian Blue boyamasi yapildi. Goriintiileri alindiktan sonra tiipteki
pelet ile birlikte %4 paraformaldehit ile fikse edilerek ve parafine gomiildii ve 5 um’lik
kesitler alind1. Kesitler histokimyasal olarak tekrar alcian blue (Sigma-Aldich) ile boyandi
ve mikroskopta incelendi (Karaoz ve ark., 2009).

3.2. Beta Hiicrelerinin Kiiltiir ve Karakterizasyonu

Calismada kullanilan beta hiicreleri (BRIN BD11) hiicre bankasindan alindi. Bu
hiicreler insiilin salgilayan ve NEDH si¢can pankreatik adaciklari ile RINmSF(NEDH sigan
insiilinomadan elde edilen hiicre hatt1) in elektrofiizyonu ile elde edilmis hiicre hattidir. Bu
hiicreler RPMI (Invitrogen, GIBCO), %10 FBS (fetal bovine serum), %1 penicilin-
streptomycin kiiltiirde ¢ogaltilarak deneye alindi. Oncesinde beta hiicrelerine canlilik,

karakterizasyon ve fonksiyonelligini gérmek icin bir takim analizler yapildi.

3.2.1.immunositokimyasal Karakterizasyon:

Beta hiicrelerinin immunositokimyasal yontemlerle karakterizasyon caligmalari,
P3’de poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir lamia (Culture-Chamber-slide-8 well
(24/pk) (BD Biosciences) ekilmis 2x10° hiicre/kuyucuk ile gerceklestirildi. Hiicrelerin
tutunmasi i¢in bir gece inkiibatorde bekletildi. Sonrasinda immunflouresan teknikler

kullanilarak beta hiicre belirteci olan antikorla ile boyandi.

3.2.1.1. Immunflouresan isaretleme (IF)

Beta hiicreleri metanolle fikse edildi ve PBS (phosphate buffer saline) (Invitrogen,
Gibco) ile yikandiktan sonra PBS i¢inde %1,5 normal blok serum (Abcam) hazirlandive
hiicreler iizerine eklenerek 30 dk. inkiibe edildi. Sonrasinda niikleer lokalize olan antikorlar
icin kuyucuklara triton X (Merck, Darmstadt, Germany) eklendi ve 7 dk. inkiibe edildi.
Primer antikorlar antibody diluent (Santacruz Biotechnology) ile kallanim klavuzlarinda
belirtilen diliisyon oranlar1 géz oniinde bulundurularak hazirlandi. Hiicreler eklenerek
37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Siire bitiminde PBS ile yikandi ve isleminden sonra
immunflouresan ¢aligmalar i¢in uygun flouresan isaretli sekonder antikorla 37 C’de. 1,5 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda PBS ve distile su ile yikanan 6rnekler niikleer boya
iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile
kapatildi. Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) tarama yapilarak

goriintiileri alindi. Primer antikorlar asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 3.2). (r:rabbit)
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Tablo 3.2. Beta hiicrelerini immunflouresan yontemle karakterize etmek igin

kullanilan antikor paneli.

Antikor Reaktivite |Uygulama | Antikor Reaktivite | Uygulama
A Maf A
Insulin  (Abcam,
r IF,IHC (SantaCruz, r IF,IHC
ab181547)
SC-66958)
C-peptid
Pax4 (SantaCruz,
r IF (Abcam, r IF,IHC
sc-98942)
ab7817)

3.2.2. In vitro Insulin Salgilama Deneyi

Glukoz-bagimli insiilin salimmmin1  belirleyebilmek igin bir dizi deney
gerceklestirilmistir. Beta hiicreleri ve kontrol grubu olarakta si¢an pankreatik langerhans
adaciklart in vitro ortamda besiyerine eklenen glukoza bagli olarak, yine besiyerine
insiilin salgilayip/salgilamadiklarini test etmek i¢in iki farkli glukoz konsantrasyonuna
maruz birakildi ve toplanan besiyerinde insulin proteini tayini yapildi. insiilin salgilatma
analizine baglamadan Once hiicreler ve adaciklar, insiilin icermeyen besiyerinde 48 saat
kiiltiire edilip, besiyerinden insiilin tamamen uzaklasincaya kadar periyodik olarak 3 kez
PBS ile yikandi. Kuyucuklara % 0,5 BSA iceren serumsuz L-DMEM (diisiikk glukoz
icerikli; 2,5 mmol/L) eklenerek ve hiicreler 2 saat siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. Siire
bitiminde siipernatant toplanarak yiiksek glukoz igeren besiyeri (27,5 mmol/L ) eklenip
tekrar 37° C de 120 dakika inkiibasyona birakildi. Pankreasin endokrin kismi olan
Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin sentezledigi peptid hormonlardan olan
insulin, toplanan siipernanatlardan Rat Ins1 Insulin ELISA (Sigma Aldrich, Saint Louis,
USA) kiti kullanilarak analiz edildi. Bunun igin iiretici firmanin 6nerdigi prosediirler
izlenerek ve hormon diizeyleri monokromatér sistemli mikroplaka okuyucuda
(VersaMax, Molecular Device, USA) tespit edildi. Okunan veriler Student’t-test ile
degerlendirildi (Kassem ve ark., 2016).
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3.3. Is1 Degisimine Duyarh Kiiltiir Kabinda Beta ve MKH Ortak Kiiltiirii ile
Hiicre Tabakalarinin Eldesi

Beta ve mezenkimal kok hiicreler yeterli sayida ¢ogaltildiktan sonra mezenkimal
kok hiicreler 6 kuyucuklu Upcell (UpCell, CellSeed, Inc. Tokyo, Japan) kiiltiir kabina bir
gdze 9x10° olacak sekilde ekildi. Beta hiicreleride aym1 sayida mezenkimallerle birlikte
ekilerek 1 giin boyunca ¢ogalmasi beklendikten sonra poly(N-isopropylacrylamide)
(PIPAAm) kiiltiir kabindaki bu hiicreler, 37° C deki inkiibasyondan alinarak 20° C de 30
dkinkiibasyona birakildi. 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda hiicreler, enzimatik
reaksiyona gerek kalmadan ve tek-hiicre siispansiyonu yerine tabaka halinde kiiltiir
kabindan kaldirild1 (Yomato ve Okano, 2009) (Sekil 3.2.). Sonrasinda elde edilen tabaka

aljinat ile enkapsiile edildi.

Sicaklik 37°C nin
altina
disiirildiigiinde

Sekil 3.2. Hiicrelerin 37° C deki inkiibasyondan alinarak 20° C de 30 dkinkiibasyona
birakilmasi sonrasinda tabaka halinde elde edilmesi (Yomato ve Okano, 2009).

3.4. Makrokapsiilasyon Materyalinin Hazirlanmasi

Aljinat makrokapsiiller, agaroz jelden kuyucuklu kalip elde edildikten sonra bu
kalibin iizerindeki kuyucuklara sodyum aljinat ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi (Sekil 3.3)
(Hwang ve ark., 2010).

Hucre tabakasi g

Alginate kapsill

Agarose
Ca*

Sekil 3.3. Agoraz jelden ile kuyucuklu kalip elde edilmesi (Hwang ve ark., 2010).
Agaroz jel kalib1 elde etmek i¢in 100 ml %1 lik agaroz hazirlandi. Hazirlanan
agoroz igerisine %2 CaCl, eklendi. Burada agaroz ¢ozeltinin igine eklenen CaCl;
sayesinde,aljinatin iyon yiikii ile Ca *? capraz bag olusturmas1 hedeflendi (Sekil 3.4) (Rastogi
ve ark., 2019).
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Sekil 3.4. Aljinatin iyon yiikii ile Ca *? ¢capraz bag olusturmasi (Rastogi ve ark., 2019).

Mikrodalga firinda sicaklik ile homejen bir karisim elde edildi ve sogutuldu. Elde
edilen kalip malzemesi derinligi 1,3cm olan kaba dokiilerek Smm kalinliginda ilk kat agaroz
kalip elde edilidi (Sekil 3.5). Sonrasinda ayni kaliptan bir tane daha hazirlanarak {izerinde
0,4 cm ¢apinda yuvarlak kuyucuklar olusturuldu. Aljinatin en dayanikli formunu olusturmak
tizere farkli konsantrasyonlarda hazirlanan aljinat karisimlari hazirlandi. % 2 low aljinat, %
4 low aljinat, % 2 medium aljinat, % 4 medium gibi fakli konsantrasyonlardaki aljinat
karisimlari i¢in aljinat tartildiktan sonra distile su eklenerek vorteks islemi ile homojen bir
karisim haline gelmesi saglandi.

Kuyucuklu kalip ilk kalibin iizerine yerlestirildikten sonra kuyucugun igerisine 60
ul aljinat eklendi sonra hiicre tabakas1 kuyucuga yerlestirildi ve iizerine 20 pl besiyeri kondu.

Sonrasinda 60 pl aljinat tekrar eklendi.
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Sekil 3.5. Aljinatin 4 farkli konsantrasyonunun hazirlanmas1 (Hwang ve ark., 2010).

Tabaka {lizerine sodyum aljinat eklendikten sonra iizerine diger agaroz kalip
yerlestirilerek (Sekil 3.6) 37° C de 30 dk boyunca inkiibe edilip kaliptabulunan Ca
iyonlarinin aljinatta bulunan Na iyonlar ile ¢apraz bag yaparak makrokapsiiliin dayanikli
formu elde edildi. Bunun igin en dayanikli form olarak % 2 low aljinat konsantrasyonu
kullanildi. Kapsiillerin tiretiminde kullanilan tiim malzemeler otoklav ve UV ile sterilize
edildi ve sonrasinda aljinat soliisyonu 0,22 um (Minisart) lik filtreden de gegirilerek steril

kapsiil haline getirildi.
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Sekil 3.6. Kapsiil kalib1 ve kapsiiliin hazirlanmasi. A: 100 ml lik agoroz jelin kabin igerisine
dokimii. B-C-D: Alt kat agaroz kalip ve orta kat kuyucuklu agaroz kalip dokiimii. E:
Kutucuga aljinat eklenmesi ve hiicre tabakasinin yerlestirilmesi. F: En dis kalibin aljinat
kapsiil iizerine kapatilmasi.

3.5. Makrokapsiil Karakterizasyon Testleri

3.5.1. Osmotik Dayamkhligin Ol¢iilmesi

Aljinat makrokapsiillerin ozmotik direnci 1 ve 7. glinde kiiltiir besiyeri ile muamele
edilerek makrokapsiillerin ¢apinin artmasiyla belirlendi. Makrokapsiiller 6 kuyucukulu
gozde 7 giin inkiibe edildi. Kisaca, 100 pL makrokapsiiller 900 uL PBS ile karistirildi ve 6
kuyucuklu bir plakaya yerlestirildi. Plakalar 500 rpm'de ¢alkalanirken 1 saat 37 © C'de inkiibe
edildi. Daha sonra, her bir kuyucuktan siipernatanlar ¢ikarilarak, 800 pL sitrat ¢ozeltisi
eklendi ve 24 saat 37° C'de inkiibe edildi. Son olarak, makrokapsiil / numune ¢ap1 6lgiildii.
Sonuglar Df / Di olarak ifade edildi. Her 6rnek igin ii¢ bagimsiz deney gerceklestirildi
(Hernandez ve ark., 2017).

3.5.2. Kapsiiliin Sisme Ozelliklerinin Belirlenmesi

6 kuyucuklu kiiltiir kabina koyulan makrokapsiiller 7 glin boyunca hiicre kiiltiir
besiyerinde (RPMI) bekletildi. Kiiltiir kabinin i¢ine 400 pl besiyeri kondu. 1.ve 7. glinde
kalan besiyeri miktar1 otomatik pipet yardimiyla 6l¢iildii. Hidrojel formunda olan aljinat
kapstillerin sisme 6zellikleri kiiltiiriin 1 ve 7. giinilinde besiyerinden ¢ikartilip ilk ve o glinkii

caplariin metre ile 6lglilmesiyle degerlendirildi (Hernandez ve ark., 2017).
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3.5.3. Kapsiil SEM Analizi

Makrokapsiil malzemesinin hiicresiz halinde malzemenin yiizey ve por 6zelliklerini
belirlemek icin SEM (taramali elektron mikroskobu) goriintiilemesi yapildi. Ornek % 2
gluteraldehit ile fiksasyonunu takiben % 1 osmiyum tetroksitte inkiibe edildikten sonra
yiikselen alkol serilerinden gegirilerek dehidrasyon yapildi. Sonrasinda desikatér de 24 sa
bekletilerek kurutma islemi gerceklestirildi. Makrokapsiil 6rnekleri Au/Pd ile kaplanarak
JEOL JSM 6060 SEM cihazinda goriintiilendi (Hernandez ve ark., 2017)

3.5.4. Kapsiil Reometre Analizi

Tim ¢ozeltilerden (% 2 low aljinat, % 4 low aljinat, % 2 medium aljinat, % 4
medium aljinat) viskozite 40 mm diiz plaka geometrisi ile Antoon paar reometresinde
degerlendirilildi. Viskozite davranisi 20 © C'de 0,01 ila 100 Hz frekans araligindaki dinamik
kesme olgiimleri ile reometre platformuna 500 pL'lik bir damlada belirlendi. Ust plaka ve

numune arasindaki bosluk ayarlanarak 6l¢iim yapildi (Hernandez ve ark., 2017).

3.5.5. Mekanik Test

Cekme, basma, darbeye kars1 kapsiiliin mekanik 6zelliklerini degerlendirmek igin
bu test uygulandi. Kapsiillerin (4,6 mm ¢apinda) sikistirma testi, % 0,5 kapasiteli ve 0,005
mm/min sikistirma araliginda 0,02 N dan 30 kN a kadar kuvvet uygulayabilen Instron Basma
Cihaz1 ile yapildi (Sekil 3.7.). Cihazin alt genesi sabit olup iist ¢ene hareketli bélmeden
olusan ve sabit hizla asag1 yukar1 hareket eden sistem Ozelligi kullanildi. Yikima kadar
kapsiillere yiik uygulandi. Malzemenin akma noktas1 tespit edildi. Her jel grubundan ii¢

ornek test edildi.

Sekil 3.7. Instron basma cihazinin sabit ¢cene kismina yerlestirilen makrokapsiiliin mekanik
dayaniklilik analizi
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3.5.6. FITC Dextran

Bu deney 2 farkli yontem ile uygulandi:

1- 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda bulunan hiicre tabakali kapsiiller {izerine 4 kDa ve
150 kDa FITC dextran (Sigma Aldrich) ¢ozeltisi eklendi ve 24, 48, 72 sa sonunda kapsiillerin
goriintiileri stereo mikroskopta (Leica) incelendi (Waeaver ve ark., 2018).

2- Ikinci yontem de ise 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki kapsiil icinden alinan
ornekler 96 kuyucuklu kaba aktarilarak absorbans degerleri ex = 485 nm, em= 520 nm de
monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax, Molecular Device, USA) tespit

edildi. Veriler student’s t-test ile analiz edildi (Kaiser ve ark., 2015).

3.6. Aljinat Makrokapsiiliin Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Analiz Edilmesi

3.6.1. WST-1 Testi

Kiiltiirdeki makrokapsiilin 1, 7 ve 14. giiniinde bu test uygulandi. Canli ve
apoptozisin erken evresindeki hiicrelerin mitokondriyonlar1 araciligiyla WST-1 (Roche)
soliisyonuyla olusturdugu reaksiyonda WST-1’in tetrazolium halkasi, hiicrelerin
mitokondriyonlarinda bulunan dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak turuncu renkli
formazan kristalleri olusturmakta iken, 6lii hiicreler formazan kristalleri olusturmamaktadir.
Test gilinlerinde kapsiil bulunan kuyucuklara 0,5 mg/ml WST-1 eklenerek 2 saat siireyle
inkiibe edildi. (% 5 CO2, 37°C de).Inkiibasyon sonrasi absorbans degerleri 480 nm’de
monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax, Molecular Device, USA) tespit
edildi (Hakki ve ark., 2015).

3.6.2. Sitotoksisite Analizi

Makrokapsiil 6rneklerinin hiicrelere toksik etkinin olup olmadiginin belirlenmesi
icin LDH (laktat dehidrogenaz) (Roche) testi toksisite oranlari (%) belirlendi. Igerisinde
hiicre tabakasi1 bulunan makrokapsiil drnekleri lizerine reaksiyon karigimi eklenip 30 dk.
inkiibasyondan sonra, stop soliisyonu eklenip 480 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
okutuldu. Deney 1, 7 ve 14 giinlerde tekrarlandi. Veriler Student’s t-test ile analiz edildi
(Hakki ve ark., 2015).
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3.6.3. Live/Dead Testi

Kapsiil igindeki hiicre tabakasinin canlilik diizeyini belirlemek i¢in WST-1 testine
ek olarak 14. giinde live/dead (Thermo fisher) test uygulandi. Live dead boyasini hazirlamak
icin 10 ml PBS igerisine 20 pl Ethidium Bromide, 5 pul Calcein AM eklendi. Sonrasinda
kapsiil mekanik olarak ikiye ayrilip tabaka igerisinden ¢ikarildi boya hiicre tabakalariin
tizerine eklendi ve 25° C de 30 dk inkiibe edildi. Siire bitiminde tabaka lamin iizerine koyulup
konfokal mikroskopta (Leica DMIS) inceleme yapildi. Kapsiillii ve kapsiilsiiz hiicre
tabakalar1 karsilagtirmali olarak incelendi (Waeaver ve ark., 2018).

3.6.4. Metabolik Aktivite

Adenozin trifosfat (ATP), hiicrelerde enerji tasiyicisi olarak kullanilan bir
koenzimdir ve hiicrelerin ATP degeri, hiicre islevselliklerinin iyi bir dl¢iisii olarak kabul
edilir. Metabolik aktivite, ATP Syntase Spesific Activity Microplate Assay Kit (Abcam)
kullanilarak belirlendi. Uretici tavsiyelerini takiben kapsiilleme sonras1 1, 7 ve 14. giinlerde
ATP sentez testi i¢in, kiiltiirdeki makrokapsiillerin i¢cinde bulundugu siipernatantlar topland1
ve 96 kuyucuklu bir plaka i¢inde yerlestirildi. Absorbans, 405 nm'de Versamax plaka
okuyucuda okundu. Her durum i¢in ii¢ bagimsiz test analiz edildi (Chen ve ark., 2016)

3.6.5. In vitro Insiilin Salgilama Deneyi

Kapsiil igindeki hiicre tabakasinin canlilik ve fonksiyonunu glukoz-bagimli insiilin
saliimin1 deneyi ile belirlendi. Kapsiillii hiicre tabakas1 ve kontrol grubu olarakta kapsiilsiiz
hiicre tabakas1 6 kuyucuklu kiiltiir kabr1 i¢inde besiyerine eklenen glukoza bagli olarak, yine
besiyerine insiilin salgilayip/salgilamadiklarini test etmek icin 1, 7 ve 14. gilinlerde iki farkl
glukoz konsantrasyonuna maruz birakildi ve toplanan besiyerinde insulin proteini tayini
yapildi. Insiilin salgilatma analizine baglamadan 6nce hiicre tabakalari, insiilin igermeyen
besiyerinde 48 saat kiiltiire edilip, besiyerinden insiilin tamamen uzaklasincaya kadar
periyodik olarak 3 kez PBS ile yikandi. Kuyucuklara % 0,5 BSA igeren serumsuz L-DMEM
(diisiik glukoz igerikli; 2,5 mmol/L) eklenerek ve hiicreler 2 saat siireyle 37 °C’de inkiibe
edildi. Siire bitiminde siipernatant toplanarak yiiksek glukoz igeren besiyeri (27,5 mmol/L )
eklenip tekrar 37° C de 120 dakika inkiibasyona birakildi. Pankreasin endokrin kismi olan
Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin sentezledigi peptid hormonlardan olan insulin,
toplanan siipernanatlardan Rat Ins1 Insulin ELISA (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) Kiti
kullanilarak analiz edildi. Bunun i¢in {iretici firmanin o6nerdigi prosediirler izlenerek ve

hormon diizeyleri monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax, Molecular
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Device, USA) tespit edildi. Okunan veriler Student’ t-test ile degerlendirildi (Ohashi ve ark.,
2011).

3.7. Hayvanlar

Calismamizin  bu boliimiinde nakil islemlerini  gerceklestirmek {izere
gerceklestirmek igin en az 8-10 haftalik, 250-300 gr agirliginda 42 adet Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Greftin alicis1 olarak kullandigimiz sicanlar Kocaeli Universitesi Tip

Fakiiltesi Deneysel Arastirma Biriminden (DETAB) temin edildi.

3.7.1. Deney Gruplar:
Calismada kullanilan hayvanlar, Tablo 3.3 deki gibi 7 deney grubuna ayrildi.
Tablo 3.3. In vivo deney gruplari.

Deney Gruplari T1DM Hayvan Modeli | Makrokapsiil Nakli
Kontrol (Saglikli) (n=6) Saghkh Makrokapsiil nakli
yapilmadi

Saglikli hayvan kan sekeri
gbézlemlenen grup. STZ-
deney grubu ile aym
kosullarda enjeksiyon
yapildi ancak STZ yerine
subkutan olarak esit
hacimde  sitrat  buffer
enjeksiyonu yapildi.

Bu grup deney
gruplarindaki olgiimlerdeki
degisimlerin enjeksiyondan
kaynaklanmadigini

gosterdi.

Kontrol+ Kapsiil (n=6) Saghkh Makrokapsiil nakli
yapildi

Nakil yapilan deney grubu
ile ayni cerrahi islem yapildi
ancak hiicresiz kapsiil nakli

yapildi. Bu grup deney
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gruplarindaki ol¢iimlerdeki
degisimlerin cerrahi
islemden
kaynaklanmadigini

gosterdi.

T1DM (n=6)

STZ
diyabetik

enjeksiyonu-

Intraperitonel olarak

STZ enjeksiyonu yapildi

Makrokapsiil nakli
yapilmadi

Diyabetli ve tedavi
edilmeyen hayvankansekeri

gbzlemlenen grup

T1DM+ Kapsiil (n=6)

STZ enjeksiyonu-
diyabetik
Intraperitonel olarak

STZ enjeksiyonu yapildi

Makrokapsiil nakli
yapildi

Nakil yapilan deney grubu
ile ayni1 cerrahi islem yapildi

ancak hiicresiz kapsiil nakli

yapildi. Bu grup deney
gruplarindaki olgiimlerdeki
degisimlerin cerrahi
islemden
kaynaklanmadigini
gosterdi.
T1DM+ Kapsiil+ Beta (n=6) | STZ enjeksiyonu- | Makrokapsiil nakli
diyabetik yapildi
Intraperitonel ~ olarak | Kapsiile  edilmis  beta
STZ enjeksiyonu yapild1 | hiicresi
T1DM+Kapsiil+BetatMKH | STZ enjeksiyonu- | Makrokapsiil nakli
(n=6) diyabetik yapildi
Intraperitonel ~ olarak | Kapsiile edilmis
STZ enjeksiyonu yapild: | Beta+tMKH
T1DM-+Kapsiil+BetatMKH | STZ enjeksiyonu- | Makrokapsiil nakli
tabaka (n=6) diyabetik yapildi
Intraperitonel ~ olarak | Kapsiile edilmis
STZ enjeksiyonu yapildi | BetatMKH tabakasi
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3.8. Sicanlarda STZ Enjeksiyonu ve Diyabetik Hayvan Modelinin

Olusturulmasi

Deney gruplarindaki tiim si¢anlarin STZ enjeksiyonu oncesinde agirliklart dlgiildii

ve ortalama agirliga gore uygulanacak STZ miktari tayin edildi.

Kimyasal olarak T1DM modeli olusturulacak tiim erkek hayvanlara (n=6) 60 mg/kg
viicut agirligi olacak sekilde Ph’s1 4,5 olan citrate buffer’da ¢6ziilmiis streptozotocin (STZ)
(Sigma, St Louis, MO, USA) tek doz intraperitonel olarak enjekte edildi. Kontrol grubu
hayvanlara ise (n=6) esit hacimlerde yalnizca sitrat buffer verildi. STZ enjeksiyonu
uygulandiktan 2 giin sonra, kan diizeylerini belirlemek i¢in siganlarin kuyruk ucuna kesi
atilarak venden kan alind1 ve glukometre cihazi ile (Abbott, Optimum Neo FreeStlye, USA)
ile dlgiildii. Yapilan Glgiimler sonucunda, aglik kan sekeri 250 mg/dL’nin {izerinde olan
sicanlarda STZ’ye bagl beta-hiicre ykiminin sonucu olarak diyabetin gelistigi kabul edildi
ve deneye alindi (Fujita ve ark., 2018).

3.9. Nakil

8-10 haftalik, 250-300 gr agirliginda 30 adet Wistar Albino cinsi erkek sicana sirt
bolgesi tiraglandiktan sonra deri altina kapsiil nakli yapildi (Sekil 3.7). Nakil sonrasinda
sicanlara intraperitonel olarak tek doz serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Calisma
siiresince hayvanlarin beslenmeleri ve bakimlari Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi

Deneysel Arastirma Birimi (DETAB) tarafindan saglandi.

3.10. Anestezi

Deney hayvanlarina 5 mg/kg ksilazin hidroklorid ve 35 mg/kg ketamin hidroklorit
intramuskular olarak uygulandi. Anestezi derinligi palpebra, kornea reseksi, cene ve iskelet

kas1 tonusu ile izlendi.

Anestezi uygulamasi basarili olan siganlarin sirt bolgesindeki tiiyler tiras edilerek

asagidaki islemler sirasiyla uygulandi (Sekil 3.8):
1. Anestezi altindaki si¢anin dorsal bolgesi % 70’lik alkol ile sterilize edildi

2. Dorsal bolgedeki deri merkez kismindan forseps ile tutulup 2 cm havaya kaldirildi ve

deriye makas ile insizyon atildi. (A)

3. Insizyon bélgesinden makas ile girilip makasin ucu agilarak derinin agilmasi saglandi (A).
4. Acilan deri sebi U seklinde bir kesi haline getirildi (B).

5. Kesilen bolgeye (subkutan dokuya) kapsiil yerlestirildi ve suture edildi (B-C).
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Sekil 3.8. Anestezi altindaki sicanlara makrokapsiil nakli uygulamasi.

3.11. Nakil Edilen Kapsiiliin Terapotik Etkisinin Degerlendirilmesi

3.11.1. Tokluk Kan Sekeri ve Agirhik Takibi

Nakil isleminden 2 giin sonra periyodik olarak kuyruk ucuna kesi atilip glukometre
cihaz1 ile kan sekeri Olglimii yapildi. Kan sekerinin 6l¢iildigli giinlerde ayn1 zamanda

sicanlarin agirliklar da takip edildi. Deneyin son giiniine kadar bu islemler uygulandi.

3.11.2. Intraperitonal Glukoz Tolerans Testi

Nakil sonrasinda 2, 16 ve 30. giinlerde si¢anlara intraperitonel olarak 2 mg/g viiciit
agirligi olcak sekilde glukoz enjeksiyonu yapildi. Glukoz suda coziilerek 500 er pl hacminde

siganlara enjekte edildi. Glukoz yiiklemesinden 6nce hayvanlar 16 saat ag birakildi.

Enjeksiyondan sonra 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kuyruk ucundan glukometre
cihazi ile kan sekeri 6lgtimii yapildi ve degerler istatiksel agidan degerlendirildi (Fujita ve
ark., 2018).

Ayni zamanda glukoz yiiklemesinin 60. dakikasinda siganlarin kuyruk veninden
500 pl kan ornekleri alinarak serumlar elde edildi. Bunun i¢in sicanlarin bas ve gévde
hareketleri kisitlanarak tutuldu. Kuyruk veninin dilate edilerek net goriilmesi i¢in kuyruk
ucu 5-8 dakika 37° C lik suda bekletildi ve sonrasinda ksilol ile friksiyon yapilarak daha net
goriilmesi saglandi. Asagidaki gorseldeki sistem ile kuyruk lateral bolgeden 21 gx1 inch
kelebek igne girilerek basarili bir sekilde kan 6rnekleri topland1 (Sekil 3.9). Toplanan 6rnek
EDTA 11 biyokimya tiiplerine aktarildi ve tiipler 5-6 kez alt iist edildi. Buz akiisii ile
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laboratuvara ulastirildi. Kan o6rnekleri 4° C de 1500xg de 10 dk santrifiij edildi.

Sekil 3.9. Sigan kuyruk lateral bolgeden 21g x1 inch kelebek igne girilerek kan 6rneklerinin
alinmasi.

Alman kan Orneklerinden serum elde edildi. Serum o&rneklerinden insulin
proteini, Rat Ins1 Insulin kiti, (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) ve rat c-peptid kiti (YL
Biont, Shanghai) ile ELISA ydntemi uygulanarak tayin edildi. Bunun igin Kitlerdeki
iretici firmanin Onerdigi prosediirler izlenerek ve protein diizeyleri monokromator
sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax, Molecular Device, USA) tespit edildi. Her
gruptan 3 er 6rnek Student’s t-test ile degerlendirildi.

3.12. Histolojik ve immunohistokimyasal Analizler

60. giinde nakil bolgesindeki subkutan dokular alindi ve %10 formalin ile fikse
edildi. Deneyin 60. ve son giiniinde nakil bolgesindeki greft dokusu ¢ikarilarak live/dead
boyama yapildi. Hazirlanan 6rnekler konfokal mikroskobunda goriintiillendi. Boylece
kapsiil i¢indeki hiicrelerin canlilik analizi yapildi.

Pankreas dokular ise; karin 6n duvari sternuma kadar uygun cerrahi teknikler ile
acildiktan sonra koledok kanalinin duodenuma giren kismi sabitlenip ve 23 g kaniil
yardimiyla 8-10 ml formalin soliisyonu enjekte edilerek alindi.

Ornekler parafine goémiildii ve Sum kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-
eosin ve immunohistokimyasal boyama yapildi. immunohistokimyasal ve histolojik analiz
icin kesitlere dnce deparafinizasyon islemi uygulanarak parafin uzaklastirildi. Bunun i¢in
70°C lik etiivde 30 dakika bekletilen parafin kesitler once ksilen de 5 dakika 3 er kez
bekletildi. Devaminda 1 dk saf alkol ve 1 dk % 96 lik alkol serilerinden gegirilerek parafin
uzaklastirllmis oldu. Antijen retrieval islemi tamamlandiktan sonra antibody diluent ile
uygun oranlarinda dilue edilen insulin antikoru (Abcam) ve c- peptid (Abcam), PDX-1
(Santa Cruz Biotechnology), Glut-2 (Santa Cruz Biotechnology), active-caspase, TGFf
(Santa Cruz Biotechnology), IL-6 (Santa Cruz Biotechnology), antikoru ile subkutan nakil
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bolgesi dokulari+4°C de gece boyu inkiibasyona birakildi. Pankreas dokulari ise glukagon
ve insulin antikoru ile inkiibasyona birakildi. Ertesi giin PBS ile 3x2 dk yikama isleminden
sonra immunflouresan ¢aligmalar i¢in uygun flouresan (FITC, TR) isaretli sekonder antikor
Alexa-fluor-594-konjuge anti-rabbit immunoglobulin (Invitrogen) ve Alexa-Fluor-488-
konjuge anti-goat immunoglobulin antikoru kullanildi. Bu islemde oda sicakliginda 30dk.
inkiibe edildi, son asama niikleer boya igeren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting
Medium for flouresence with DAPI) ile kapatildi. Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000
Microsystems) incelenerek fotograflandi. Hematoksilen-Eosin boyamasi yapilan deri grefti
ve pankreas doku kesitleri Crystalmaunting medium ile kapatildi ve 151k mikroskobunda
incelenerek fotograflandi.

3.13. istatiksel Analiz

Invitro deneyler 3, in vivo deneyler 6 tekrarli yapilmistir. Elde edilen sonuglar
standart sapma ( +SD) g6z 6niinde bulundurularak hesaplanmistir. Deney ve kontrol gruplari
arasindaki farklar i¢in p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir.
P<0,01 ve p<0,001 degerleri ileri ve ¢ok ileri derecede anlamlilik i¢in kullanilmigtir.
Grafikler tizerinde ifadesi yildizlarla belirtilmistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

4.1.1. Sican Adipoz Doku Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiir ve
Karakterizasyonu

Sican adipoz dokusundan izole edilen hiicrelerin kiiltiire alindiktan sonraki 7.
giiniinde koloni olusturduklar1 goézlendi (Sekil 4.1A). Bu hiicrelerin kok hiicre olup
olmadigimi kanitlamak i¢in kiiltiirde 3. pasaja kadar ilerledikten sonra karakterizasyon

calismalar1 gerceklestirildi.

Sekil 4.1. Sican adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 3.pasaj invert mikroskop
goriintiileri. A: Hiicrelerin koloni olusturduklar1 gériilmektedir. (Olgiim cubuklari A: 500
pm, B:100 um)

Bu amacla hiicreler adipojenik, osteojenik ve kondrojenik olmak iizere
farklilastirma besiyerlerine alindi. Adipojenik faklilagsmaya alinan hiicrelerde yag vezikiilii
olusumuna bagl olarak 21 giin sonunda Oil red O boyasi ile boyandiginda kirmizi renk

verdigi goriildii (Sekil 4.2B).

Osteojenik farklilasmaya alinan deney grubunda 28 giin sonra Alizarin Red S

boyamasi yapildiginda, olusan kalsiyum nodiillerinin kirmiziya boyandigi saptandi (Sekil
4.2A).

Kondrojenik farklilasma besiyeri uygulanan sAD-MKH hiicrelerinin 30 giin
sonrasinda Alcian Blue ile boyandiginda mavi renk olusumu gozlenerek kondrosit

hiicrelerine faklilastigi tespit edildi (Sekil 4.2C)
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Sekil 4.2. Sigan adipoz dokudan izole edilmis MKH’lerin (P3) osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasma sonrasi immunflouresan ve histokimyasal analizleri: A: Osteojenik
farklilagsma kirmizi ile boyanmis ekstraselliiler matrikste kalsiyum birikimi (Alizerin Red-S
Boyamas1) (Olgiim cubugu, 50 um). B: Adipojenik farklilasmis hiicrelerin Oil red-O ile
boyanmis yag vakulleri (Oil Red O Boyamasi) (Olgiim ¢ubugu, 50 um), C: Kondrojenik
farklilagsma sonrasi hiicrelerde, Alcian Blue boyamasi sonucu pozitif bolgeler goriildii.
(Olgiim cubugu, 100 um).
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Sekil 4.3. Sigan kemik iliginden izole edilip kiiltiir edilmis (P3) MKH’lerin akim sitometri
analizi ile belirlenen immunofenotipik 6zellikleri. sSMKH’ler; CD29, CD54, CD90, MHC
class I belirtecleri yoniinden pozitif, CD45, CD106, MHC class II belirtecleri agisindan
negatif olarak analiz edildi.
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Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, SAD-MKH’lerin yiizey belirteci
olarak CD29, CD54, CD90, MHC class I yoniinden pozitif; CD45, CD106, MHC class 11
acisindan negatif olduklar1 gosterildi (Sekil 4.3).

4.2, Beta Hiicrelerinin Kiiltiir ve Karakterizasyonu

Beta hiicreleri ¢iiziildiikten sonra kiiltiirde invert mikroskobunda poligonal sekilli
ve kisa uzantilari olan hiicreler olarak izlendi ve koloni olusturduklar1 goriildii (Sekil 4.4)
Bu hiicrelerin boliinme kapasitelerinin fazla oldugu kiiltiirdeki pasaj siiresinin 2 giinde bir
olmasiyla tespit edildi. Hiicrelerin sayisinin ¢ok fazla olmasma ragmen kiiltiir kabinin
yiizeyinin tamamini kaplamadiklari tespit edildi. Hiicreler ¢oziildiikten sonra trypan blue ile

boyanip otomatik hiicre sayim cihazinda sayildiginda canlilik oran1 % 92 olarak dlgiildii.

X Q&}l {/

s

Y
et

goriintiileri. Hiicrelerin koloni olusturma egiliminde olduklari, poligonal sekilli ve kisa
sitoplazmik uzantilarinin olduklar goriildii. (Olgiim gubuklari, A: 50 um, B:100 um).

Beta hiicrelerini karakterize etmek i¢in ekilen 8 kuyucuklu lamlarda yapilan
immunsouresan boyama sonuglarinda Insulin, C-peptid, Pax4, MafA belirteglerinin pozitif

oldugu goriildii.
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Sekil 4.5. Beta hiicrelerinin immunflouresan milroskop goriintiileri. Cekirdekler DAPI
(mavi) ile isaretlendi. A: Insulin (Yesil), B: C-peptid (Yesil), C: Pax4 (Yesil), D: MafA
(Yesil), (Olgiim cubuklari, 50 um)

4.2.1, Insiilin Salgilama Deneyi

Beta hiicrelerinin ¢oziilmesi sonrasinda fonksiyonelligini test etme amach
uygulanan insulin salimim deneyinde hiicrelerin besiyerine diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda glukoz eklendi. Yiiksek glukoza maruz kalan hiicrelerde insiilin
sentezinde artma goriildii. Diisiik glukozlu besiyerinde ise insiilin salgisindaki azalma
hiicrelerin besiyerinden alinan Orneklerde ELISA yontemi ile insiilin protein analizi
yapilarak tespit edildi. Gruplar farkli konsantrasyonlarinda kendi arasinda kiyasland1 (Sekil
4.6). Kontrol grubu olan rat adacikta diisiik glukozdan yiiksek a geciste beklenen sekilde
instilin saliniminda artig goriildii ve student’t testi sonucu anlamli kabul edildi. (*P<0,05).
Rat beta hiicrelerinin de adaciklara benzer sekilde yiikselen glukoz miktarina cevaben

adaciklara kiyasla anlamli bir sekilde insiilin salinimi gerceklestirdigi tespit edildi.
(**P<0,01).
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Sekil 4.6. Kiiltiir kabindaki hiicrelere eklenen glukozun cesitli konsantrasyonlarina
hiicrelerin verdigi yanit karsilastirildi. 2,5 mmol/L glukozdan 27,5 mmol/L glukoza
gecildiginde hiicrelerin insiilin salgis1 ¥*P<0,05 oldugundan anlamli kabul edilmistir. (n=3,
ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).

4.2.2. Beta ve Mezenkimal Kok Hiicre Ortak Kiiltiiri

Beta ve mezenkimal kok hiicreler ayni sicaklik duyarlt kiiltiir kiiltiir kabinda 1:1
oraninda kiiltiire edilerek tabaka halinde elde edildi (Sekil 4.7). MKH ler beta hiicrelerine
bir destekleyici hiicre etkisi yaratarak bu iki hiicre grubunu tabaka halinde elde etmemizi
sagladi. Beta hiicreleri invivo ortamda adacik icerisinde c¢esitli hiicre gruplart ile birlikte

yer aldig1 i¢in MKH ile uyum gostererek basarili bir kiiltiir siireci takip edildi.

Sekil 4.7. Sican adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre ve beta hiicrelerinin ortak
kiiltiiriiniin mikroskobik goriintiileri. (Ol¢iim cubugu: A: 100pum, B: 50um)
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4.3. Is1 Degisimine Duyarh Kiiltiir Kabinda Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Tabaka Halinde Eldesi

Coziilen mezenkimal kok hiicrelerin kiltiiri igin 6 kuyucuklu Upcell (UpCell,
CellSeed, Inc. Tokyo, Japan) kiiltiir kab1 kullanildi. Bu kiiltiir kabinin 1s1 degisimine cevap
verebilen polimer olan poly(N-isopropylacrylamide) (PIPAAm) yapisinda olmasi
ozelliginden faydalanildi.

Mezenkimal kok hiicreler 6 kuyucuklu Upcell kiiltiir kabina bir géze 9x10°0lacak
sekilde ekildi. Beta hiicreleride ayn1 sayida MKH lerin iizerine birlikte ekilerek 1 giin
boyunca ¢ogalmasi beklendi. Sonrasinda PIPAA m kiiltiir kabindaki bu hiicreler, 37° C deki
inkiibasyondan alinarak 20° C de 30 dk inkiibasyona birakildi. 30 dakikalik inkiibasyon

sonrasinda hiicreler, enzimatik reaksiyona gerek kalmadan ve tek-hiicre siispansiyonu yerine

tabaka halinde kiiltiir kabindan basarili bir sekilde kaldirildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Mezenkimal kok hiicre ve beta hiicrelerinin ortak kiiltiiri. 37° C deki
inkiibasyondan almarak 20° C de 30 dk inkiibasyona birakilmas1 sonrasinda tabaka halinde
eldilen goriintiileri. A: Tabaka halindeki heniiz kiiltiir kabindan kalkmamig goriintiisii. B:
Kiiltiir kabindan tabaka formunda kalkmis Beta+tMKH tabaka goriintiisii.

4.4. Makrokapsiil Materyalinin Hazirlanmasi

Agaroz jel kalib1 elde etmek i¢in %1 lik agaroz hazirlandi. Hazirlanan agoroz
icerisine %2 CaCl eklendi. Elde edilen kalip malzemesi derinligi 1,3 cm olan kaba
dokiilerek 5 mm kalinliginda ilk kat agaroz jel kalip elde edildi. Sonrasinda ayni1 kaliptan bir
tane daha hazirlanarak iizerinde 1,5 cm ¢apinda yuvarlak kuyucuklar olusturuldu. Kuycuklu
kalip ilk kalibin {izerine yerlestirildikten sonra kuyucuga aljinat eklendi ve ayr1 ayr1 beta,
beta+tMKH, beta+MKH tabakasi kuyucuga yerlestirildi (Sekil 4.9). Tabaka {izerine sodyum
aljinat eklendikten sonra iizerine diger agaroz kalip yerlestirilerek 1-2 saat boyunca

kaliptabulunan Ca*? iyonlarinin aljinatta bulunan Na*! iyonlar: ile gapraz bag yaparak
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makrokapstiliin yapisi elde edildi. Daha sonrasinda belirlenmis olan farkli aljinat oranlar1 (%
2 low aljinat, % 4 low aljinat, % 2 medium aljinat, % 4 medium aljinat) kiyaslanarak
makrokapsiilasyon yapilacak en uygun aljinat miktar1 belirlenerek optimize edildi. Bu miktar
% 2 lik low viskoz aljinat olarak belirlendi. Bu konsantrasyonda kapsiillerin invitro kiiltiir

besiyerinde 14 giinliik siirecte daha kompakt ve dayanikli yapida kaldig1 gézlemlendi.

Bu teknigin yaklagik olarak ayni1 boyutlarda standart OoOlgiilerde kapsiil
gelistirilmesine olanak verdigi tespit edildi. Ortalama ol¢iileri 7,3 mm ¢ap ve 4,63 mm

yiikseklik olan kapsiiller elde edildi (Sekil 4.10, 4.11, 4.12).

Kapsiillerin yapiminda kullanilan aljinatin farkli konsantrasyonlarinin hazirlanmasi
sonrasinda invitro kiiltiir kosullarinda en fazla dayaniklilik gésteren grup ile deneye devam

edildi (% 2 low aljinat).

/

&

Hicre tabakasi ¢

Alginate kapsiil %

Agarose
Ca®

Sekil 4.9. Alginat kapsiil hazirlamak i¢in kullanilan agaroz kalip edilmesi (Hwang ve ark.,
2010).
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Sekil 4.10. Tasarlanan makrokapsiiliin goriintiisii. Beta, betatMKH, beta+MKH tabakasinin
aljinat ile kapsiile edilmesi.

Sekil 4.12. Hiicre tabakalarinin kapsiil igerisindeki goriintiileri.
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4.5. Makrokapsiil Karakterizasyon Testleri

4.5.1. Osmotik Dayamkhhgin Olciilmesi
Aljinat polimerinin % 2 lik low konsantrasyonunun in vitro ortamda kiiltiirde 7 giin
boyunca bozunmadan yapisini korudugu tespit edildi. Kapsiil cap boyutu kontrol grubu ile
karsilastirildi. Kapsiil ¢capinda artig goriildii *P<0,05 olarak analiz edildi (Sekil 4.13, 4.14).
Cap boyutu 0,75 cm den 0,78 cm ye artis gosterdi. (n=3, ortalama+SS, *P <0,05, **P<0,01,
***P 0,001).

Sekil 4.13. Makrokapsiillerin sodyum sitratta bekletildikten sonraki goriintiileri.
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Sekil 4.14. Kapsiillerin 1. ve 7. gilinlinde ¢aplarmin 6l¢lim sonucu. Kapsiillerin hidrojel
ozelliginde olmasi sebebiyle zamanla kiiltiirdeki besiyeri hacminde azalmaya bagli olarak
kapsiil ¢apinda artis oldugu tespit edildi. (Kontrol: Besiyersiz kiiltlir kabindaki kapsiil,
Kapsiil: Besiyeri iginde bulunan kapsiil) . (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01,
***pP 0,001).

4.5.2.Kapsiiliin Sisme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Aljinat makrokapsiillerin sisme Ozellikleri, kapsiillerin 7 giin boyunca Kkiiltiir
besiyerinin i¢inde sivi tutma kapasitesi ve buna bagl olarak hacminde meydana gelen
degisiklik acisindan degerlendirildi. Kiiltiir kabina baslangicta 400 pul besiyeri varken kontol
grubuna kiyasla kapsiil bulunan kiiltiir kabinda besiyeri hacminin 384 e indigi tespit edildi
(Sekil 4.15). Kapsiil hacmi 1 ve 7. giinde student’s t test ile analiz edildi. **P<0,01
oldugundan anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.15. Kapsiillerin i¢inde bulundugu besiyerinin 1. ve 7. giiniinde hacimlerinin 6l¢iim
sonucu. Kapsiillerin hidrojel 6zelliginde olmasi sebebiyle zamanla kiiltiirdeki besiyeri
hacminde azalma tespit edildi.(Kontrol: icinde kapsiil olmayan besiyerli kiiltiir kab1, Kapsiil:
Besiyeri iginde bulunan kapsiil) . (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P <0,001).

4.5.3.Kapsiil SEM Analizi

Kapsiil malzemesinin hiicresiz halinde malzemenin yiizey ve por O6zelliklerini
belirlemek i¢in SEM ( taramali elektron mikroskobu) gériintiilemesi yapildi. Orneklere %2
gluteraldehit ile fiksasyonunu takiben % 1 osmiyum tetroksitte inkiibe edildikten sonra
yiikselen alkol serilerinden gegirilerek dehidrasyon yapildi. Sonrasinda desikator de 24 sa
bekletilerek kurutma islemi gerceklestirildi. Makrokapsiil drnekleri Au/Pd ile kaplanarak
JEOL JSM 6060 SEM cihazinda goriintiilendi.

Kapsiillerin gozenekli ve lifli mikroyapisini, goézenek boyutu dagilimimi ve
iskelelerin yiizey topografisini gorsellestirmek icin taramali elektron mikroskobu kullanildi.
Kapsiillerin yapilan inceleme sonucu tagidiklar: por ¢apinin 0,174-1 pm oldugu tespit edildi
(Sekil 4.16). Bu por g¢apinin ¢alismamizin sonuglarindan bekledigimiz sekilde, insiilin
proteinin pordan ¢ikisina uygun oldugunu, immun sistem hiicrelerinden olan T lenfositlerin,
onlarin salgiladiklar: sitokinlerin ve B lenfositlerin iirettiklleri antikorlarin ise kapsiil icine

giremeyecegini gosterdi.
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Sekil 4.16. Makrokapsiillerin SEM gériintiisii. (Olgiim ¢ubugu A:20 um, B:10 um, C: 1um)

Immiinoizolasyon cihazlarmna verilen yabanci cisim tepkilerinin yogunlugu, nakil
alanina ve yiizey yiikii ve kimyasi, gozeneklilik, piiriizliiliik ve implant boyutu gibi malzeme
ozelliklerine baghidir. Implante edilen Kkapsiillerin asir1 biiyiimesi, hiicrelere besin
taginmasini engeller ve hiicre yikimina ve greft basarisizligina yol agan hipoksiye ve nekroza
neden olur. implante edilmis biyomalzemelere yabanci cisim yanit1, materyal yiizeyinde
proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonu ile nétrofillerin ve makrofajlarin ilk
gorevlendirilmesiimplante edilmis biyomalzemelere yabanci cisim yaniti, materyal
yiizeyinde proteinlerin spesifik olmayan adsorpsiyonu ile notrofillerin ve makrofajlarin ilk
gorevlendirilmesi olarak tanimlanabilir; bu durumda makrofajlar, yabanci cisim dev
hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan malzemenin asir1 biiylimesine yol agar. Bizim
calismamizda da elde ettigimiz makrokapsiil hem por boyutu hemde biiyiikliik agisindan,

emsal ¢alismalardaki gibi basarili sonuglara ulasmamizi saglamistir.

4.5.4.Kapsiil Reometre Analizi

Tim ¢ozeltilerden (% 2 low aljinat, % 4 low aljinat, % 2 medium aljinat, % 4
medium aljinat) viskozite 40 mm diiz plaka geometrisi ile Antoon paar reometresinde
degerlendirildi. Viskozite davranigi 20 ° C'de 0,01 ila 100 Hz frekans araligindaki dinamik
kesme Slgiimleri ile reometre platformuna 500 pL'lik bir damlada belirlenmistir. Ust plaka
ve numune arasindaki bosluk ayarlandi. Verilerin incelenmesi sonucunda 4 farkl

malzemede artan shear strese bagli olarak viskositede azalma goriilmiistiir (Sekil 4.17).

62



—_— e
w
o
< # % 2 Low alginat
= AAA A & & g
g _ M %4 low alginat
2]
% A % 2 medium alginat
> v, g .
01 EEEEEE = o 24 medium alginat

e S & ¢ o o L4
0,01 T T

o

50 100 150

shaer rate (1/s)

Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlardaki aljinatin reometrik analiz verileri.

4.5.5. Mekanik Test

Kapsiillerin elastik modiillerini arastirmak i¢in mekanik sikistirma testi uygulandi.
Kapsiillerin basing dayanimlari, kapsiiller ezilinceye kadar yiik uygulanarak gerilme-
gerinim egrisinden belirlendi. Kapsiillerin elastik modiilleri EK-3 te belirtilerek uzama (mm)

ile kuvvetten olusturulan gerilim-gerinim egrisinin dogrusal kisminin egiminden sirasiyla
8,9 N olarak olgiildii (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Makrokapsiillerin mekanik dayanikliligini test etmek igin kullanilan Instron
basma cihazi. Alt ve iist geneden olusan cihazda kapsiil alt geneye yerlestirilmistir.
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Yapilan analiz sonrasinda akma noktasi belirlenen 6rnegin, bu noktadan sonra
elastik deformasyon bolgesinden ¢ikip plastik deformasyon bolgesine gectigi tespit edildi.
Artik bu noktadan sonra uygulanan yiikii kaldirdigimizda dahi kapsiil eski sekline geri
donmeyecegi belirlendi. Hiicreli ve bos kapsiiliin sekil degistirme yiizdeleri EK-2 de
belirtilmistir. Kapsiil yiiksekligi baslangigta 4,63 mm olup plastik deformasyona gectigi
noktadaki yiiksekligi 1,20 mm 6l¢iildii. Bu plastik deformasyon noktasi 8,9 N kuvvet olarak
belirlendi (Sekil 4.19). Kapsiiliin 8,9 N luk kuvvetten sonra plastik deformasyon noktasina

ulasip kalict sekil degisikligine ugradigi tespit edildi.
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Sekil 4.19. Kapsiillerin mekanik test uygulama sonrasi uzama ve basing gerinimi grafikleri.
Uzama grafigi, kapsiiliin 8,9 N luk kuvvet sonrasinda plastik deformasyona gecis bolgesi

4.5.6.FITC DEXTRAN

Kapsiillerin elde edilen por ¢aplarinin immun sistem hiicrelerinin igeri girmesine
izin vermemesi, ayn1 zamanda kapsiil icerisindeki beta hiicrelerinden sentezlenen insiilin
proteininin dolasima katilmak tizere kapsiil igerisinden disar1 ¢itkmasini test etmek i¢in FITC
DEXTRAN gegirgenlik deneyi uygulandi. Iginde hiicre tabakasi ve besiyeri bulunan
kapsiiller kuyucuklarda 24, 48 ve 72 sa boyunca bekletildi. Siire bitiminde kapsiil i¢inden
alinan besiyeri 6rnekleri 96 kuyucuklu plakaya konarak deney boyunca 24, 48 ve 72.
saatlerde orneklerdeniex = 485 nm, Aem = 520 nm dalga boylarinda mikroplaka okuyucuda
okuma yapildi. 4 kDA ve 150 kDA molekiiler agirhiginda olmak iizere iki farkli FITC
DEXTRAN kullanildi. 4 kDA ile insiilin proteininin kapsiil porlarindan disar1 ¢ikip
cikmayacag tespit edildi. 150 kDA ise immun sistem hiicreleri, sitokin ve antikorlarin
pordan igeriye girip girmemesi agisindan analiz edildi.

4kDA FITC DEXTRAN 24, 48, 72 saat siireler sonunda absorbans degerinin
giderek arttigive boylece dextranin kapsiilden igeriye girdigi tespit edildi (Sekil 4.20).

150 kDA absorbans degerinde anlamli bir artis olmadig1 ve bdylece dextranin
kapsiil porlarindan igeriye giremedigi tespit edildi (Sekil 4.21).
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4 kDA ve 150 kDA FITC DEXTRAN ile inkiibe edilmis aljinat makrokapsiiliin
stereo mikroskop gorilintlilerinde 2 gruptaki hiicreler ve kapziil malzemesi aljinat
gozlemlendi. 4 kDA grubundaki kapstillerin FITC dextranin kapsiil i¢cine girmesiyle daha
cok boyandigi tespit edildi (Sekil 4.22). Aynm1 zamanda kapsiiller konfokal mikroskopta
incelendi ve 1s1ma verdigi tespit edildi (4.23).
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Sekil 4.20. 4kDA FITC DEXTRAN i¢in mikroplaka okuyucu daki absorbans degerleri. 48.
ve 72. Saatlerde absorbans degeri artarak dextranin porlardan igeriye girdgi anlamli olarak
degerlendirildi (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
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Sekil 4.21. 150 kDA FITC DEXTRAN i¢in mikroplaka okuyucu daki absorbans degerleri.
48. ve 72. Saatlerde absorbans degerinde anlamli bir artis gézlenmedi boylece dextranin
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porlardan igeriye giremedigi tespit edildi (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01,
***pP 0,001).

& . : il - "-."e'-«!A
Sekil 4.22. 4 kDA ve 150 kDA FITC DEXTRAN ile inkiibe edilmis aljinat makrokapsiiliin
stereo mikroskop goriindiileri. A: 150 kDA B: 4 kDA

Sekil 4.23. kDA ve 150 kDA FITC DEXTRAN ile inkiibe edilmis makrokapsiillerin
konfokal mikroskop goriinriileri. Aljinat makrokapsiil igerisinde hiicre tabakasi
bulunmaktadir. Cekirdekler DAPI (mavi) ile isaretlendi. A: 150 KDA B: 4 KDA

4.6. Aljinat Makrokapsiiliin Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Analiz Edilmesi
4.6.1. WST-1 Testi

Kiiltiir kabi i¢erisinde bulunan kolesteatom dokusuna %10 WST-1 eklenerek 2 saat
inkiibe edilmistir. (%5 COz, 37°C de). inkiibasyon sonras1 medyum igerikleri toplanarak
absorbans degerleri 450 nm’de monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda (VersaMax,
Molecular Device, USA) tespit edildi. Tiim testler ii¢ kez tekrarlandi. Okuma sonrasi elde
edilen veriler student’t testi ile analiz edildi. Kapsiil i¢indeki hiicre tabakasinin canlilig1 14
giin boyunca belirli giinlerde test edildi (Sekil 4.24). Kapsiiliin sahip oldugu porlardan besin

ve oksijen aliminin basarili bir sekilde gerceklestigi in vitroda belirlendi. Hiicreli tiim deney
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gruplarinda ayni sayida hiicreler ile deney tasarlandi. Kontrol+beta, kontrol+ beta+MKH,
kapsiil+beta, kapstil+beta+tMKH, kapsiil+beta+MKH tabaka gruplari kiiltiirin 1, 7 ve 14.
giinlerinde WST-1 testine alind1. Gruplar 1,7 ve 14. giin i¢in karsilastirmali olarak incelendi.
Deneyin 7. ve 14. gilnlerinde canliik ve proliferasyonda kontrol+ beta+tMKH,
kapsiil+beta+tMKH ve kapsiil+beta+tMKH tabaka grubunda anlamli bir artig tespit edildi
(**P<0,01, ***P<0,001). Boylelikle MKH bulunan gruplarda canlilik ve prolifrasyon
artistnin MKH bulunmayanlara kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi. Farkli olarak
kapsiil+beta+MKH tabaka grubunda diger tiim gruplara kiyasla daha fazla canlilik
oranindaartis gozlemlendi. Kontrol+beta ve kapsiil+beta grubunda yapilan istatiksel analile
anlamli bir degisim gézlenmedi. Kontrol ve kapsiillii gruplarin tamaminda ise hiicreler canli
ve proliferatif olarak 6l¢iildii. Kapsiil i¢ine besin ve oksijen girisi porlar aracilig ile biiyiik
oOl¢iide saglandig1 ve boylece kapsiillenmis hiicrelerin de canli kalabildigi tespit edildi. (n=3,
ortalama+SS, *P <0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
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Sekil 4.24. Kapsiil icinde bulunan hiicreler kapsiil gecirgenligi sayesinde i¢inde bulundugu
besiyerinden besin ve oksijen alimini tipki kapsiilsiiz gruplardaki gibi basarili bir sekilde
gerceklestirerek canliligini devam ettirdi. Tiim gruplardaki 7 ve 14. giinler karsilstirildi.
(n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P <0,001).

4.6.2. Sitotoksisite Analizi
Makrokapsiil 6rneklerinin hiicrelere toksik etkinin olup olmadiginin belirlenmesi

icin LDH (laktat dehidrogenaz) testi toksisite oranlari (%) belirlendi. Ornekler iizerine

reaksiyon karisimi eklenip 30 dk. inkiibasyondan sonra, stop soliisyonu eklenip 450nm dalga

67



boyunda mikroplaka okuyucuda okutuldu. Ornekler 1, 7 ve 14 giinlerde yapilan testler
sonucunda Canlilik yiizdesi kapsiil grubunda 1. giinde % 94,61, 7. giinde % 93,75 ve
14.glinde % 94,43 olarak hesaplandi. Gruplar 1, 7 ve 14. giinlerde kendi aralarinda
kiyaslandr (Sekil 4.25).Sonucunda canlilik oraninda *P<0,05 olarak anlamli bir azalma
oldugu tespit edildi. 1. giinden 7. giline kapsiil grubunda *P<0,05, 7. giinden 14. giine
**P 0,01 olarak analzi edildi. Kapsiil malzemesi olan aljinatin hiicreler {izerine toksik

etkisinin fazla olmadig1 belirlendi.
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Sekil 4.25. Alginat makrokapsiiliiniin hiicre tabakasi tizerindeki sitotoksik etkileri. Gruplar
1, 7 ve 14. giinlerde kendi aralarinda kiyaslandi. (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01,
***pP 0,001).

4.6.3. Live/Dead Testi

Kapsiil i¢indeki hiicre tabakasinin canlilik diizeyini belirlemek i¢cin WST-1 testine
ek kiiltiiriin olarak 7. gliniinde live/dead (thermo fisher) test uygulandi. Kapsiil mekanik
olarak ikiye ayrilip tabaka icerisinden ¢ikarildi ve live/dead boyasi ile inkiibe edildi. Siire
bitiminde tabaka lamin {izerine konfokal mikroskopta (Leica) inceleme yapildi. kapsiil+beta,
kapsiil+beta+tMKH, kapsiil+beta+tMKH tabakagruplar1 kendi icinde karsilagtirildiginda
kontrol+beta grubunda MKH 1i gruplara kiyasla daha fazla hiicrede kirmizi renk boyanma
gozlendi. kapsiil+beta+tMKH, grubununda belirli bolgelerde 6lii hiicrelere rastlandi. Canli
hiicre alan1 6li hiicre alanina kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi. kapsiil+beta+ MKH
tabaka grubunda en az sayida hiicrede kirmizi boyanma gozlendi (Sekil 4.26). Bu gruptaki

hiicrelerin canliliklar1 daha yiiksek olarak tespit edildi. kontrol+beta grubunda 6lii hiicrelerin
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goriildiigii ve kontrol+betatMKH grubunda da 6lii ve canli hiicrelerin goriildiigii tespit
edildi (Sekil 4.27).

Sekil 4.26. A: kapsiil+beta, B: kapsiil+beta+tMKH, C: kapsiil+beta+ MKH tabaka gubunda
live/dead boyama goriintiileri. Olii hiicreler kirimizi1 renk gériintiilendi. Canli hiicreler ise
yesil renk 1s1ma verdi.

A

Sekil 4.27. A: kontrol+beta+MKH, B: kontrol beta gubunda live/dead boyama goriintiileri.
Olii hiicreler kirimzi renk gériintiilendi. Canli hiicreler ise yesil renk 131ma verdi.
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4.6.4. Metabolik Aktivite

Metabolik aktivite, ATP Syntase Spesific Activity Microplate Assay Kit (Abcam)
kullanilarak belirlendi. Uretici tavsiyelerini takiben kapsiilleme sonrasi 1, 7 ve 14. giinlerde
ATP sentez testi i¢in, kiiltiirdeki makrokapsiillerin i¢inde bulundugu siipernatantlar topland1
ve 96 kuyucuklu bir plaka iginde yerlestirildi. Absorbans, 405 nm'de Versamax plaka
okuyucuda okundu. Her durum i¢in ii¢ bagimsiz test analiz edildi (n=3, ortalama+SS,
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). Kontrol gruplari 1, 7 ve 14. giinlerde kapsiil gruplari ile
karsilastirmali olarak incelendi (Sekil 4.28). Deneyin ilerleyen giinlerinde kapsiillenmis
hiicrelere kapsiil por ¢apindan invitro ortamdaki besin ve oksijen giriginin gergeklesmesi
sayesinde tipki kontrol (kapsiilsiiz) gruplardaki gibi metabolik aktivitelerden olan canlilik ve

fonksiyonlatin1 devam ettirebildikleri tespit edildi.

16
$
~ 14 *
0
5 12 I W kontrol+beta
o
- 10 I ® kontrol+betat MKH
é g kapsiil +beta
z.:'z I
L; 6 B kapsiil +beta+MKH
=
g 4 = kapsil +beta+MKH tabaka
B2
-
0
1.giin 7.giin 14 giin

Sekil 4.28. In vitro deney gruplarindaki hiicrelerin kiiltiir boyunca kapsiillii ve kapsiilsiiz
ortamda Olgiilen ATP sentaz degerleri. (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01,
***P <0,001).

4.6.5. In vitro Insiilin Salgilama Deneyi

Beta ve MKH tabakasinin canlilifinin ve islevinin korunmasi, makrokapsiil
tasarimimizin merkezi bir 6zelligidir. Bu nedenle kiiltiirde 14 giin boyunca kapsiillenmis
beta+MKH tabakasinin iglevini siirdiiriip stirdiirmedigini degerlendirildi.

Kapsiiliin sahip oldugu porlardan besin ve oksijen aliminin basarili bir sekilde

gerceklestigi in vitroda belirlendi. Hiicreli tiim deney gruplarinda ayni sayida hiicreler ile
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deney tasarlandi. Kapsiilsiiz beta, kapsiilsiiz betatMKH, kapsiil+beta, kapsiil+beta+tMKH,
kapsiil+beta+tMKH tabaka gruplar kiiltiiriin 1, 7 ve 14. gilinlerinde insulin salgilama testine
alindi. Gruplar 1,7 ve 14. giin i¢in karsilastirmali olarak incelendi (Sekil 4.29). Deneyin 7.
ve 14. giinlerinde degisen glukoz miktarlarina cevaben insiilin saliniminda, kapsiilsiiz
beta+MKH ve kapsiil+beta+MKH tabaka grubunda anlamli bir artis tespit edildi (**P<0,01,
***P 0,001). Boylelikle MKH bulunan insulin salgist artisinin MKH bulunmayanlara
kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi. Kapsiilsiiz ve kapsiillii gruplarin tamaminda hiicrede
insulin lretimi devam ettigi belirlendi. Bu insiilin proteininin kapsiil porlarindan ¢ikip
besiyerine gegmesi por boyutunun istedgimiz 6l¢iide oldugunun gostergesi olarak tespit
edildi. Kapsiil i¢cine besin ve oksijen girisi porlar aracilig1 ile biiyiik 6lclide saglandigt ve
boylece kapsiillenmis hiicrelerin de canli kalabildigi buna bagli olarak degisen glukoz
konsantrasyonlarina maruz kalsalar dahi yanit olark insulin salgisi yapabildikleri tespit
edildi. (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
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Sekil 4.29. Besiyerine eklenen glukozun gesitli konsantrasyonlarina hiicrelerin insiilin
salgilayarak ve verdigi yanit karsilastirmali incelendi. (n=3, ortalama+SS, *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001).

4.7. Nakil Edilen Kapsiiliin Terapotik Etkisinin Degerlendirilmesi
4.7.1. Nakil Sonrasi Sicanlarin Agirhk Ol¢iimii

Sicanlarin nakilden sonra 2. gilinden itibaren agirliklari 6l¢iildii. 190 giin boyunca

giin asir1 agirlik 6l¢timii yapildi. Tartim sonucunda diyabete ve uygulanan tedaviye bagh
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olarak degisim olup olmadigi studen’t testi ile analiz edildi (Sekil 4.30).

Kontrol, kontrol kapsiil ve TIDM+Kapsiil+Beta+MKH tabaka grubunda ilerleyen
giinlerde beslenmeye baghh olarak agirlikta diizenli artis goriildi. 136. giinde
T1DM+Kapsiil+BetatMKH tabaka grubunda agirlik artisi hizlandi ve ***P<0,001
oldugundan anlamhi bir artis olarak tespit edildi. TIDM+Kapsiil+Beta ve
T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH gruplarinda ise tedaviye beklenen yanit gelismemesi sebebiyle
kan sekeri normale donmedigi i¢in beslenmeye ragmen agirliklarinda azalma gortildii. 136.

giinde T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH grubunda ***P<0,001 anlaml1 bir azalma goriildii.

TIDM ve TIDM+ Kapsiil grubunda diyabete bagli olarak ilerleyen giinlerde
deneyin son giiniine kadar agirliklarda azalma devam etti fakat istatiksel olarak anlam ifade

etmedigi tespit edildi.
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Sekil 4.30. Tim gruplarda 190 giin boyunca giinlere gore agirhk degisimi. (n=6,
ortalama+SS, *P<0,05, **P <0,01, ***P<0,001). Subkutan bélgeye nakil sonrasinda gruplar
arasinda tedaviye cevap verenlerde agirlik arts1 goriilmekte. TIDM nin tedavi ediemesigi
gruplarda ise agirlik kayb1 gortilmektedir.

4.7.2.Nakil Sonrasi Sicanlarin Tokluk Kan Sekeri Ol¢iimii

STZ enjeksiyonu yapildiktan 3 giin sonra beta hiicre hasarina bagli olarak kan
sekerinin ylikseldigi kuyruk veninden alinan kan 6rneginin glukometre cihaz ile dl¢iilmesi
sonucu tespit edildi. Tokluk kan sekeri 250 mg/dl’nin {izerinde olanlarda STZ’ye bagl beta
hiicre hasarinin sonucu diyabet olustugu kabul edildi. Tiim deney gruplar1 TIDM ve kontrol
(saglikli) gruplari ile karsilastirildi (Sekil 4.31).

Siganlara yapilan nakil sonrasi 2.giinden itibaren tiim gruplardan 190 giin boyunca
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kuyruk veninden alinan kan Ornekleri tokluk kan sekeri glukometre cihazi ile 6l¢iildii.
T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH tabaka grubunda 2. giinde belirgin bir sekilde 490 mg/dl den
310 mg/dl’ ye diistii. Istatiksel agidan degerledirildiginde ***P<0,001 oldugundan anlamli
kabul edildi. Bu grubun kan sekeri 6. giinde 225 mg/dl 8. giinde ise 168 mg/dl Gl¢iilerek
normoglisemi degerine ulasildi. 14. Giinde ise bu deger 129 mg7dl 6lgildii ve istatiksel
acidan analiz edildiginde ***P<0,001 olarak anlaml1 kabul edildi. ilerleyen 190 giin boyunca

yapilan rutin 6l¢iimlerde kan u normoglisemik degerlerde seyretti.

T1DM+Kapsiil+BetatMKH grubunda ise 2. glinde 402 mg/dl olarak 6l¢iilen kan
sekeri 4. giinde 531 mg/dl ye ¢ikmis olup 8. giinde 291 mg/dl (***P<0,001) Sl¢iilmiistiir.
190 giin sonunda en fazla 271 mg/dl ye (***P<0,001) diistiigii tespit edilmistir. Bu grupta

istenilen normoglisemi hedefine ulagilamamustir.

T1DM+Kapsiil+Beta grubu 2. giinde 517 mg/dl 6l¢iilmiis olup 190 giin boyunca
kan sekeri 400-450 mg/dl araliginda seyretmistir. T1DM grubu ile benzer sekilde kan degeri

olup normoglisemi saglanamamustir.
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Sekil 4.31. Nakil sonrasinda 190 giin boyunca 6l¢iilen kan glukoz degerleri. Nakilden sonra
ozellikle TIDM+Kapsiil+Beta+tMKH tabakasi grubunda belirgin bir sekilde 2. giinde kan u
diisise gecmistir. (***P<0,001). Diger nakil yapilan deney gruplarinda ise normoglisemiye
ulagilmamustir.

4.7.3. IPGTT (intraperitonal Glukoz Tolerans Testi) Uygulanmasi
4.7.3.1. IPGTT sonrast kan sekeri diizeyi

Diyabetik farelerde nakledilen adacik hiicre tabakalarinin glukoz yanit kabiliyetini

degerlendirmek i¢in nakil sonrasi 2, 16 ve 30. giinlerde a¢ olan siganlara intraperitonel olarak
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glukoz yiiklemesi sonrasinda 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kuyruk veninden alinan kandan
glukometri cihazi ile yapilan 6lgiimlerin karsilastirmali analizi yapildi (Sekil 4.32).

T1DM+Kapsiil+BetatMKH, TI1DM+Kapsiil+Beta grubunda hiicre nakli
yapilmamis diyabetik siganlarda oldugu gibi, glukoz uygulamasindan sonra kan sekeri

seviyesi stirekli olarak yiiksek kaldi (>400 mg/dl).

T1DM+Kapsiil+BetatMKH tabaka grubunda ise, kan sekeri seviyesi glukoz
uygulamasindan 30 dakika sonra maksimuma (198 mg/dL) ulast1 ve daha sonra yavas yavas
yaklasik olarak normal seviyelere diistii (127 mg/dl). 120. dk da kontrol (saglikli) grubu
sicanlarinkine benzer bir deger gosterdi ve bu da T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH tabaka
grubuna nakledilen beta- MKH hiicre tabakalarinin fonksiyonel oldugunu ve glukoz
uygulamasina yanit olarak normoglisemi elde etmek icin yeterli miktarda insiilin

salgilayabildigini gosterdi.

Gruplar olgiilen dakikalarda kontrol grubuna gore karsilastirilmasi yapildi. 90.
dakidada T1DM+Kapsiil+Beta, T1DM+Kapsiil+Beta+MKH, T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH
tabaka grubu arasindaki karsilastirmali analizde *P<0,05, *P<0,01, ***P<0,001 oldugundan

anlaml kabul edilmistir.
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Sekil 4.32. Kapsiil naklinden sonra IPGTT sonuglari. Sicanlara 30.giinde yapilan
intraperitonel glukoz yiiklemesi sonrasinda 120. dakikaya kadar izlendi. Kuyruk veninden
alina kan 6rnegi glukometre ile 30, 60, 90, 120. dakikalarda Sl¢iildii. Veriler student’t test
ile analiz edildi(n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
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4.7.3.2. IPGTT sonrast serum C-peptid diizeyi

Glukoz yiikleme testinden sonra yapilan analizlerde 16.ve 30. giinlerde
T1DM+Kapsiil+Beta, (0,202 pg/ml T1DM-+Kapsiil+Beta+tMKH (0,225 pg/ml, grubundaki
sican  C-peptid  seviyeleri, TI1DM-+Kapsiil+BetatMKH tabaka (0,883 pg/ml)
grubununkinden anlamli derecede diisiiktii. Bu sonuglar, MKH nin tabaka halinde oldugu
gruplarda, insiilin sekresyonu ve daha sonra normogliseminin elde edilmesi agisindan yalniz
beta hiicresi ve tabaka halinde olmayan (daginik) beta-MKH gruplarindan ¢ok daha etkili
oldugunu agikga gosterdi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Kapsiil naklinden sonra diyabetik sicanlarda c-peptid proteininin serum
konsantrasyonlari. Nakilden sonra 2, 16 ve 30. giinlerde IPGTT uygulamasi sonrasinda
kuyruk veninden toplanan kan 6rneklerinden ELISA yontemi ile c-peptid proteini tayini
gerceklestirildi (n=3, ortalama+SS, *P <0,05, **P<0,01, ***P<0,001).

4.7.3.3. IPGTT sonrasi serum Insiilin diizeyi

Tedaviye yanit vermeyen T1DM-+Kapsiil+Beta, T1DM+Kapsiil+BetatMKH ve
T1DM gruplarinda serum insiilin konsantrasyonu 0,251 plU/ml olarak diisiiktii.

T1DM+Kapsiil+BetatMKH tabaka grubunda, serum insiilin seviyesi, nakilden
sonra kontrol (saglikli) siganlarinkine (1,04 ulU/ml ) benzer bir seviyeye anlamli olarak
yiikseldi. 16. ve 30. giinlerde serum insiilin konsantrasyonlar1 sirastyla 1,06 ulU/ml ve 1,16
ulU/ml olarak tespit edildi. TIDM+Kapsiil+Beta, T1DM+Kapsiil+BetatMKH grubunda
ise, transplant Oncesi seviyeye kiyasla serum insiilin konsantrasyonunda bir degisiklik
gostermedi. Bu gruplarda insiilin seviyeleri transplantasyondan sonra en az 30 giin boyunca

stirekli olarak diisiik kald1 (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Kapsiil naklinden sonra diyabetik sicanlarda insiilin proteininin serum
konsantrasyonlari. Nakilden sonra 2, 16 ve 30. giinlerde IPGTT uygulamas1 sonrasinda
kuyruk veninden toplanan kan orneklerinden ELISA yontemi ile insiilin proteini tayini
gergeklestirildi (n=3, ortalama+SS, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).

4.8. Histolojik ve Inmunohistokimyasal Analizler

60. giinde nakil bolgesindeki subkutan dokular alindi. Deri greftleri kesilerek
formalin igerisine konuldu. Hematoksilen-eosin boyamasi sonucunda greftlerin icerisindeki
hiicrelerin goriintiileri 151k mikroskobunda incelendi. Beta ve MKH ler hematoksilen ile

mavi renge boyandi. Aljinatin homojen yapisi ise eozin ile pembe renk goriintiilendi (Sekil
4.35).
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Sekil 4.35. Nakil bolgesindeki greftin H-E boyanmis gorintiisi. A-B: Nakledilen
makrokapstil igindeki hiicreleri daha biiylik biiyiitmede goriilmekte. C-D: Aljinat
icerisindeki hematoksilen ile boyanmis beta ve MKH goriilmekte. Homojen eozinofilik
yapida matrijel goriilmektedir. (Ol¢iim gubuklari, A: 200 um, B-C-D: 50 um).

Nakil bolgesinden ¢ikarilan kapsiil i¢erisinde hiicre tabakasinin canlilik durumunu
incelemek i¢in live/dead boyamasi yapildi. Bu dokular ¢ikarildigi gibi fikse edilmeden
laboratuvara ulastirilip direk live/dead boyasi ile boyand1 ve konfokal mikroskopta analiz
edildi. TIDM+Kapsiil+ Beta, TIDM+Kapsiil+ BetatMKH, T1DM+Kapsiil+ BetatMKH
tabaka gruplarinin her birinde 6lii hiicreler kirmizi, canli hiicreler ise yesil goriintiilendi.
T1DM+Kapsiil+ BetatMKH tabaka grubunda diger gruplara kiyasla daha az alanda o6l
hiicreye rastlandi (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Nakil bolgesindeki greft 60. giinde ¢ikarilarak kapsiil i¢indek hiicrelerin
canliliklar1 gozlemlendi. Konfokal mikroskop ile 3-boyutlu olarak incelendi ve goriintiiler
3-boyutlu fotograflandi. Kirmizi 6lii hiicreler, Ethidium bromiir ile boyandi. Yesil canli
hiicreler Calcein AM ile boyandi. A: TI1DM-+Kapsiil+ Beta, B: T1DM+Kapsiil+
Beta+MKH, C: TIDM+Kapsiil+ Beta+tMKH tabaka

Sekil 4.37. Kapsiil i¢erisindeki beta hiicrelerinin hiicre immunflouresan antikor ile boyanma
goriintiileri. A: Insiilin (Yesil), B: C- peptid (Kirmizi) , C: PDX-1 (Yesil), D: Pax-4 (Yesil).
Cekirdekler DAPI (Mavi) ile boyandi. (Ol¢iim ¢ubuklari, 50 um).
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Ayn1 zamanda kapsiil i¢cindeki beta hiicrelerinin 60 giin sonrasindaki durumunu
gozlemlemek i¢in insiilin, cpeptid, PDX-1, Pax-4 boyamasi yapildi flouresan mikroskopta
goriintiilendi. Insiilin, c-peptid, Pax-4, PDX-1 pozitif boyandi (Sekil 4.37).

MKH larin beta hiicrelerinde hasar olusumunu engelledigi, grefti korudugu ve
hiicreleri apoptozdan korudugunu gostermek icin T1DM+Kapsiil+Beta grubunda,
T1DM+Kapsiil+BetatMKH ve TI1DM+Kapsiil+BetatMKH tabaka grubuna kiyasla

dahafazla alanda active-caspase pozitif alan gortldi (Sekil 4.38).

A B C

0 pm 50 0 um 50 0 um 50

Sekil 4.38. Kapsiil greftlerinde beta hiicre apoptozunun (Active caspase) immiinflouresan
boyama ile gosterilmesi. A: TIDM+Kapsiil+Beta B: TI1DM+Kapsiil+BetatMKH ve C:
T1DM+Kapsiil+Beta+tMKH tabaka grubu. Active caspase (Kirmizi). (Olgiim ¢ubuklari, 50

um).

T1DM+Kapsiil+BetatMKH ve T1DM+Kapsiil+BetatMKH tabaka grubunda
MKH larin salgiladig: sitokin ve biiyiime faktorlerinin nakil bolgesindeki beta hiicrelerinde
hasar olusumunu engelledigi, grefti korudugu ve hiicrelerin apoptozunu engelledigini

gostermek icin TGFp ve IL-6 boyandi ve hiicrelerde pozitif oldugu gésterildi (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. TGFp sitokini salgilayan MKH larin greft bolgesinde gosterilmesi. A-B:
T1DM+Kapsiil+BetatMKH, TGFB VE IL-6 (Yesil) pozitif gorilmektedir. C-D:
T1DM+Kapsiil+BetatMKH tabaka. TGFB VE IL-6 (Yesil) pozitif goriilmektedir.
Cekirdekler DAPI (mavi) ile isaretlendi (Ol¢iim cubuklari, 50 um).

Sekil 4.40. 6 Farkli deney grubunun pankreas adaciklarinin IF boyama goriintiileri. A:
T1DM+Kapsiil+Beta B: T1DM+Kapsiil+BetatMKH ve C: T1DM-+Kapsiil+Beta+tMKH
tabaka D: Kontrol E: Kontrol+kapsiil F: TIDM grubu. Glukagon (Yesil) pozitif, Insiilin
(Kirmiz1) pozitif goriilmekte. (Olgiim gubuklari, 50 um).
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Nakilden sonra 60. giinde deney gruplarindan alinan pankreas dokularinda IF
boyama yapildi ve kesitlerde adacik goriintiileri tarandi. Kontrol grubu adaciginin boyutu
diger deney gruplarinin adacik boyutu ile karsilastirildiginda farkliliklar goriildi (Sekil
4.40).
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5. TARTISMA

Tip 1 Diyabet pankreatik adaciklardaki beta hiicrelerinin otoimmiin yikiminin
sonucudur ve diyabetik hastalarin% 5-10'unu olusturur. Kontrolii i¢in ise hayat boyu siirecek
insiilin tedavisi gereklidir. Giiniimiizde alternatif tedavi sekilleri olarak ise saglikli bir
pankreas veya pankreatik adacik nakli uygulanmaktadir. Fakat kadavra ve donor yetersizligi
nedeniyle yapilacak bu tedaviler smirli kalmaktadir. Disaridan insiilin bagimliligimin
engellenerek hastalarin yasam kalitesi arttirmak i¢in arastirmalar hiicresel tedavilere dogru
yonlenmistir. Bu nedenle insiilin salinimi yapacak hiicreler i¢in yeni kaynaklar veya insiilin
tireten hiicreler tanimlanmalidir. Caligmamizda insiilin {ireten beta hiicre hatt1 kullanilarak,
adacik kullanilan ¢alismalara (Obokata ve ark., 2011; Saito ve ark.2011; Hirabaru ve ark.,
2015; Fujita ve ark., 2018) kiyasla daha kolay elde edilebilir bir hiicre kaynagi tercih
edilmistir. Ciinkii adacik i¢in yeterli dondr bulunsa dahi bunlarin izolasyonlari sirasindaki
zorluklar sebebiyle potansiyel bir kaynak olarak goériilmemelidir.

Pankreas nakli 50 yili askin bir siiredir uygulanmaktadir ve son doénemlerde
hastalarda bobrek yetmezligi gelistigi kayit altina alinmistir (Keanan ve ark., 2011)
Deneyimli nakil merkezlerinde es zamanli bobrek ve pankreas nakli, 5 yili askin bir siire
boyunca %80'e varan insiilin bagimsizligi sans1 sunabilmekteydi, ancak énemli cerrahi risk
ve immiinosupresyon gerekliligi sebebiyle giliniimiizde hem hastalar hem de hekimler i¢in
ciddi problemler teskil etmektedir.

Adacik nakli ise, portal ven yoluyla karacigere infiize edilen donér adaciklari ile
daha diisiik riskli bir prosediirdiir. Ryan ve arkadaslarinin steroid igermeyen bir Edmonton
Protokolii kullanarak ¢i1gir agan calismasi, adacik transplantasyonunun insiilin
bagimsizligina ulasabilecegini gostererek basarili ve diisiik riskli hiicre bazli bir terapi 6rnegi
sunmustur (Ryan ve ark., 2005). Fakat, adacik nakli alicilarinin yalnizca bir kismi kalict
instilin bagimsizligina ulagsmistir. Ayrica, bagisikligin baskilanmasiyla iligkili morbidite ve
dondr adacik teminindeki kisitlamalar, adacik naklinden yararlanabilecek insan sayisini
kisitlamaktadir. Su anda, adacik nakli, siddetli hipoglisemik ataklarina sahip olmayan kii¢lik
bir hasta grubunda kullanilmaktadir. Insiilin bagimsizig: saglanmasa bile, minimal adacik
nakli fonksiyonu ile hayat1 tehdit eden ciddi hipoglisemi 6nlenebilmektedir (Khrisnan ve
ark., 2014)

Tip 1 diyabet icin potansiyel bir tedavi olarak hiicre tedavisi, biiyiik bir ilgi alam
olmaya devam etmektedir. insan embriyonik kok hiicrelerinden fonksiyonel ve glukoza

duyarl beta hiicreleri veya canli donorlerden indiiklenmis pluripotent kok hiicreler iiretmek
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i¢in protokoller {izerinde 6nemli ¢abalar harcanmistir (Vegas ve ark., 2017). Bu yaklasim
fonksiyonel insiilin salgilanmasina izin verecek, ancak immiinosupresyon ihtiyacini ortadan
kaldiracak yar1 gegirgen bir cihazda kullanilarak sinirsiz bir beta hiicre kaynagi ile preklinik
ve klinik caligmalar i¢in umut 15181 olmustur. Bu dogrultuda yapilan calismalarda birkag
kiigiik molekiiliin, biiyiime faktorlerinin, hormonlarin ve besinlerin orta diizeyde beta hiicresi
neogenezi ve proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir (Mu ve ark., 2017). Yine bir diger
calismada insan embriyonik kok hiicrelerinden instilin {ireten beta benzeri hiicreler elde
edilerek siganlara nakli sonrasinda 174 giin normoglisemi saglanabilmistir (Vegas ve ark.,
2016). Fakat embriyonik kok hiicrelerin kullaniminin etik problemler nedeniyle sinirlt ve
bazi iilkelerde yasak olmasi ¢alisma potansiyelini olumsuz etkiledigi diisiiniilerek bizim
caligmamizda beta hiicre hatt1 tercih edilmistir. Adacik nakilleri ise gegmisten gliniimiize
kadar pek cok calismada ilk akla gelen hiicre olmakla birlikte giiniimiizde ve gelecekte
ontindeki dondr kisitliligr gibi sebepler nedeniyle ne yazik potansiyel hiicre kaynagi olarak
goriilmemelidir. Bununla birlikte, adacik nakillerinin hayvan deneylerinde de
normoglisemiyi saglamada fazla sayida adacik gerekli oldugu i¢in tekrararlanmasi zor
olmaktadir.

Ayrica adacik ve pankreas nakilleri allojenik yapildigi i¢in tedavi sonrasinda doku
reddi gibi immun problemler ortaya c¢ikarak hastalar yeniden insiilin bagimli hale
gelmektedir. Adaciklarin konak¢min bagisiklik sistemi tepkisinden korunmasi i¢in, hiicre
enkapsiilasyonu umut verici bir alternatiftir. Bu enkapsiilasyon teknolojisi, adaciklarin
gomiilii oldugu bir matriksten olusan fiziksel bir bariyer iizerine kuruludur ve kullanilan
malzeme ve tasarlanan por boyutlar1 kiigiik molekiillere (besin maddeleri, oksijen ve
peptitler) gecirgen olup, ancak antikorlara ve bagisiklik hiicrelerine gegirgen olmadigr pek
¢ok calismada belirtilmistir. (Strandve ark.,2017).

Pankreas adaciklarinin aljinat kapsiil kullanarak bagisiklik sisteminden korunmasi
ilk olarak Lum ve Sun tarafindan siganlarda gosterilmistir (Lim ve ark.,1980). Hiicre
kapsiillemede kullanilan ¢esitli biyomalzemeler olmasina ragmen; dogal polimer olan aljinat
makrokapsiil uygulamasi, hem daha fazla hiicre igermesi hem bu hiicreleri immun
reaksiyonlardan koruyabilmesi, hem de canli organizma ile yiiksek biyo-uyumluluk
gostererek greftin uzun siireli sag kalimini saglamistir. Biz de calismamizda aljinat
kullanarak istedigimiz por boyutlu kapsiil dizayn edip, antikor ve immdiin sistem hiicrelerinin
giremedigi, fakat besin, oksijen ve insiilin giris ¢ikiginin basarili bir sekilde gergeklestigi
kapsiil yapisini in vitro ve in vivo analizlerde gézlemledik. In vitroda kapsiil igerisindeki

hiicrelerin canlilik ve fonksiyonu i¢in uygulanan analizlerde, aljinatin hiicereler bir toksik
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etki olmadig1 diger ¢aligmalarda oldugu gibi kanitlanmistir (Weaver ve ark.,2018). Deri
altina yerlestirdigimiz kapsiiliin darbeye dayanikli ve ayn1 zamanda biyouyumlu bir polimer
olan aljinat se¢ilmistir. Belirli bir kuvvet uygulama noktasina kadar esneyebileben,
birakildiginda ise ¢ok kisa bir siirede eski haline tekrar donebilen elastik bir karakteristige
sahiptir. Ayrica elastik modiilii, literatiirde yer alan ve jel formundaki bir dogal yapi
iskelesinin gosterildigi ¢aligmadaki iskelenin elastik modiiliine yakin bir degerde
bulunmustur (Korurer ve ark.,2014) .Ote yandan, WST-1 analiz sonuglarina gére, kapsiil
igerisinde yer alan hiicre tabakalarmin canlilik ve iizerindeki hiicre proliferasyon hizi
14.giinliik kiiltiir stirecinde artmaya devam etmistir.

Gilinlimiizde hiicre kapsiillemede kullanilan cihazlar genel olarak makro o6lgekli,
mikro 6lgekli ve nano 6lgekli cihazlar olarak siniflandirilabilir, bunlar viicudun herhangi bir
yerinde intravaskiiler veya ekstravaskiiler bolgelere implante edilir. Makrokapsiillerde
hedeflenen hiicre kaynagi mikrokapsiildeki gibi tek tek degil toplu halde ¢ok sayida
hiicreniye tek sferde islem yapma imkani sunmaktadir (Sekil 1.8). Calismamizda hiicre
tabakas1 kullandigimiz i¢in makro boyutta bir yapiyr ancak makrokapsiilleme yaparak
immiin sistem hiicrelerinden ve antikorlardan korumay1 basardik.

Intravaskiiler cihazlar, i¢i bos biyouyumlu tiipler iginde kapsiillenmis adaciklar
veya alicinin vaskiiler sistemine bagli lifler icerir. Ekstravaskiiler makrokapsiillere gore,
besin ve oksijene daha iyi erisim, glikozdaki degisikliklerin aninda taninmasi ve kan akiginin
kolaylastirdigr daha yiiksek diflizyon gibi ¢esitli avantajlar sunarlar. Bununla birlikte,
anastomoz bolgelerinde trombiis gelistirme egilimleri ile sistemik antikoagiilasyon ihtiyaci,
klinik adacik transplantasyonunda yaygin kullanim ic¢in onlar1 zayif adaylar haline
getirmektedir.

Ekstravaskiiler makroenkapsiilasyon cihazlariyla ilgili arastirmalar istikrarli bir
hizla ilerlemektedir. Implante edilebilir intravaskiiler cihazlarda goriilen hemorajik
komplikasyonlar ekstravaskiiler implantlarda goriilmez ve sonug olarak bu cihazlar daha
kapsamli olarak incelenmistir. Morfolojilerine goére genel olarak boru seklindeki ve
diizlemsel cihazlar olarak simniflandirilabilirler. Bizim c¢alismamizda da elde ettigimiz
makrokapstil hem por boyutu hemde biiytikliik agisindan, emsal ¢aligsmalardaki gibi basarili
sonuglara ulasmamizi saglamistir (Weaver ve ark. 2018).

I¢i bos fiber cihazlar ise enjekte edilebilir, kolayca geri alinabilir, dayanikl1 ve deri
alt1 implantasyon i¢in kolayca uyarlanabilir. Bununla birlikte, in vivo transplantasyondan
sonra hasara kars1 oldukc¢a hassastirlar ve yaygin uygulanabilirliklerini sinirlayan tam insiilin

bagimsizligini elde etmek icin biiylik dozda adaciklar gerektirirler.
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Enkapsiilasyon  ¢aligmalar1  ilk  olarak mikro boyutta tasarlanmistir.
Mikrokapsiilasyon olarak adladirilan bu uygulamalarinda genis ylizey alani / hacim orani,
mikrokapstillerin toplu halde nakli i¢in avantajli olmustur fakat bununla birlikte, bu
teknolojinin belirli sinirliliklart bulunmaktadir. En 6nemlisi biiyiik bir nakil alanina ihtiyag
vardir. Glinliik insiilin ihtiyacini karsilamak icin yeterli sayida kapsiil varligi, hizli besin
erisimi saglayan uygun bir mikrovaskiiler bolge, gerekirse mikrokapsiiliin ¢ikarilmasindaki
zorlugu ve adaciklarin hayatta kalma oranlarmin yetersiz oldugu gibi sinirliliklar bazi
caligmalarda belirtilmistir (Khanna ve ark., 2010; Levesque ve ark., 1992; Moya ve ark.,
2010; ve ark., 2013). Deney hayvanlarinda ve insan deneklerinde mikrokapsiil uygulamalari
denenmesine ragmen, hiicre kaynaklari, implantin yeri ve vaskiilarizasyon gibi zorluklar
coziilememistir. (Elliott ve ark.,2005; Wang ve ark., 1997). Mikrokapsiiliin deneysel
calismalarinda, bobrek kapsiil alti, karaciger portal ven gibi bolgelere nakil islemleri
yapilmustir. Karaciger portel veni invaziv bir girisim ve bobrek alt1 kapsiilii oksijen kaynagi
acisindan zayif bir mikrogevreye sahiptir.

Calismamizin kritik noktolarindan biri de kapsiil malzemesinin biyouyumlu,
mekanik olarak dayanikli, por biiyiikliigii acisindan iyi optimize edilmis olmasi
gerekmektedir. Yapilan arastirmalar sonrasinda aljinatin {stiin  biyouyumlulugu,
hidrofilikligi, basit jellesme siireci, kararli mimarisi, bol bulunabilirligi, goreceli tedarik
kolayligi, diisiik iiretim maliyetleri ve in vivo uzun siireli stabilitesi nedeniyle
mikroenkapsiilasyonda  kullanim i¢in biliyiik o0l¢iide tercih  edilmistir.  Aljinat
mikrokapsiilleme, her adacigin ayr1 ayr bir aljinat mikrokapsiil i¢ine alindig: bir tekniktir.
Aljinat, biyouyumlu cihazin birden fazla adacik icerebildigi makroenkapsiilasyonda da
kullanilmistir. Aljinat hidrojellerinde mannuronat ve guluronat zincirlerinin uzunlugu ve
dizisi ile mannuronatin guluronata oraninin (M:G orani1) aljinatin mekanik mukavemetini,
elastikiyetini, dayanikliligini, gegirgenligini ve sisme 6zelliklerini belirledigi gosterilmistir.
Ayrica daha 1yi bir stabiliteye ve mekanik giice sahiptirler, nakil sonrasinda, hiicresel asir1
biiylime, daha fazla antijenite ve kapsiilleri ¢evreleyen yogun bir fibrotik asir1 biiyiime ile
sonuclanan makrofaj aktivasyonu ile sonuclanir. Calismamizin en biiylik hedefi sicanlarda
uzun siireli normoglisemi saglamak oldugu i¢in antijenite, makrofaj aktivasyonu, fibroz
doku olusumu sebepleriyle erken donemde geft kaybi1 olmamasi i¢in sadece aljinat
malzemesi kullanarak hedefimize biiyiik oranda ulastik.

Ayni zamanda bir biyo-yapay kapsiilleme cihazinin basarisi i¢in uygun gozenek
boyutunun secilmesi hayati 6nem tasimaktadir. Asirt derecede kiiciik bir gdzenek boyutu,

diizlemsel cihazin adacik igeren i¢ boslugundan igeri dogru besin ve oksijen difiizyonunu ve
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disart dogru insiilin ve metabolit diflizyonunu engelleyebilir. Aksine, 6zellikle biiyiik bir
gozenek boyutu, istenmeyen immiinoglobulinlerin ve diger sitotoksik kemokinlerin bu
bosluga girmesine izin vererek hiicre yikimina yol agabilir. Bu nedenle, islevsel bir
kapstilleme cihazi tasarlamada en 6nemli kriter uygun gézenek boyutudur. Calismamizda
elde ettigimi makrkapsiil por boyut 6,92 um olup kapsiiliin i¢ine immiin sitem hiicreleri ve
IgG girisini onlemek i¢in gerekli segici gecirgenligi gostermistir.

Ek olarak, aljinat bilesimindeki g¢esitli kimyasal degisikliklerin biyouyumlulugu
tizerinde olumlu ya da istenmeyen etkileri vardir. Aljinat sentezinde kimyasal 6zelliklerini
degistirme teknigi olarak ¢ok degerlikli katyonlarin (Ca*> Fe*® Ba*?), polikatyonlarin (poli-
L-lisin veya poli-L-ornitin) ve poli-elektrolitlerin kullanimi1 kapsamli bir sekilde
incelenmistir (Strand ve ark., 2017; Krishnan ve ark., 2014). APA (aljinat-poli-L-lisin-
aljinat) kapsiilleri, yiiksek derecede bir gegirgenlik saglayarak, yani antikorlarin
mikrokapsiillere girmesini secici olarak bloke etmektedir.

Calismalar ayrica, makro yada mikrokapsiillerde membran difiizyonunun ve
gecirgenliginin, konak savunmasina maruz kaldiktan sonra degisebilecegini de gostermistir
(Kessler ve ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada da adacik hiicreleri VEGF proteini ile
kaplanmis poli etilen glikol (PEG) makrokapsiiliine yerlestirilerek si¢canlarin subkutan ve
omentum bolgesine nakledilmistir (Weaver ve ark., 2018). Kessler ve grubunun
calismasinda in vivo konak¢1 ortamini taklit etmek amaciyla in vitro doku kiiltiiriinden 6nce
kapsiilleme cihazina bir protein kaplamanin uygulandigi deneylerde glukoz ve insiilinin
kapstiliin gecirgenligi degerlendirilmistir. Sonrasinda siganlarda intraperitoneal olarak
implante edilen ve implantasyondan bir hafta sonra alinan kapsiillerle elde edilen sonuglarla
karsilastirilmistir. In vivo implante edilen kaplanmamuis cihazda hicbir hiicresel enflamasyon
veya nekroz, hiicre yapigmasi veya fibrin birikintileri kaydedilmemistir. Bununla birlikte, in
vivo implante edilmis membranlar {lizerine protein adsorpsiyonu, in vitro protein kaplh
membran lizerine absorbe edilen miktardan daha fazla oldugu kayit edilmistir. Glukoz ve
insiilin diflizyon oranlarinin kaplanmislarda kaplanmamis implantlara kiyasla 6nemli dlgiide
daha diisiik oldugu, bu da protein kaplamanin in vivo gecirgenlikteki diislisiin bir nedeni
olabilecegini gdstermistir.

Aljinat kullanilarak elde edilen greftin etkili bir sekilde insulin salinimini
gerceklestirmesi i¢in 6nemli olan noktalardan biride nakil bélgesidir. Uluslararas1 adacik
nakli kayitlarina gore, klinik adacik transplantasyonlarinin ytizde 90'min, portal ven igine
inflizyon yoluyla gerceklestirildigi ve karacigerde daha sonra embolizasyonun gergeklestigi

bildirilmektedir (Merani ve ark.,2008). Karaciger bolgesi son derece iyi karakterize edilmis
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olmasia ragmen, transplantasyon sirasinda veya kisa bir siire sonra adaciklarin bircogu
kaybedildigi icin, bu durum optimal degildir (Ryan ve ark.,2005). Cogu alic1, portal ven
adacik transplantasyonu sonrasi insiilin bagimsizligina ulasir, ama sonu¢ uzun siireli
degildir. Hasta en sonunda insiilin enjeksiyonlarina devam etmektedir. Karaciger ¢ift damar
ve vendz vaskiiler beslenmenin avantajina sahip olsa da, parankimal oksijen gerginligi
pankreasinkinden daha diistiktlir. Ayrica, karaciger bolgesi hemoraji ve tromboz gibi
prosediirle iliskili komplikasyonlarla iligkilidir. Bu alandaki bir¢ok arastirma, adacik nakli
ve islevini optimize etmek, nakil i¢in gerekli olan adacik miktar1 ve immiinojeniteyi
azaltmak igin alternatif sahalar izlemistir (Merani ve ark.,2008). Bu nedenle nakledilen
pankreatik adaciklarin revaskiilarizasyonu aninda olmadigindan, iyi bir vaskiiler kaynaga
yakinlik 6nemlidir.

Cerrahi agidan bakildiginda, ideal alan potansiyel implantasyon komplikasyonlarini
en aza indirmek icin kolay erisime izin vermelidir. En az sayida adacik gerektiren bir
transplant bolgesi, yliksek transplant hacmine olan ihtiyaci azaltmak veya ¢ok sayida donor
ve infiizyon i¢in avantajli olacaktir. Bu nedenle ¢alismamizda nakil bolgesi olarak subkutan
(derialt1) alanin uygun olacagina karar verilmistir. Subkutan bdlge iyi bir vaskiiler kaynak
olmakla birlikte adacik nakil bdlgesi olarak yeni ¢aligma alanidir ve nakledilen dokunun
izleme kolayligina (radyolojik gorsellestirme veya biyopsi) iyi erisimi de yararli olacaktir.
Literatiirde yer alan bir ¢aligmada nakil bolgesi olarak karaciger yiizeyine hiicre tabakalari
yerlestirilmistir (Fujita ve ark.,2018). Fakat bu yontem subkutan bolgeye kiyasla ¢ok daha
invaziv bir girisim oldugu i¢in bizim c¢alismamizda uygun goriillmemistir. Calismamizda
makrokapsiiliin nakledilen bolgeye engrafman saglama potensiyeli géz oniine alindiginda
vaskiiler bolgelerin yogun oldugu alan olarak subkutan bolgede iyi sonuclar alinmistir.

Nakil bolgesinin nerede oldugu biiyiik 6lciide calisma i¢in 6nemli olmakla birlikte
bizim i¢in 6nemli olan bagka bir hususta nakledilen hiicre biitiinliiglinliin korunmas1 ve
hiicrelerin apoptoza ugramamasi gibi kriterlerdir. Bu sebeple calismamizda hiicre-tabaka
miihendisligi prensibinden yola ¢ikarak beta+tMKH hiicre tabakalar1 olusturulup fonksiyonel
adacik benzeri sistemlerindizayn edilmesi ve bu sistemlerin subkutan bdlgeye transferi yer
almistir. Hiicre tabaka sistemlerinin diyabetin tedavisi i¢in kullanildig1 ¢esitli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Abdominal, subrenal, subkutan ve bolge transferleri gibi (Obokata ve
ark.,2011; Saito ve ark., 2011, Hirabaru ve ark., 2015; Fujita ve ark., 2018). 3-B lu bu hiicre
tabakalariin, subkutan bolgede canliligim1 koruyarak etkn oldugu ve normoglisemi
sagladig rapor edilmistir (Obokata ve ark.,2011; Saitove ark., 2011). Fakat subkutan bolge

calismalarinda adacik nakli ile siganlarda normoglisemi en fazla 60 giin saglanmistir (Saito
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ve ark.,2011) . Baska bir ¢alismada ise abdominal bolgede 84 giin normoglisemi saglanmistir
(Hirabaru ve ark., 2014). Bu calismalarin esikligi nakledilen grefti immiin ataklardan
koruyacak bir uygulamanin olmamasidir. Bizde bu eksiklikten yola ¢ikarak hiicre
tabakalarin1 makrokapsiile ederek grefti immun ataklardan koruyup sicanlarda daha uzun
stireli normoglisemi saglamay1 hedefledik.

MKH ler hiicresel tedaviler i¢in potansiyel bir kaynak olarak goriilmektedir. MKH
ler plastisite 6zelligi sayesinde kaynaklandigi dokudan farkli bir¢ok dokunun hiicrelerine
farklilasabilme 6zelligi gostermektedir. Calismamizda beta hiicreleri ve izole ettigimiz sAD-
MKH ler birlikte sicaklik-duyarli kiiltiir kaplarinda kiiltiire edilerek [poly (N-
isopropylacrylamide)- PIPAAm] tabaka seklinde olusturulmustur. Bu sayade hiicrelerin
invivodaki nislerinde oldugu gibi birbiri ile temas halinde oldugu, ayn1 zamanda da hiicre-
hiicre ve hiicre-yiizey etkilesiminde ECM yapist korundugu i¢in kapsiil i¢inde canliliklar
daha uzun siirmiistiir. Ayrica bu yontem geleneksel yontemlerle hiicreleri kaldirmak igin
kullanilan enzimlerin hiicre yapisina verdigi zararli etkilerin de elenmesini saglamistir.
(Hirose ve ark., 2000; Okano ve ark., 1993). Ayrica bir hiicre tabakasinin makrokapsiile
edilerek nakledilme ¢alismasi literatiirde bir ilktir.

Calismamizda nakil sonrast 190 giin takip siiresi boyunca alinan tokluk kan
orneklerinde kan glukozunun normal seviyeye diistiigli gosterilmistir. Fakat deney gruplari
karsilagtirildiginda Beta-MKH grubunun kan glukoz seviyesinin, Beta nakli grubuna gore
saglikli kontrol grubuna daha yakin oldugu gosterilmistir. Bu da elde ettigimiz 3B lu adacik
dokularimin sistemik sirkulasyonun i¢ine insulin sekresyonu ve insulin iiretim yeteneginin
oldugunu gostermistir. 3B’lu adacik dokularinin fonksiyonelligi IPGTT (intraperitonal
glukoz tolerans testi) ile gosterilmistir. Sicaklik duyarli kaplar ile yapilan beta hiicresi yada
diger hiicre kiiltiir ve nakil g¢alismalarinda, hiicreler arasi baglanti komplekslerinin
korunmasi ve in vitro ortamda da olsa olusan ekstraselliiler matriksin bozulmamasi,
hiicrelerin morfolojik olarak saglikli olmalarinin yani sira fonksiyonelliklerine de katki
saglamistir (Ohashi ve ark., 2007; Hiroseve ark., 2000).

MKH larin salgiladigi sitokin ve biliylime faktorlerinin nakil bolgesindeki beta
hiicrelerinde hasar olusumunu engelledigi, grefti korudugu ve hiicrelerin apoptozunu
engelledigini gostermek i¢in TGFB VE IL-6 boyanmis ve hiicrelerde pozitif oldugu
goriilmistiir (Poll ve ark.,2008). Yalnizca beta hiicre nakli yapilan grupta ise TGFP negatif
olarak goriilmustiir. MKH larin salgiladig: sitokin ve biiytime faktorleri TGFp ve IL-6, MKH
larin en 6nemli 6zelliklerinden olan anti-apoptotik, anti-inflamatuar 6zellikleri sayesinde

grefti koruyup beta hiicrelerinin apoptozunu engellemesi ile agiklanabilir (Live ark., 2013).
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MKH larin beta hiicrelerinde hasar olusumunu engelledigi, grefti korudugu ve hiicreleri
apoptozdan korudugu active caspase ile immunofluoresan analizle gozlendi. Bu
sonuglarimiz da diger hiicre tabaka ¢alismalarinin sonuglari ile uyumludur.(Noort ve ark.,
2002; Rossignol ve ark., 2009)

Ek olarak Beta nakli ve Beta-MKH nakli yapilan grupta pankreas dokular
incelenmis ve adaciklardaki INSULIN ifadesi her iki dokuda da gozlenmistir. Fakat Beta-
MKH grubundaki adacik boyutunun Beta grubundaki adacik boyutuna gére daha biiylik
olmast MKH lerin beta hiicrelerinin apoptozunu engelledigi ve proliferesyonunu arttirdigi
disiiniilebilir.

Klinik, biyokimyasal ve histolojik olarak karakterize edilen asirt uzun siireli
insiiline bagimli diyabetik hastalardan olusan biiyiik bir grup {izerinde yapilan ¢alismada, bu
tip 1 diyabetik hastalarin cogunda nakil hiicrelerinin 50 y1l sonra bile kaldigina dair sasirtict
bir bulgu saglamistir. Bu ¢aligmada sunulan veriler, uzun siireli otoimmiin ve metabolik stres
altinda bile pankreas hiicrelerinin yenilenebilecegini acik¢a desteklemektedir (Keenan ve
ark., 2010). Bu nedenle beta hiicrelerin yenilenmesi i¢in uyari ile birlikte otoimmiin stresin
tyilestirilmesi, tip 1 diyabetli 6nemli sayida hastada endojen insiilin iiretimini iyilestirmek
icin uygun bir yaklasim olabilir. Beta hiicrelerindeki endoplazmik retikulum stresi, mRNA
eklemesindeki degisiklikler ve protein translasyonu ve katlanmasindaki hatalarla da
iliskilendirilmistir; sonugtaki protein iiriinleri, potansiyel immiinojenik neoantijenler olarak
onerilmistir. Saglikli bireylerle karsilastirildiginda, tip 1 diyabetli kisilerde hastalik siiresi ile
azalmaya devam eden azalmis pankreas agirligi ve hacmi vardir. Bu bulgu, gelisimsel
kusurlar veya parakrin kaybina yanit olarak pankreas atrofisi ve insiilin veya kronik
inflamasyonun biiylime oncesi etkileri veya hatta otoimmiin aracili ekzokrin yikimi ile
aciklanabilmektedir (Krishnan ve ark., 2013).

Ozetle calismamizdaki en &nemli ozellik beta hiicresinin MKH ile birlikte
nakledilmesi si¢anlarda kan glukozunun normal seviyeye gelmesinde sadece beta hiicre
nakline gore daha basarili oldugudur. Beta hiicrelerini sicaklik duyarli kaplarla kiiltiir edip
hiicre tabakasi halinde nakil yapan bir calisma bulunmamaktadir. Ancak pankreatik
adaciklar enzimatik olarak pargalanip tek hiicre slispansiyonu yapilmis ve elde edilen tiim
hiicre grubu sicaklik duyarli kaplara ekilmis olan calismalar mevcuttur. Bilindigi gibi
panreatik adaciklarin %80’ini beta hiicreleri olusturken %20’sini adacigin diger endokrin
hiicreleri, vaskiiler ve stromal hiicreler olusturmaktadir. Dolayisiyla bu ¢alismalarda beta
hiicrelerine destek olarak ozellikle vaskiiler ve stromal hiicreler bulundugu igin beta

hiicreleri nakil sonrasinda morfolojik ve fonksiyonel olarak desteklenebilmistir. Bizim
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calismamizdaki hedeflerimizden birisi olan in vitro ortamda {iretilmis beta hiicreleri yada
insiilin salgilayan hiicrelerin diyabetik hayvanlara nakledilmesi ve verimliliginin arttirilmasi
idi. Ciinkii in vitroda {retilen bu hiicreler adacigin kendisinin bir biitiin olarak yada
parcalanarak hiicre siispansiyonu halindeki beta hiicrelerinin destegini saglayan hiicrelerden
yoksun olmaktadir. Bu yiizden in vitro ortamda iiretilen beta hiicrelerine destek olarak MKH
kullandik. Bu sayede adacigin stromal ve vaskiiler hiicrelerinin yerine gegecek ve kok hiicre
oldugu icin de onlardan daha fazla beta hiicrelerine destek olabilecek oldugunu
diistindiigtimiiz MKH’ler, sonuclarimiza gore diyabetik hayvanlarda kan glukoz diizeyini
yalnizca Beta hiicre nakledilen gruba gore anlamli bir sekilde daha fazla diistirebildi.

MKH lerle destekledigimiz makrokapsiil grubunda daha uzun siireli normoglisemi
saglanmas1t MKH lerin anti-apoptotik, immunsupresif ve immunmodiilator etkileri sayesinde
oldugunu diisiinmekteyiz. Caligmamizin bulgulart degerlendirildiginde T1DM hastalarinda
uzun vadeli hiicresel tedavi saglamak amaciyla, subkutan bolgede ekstravaskiiler aljinat
makrokapsiillerin igerisinde beta hiicreleri ile birlikte MKH lerin bulunmasi en iyi ve uzun
etkili tedavi yontemi olmakla birlikte bu yontemin kullanilacagi gelecekteki insan

calismalari i¢in zemin hazirlamaktadir.

5.1. Smrhhklar

Calismamizda 190 giinliik bir normoglisemi sicamlarda basarili bir sekilde
saglanmistir. Hedefimiz en az 1 yil siireli bu etkiyi gozlemlemekti. Uyguladigimiz hiicresel
tedavi metodunda hedef hiicremiz beta hiicresi olup onun devamli olarak ¢ogalmasini
saglamak, apoptozunu engellemek ve boylece daha da uzun siireli normoglisemiye
ulagmaktaki en onemli noktadir. Ciinkii gelistirilen yontemde siirekli insiilin salinimini
saglamak i¢in idame doz hiicre nakli uygulamasi yapilmamistir. Bunun klinik asamasi da
g6z Oniine aldigimizda belirli araliklarla ek doz uygulamasi hem maliyetli hem de hastaya
minimalde olsa invaziv bir girisim uygulamaktir. Bu yiizden kapsiil icerisindeki beta
hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyecek bir ajana gereksinim vardir.

Bu ajan rekombinant bir protein olabilir. Onemli olan nokta bu ajanin kapsiil
icerisinde kontrollii salinimini saglamaktir. Hiicreler ile ayni ortama eklenen bir protein,
hiicreler tarafindan kullanilarak tiiketilir. Bu protein kullaniminin hiicre tarafindan
devamliligin1 saglamak ancak proteinin partikiil igine yerlestirilmesi ile gergeklestirilebilir.
Partikiil uygulamalar bir proteinin kontrollii salinimini saglayarak hiicre tarafindan hizlica
tilkketilmesini engelleyebilir. Bizim ¢alismamiz i¢in bu istenen bir durumdur. Bu amacla

kontrollii ila¢ salimin deneyi planlanip in vitro ve in vivo ¢alismalar planlanmalidar.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda olusturmada en etkin makrokapsiil tasarlama ve uzun siireli
normoglisemi saglama hedefimiz proje sonunda basariya ulagmistir.

Calismamizin klinige yansimasini diisiinecek olursak nakil bolgesi olarak hastaya
en az invziv girisim yapilacak en uygun bolge deri alt1 bolgesinde kapsiiller basarili bir
sekilde sagkalim gostermistir. Elde ettigimiz kapsiil malzemesinin biyouyumlu olmasi ve
mekanik dayaniklilik agisindan maksimum performans gostermesi ¢alismamizda iyi bir yol
katetigimizin gostergesidir. Ayrica deri alt1 bolgesi damarlanma agisindan gayet potansiyel
bir bolge olup kapsiil igindeki hiicrelerimizin beslenmesi ve oksijenlenmesi saglanabilmistir.
Boylece kapsiil icindeki hiicreler 190 giin boyunca canli kalabilmis ve fonksiyon
gosterebilmistir.

Beta ve MKH lerin tek tek siispansiyon halinde nakledildiginde hedef bolgede,
tabaka halinde nakledilene kiyasla daha ¢cok apoptoza ugradigi gézlemlenmistir. Bu nedenle
biz caligmamizda adaciklarin ve MKH lerin cell sheet (hiicre tabakasi) teknolojisi
kullanilarak tabaka halinde nakledilmesi ile olusturdugumuz 3 Boyutlu makroenkapsiile
edilmis dokunun sagkalimi ve insulin salgilama potansiyelinin tek tek adacik kapsiiliiniin
nakline kiyasla daha basarili oldugunu goézlemledik.

Pankreas hasarlarinin hiicresel tedavisi, hiicre-tabakalandirma yontemiyle beta ve
MKH lerin ii¢ boyutlu hale getirilerek makroenkapsiilasyon yapilmasi ile ileride
subkutan/derialtt implantlar seklinde olduk¢ca az invazif bir ydntemle hastaya
nakledilebilecek duruma gelecektir. Bu sekilde implantlar allojenik olsa dahi otoimmun
ataklardan korunarak uzun siireli sag kalim ve hedef bolgeye yerlesme gosterecektir.

Bu sonuglar, otoimmiin hayvan modelleri ve tip 1 diyabet i¢in uzun vadeli
replasman tedavisi saglamak amaciyla bu formiilasyonlarin kullanilacag: gelecekteki insan

caligmalari i¢in zemin hazirlamaktadir.
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XX. Kok Hiicre ve Doku Miihendisligi Kursu: Temel Teknikler ve
Molekiiler ~ Biyoloji ~ Uygulamalari, Kok  hiicre  izolasyon
karakterizasyon, Kocaeli Universitesi, Kurs, 07.12.2015 -11.12.2015
(Ulusal) (Kurs Diizenleme Kurulu)

XIX. Kok Hiicre ve Doku Miihendisligi Kursu: Temel Teknikler ve
Molekiiler — Biyoloji ~ Uygulamalari, Kok  Hiicre izolasyon
karakterizasyon, Kocaeli UniversitesiKOCAELI UNUVERSITESI,
Kurs, 16.11.2015 -20.11.2015 (Ulusal) (Kurs Diizenleme Kurulu)

Katilimli Kongreler

1. Uluslar aras1 Biyoloji Topluluklar: Kongresi, 16-18 Nisan 2009

2. Uluslar aras1 Biyoloji Topluluklart Kongresi, 16-18 Nisan 2010

1. Uluslararas1 Katilimli Kok Hiicre Arastirmalar1 Kongresi, 28 Eyliil-2
Ekim 2011, Sakarya.

1-1st International Conference/Workshop on Stem Cell Research and
Application Conference, 7-9 Ekim, 2011, Kayseri/TURKIYE.

II. Kok Hiicre Sempozyumu, 30 Kasim-1Aralik 2012, Marmara
Universitesi, Istanbul.

1.Uluslararas1 Katiliml1 Kok Hiicre ve Hiicresel Tedaviler Kongresi, 20-
23 Mart 2014, Kocaeli

Beta Cells in Health and Disease, Mayis 21-22 2014, Kocaeli
Universitesi

Frontiers In Medical Sciences:Diabetes, Cancer and Their Connection,
July 6-8" 2014, Marma Convention Center  Maltepe
University, Istanbul/Turkey
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16. Ulusal I¢ Hastaliklar1 Kongresi, s19-20, 15-19 Ekim 2014-Belek
Antalya.

51. Ulusal Diyabet Kongresi, 22-26 Nisan 2015-Beldibi Antalya.
European Biotechnology Congress 7-9 May 2015-Bucharest/Romania.
4th International Congress on Applied Biological Sciences, Nisan 2018,
Eskisehir

International Health Sciences and Biomedical Congress, 23-24 Ocak
2021, Ankara

Katilimli Kurslar

1-Uludag Universitesi Biyoloji Toplulugu Bilimsel Poster Hazirlama
Egitimi, 23 Ekim 2009, Bursa

2-Uludag Universitesi Kariyer Giinleri 09, May1s 2010, Bursa
3-18.Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalari
Kursu,5-9 Kasim-2012,Kocaeli Universitesi, Kocaeli

4-3rd Geneocell Summer School, 9-15 Eyliil2013,Kocaeli

5-Deney Hayvanlar1 Kullanimi ~ Sertifika  Kursu,9-19  Nisan
2012.Kocaeli Universitesi, Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi.

6-TUBA 3. Uluslararas1 Kok Hiicre Kursu ‘Hematolojik Onkolojide
Inovatif Hiicresel Tedaviler’, 19-22 Mayis 2016, Antalya

Sertifikalar

1-Deney Hayvanlar1 Kullanimi Sertifikasi, Deney hayvanlari tizerinde
yapilacak arastirmalarda hayvanlarin kullanim teknikleri, Kocaeli
Universitesi, Sertifika, 03.12.2012 -14.12.2012 (Ulusal)

2Pedagojik Formasyon Sertifikasi, Pedagojik Formasyon Egitimi,
Uludag Universitesi, Sertifika, 06.07.2010 -21.01.2011 (Ulusal)
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EKLER

EK-1. Etik Kurul Onay1
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Farkli konsantrasyonlardaki aljinatin basma deneyi sonrasi sekil degistirme yiizdesi
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EK-2. Aljinat Makrokapsiil Mekanik Test
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EK-3. Aljinat Makrokapsiil Mekanik Test Elastik Modiil

Farkli konsantrasyonlardaki aljinatin elastikiyeti

Young's modulus (MPa)

%2 medium %4 medium %4 low %2 low

Hiicreli ve bos makrokapsiiliin elastikiyeti

Young's modulus (MPa)

Hiicreli kapsiil Bos Kapsiil
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Tez Denetleme Listesi

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmistir.

[ Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde
elde edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi1 yazilmamalidir).

] Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

] Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen sekilde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program, yil yazildi.

[ Onay sayfas1 uygun sekilde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir,
imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

"I Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

[ On sayfalara i, ii, iii seklinde Romen rakamlar1 konuldu.

1 Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.

1 Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildu.

I Ana metin yaz1 boyutu 12 olacak bi¢cimde yazild1.

"I Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde yazildi.

] Ana metin satir aralig1 1,5 olacak sekilde yazildi.

1 Kaynaklar alfabetik siralamaya gére yazildi.

1 Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

] Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

] Lisansiistii egitim sirasinda yapmis oldugu yayinlar ve bildiriler eklendi.

1 Teze ait intihal raporu eklendi.

...... /07 /2021 ... 107 /2021

Prof. Dr. Yusufhan YAZIR Biisra ONCEL DUMAN
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