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OZET

Endokrin Pankreas Organoid Yaslanma Modelinde Mitokondri Hasarinin

Incelenmesi

Amag: In vitro kosullarda senesens (hiicre yaglanmasi) uyarilmis Pax4 ve MafA pozitif sican
pankreatik adacik mezenkimal kok hiicrelerin (MafA*/Pax4™ sPA-MKH) kullanilmasiyla
gelistirilen organoid modelinde mitokondri hasarinin incelenmesi bu tez calismasinda

amaglanmstir.

Yontem: In vitro kosullarda MafA*/Pax4™ sPA-MKH ’ler i¢in ti¢ farkli hiicre yaslanma
modeli (konjugatif yaslanma, replikatif yaslanma ve oksidatif yaglanma) kullanilarak
hiicrelerde senesens fenotipini en iyi gelistiren model uygulanmistir. Hiicreler matrijel
icerisine gomiilerek basarili bir sekilde pankreas adacik organoidleri gelistirilmistir.
Organoid modelindeki hiicreler pankreatik adacik hiicrelerine farklilastirilarak alfa-, beta-,
delta- ve polipeptit hiicre belirtegleri sitokimya, immiin floresan, gen ekspresyonu ve ELISA
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Model sonrasi hiicrelerdeki mitokondri sayilar1 ve
mitokondri hasarmin Dbelirlenebilmesi igin MitoTracker ve TMRM boyamalari

gerceklestirilmistir.

Bulgular: Hiicre proliferasyonundaki azalma ve beta-galaktosidaz aktivitesindeki artisa gore
konjugatif yaslanma modelinin kok hiicreler i¢in en uygun model oldugu belirlenmistir.
Organoid yaslihk modeli yaslandirma siireci sonrasinda MafA*/Pax4™ sPA-MKH ’leri
kullanilarak gelistirilmistir. Senesens fenotipinin organoidlerde validasyonu ve endokrin
hiicre farklilasmasinin uyarilmasi sonrasinda organoid modeli ile 2-boyutlu kiiltiirii
karsilagtirlmis ve insiilin gen ekspresyonu ve hiicre disina sekresyonunda artis
gozlemlenmistir. Dithizone boyamasi sonucunda organoidler pozitif boyanarak pankreas
adacik karakterinde oldugu goriilmiistiir. Glut-2 ve Glukokinaz gibi beta hiicrelerinin glukoz
tasima mekanizmasinin 6nemli molekiilleri incelenmis ve yaslilik organoid modelinde daha
zayif ifade edildikleri gézlemlenmistir. Organoid yaslanma modelinde ise kontrole gore
insiilin salinimi gibi beta hiicre belirteclerinde de azalma oldugu gézlemlenmistir. Organoid
kiiltiirlerinde senesens fenotipinin devam ettigi ve kontrolle karsilastirildiginda organoid

modelinde mitokondri hasarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sonug: Kok hiicre i¢in konjugatif yaslandirmanin yaslandirma modelleri igerisinde en

tyisinin oldugu ve ileri kiiltiir asamalarinda bu fenotipin degismedigi gosterilmistir.
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MafA*/Pax4* sPA-MKH ’lerinden pankreas adacik organoidleri gelistirilmis ve adacik
hiicre belirteglerini ifade ettigi belirlenmistir. Organoid kiiltlirlerinde senesens hiicrelerinin
terminal farklilagsmaya daha hizli gitmesinin yaninda insiilini daha az salgiladigi, mitokondri
membran potansiyelinin bozuldugu ve hiicrelerde oksidatif stresin arttigi gézlemlenmistir.
Yaslilik fenotipi gosteren organoidlerin tip 2 diyabetin erken donemindeki siireclerinde
gozlemlenen belirtecleri tagidigi belirlenmistir. Erigkin kok hiicreler kullanilarak pankreas
adacik organoidleri bu calismada gelistirilmis olup bu modelin kullanilmasiyla tip 2

diyabetin erken donemindeki siireclerin daha iyi anlagilmasi saglanabilir.

Anahtar Kelimeler:

Mezenkimal kok hiicre, organoid, endokrin pankreas, mitokondri hasari, yaglanma



ABSTRACT

Investigation of Mitochondrial Damage in Endocrine Pancreatic Organoid Aging
Model

Objective: The aim of this thesis study was to investigate mitochondrial damage in an
organoid model developed in vitro using Pax4 and MafA positive rat pancreatic islet

mesenchymal stem cells (MafA*/ Pax4* rPI-MSCs) induced senescence (cell aging).

Method: Using three different cell aging models (conjugative aging, replicative aging and
oxidative aging) for MafA*/ Pax4* rPI-MSCs under in vitro conditions, the model that best
developes the senescence phenotype in cells was applied. Pancreatic islet organoids have
been successfully generated by embedding cells in matrigel. The cells in the organoid model
were differentiated into pancreatic islet cells and alpha-, beta-, delta- and polypeptide cell
markers were examined using cytochemistry, immune fluorescence, gene expression and
ELISA methods. After generating the model, MitoTracker and TMRM stainings were

performed to determine the number of mitochondria and mitochondrial damage in the cells.

Results: With respect to the significant decrease in cell proliferation and the increased beta-
galactosidase activity, it was determined that the conjugative aging model is the most
applicable model for stem cells. The aging organoid model was developed using MafA*/
Pax4" rPI-MSCs after the aging process. After the validation of senescence phenotype in
organoids and the induction of endocrine cell differentiation, the improvment in both insulin
gene expression and its extracellular secretion was observed in the organoid model compared
to the 2-dimensional culture. As a result of dithizone staining, organoids were stained
positively, which indicates that the organoids possess pancreatic islet character. Critical
molecules of glucose transport mechanism in beta cells, such as Glut-2 and Glucokinase,
were examined and it was found that they were expressed more weakly in the organoid aging
model. In the organoid aging model, it was also observed that there was a decrease in beta
cell markers, like insulin secretion, compared to the control. The senescence phenotype was
observed to continue still in organoid cultures and the eleveted level of mitochondrial

damage was detected in the organoid model compared to the control.

Conclusions: The conjugative aging for stem cells was proven to be the best aging model,
and this phenotype does not altered in the later stages of the culture. Pancreatic islet
organoids were developed from MafA*/ Pax4* rPI-MSCs and it was determined that they

express islet cell markers. Besides the senescence cells underwent terminal differentiation
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in higher number in organoid cultures, it has been observed that insulin is secreted less,
mitochondrial membrane potential was impaired, and oxidative stress increased in cells. The
organoids showing senescence phenotype carry the markers observed in the early stages of
type 2 diabetes. Pancreatic islet organoids using adult stem cells were developed in this
study, by using this model, a better understanding of the early stages of type 2 diabetes might
be achieved.

Keywords:

Mesenchymal stem cell, organoid, endocrine pancreas, mitochondrial damage, aging
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SIMGELER VE KISALTMALAR

2B: Iki Boyutlu

3B: Ug Boyutlu

ACT-f: Beta Aktin
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EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit
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ELISA: Enzim Bagli Immunosorbent Analizi
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1. GIRIS

1.1.Genel Bilgiler

Diabetes mellitus, insiilin eksikli§i ya da var olan insiilinin etkisizligi nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, kan glukoz
hemostazinin bozuldugu ve siirekli tibbi bakim gerektiren kronik bir metabolik bozukluktur
(Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018). Diyabet, endokrin pankreasin
islevsizliginden kaynaklanan bir hastaliktir. Bu hastalik, esas olarak otoimmiin yikim (tip 1
diabetes mellitus) veya instilin direnci /gluko lipo toksisitesine (tip 2 diabetes mellitus) bagh
olarak pankreas [ hiicrelerinin kaybi veya islev bozuklugu ile gelisir (DeFronzo, 2015;
Katsarou, 2017). Diyabet tedavisinde, kok hiicre caligmalarinin getirdigi umut, pankreasta

insiilin salgilama gorevi yapan beta-adacik hiicrelerinin yedeklenmesi sonucu olugsmaktadir.

Hiicre farklilasmasi ve pluripotent kok hiicrelerin veya doku tiirevli progenitor
hiicrelerin kendi kendine organizasyonu yoluyla olusturulan ve destekleyici stromal
elementler igerebilen 3B hiicre kiiltiirii sistemi organoidlerdir (Kratochvil ve ark., 2019).
Organoidler, primer dokulardan, pluripotent kok hiicrelerden (iPSC) veya embriyonik kok
hiicrelerden uygun fiziksel ve biyokimyasal isaretler kullanilarak tretilir (Clevers, 2016).
Fizyolojik baglamda kiiltiire edilmis insan hiicrelerine dayanan organoidler, mekansal
organizasyon ile ¢oklu etkilesimde bulunan hiicre tiplerini olusturma avantajina sahiptir
(Zhang ve ark., 2018). Genom, yasla birlikte genetik ve epigenetik degisikliklerin
kazanimina yol agan ¢esitli mekanizmalarla zarar gorebilir. DNA hasar1 onarim yollarini
aktive eder ancak ayni zamanda mutasyonlari, apoptoz veya yaslanmay: tetikleyebilir (Hu

ve ark., 2018).

Glikasyon, oksidasyon ve yanlis katlanma, yaslanma sirasinda proteinlerin molekiiler
hasarlar1 arasindadir. Ozellikle, kollajen, elastin ve kristalin gibi hiicre dis1 matriks
proteinleri, enzimatik olmayan glikasyonlara karsi hassastir ve bu, hiicre dis1 matriksin
fiziksel 6zelliklerinin degismesine yol agar (Hu ve ark., 2018). Bu nedenle yapilacak olan

calismada matrijel kullanarak elastik bir yap1 olusturulmasi amaglanmaktadir.



Organoid modelleri birtakim ¢aligmalarda, oOr. gelisimsel biyoloji, hastalik
modellenmesi veya ilag testi, biliylik bir 6neme sahiptir. Organizmalar yaslandikea,
mitokondrinin yapisi ile fonksiyonlar1 arasindaki iliskinin bozulmasina yol agan birtakim
molekiiler degisiklikler meydana gelmektedir. (Phillip, 2019). Organoid kiiltiirii sirasinda
kok hiicreler, olgun dokunun yapisini ve islevini taklit edecek sekilde kompleks hiicresel
yapilar1 olusturmaktadir. Bu dogrultuda hiicreler toplanir ve farklilasirlar (Dutta, Heo,
Clevers, 2017; McCauley ve Wells, 2017)

Yaslanma, modern biyolojide temel bir sorun olmaya devam etmektedir. Hiicresel
Olcekte yaslanma iizerine birtakim teoriler olmasina ragmen, gozle goriilemeyen
bozukluklarin, dokularin, organlarin ve nihayetinde organizmanin gézle goriilebilen etkileri
hakkinda bilgimiz siirhidir (Acun, Vural, Zorlutuna, 2017). Yaslanma, zamanla hiicresel
hasarin birikmesinin 6nemli sebeplerinden biri olarak goriiliir (Lopez-Otin, Blasco,
Partridge, Serrano, Kroemer, 2013). Organizmalar yaslandikg¢a, mitokondri yapisi ve
fonksiyon iligkisinde biitiinliigiin azalmasina yol agan spesifik degisiklikler meydana gelir

(Lopez-Otin ve ark., 2013; Sahin, 2012).

Bu calismada odaklanilan konu in vitro hiicre yaslanma modeli olarak organoidin
gelistirilmesi ve boOylece yaslanma siirecinin organoid lizerinde incelenmesidir. Kok
hiicrelerin endokrin hiicreye dogru farklilasmasi saglanarak insulin salgilayan B benzeri
hiicrelerin eldesiyle yaslanmanin f hiicreleri ve dolayisiyla pankreas adaciklari tizerindeki
etkilerinin kiiltlir ortaminda incelenmesi bu ¢aligmanin kapsami igerisindedir. Gelistirilecek
olan in vitro yaslanma modelinde pankreas adaciklari organoid teknigiyle olusturulup
gelistirilecektir. Kiiltiir sirasinda bu adaciklarin islevlerinin incelenmesiyle tip 2 diyabet
gelisiminin patolojik gostergeleri de incelenecektir. Boylece yaslanma ile tip 2 diyabet
arasinda in vitro kosullarda nasil bir iliskinin olustugu ¢alisma kapsaminda incelenmesi

planlanmaktadir.
1.2 Kok Hiicre

Kok hiicreler canli viicudunda, kendini yenileyebilen ve viicudun gereksinimine uygun
farkl1 hiicre tiplerine yonelebilme yetenegine sahip hiicreler olarak tanimlanir.
Farklilasmamis olan bu hiicreler, diger hiicrelerin aksine baslangigtaki hiicrenin karakteristik
Ozelliklerini tasir, kendini yenileme yetenegi ile tek bir hiicreden birden fazla hiicre dizisine

farklilasabilme yetenegine de sahiptirler (Okarma, 1998).



Kok hiicreler, genler araciligiyla aldiklari sinyale gore ¢cogu dokunun temel yapisini
meydana getirebilmelerine ragmen, spesifik bir géreve sahip olan (Ornegin; sinir hiicresi,
kas hiicresi, salgi epitel hiicreleri vb.) 06zellesmis hiicrelerin fonksiyonunu yerine
getiremezler. Telomeraz enzim aktivitesi araciligi ile kok hiicrelerin siirsiz boliinme
yetenekleri olugmaktadir. Hiicrelerin bdliinme yetenegini sinirlayan DNA sarmalinin ug
bolgesinde telomer zinciri bulunmaktadir. Kok hiicrelerde ise telomer zinciri olduk¢a uzun
ve buna bagli olarak telomeraz enzim aktivitesi yliksektir. Boylece, kok hiicreler kendi

kendine replikasyon gostererek ¢ok uzun siire ¢ogalabilirler (Aragona ve ark., 2000).

Kok hiicreyi diger hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri de farklilagsma
kapasitelerinin yiiksek olusudur. Cok hiicreli organizmalar1 meydana getirmek amaciyla bir
araya gelmis hiicrelerin, spesifik bir yap1 kazanmak ve 6zgiin gorevleri {istlenmek {izere
gegirdikleri bir dizi degisim “’Farklilasma’’ olarak tanimlanir. Kok hiicreler farklilasma
potansiyeli ile organizmadaki yapim ve onarim olaylarinda dnemli gorevlere sahiptirler

(Huang ve ark., 2013).

1.2.1. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler kendi kendilerini yenileyebilen ve uygun kiiltiir ortamlarinda farkl
hiicrelere farklilasabilme potansiyeli olan 6zellesmemis Onciil hiicrelerdir. Farklilasma
kapasitelerine gore smiflandirildiginda totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve
unipotent; elde edildikleri kaynaga gore siniflandirildiginda ise embriyonik ve embriyonik

olmayan kok hiicreler olarak adlandirilirlar (Can, 2014).



Farklilasma
Kabiliyetlerine
Gore Simiflandirma

Embrlyonlk

Olmayan Kok
Elde Edildiklere HEe e
yere goére
fland
e Embriyonik Kok
Hiicreler

Sekil 1.1. Kok Hiicre Siniflandirma Diagrami.

1.2.1.1.Totipotent Kok Hiicre

Mezenkimal Kok
Hiicre

Noral Kok Hiicre

Hematopoetik Kok
Hiicre

Zigot, canlinin yapisindaki biitiin hiicrelere farklilasma yeteneginde olan ilk

embriyonik kok hiicredir ve bu hiicrelere herseyi yapabilme kabiliyetinde olan “totipotent

hiicre” denir (Totus- tam, bdliinmemis; potentia-giic anlamindadir). Zigotun bdliinmesiyle

olusan blastomer olarak tanimlanan tiim hiicreler i¢in de totipotent Ozellik gecerlidir

(Morgani ve ark., 2013).

Kok hiicreler farklilasma 6zelliklerine gore siniflandirildiginda ilk oniimiize ¢ikan

totipotent kok hiicredir. Embriyoda ilk 4 giin icinde bulunan hiicreler degisme yetenekleri en

fazla olan hiicrelerdir. Tiim canli viicudunu olusturabilir, yani her tiirli doku ve organa

dontisme yetenekleri vardir. Bu nedenle totipotent olarak nitelendirilirler (Can, 2008; Fortier,

2005).



1.2.1.2. Pluripotent Kok Hiicre

Fertilizasyonun 5. giiniinden itibaren, totipotent hiicreler degisim gdostererek,
endoderm ve ektoderm tabakalarini olustururlar. Yeni olusan bu yapiya “blastosist” adi
verilir. Blastosistin ektoderminden, embriyonun beslenmesi ve solunumunu saglayacak olan
plasenta ile yavruyu saran koryon kesesi gelisirken, endoderm tabakasindan goz, kalp, beyin
gibi i¢ organlar ile kaslar ve kemikler gelisir (Brink ve ark., 2008). Bu dénemde kok hiicreler
pluripotent 6zelliktedir. Pek ¢ok doku ve organ gelismesinde rol alirlar. Fakat bir canliy
timiiyle olusturamazlar (Can, 2008; Fortier, 2005). Blastosistin endodermindeki hiicreler
pluripotent kok hiicreler sinifina aittir. Bu hiicreler erken gelisim doneminde bulunurlar ve
organizmada bir¢ok dokunun olusmasima kaynak olusturarak viicudun herhangi bir tiir
hiicresine doniisme yetenegine sahiptirler. Pluripotent kok hiicrelere ayni zamanda
embriyonik kok hiicreler de denilmektedir (Thomson ve ark., 1998). Pluripotent kok hiicre
embriyonun ii¢ germ tabakasi olan endoderm, mezoderm ve ektoderme ait hiicrelere
farklilasabilme yetenegindeki hiicrelerdir. Bu hiicrelerin sahip olduklar1 farklilasma
potansiyeli ile ekstra embriyonik tabakalar hari¢ bir canliy1 timden olusturabilecekleri kabul
edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda erken donem insan embriyolarindan alinan hiicreler ile
fetiis dokusunda gonat kaynakli hiicrelerin pluripotent kok hiicre olduklar1 gdsterilmistir

(Mitalipov ve Wolf, 2009).

1.2.1.3. Multipotent Kok Hiicre

Multipotent kok hiicreler (MKH), diger kok hiicreler ile benzer ana karakterlere
sahiptir. Diger kok hiicreler gibi, cok potansiyelli kok hiicreler de uzun siire kendi kendini
yenileme yetenegine sahip olan ve belirli eylemlerle belirli hiicrelere yol agan farklilagsmamis
hiicrelerdir. MKH, gelisme, doku iyilesmesi ve savunma prosediiriinde 6nemli bir anahtar
gorevi goriir (Mundra, Gerling, Mahato, 2013; Murphy, Moncivais, Caplan, 2013).
Multipotent kok hiicre igerisinde yer aldigir germ tabakasina ait hiicre ve doku gruplarina
farklilagabilme ozelligi gosteren hiicrelerdir. Ornegin kan kaynakli (hematopoietik) kok
hiicreler sadece kan hiicrelerine farklilasma gostermektedirler (Sekil 1.2) (Sarugaser,
Hanoun, Keating, Stanford, ve Davies, 2009). Anne karninda biiyiiyen bebek, gebelik
boyunca doku ve organlarin hizla biiylimeye baslamasi ile dogum sonrasina hazirlanir. Bu
donemde bulunan kok hiicreler degisme yeteneklerini kismen kaybederler ve bu kok
hiicrelerin farklilasmasi daha smirl sayidadir. insan viicudunda sadece birkag hiicre tiiriine

dontigebilen hiicrelerdir. Laboratuvar ortaminda gerekli kosullar ve sinyaller saglandiginda



daha fazla hiicre tiirline dontigebilmeleri miimkiindiir. Bu hiicreler multipotent olarak

nitelendirilir (Can, 2008; Fortier, 2005).

Kalp £
kalp kost
Kemik

Kon Hiscreleri

Sekil 1.2. Multipotent hiicrelerin farklilagmalarini gosteren sema

Mezenkimal kok hiicreler

Yetiskin mezenkimal kok hiicreler (MKH), kemik onariminda hiicre ve hiicre bazl
gen terapisi i¢in en umut verici araglardan biri olarak kabul edilir (Gafni ve ark., 2004).
Mezenkimal kok hiicre, erigkin vaziyette kok hiicre olup dokularda destek boliimii olarak
bilinen stroma hiicresinin de temelini olusturmaktadir. MKH, hiicrelerin bag dokularinda
bulunur. Bu kok hiicreler bulundugu dokudan hasarli bir dokuya gecebilmektedir. Kok
hiicreler hasarli olan dokularda doku tamirini gergeklestirirler. Mezenkimal kok hiicre olarak
tanimlanan bu kok hiicrenin kesfi ilk olarak kanda farklilasabilen Oncii bir hiicre olarak

kesfedilmistir.

Mezenkimal kok hiicreler her ortamda farklilasma 6zelliklerine sahiptir. Akciger, mide
ve kemik dokusundaki MKH ortamdaki farkli kosullar nedeniyle goriiniim olarak farklilik
kazanirlar. Yetenekleri kesin degildir ve bulunduklari her ortama gore de yetenekleri
degisebilmektedir. Herhangi bir doku da hasar tespit edildigi takdirde ise baska dokularda

da hasar varsa tespit edilebilmektedir. Mezenkimal kok hiicreler baska bir dokuda hasar
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olusmas1 durumunda diger dokuya gecer ve bu dokuda olusan hasar1 diizeltmeye ve
onarmaya baglar. Mezenkimal kok hiicreler nasil bir uygulama oldugu ise bag doku kdkenli
hiicrelerle bir¢ok farkli doku hiicresinde farklilasma ile ¢oziinebilen faktorler salgilayarak
doku ve organ birlesmesine yardimci olarak birgok durumu da lehine ¢evirerek hem gen
aktariminda kolaylik saglar hem de kalitsal hastaliklarda bir¢ok alanda oldukca yiiksek

uygulanma potansiyeli vardir.

1976 ilk kez yilinda fetal buzagi serumu kullanilarak kemik iligi kiiltiiriinde adezyon
yetenegi gosteren, morfolojik yapilar1 fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin kemik ve
yag hiicrelerine farklilagabildiklerini gostermistir (Friedenstein, Gorskaja, Kulagina, 1976).
Bu hiicrelerin sonradan yapilan ¢aligmalarla hematopoietik pluripotent kok hiicreler

olmadig1 belirlenmis ve MKH olarak adlandirilmislardir (Andrades ve ark., 2011).
MKH ayrimini yapabilmek icin kullanilan temel 6zellikler;
1. MKH’ler standart kiiltiir ortaminda plastik yiizeye tutunabilen hiicrelerdir,

2. MKH’ler yiizeylerinde CD105, CD73 ve CD90 gibi hiicre yiizey belirteglerini eksprese
etmelerine ragmen, CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi

tipik belirtecleri eksprese etmezler,

3. In vitro ortam kosullarinda osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara hiicrelerine
farklilagabilirler (Dominici ve ark., 2006).

Kaynaklarina bakilmaksizin, farklilasmamis MKH’ler, fibroblast benzeri morfolojiye
ve kendi kendilerini kopyalama kabiliyetine sahip hiicrelerdir. Dolayistyla potansiyel olarak,
doku ve organ rejenerasyonu i¢in yeterli sayilara ulagsmak tizere ¢ogaltilabilirler (Satija ve

ark., 2007).

MKH’ler kiiltiir ortaminda gogalirken ortama bazi biiylime ve transkripsiyon faktorleri
eklenmezse cogalmaya devam etmekte ama farklilagma goriilmemektedir. Farklilasma
sirasinda aktive olacak transkripsiyon programlarini belirleyen ve etkileyen i¢sel ve digsal

faktorler onemlidir (Mitalipov ve Wolf, 2009).



1.2.1.4. Oligopotent Kok Hiicre ve Digerleri

Oligopotent kok hiicreler kendi kendini yenileyebilir ve yalnizca yakindan iligkili
hiicre tiplerine farklilagabilir. Hem miyeloid hem de lenfoid soylara farklilagsabilen

hematopoietik kok hiicreler, oligopotent kok hiicrelerin bir 6rnegidir.

Bunun disinda, iki hiicre tiirli olan hepatosit ve kolanjiosit hiicresine farklilasabilen
hiicrelere bipotent (Chikada, Ito, Yanagida, Nakauchi, Kamiya 2015), tek bir hiicre tiiriine
farklilasabilen hiicrelere ise unipotent kok hiicreler denmektedir. Unipotent kok hiicreler en
az etkili olanlardir. Ornek olarak kas kok hiicreleri verilebilir. Kendilerini yenileyebilir ve

yalnizca bir hiicre tiiriine farklilasabilirler (Ilic ve Polak, 2011).

1.2.2. Kok Hiicre ve Yaslanma

Hiicresel yaslanma (senesens) ilk kez 1961 yilinda insan diploid fibroblastlarinin
kiiltiirde sinirlt sayida hiicre boliinmesinin gozlemlenmesi ile ortaya ¢ikmistir (Hayflick ve
Moorhead,1961). Daha sonra, birincil kiiltiirdeki ¢ogu normal hiicre tiiriiniin, nihayetinde
replikatif yaslanma adi verilen bir biiylimeyi durdurma durumuna girdigi bulunmustur
(Cristofalo, Lorenzini, Allen, Torres, Tresini, 2004). Bu durum, telomeraz aktivitesinin
yoklugunda, DNA’nin son replikasyon durumuna girmesi sonucunda telomer kisalmasinin
meydana gelmesi ile iligkilidir (Harley, Futcher, Greider, 1990). Yaslanma ile hiicre cogalma
dongiisii durdurulur ve hasarin sonraki nesillere aktarilmas: engellenir (Matsumura,
Zerrudo, & Hayflick, 1979). Bu hiicreler morfolojik olarak bir degisiklige ugrar, sekil olarak
genigler ve diizlesir ve ayrica beta-galaktosidaz (senesence associated beta galactosidase,
SA-b-gal) ile iliskili yaslanmay1 ifade eder (Dimri ve ark., 1995). Molekiiler diizeyde
yaslanma, ¢ok sayida genin ekspresyonundaki degisikliklerle iliskilidir (Dierick ve ark.,
2002; Krtolica ve Campisi, 2002). Dikkat ¢ekici bir sekilde, hiicre dongiisii regiilasyonunda
yer alan iki yol, p53 yolu ve retinoblastoma (Rb) yolu, replikatif yaslanmada 6nemli roller
oynar (Campisi, 2005). Artik, replikatif yaslanmanin, hiicresel yaslanma adi verilen daha
yaygin bir tepkinin yalnizca bir 6rnegi oldugu aciktir. Calismalar, yaglanan fenotipin erken
gecis hiicrelerinde DNA hasarina neden olan (Chen ve ark., 2004; Di Leonardo, Linke,
Clarkin, Wahl, 1994) veya heterokromatini bozan maddeler (Ogryzko, Hirai, Russanova,
Barbie, Howard, 1996) veya gii¢lii mitojenik sinyaller (Dimri, Itahana, Acosta, Campisi,
2000; Serrano, Lin, McCurrach, Beach, Lowe, 1997) tarafindan erken indiiklenebilecegini

8



gostermistir. DNA hasari tiretebilen giiclii siireglerden biri de oksidatif strestir. Bu erken
yaslanma bigimleri genellikle birkac¢ giin gibi kisa bir siire i¢inde indiiklenir ve 6nemli
telomer kisalmasi eslik etmez (Ben-Porath ve Weinberg, 2004). Bununla birlikte, erken
yaslanma, hafif oksidatif strese maruz birakilarak telomere bagimli bir sekilde de
saglanabilir (Duan, Duan, Zhang, Tong, 2005; von Zglinicki, Saretzki, Décke, Lotze, 1995).
Bunun nedeni, hafif oksidatif stresin telomerik bolgelerde tek iplik kirilmalarina neden

olmast ve bunun sonucunda telomer kisalmasinin hizlanmasima neden olmasidir (von

Zglinicki, Pilger, Sitte, 2000; von Zglinicki, 2002).

Oksidatif stresin neden oldugu hiicresel yaslanma, yaslanma arastirmalari igin
miitkemmel bir in vitro model olarak kabul edilmistir. Yaslanmanin serbest radikal teorisi,
normal aerobik metabolizma sirasinda tretilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
biyomolekiillere zarar verdigini ve bunun da doku fonksiyonlarinin azalmasina ve
yaslanmaya neden oldugunu ongoriir (Harman, 2001). ROS, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri gibi oksijen merkezli serbest radikallerin yan1 sira hidrojen peroksit ve singlet
oksijen gibi diger reaktif radikal olmayan tiirlerdir (Droge, 2002). Hidrojen peroksit,
ultraviyole (UV) 1s18a, tert-butilhidroperoksite ve hiperoksiye maruz kalma dahil olmak
tizere erken yaslanmayi indiiklemek icin ¢esitli oksidatif stresler kullanilmistir; bunlardan

en yaygin olani hidrojen peroksittir (Chen ve Ames, 1994).

Yaslanma, mekanizmalar1 hiicresel diizeyde iyi anlasilmis bircok molekiiler
etkilesimin sonucu olarak gelisen bir siirectir. Bu ¢apraz etkilesimlerin sonucunda yaglanma
siireci yasanmakta ve sonunda hiicre 6limii gerceklesmektedir. Ancak insan gibi gelismis,
karmasik canlilarin yaslanma sonucu gergeklesen oliimlerinin altida yatan gercek sebep
dokulardaki hiicre sayilarindaki diisiisten ¢ok sistemik problemlerden kaynaklanmaktadir.
Organizmada goriilen yaslanma, zamana bagli olarak gelisen ve doku/organlarin
islevselliklerindeki bozulma siireci olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle, yaslanmanin
sadece hiicresel diizeyde tanimlanarak sinirlandirilmasi, organizmadaki yaglanma stireglerini
ve yasa bagl hastaliklarin patolojisinin anlagilmasinda eksiklige yol agmaktadir. Yaslanma
kompleks canlilarda gozlemlenen evrensel bir durum olup karmasiklik derecesi arttikga
yaslanmanin etkileri de artar, buna karsin organizma daha basit sistemlerden meydana
geldiginde yaslanma stireclerinin daha az etkili oldugunu gérmekteyiz. Temel yapilara sahip
denizanasi ve siinger gibi basit canlilar ise yaslanmamaktadir. Organizmanin yaslanmasi ve

hiicresel yaslanma siirecleri farkli da olsa teorikte hiicrelerin gen¢ kaldigi bir ortamda



dokularin ve bdylece canlilarin da geng kalmasi gerekmektedir. Ancak g¢evresel faktorler
durumu degistirmekte ve yaslilik denilen siire¢ bir tepkinin sonucu olarak olusan bir siire¢
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yaslanmaya dair bir¢ok goriis olsa da hiicresel yaslanma daha
basit tanimlanmakta ve hiicre ¢ogalmasi ve hiicrelerin kendini yenilenme kapasitesinde
azalma, telomerlerin kisalmasi, artan sayida mutasyonlarin birikmesi ve reaktif molekiillerin
olusmasi hiicresel yaslanma siirecinde gozlemlenmektedir (Allsopp ve ark., 1992; Dimri ve
ark., 1995; Harman, 2003; Michikawa, Mazzucchelli, Bresolin, Scarlato, Attardi, 1999; Oh,
Lee, Wagers, 2014). Bu etkilerden en dnemlisi, yaslanma ile iligkili salgi fenotipi (SASP)
olusumu ile yaslanan fibroblastlarin timor progresyonunu destekleyecek sekilde
proinflamatuvar 6zellik kazanmasidir. Yaglanma sadece proliferasyonun durdurulmasi ile
sinirl degildir. Yaslanan hiicreden salinan interlokinler, inflamatuvar sitokinler ve biiylime
faktorleri ¢evre hiicrelerin ¢esitli reseptdrlerini ve dolayisiyla sinyal yolaklarini etkileyerek
tip 2 diyabet, ateroskleroz ve kanser dahil pek ¢ok patolojiye yol agabilirler. SASP komsu
hiicrelerin proliferayon, migrasyon, invazyon ve metastazini destekleyebilir ve kok
hiicrelerin farklilagmasini engelleyebilir. Genel olarak organizmada ger¢eklesen yaslanma
ise hiicre ve dokularda zaman igerisinde hasarlarin artmasi, hiicresel ve organ diizeyinde
islev bozukluklarinin olugsmasi ve bunlarin sonucu olarak 6liimle sonuglanacak siireglerin
baslamasina ve sistemik hastaliklarin olugmasina yol acarlar (Gkogkolou ve Bohm, 2012;

Strait ve Lakatta, 2012).

1.2.3. Kok Hiicre ve Mitokondri Hasarimin Olusumu

Yetigkinlerde, dokuya 6zgii kok hiicreler doku homeostazini korur ve doku hasarindan
sonrarejenerasyon i¢in kararli progenitorler saglar. Kok hiicre havuzunu korumak ve dokuya
0zgii hiicre farklilagsmasi1 saglamak i¢in, kok hiicreler kendi kendini yenileme siirecinden
ge¢melidir. Kok hiicrelerin korunmast ve doku yenilenmesi arasindaki denge, biiyiime
faktorleri, hiicre dig1 ortam, hiicre-hiicre sinyalleri, hiicresel metabolizma vb. birgok farkli
faktor tarafindan hassas bir sekilde diizenlenmis olan hiicre kaderi kararlarinin
stirdiiriilmesine dayanir. Kendi kendini yenileme pahasina hiicre soyuna bagliliga yonelik
bir dengesizligin belirli kosullar altinda, 6rnegin hastalikta veya yaslanma sirasinda zararlh
etkileri olabilecegi artik iyi bilinmektedir. Zamanla, kok hiicreler kronolojik ve replikatif
yaslanmaya yanit olarak esnekligini giderek kaybeder. Bunun doku islevinin stirdiiriilmesi
i¢cin 6nemli sonuglar1 vardir; daha yavas yara iyilesmesi, kas glicsiizliigii, azalmis bagisiklik
ve dokuya 6zgii kok hiicre aktivitesindeki degisikliklerin bir sonucu olarak yasla birlikte
ortaya cikar (Signer ve Morrison, 2013; Van Zant ve Liang, 2003).
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Yaslanma sirasinda kok hiicre fonksiyonunda genel bir diisiise ragmen, kok hiicre
fenotipindeki spesifik degisiklikler, yerel doku nisine baglidir. Mitokondri, oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) yoluyla ATP iireten biyoenerjetik organellerdir; bu, NADH ve
FADH2 esdegerlerinin indirgenmesiyle yiiriitiilen bir siirectir. Mitokondrinin kok hiicre
aktivitesine aracilik etmedeki 6nemi, birgok kok hiicre tiirlindeki gorece diisiik mitokondri
sayisi ve enerji i¢in glikolize olan bagimliliklart nedeniyle biiyiik 6lgiide ihmal edilmistir

(Rafalski, Mancini, Brunet, 2012).

Ubikitin-proteazom sistemi, hiicredeki ana protein yikim sistemidir. Ozellikle
proteazom, anormal proteinleri temizlemeye ve kisa 6miirlii proteinleri bozmaya yardimci
olur. Proteazom aktivitesinde yasa bagli bir azalma, oksidatif olarak modifiye edilmis
proteini uzaklastirmak i¢in hiicresel kapasiteyi zayiflatir ve farkli hastaliklara neden olur
(Kitajima ve ark., 2018). Mitokondriyal disfonksiyon, Oksidatif fosforilasyon (OXPHQS)
ve glikoliz arasindaki dengesizligi tetikler. ATP sentezi mitokondri ile iliskilidir.
OXPHOS'da, protein komplekslerinden elektron almak i¢in oksijene ihtiya¢ vardir. Bu, daha
fazla elektron ve yiiksek enerjili molekiiliin gegcmesine izin verir ve ATP iiretmek i¢in
hidrojen pompalamasini siirdiiriir. Oksijenimiz tiikendiginde ve laktik asit iirettigimizde
fermantasyon gerceklesir. Fermentasyon, ATP {iretmek igin sitrik asit dongiisii ve
OXPHON'un yerini alarak glikolizden sonra baslar (Bonora ve ark., 2012). Bunlar, hem
mitokondriyal DNA hem de niikleer genomik DNA tarafindan kontrol edilerek, sekilde
gosterildigi gibi epigenetik degisikliklere yol acar. DNA, hiicrenin 6zel islevleri yerine
getirmek i¢in ihtiya¢ duydugu tiim bilgileri icerir, bu nedenle DNA hasari, kok havuzunun

tilkkenmesini tetikleyen hiicresel yaslanmaya ve 6liime yol agar.
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Sekil 1.3.Yaslanmanin kok hiicreye olan etkisini gosteren sema (Laugi, 2020)

Son bulgular mitokondrinin ister saglikli dokuda ister yaslanma ve hastalik sirasinda
kok hiicre kaderini ve islevini nasil etkiledigini ortaya koymustur (Anso ve ark., 2017; Buck
ve ark., 2016; Jin ve ark., 2018; Katajisto ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2016). Enerji iiretme
rollerinin yami sira, mitokondrinin bir sinyal verme islevi vardir ve mitokondrideki ¢esitli
stres bigimleri, diger hiicresel bolgeleri etkileyen ve kok hiicre aktivitesini ve islevini
etkiledigi bilinen reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi retrograd (geriye doniik) sinyaller
olusturabilir. (Sun ve ark., 2016). Mitokondri ayrica trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, yag
asidi B-oksidasyonu ve tek karbon dongiisii gibi birka¢ dnemli metabolik yolu da boliimlere
ayirir. Bu yollarin iirettigi metabolitler, en azindan hiicre boliinmesi sonrasinda dokularda
retrograd sinyaller olarak da hareket edebilir (Hirschey ve Zhao, 2015). Mitokondri, kok
hiicre aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigindan, kok hiicre mitokondriyal
fonksiyonundaki bir diisiisiin, kok hiicre fonksiyonundaki yasa bagli bozulmanin ve birden

fazla farkli dokuda kendi kendini yenilemenin temelini olusturabilecegi sonucu ¢ikar.

1.3.Tip 2 Diyabetes Mellitus

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) halk arasinda diyabet ya da seker hastaligi adiyla
bilinen 6nemli evrensel bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir. T2DM, karbonhidrat, lipit
ve protein metabolizmasinin diizensizligi ile karakterize edilir ve bozulmus insiilin
salgilanmasina, insiilin direncine veya her ikisinin de eksikligine yol agan bir hastaliktir. Ug

ana diyabet tipinden T2DM tiim vakalarin %90'imdan fazlasin1 olusturur, tip 1 diabetes
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mellitus (T1DM) veya gestasyonel diyabetten ¢ok daha yaygindir. Genellikle ana nedeni
iskelet kasi, karaciger ve yag dokusunda onceden var olan insiilin direncinin bir arka
planinda pankreatik 3 - hiicreleri tarafindan giderek azalan instiilin sekresyonudur. Son birkag

on yil i¢inde, T2DM'nin gelisimi ve ilerlemesi hakkindaki arastirmalar hizla gelismesi

beklenmektedir (Defronzo, 2009).

Tip 2 diyabet en yaygin diyabet tiiriidiir. Tip 2 diyabette viicut insiilin {iretebilir ancak
bu yeterli degildir veya viicut insiilin etkilerine (insiilin direnci olarak da bilinir) yanit
veremez ve bu da kanda glukoz birikmesine yol agar. Tip 2 diyabetli bir¢ok insan
hastaliklarinin uzun siire farkinda degildir, ¢linkii semptomlarin ortaya c¢ikmasi veya
taninmast yillar alabilir, bu siire zarfinda viicut asir1 kan sekeri nedeniyle zarar goriir.

Genellikle diyabet komplikasyonlar1 zaten gelistiginde teshis edilir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu 2013 yilinda diinya ¢apinda 20-70 yas arasi 382
milyon yetiskinin T2DM'ye sahip oldugunu ve etkilenenlerin %80'inin diisiik ve orta gelirli
tilkelerde yasayanlarin oldugunu belirlemistir. Bu sayinin 2035 yilina kadar 592 milyona

yiikselmesi beklenmektedir.

Tip 2 diyabet gelistirmenin nedenleri hala bilinmemekle birlikte, birka¢ 6nemli risk

faktori vardir. Bunlar;

* obezite,

» zay1f beslenme

« fiziksel hareketsizlik

« ilerleyen yas

» aile diyabet Oykiisii

* etnik koken

* hamilelik sirasinda dogmamis gocugu etkileyen yiiksek kan sekeridir.

Tip 1 diyabet hastalarinin aksine, tip 2 diyabet hastalarinin ¢ogunlugu hayatta kalmak
icin genellikle giinliik dozda insiiline ihtiya¢ duymaz. Bir¢ok insan durumlarini saglikli bir

diyet ve artan fiziksel aktivite veya ilag ile saglayabilir (Hunt ve Schuller, 2007).
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T2DM, genetik ve gevresel faktorleri iceren ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Patofizyolojik
degisiklikler, hiicre disfonksiyonu, insiilin direnci ve kronik inflamasyon ile karakterize
edilir, bunlarin hepsi kan sekeri seviyelerinin kontroliinii asamali olarak engeller, mikro ve

makrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine yol acar (Defronzo, 2009; DeFronzo, 2010).

Diabetes mellitus’un hiicre ile tedavi stratejisinde, biiylik bir saglik sorunu olan
DM’nin kok hiicrelerle tedavisi biiyiik bir umut kapisi olarak goriilmektedir. 1978 yilinda
ilk nakilden bu yana 12.000’ in iizerinde pankreas nakli yapilmistir ve her y1l bu sayiya 1000
yeni nakil eklenmektedir. Tiim organin nakli biiyiik bir cerrahi islem gerektirdigi igin
organin sadece %]1-2’sini olusturan adaciklar1 nakletmek ¢ok daha akillica olabilir. On
yildan fazla siiren ¢aligmalar ve basarisizliklara ragmen ilk adacik nakli protokolii (Edmont

protokolii) 2000 yilinda yayinlanmistir (Shapiro ve ark., 2000).

1.4.Pankreas

Pankreas, endoderm adi verilen ii¢ germ tabakasinin en i¢ kisminda gelisir ve
salgilamis oldugu yasamsal organlar sayesinde omurgali canlilarin sindirim ve endokrin
sisteminde yer alan bez seklindeki bir organdir. Embriyoda bagirsak tiipii olustuktan sonra,
mideye doniisen boliimiin altinda birkag tomurcuk biiyiir. Bu tomurcuklar karaciger, safra
kesesi ve pankreas temellerini olusturmak i¢in uzar ve dallanir (Spooner, Walther, & Rutter,
1970). Pankreas insanda midenin arkasinda, karin boslugunda (abdominal bosluk) yer
alirken, siganlarda daha ¢ok mide, duodenum ve dalagm altinda bulundugu gériiliir. Insiilin,
glukagon, somatostatin, pankreatik polipeptit gibi ¢ok Onemli hormonlarin iretildigi

endokrin kisma sahiptir (Sekil 1.4-Sekil 1.5) (Lippincott, Williams, Wilkins, 2014).

Pankreasmn iki islevi vardir: Ik islevi sindirim elemani olarak besinlerin ince
bagirsakta sindirilmesine ve emilmesine yardimer olan karbonhidrat, lipit ve proteinleri
pargalayici enzimler sayesinde daha kiigiik pargalarina ayirarak, pankreas 6zsuyu salgilama
gorevi bulunur. ikincisi, adacik hiicreleri tarafindan salgilanan peptitler, metabolizmada rol

oynayan diger organlara sinyal gonderir (Rahier, Goebbels, Henquin, 1983).
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Sekil 1.4. Insiilin icin immiinohistokimyasal boyama (Insan). Koyu graniillere sahip insiilin
pozitif B hiicreleri adaciklarin cogunu kaplar; pozitif olmayan a (alfa hiicresi) veya 6 (delta
hiicresi) hiicreleri ¢evrenin yakiindadir (Courtesy of M. Hoenerhoff).

Sekil 1.5. Glukagon igin immiinohistokimyasal boyama (insan). Koyu renklendirici
graniillere sahip glukagon pozitif a hiicreleri, adacik ¢evresinde bulunur (Courtesy of M.
Hoenerhoff).

Langerhans'in pankreas adaciklari, 1869'da Paul Langerhans tarafindan 21 yasinda
kesfedildi (Sakula, 1988). Langerhans adaciklari tarafindan iiretilen hormonlar, metabolik
substrat (seker, yag asitleri, baz1 amino asitler vb.) homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli
rollere sahiptir. Insiilin, metabolik substratlarin depolanmasini tesvik etmekten sorumlu olan
anabolik hormondur ve metabolik depolarin mobilizasyonu ve oksidasyonunu tesvik etmek
icin glukagonun katabolik (yikim) etkilerine karsidir. Adacik hormonlarinin metabolik
etkileri, farkli fizyolojik kosullar altinda salgilanmalarini etkileyen faktorlerle birlikte
calisir. Insiilin salgisi, amino asitlerin ve yag asitlerinin ve a hiicrelerinde ve sindirim
sisteminde iretilen hormonlarin etkisiyle giiglendirilen, glukozla uyarilan insiilin salgisi
(GSIS) olarak adlandirilan glukoz konsantrasyonlarinda yemek sonrasi bir artigla giiclii bir
sekilde aktive edilir. Glukagon salgisi, glukoz ve insiilindeki ylikselmelerle bastirilir, ancak
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ayni zamanda aclik ile seviyeleri ylikselen amino asitler ve yag asitleri tarafindan da uyarilir.
Somatostatin, hem glukagon hem de insiilin sekresyonunun bir parakrin baskilayicisi olarak

islev goriir (Brazeau ve ark., 1973; Rorsman ve Huising, 2018).
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Sekil 1.6. insan adacik (Stefan ve ark., 1982) ve sican adacik (Baetens, Malaisse-Lagae,
Perrelet, Orci, 1979) tiirlerinin ventral ve dorsal adaciklarin orani arasindaki farki gosteren
diyagram.

Endokrin pankreas, pankreas boyunca ayri ayrt dagilmis ve farkli endokrin
hiicrelerinin bir araya gelmesiyle olusmus, Langerhans adaciklari olarak adlandirilan hiicre
gruplarindan olusur. Normal bir yetiskin sicanda adaciklar toplam pankreas dokunun
yaklasik %1-2'sini olusturur ve ¢apt 100-200 pm arasindadir. Pankreasin endokrin ve
ekzokrin bilesenleri farkli metabolik aktivitelere katilir. Endokrin pankreasin ana islevi, kan
glukozunun diizenlenmesinde gorev alirken ekzokrin pankreasin iglevi sindirim enzimlerinin
iiretimidir (Mense ve Rosol, 2018). insan ve kemirgenlerde bulunan adacik kompozisyonlari
benzer olmasina karsin adacikta bulunan hiicre oranlar tiirler arasinda belirgin farkliliklar

bulunmaktadir. Diger kemirgenlerdeki hiicre tipi oranlari farede bulunan hiicre tipi oranlara
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cok yakindir. Fareler insanlara kiyasla daha fazla insiilin ve daha az glukagon hiicresine
sahiptir. Fare adaciklarinda adacigin ¢epere yakin bolgedebeta hiicresi yogun bir sekilde
bulurken glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptit gibi diger hiicre tipleri beta
hiicresinin ¢evresinde siral1 bir dizilim gdsterir. insanlarda bu hiicre tipleri ise rastgele bir
dagilm gostermistir (Brissova ve ark., 2005; Cabrera ve ark., 2006). Kadinlara kiyasla
erkeklerde pankreatik polipeptit hiicrelerinin sayisinda 6nemli bir yiikseklik gozlenmistir.
Bu nedenle, pankreas hiicrelerinin ¢ogu 6giin sindiriminde ¢alisirken, adacik hiicrelerinin
kiicik ama Onemli bir azinligi, metabolizmay1 diizenlemek ve Ozellikle kan sekeri
dalgalanmalarini 6nlemek i¢in diger ortak calistiklari organlara sinyaller gonderir (Stefan ve
ark., 1982).

Insiilin Salgisina Genel Bakis

Insiilin salgilanmasi igin birincil fizyolojik uyar1, yemek sonras1 durumda ortaya ¢ikan
dolasimdaki glukoz konsantrasyonundaki ani artistir. B-hiicresinin uyarici glukoza maruz
kalmasi, sadece insiilin salgilanmasi iizerinde igsel bir aktive edici etkiye sahip olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda glukozla uyarilan insiilin sekresyonunu (GSIS) giiglendiren birkag
maddenin eszamanli etkisi i¢in de gereklidir. Insiilin salgilanmasimin glukoz tarafindan
dogrudan uyarilmasi, "tetikleyici" bir yol ve "giiglendirici" bir yol igerir (Henquin, 2009).
Tetikleme yolu, ATP iretmek i¢in glukoz metabolizmasini, membran depolarizasyonuna
neden olmak i¢in ATP'ye duyarli potasyum (Katp) kanallarinin kapatilmasimi ve bunun
sonucunda voltaj kapili Ca?* kanallarinin aktivasyonunu igeren biyokimyasal sinyallerle
etkinlestirilir (Ashcroft, Harrison, Ashcroft, 1984; Cook ve Hales, 1984). Tetikleme fazi
sirasinda hiicre i¢i Ca?" seviyelerinde ortaya ¢ikan keskin artis insiilinin iginden gegtigi bir
membran fiizyon gdzeneginin olusumunu kolaylastiran tetramerik bir protein kompleksi
tarafindan plazma membranina lokalize edilen hiicre disina 'kolayca salinabilir' bir insiilin
salgilama graniil havuzunun ekzositozunu aktive eder (Gaisano, 2017). Tetikleme yolu,
insiilin salgilanmasinin "ilk asamas1" olarak adlandirilan ve insiilin salgilanmasinda keskin
bir tepe noktasi ve ardindan bir glukoz uyarisindan sonraki ilk 10-20 dakika i¢inde meydana
gelen diisiisten biiyiik 6l¢iide sorumludur. Giiglendirme yolu, insiilin salgilanmasinin, bir
6glinlin emilim sonrasi tiim faz1 boyunca daha diisiik ancak siirekli bir hizda devam etmesine
izin veren, birkac saati kapsayan, ayni zamanda insiilin salgilanmasinin 'ikinci asamast'
olarak da adlandirilan bir siire olan ikincil bir uyar1 neden olur. Giiglendirme yolu, maksimal

hiicre ici Ca®" seviyeleri varliginda bile aktive edilir ve biiyiik 6l¢iide Karp kanalindan
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bagimsiz mekanizmalar tarafindan yiiritiiliir. Tetikleme yolu, plazma zan ile iliskili
'baglatilmis' veya kolayca salinabilir insiilin igeren graniillerin yaklasik %1'inin salinmasina
neden olurken, amplifiye etme fazi, hazirlanmis graniillerin salinmasina neden olmaya
devam ederken, ayni zamanda bir hiicre yiizeyine hiicre i¢i depolama havuzu, serbest

birakilabilir (Gaisano, 2017).
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Sekil 1.7. Insiilin salg1 reseptdrleri (Campbell ve Newgard, 2021).

1.5. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, rejeneratif tip caligmalarinin yapilmasina ve siirdiiriilebilir
olmasina imkan saglayan disiplinlerarasi bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Rejeneratif
tip c¢alismalarmin kapsami kaybolan ya da zarar goren dokunun dogal yapisina ve
fonksiyonuna en yakin ve en uygun olacak modelin gelistirilmesi seklinde ifade edilir.
Gelistirilen bu model, uygulandig1 dokuyu onarma 6zelligi gostermeli veya hasarli yapi ile
yer degistirmeye uygun Ozellikte olmalidir (Glotzbach, Wong, Gurtner, Longaker, 2011).
1993 yilinda Langer ve Vacanti tarafindan ¢igir acan bir makale ile doku miihendisliginin

tanim1 yapilmistir. Bu tanima gore doku miihendisligi; kaybedilmis veya hasarli dokularin
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islevlerini yerine getiren, siirdiiriilebilir kilan ve yeniden modellemeyi hedefleyen

disiplinlerarasi bir uygulama alanidir (Langer ve Vacanti, 1993).

MKH uygun sinyaller altinda hedef doku ve/veya organ yapisina farklilasabilme
yetenekleri ile doku ve/veya organ rejenerasyonunu igeren doku miihendisligi
caligmalarinda potansiyel kaynak olarak tercih edilirler. MKH’lerin gerek in vivo ortamda
hedef doku ve/veya organ yapisina yonelik olarak gerekse biyomateryal ile birlikte in vitro
kosullarda bir yapi iskelesi seklinde kullanilmasi hiicrelerin tasidigi bu yiiksek potansiyel ile

iliskilidir (Khademhosseini ve Langer, 2016).

Ekstraselliiler matriks (ECM), doku ve organlarda bulunan mevcut hiicreler tarafindan
salgilanir. Bu yap1, hedeflenen dokuya yonelik doku miihendisligi ¢alismalarinda uygun
iskele yapisinin olusturulmasi, hiicrelerin ve biyosinyal molekiillerinin yerlesim gostermesi
acisindan destek ortami olarak model olusturmaktadir. Doku miihendisliginde hedefe
yonelik kullanilan biyomalzeme ECM yapisini taklit eden iskele yapisi yerine gegmektedir.
ECM, ozellikle dokuya ait onarim ve yenilenmeye yonelik potansiyel tasimasi ile doku
iskelesi modellemede taklit edilmesi hedeflenen bir yapidir. Boylece hiicrelere yerlesim,

farklilasma ve proliferasyon igin uygun ortam saglanmis olur (Yi, Ding, Gong, Gu, 2017).

1.5.1. Organoid

Organoid terimi ilk olarak doku benzeri yapilarla farklilasmis hiicreler igeren hiicre
yiginlart seklinde tanimlanmistir (Clevers, 2016). Sferoid tanimiyla Ortiisen bu tanim
degismis ve giinlimiizde organoidler kok hiicrelerden veya organ progenitdrlerinden
cogalarak farklilasan, kendi kendine organize olan, organa 06zgii hiicre tiplerinden ve
doku/organin en az bir islevini taklit eden 3-B yapilar seklinde tanimlanmaktadir (Lancaster
ve Knoblich, 2014).

Cogunlukla epitel dokulardaki organlardan alinan mekanik ve enzimatik sindirim ile
stromadan ayrilan kiigiik doku pargalari, organ benzeri bir yapi iiretmek i¢in farkli 3B jeller

kullanilarak tiretilmektedir (Simian ve ark., 2001).

Organoidler lizerinde ¢alisan bilim adamlar tarafindan gelistirilen kiiltiir kosullar1 son
10 y1lda kok hiicre alaninda bildirilen 6nemli ilerlemelere katkida bulunmustur Organoidleri

tiretmek ve bunlart kiiltiirde tutmak i¢in kullanilan yontemlerden bagimsiz olarak, bu
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geligsmeler insan gelisimi ve hastaligini incelemek i¢in gelismis model sistemlerini temsil

eder (Lancaster ve ark., 2013).
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Sekil 1.8. Organoid kiiltiiriin gelismesini gosteren zaman ¢izelgesi (Corro, Novellasdemunt,
Li, 2020).

Kok hiicre teknolojileri hastalik gelisimi modellemek ve mekanizmalarini analiz
etmek ve potansiyel terapiler gelistirmek i¢in imit vaat etmektedir. Yakin zamana kadar,
kok hiicre yontemlerinin ¢ogu, bir organin hiicre tiplerinin tamamai yerine, kok hiicre tiirevi
hiicre tiirlerinin saf popiilasyonlarina odaklanmistir. Bununla birlikte, bu organoid adi
verilen gelismekte olan dokularin ii¢ boyutlu kiiltlirlerinin gelismesiyle degismeye

baslamaktadir (Baldan, Houbracken, Rooman, Bouwens, 2019).

Organoid kiiltlirii sirasinda kok hiicreler olgun dokunun yapisini ve islevini taklit eden
karmasik hiicresel yapilarla sonuglanan biyofiziksel isaretlere cevap olarak toplanir ve
farklilagir (Dutta ve Ark., 2017; McCauley ve Wells, 2017). Genel olarak organoidlerin
olusturulmasindaki hedef bunlarla sinirli kalmamakla beraber organ gelisimini incelemek,
ila¢g taramas1 yapmak, hastaliklar1 modellemek veya toksisite testleri i¢in bir ara¢ olarak
kullanmaktir. Yaslanma modern biyolojide temel bir sorun olmaya devam etmektedir.
Hiicresel oOlgekte yaslanma {izerine birtakim teoriler olmasma ragmen, mikroskopik
basarisizliklarin  dokularin, organlarin ve nihayetinde organizmanin makroskopik

basarisizliklarina nasil gectigi hakkinda neredeyse higbir sey bilinmemektedir (Acun ve ark.,
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2017). Yaslanma, zamanla hiicresel hasarin birikmesinin bir sonucu olarak genis olgiide
tutulur (Lopez-Otin ve ark., 2013). Organizmalar yaslandik¢a, mitokondriyal yap1 fonksiyon
iliskisinde biitiinliigiin azalmasina yol agan spesifik degisiklikler meydana gelir (Lopez-Otin
ve ark. 2013; Sahin ve Depinho, 2012). Organoidler kendi kendilerini yenileyebilen, organ
islevi gosterebilen, dogrudan doku veya kok hiicrelerden elde edilen {i¢ boyutlu hiicre
gruplaridir. Organoidler yapisal ve islevsel olarak elde edildikleri dokuyla benzerlik gosterir.
Ancak organoidlerde kendini yenileyebilen kok hiicre gruplart bulunur ki bu kok hiicreler
organizmadaki kok hiicreler gibi diger hiicre tiirlerine doniisebilir (Hachitanda ve
Tsuneyoshi, 1994; Xinaris ve ark., 2012). Organoidler, biyolojik benzerlik agisindan yani
organizmay1 taklit etme konusunda diger kiiltiir yontemlerinden daha gelismistir. Bu hiicre
gruplart dondurularak biyolojik bankalarda saklanabilir. Bu ydntem sayesinde kok
hiicrelerin sinirsiz bicimde kendini yenileme ve diger hiicre tiirlerine doniisme 6zelliginden

faydalanilabilir (Lancaster ve Knoblich, 2014).

Pankreas, metabolizma enzimlerini salgilayan kanal hiicreleri ve asinar hiicreleri gibi
ekzokrin yapilardan ve ayrica kan sekeri homeostazini kontrol eden a, f3, y ve 6 hiicrelerinden
olusan adaciklar olarak bilinen endokrin bilesenlerinden olusur. Pankreas doku miithendisligi
alaninda hem normal hem de patolojik ekzokrin kanal yapilarinin organoid modelleri iyi
olusturulmustur (Boj ve ark., 2015; Hohwieler ve ark., 2017). Bu organoidler, duktal
hiicrelerin 6zelliklerini ve giiglii bir proliferasyon kapasitesi gosterdi. Ek olarak bir grup,
asinar hiicrelerin 3B  siispansiyon kiiltiirii ile progenitor benzeri hiicrelere
ayristirilabilecegini bildirdi (Ashcroft, Harrison, Ashcroft, 1984). Bununla birlikte, bu
progenitor benzeri hiicrelerin asinar hiicrelere geri farklilagtirtlip farklilagtirilamayacagi

belirsizligini koruyor.

1.6. Matrijel

Hiicreler i¢in yapisal bir destek gorevi goren belirli bir ekstraseliiler matriks ¢ogu
epitel ve endotel tabakasinda biiyiik miktarlarda hiicre dis1 matris (ECM) proteinleri iireten,
kanserli bir doku olan fare Engelbreth, Holm ve Swarm (EHS) sarkomundan izole edilen
matrijel'in kokeni 40 yili agkin bir siireye dayanmaktadir (Orkin ve ark., 1977). Engelbreth,
Holm ve Swarm (EHS) adli 3 arastirmaci tarafindan bulunan, EHS tiimorii olarak
adlandirilan bu hiicre zari tireten tiimorden elde edilmektedir. Matrijel'in dort ana temel
bilesenleri olan laminin (~%60), kollajen 1V (~%30), entaktin (~%8) ve heparin siilfat
proteoglikan perlekan (~%2-3) membran ECM proteinini olusturmaktadir (LeBleu,

21



Macdonald, Kalluri, 2007). Bazal membran bilesenlerinin karisimi olan, matrijel 4 °C’de
stvi formdayken, 37 °C’de bir jel olusturmak iizere polimerlesir; bu sirada entaktin, laminin
ve kolajen IV arasinda bir hidrojel suyla sismis, capraz bagl bir ag olusturma gorevi goriir.
Matrijel'in kendi kendini yenileme ve pluripotensi siirdiirme kabiliyeti nedeniyle kok hiicre
kiiltiiri i¢in optimal bir matriks oldugu gosterilmistir (Vukicevic ve ark., 1992). Dogal
biyoaktivitesi sayesinde matrijel, farkli hiicre tipleri gesitli uygulamalar i¢in kullanilmugtir.
Elastik bir yapida olan matrijel; mezenkimal kok hiicreler, insan pluripotent kok hiicreleri,
noronlar ve kardiyomiyositler gibi hiicreleri kiiltiire etmekve 3 boyutlu yapiy1 elde etmek

i¢in kullanilmistir (Kubota, Kleinman, Martin, Lawley, 1988).
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2. AMAC

Pankreas adacik kokenli eriskin kok hiicre hattinin kiiltiiriinde yaslandirma modeli i¢in
uygun yontemin gelistirilmesi ve bu hiicrelerin kullanilmasiyla 3B kiiltiir ortamindaki

organoidlerde mitokondri hasarinin incelenmesi bu ¢aligmada amaglanmaistir.

Kok hiicrelerin endokrin hiicreye dogru farklilasmasi saglanarak insulin salgilayan f3
benzeri hiicrelerin eldesiyle yaslanmanin B hiicreleri ve dolayisiyla pankreas adaciklar
tizerindeki etkilerinin kiiltiir ortaminda incelenmesi bu ¢alismanin kapsami igerisindedir.
Gelistirilecek olan in vitro yaslanma modelinde pankreas adaciklart organoidleri

olusturulacaktir.

Organoid kiiltiirii teknigi kullanilarak pankreas adacik benzeri yapilar elde edilmesiyle
bu yaslanma modelinde yaslanma siireglerinin in vitro ortamda izlenebilmesi olanagi
saglanacaktir. Bu modelin validasyonu sonrasinda sonraki ilag¢ ¢aligmalar1 i¢in canli hayvan
calismalarindan bagimsiz in vitro ortamda farkli ¢alismalarin gelistirilmesi g¢alismanin

ulasilmak istenen uzun siireli hedefidir.
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3. YONTEM

Tez calismasi deneysel yontemlerle Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuvarlarinda yapilmistir. Tezin etik kurul onayir Kocaeli

Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan (EK-1) alinmistir.

3.1. Pax4*/MafA* Genleri Aktarilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Kiiltiirii ve
Cogaltilmasi

Bu c¢alismada Aysegiil (Baglar) Agiksar1 ‘nin tez c¢alismasinda elde edilen
Pax4*/MafA* genleri aktarilmis sican pankreas adacik mezenkimal kok hiicreleri
kullanilmistir. Bu hiicreler Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde bulunan kok koleksiyonundan temin edilmistir. Bu hiicrelerin karaterizasyonu
yapilmis ve mezenkimal hiicre 6zelligi tasidigi gosterilmistir (Agiksari vd., 2017). Endokrin
pankreas mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu i¢in etik kurul karar1 (20.02.2020 tarihli KU
GOKAEK 2020/2.20 nolu karar) daha onceden alinmistir. Kriyo dondurucuda saklanmig
hiicreler gerekli islemler yapilarak ¢oziildiikten sonra icerisinde %10 fetal sigir serumu
(FBS), %1 penisillin-streptomisin, %1 glutamax ve RPMI-1640 bulunan kiiltiir besiyeri ile
T175 kiiltiir kabima ekim yapildi. Hiicreler kiiltiir kabinda %70-80 oraninda konfuluense
(yogunluk) ulastiklarinda, Ca*? Mg*? icermeyen PBS ile yikama sonrasi, %0,25 tripsin-
EDTA ile kaldirildi. 37°C’de ~5 dakika inkiibe edilen hiicreler %10 FBS igeren RPMI-1640
besiyer igerigi ile tripsin aktivitesi durduruldu ve hiicre siispansiyonu falkon tiipe aktarildi
(Tablo 3.1). 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij sonrasi siipernatant ile tripsin uzaklastirild.
Falkon tiipte kalan hiicre pelleti SPA-MKH besiyeri ile homojenize edildi ve hiicre
siispasiyonundan alman Ornek, tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirilarak hiicre sayim
cihazinda (BIO-RAD TC20) ve Thoma Laminda hiicre sayimi yapildi. Hiicreler pasajlanip
yeterli sayida hiicre elde edilinceye kadar kiiltlire edildi. Hiicrelerin morfolojileri giinliik

olarak mikroskop altinda incelenip, takip edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Pax4*/MafA* Genleri Aktarilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Kiiltiirii ve
Cogaltilmasi

Tablo 3.1. sPA-MKH'lerin ¢ogaltilmasinda kullanilan besiyeri igerigi ve miktar/oran
tablosu.

SPA-MKH Besiyeri Bilesenleri Miktar/Oran
RPMI-1640 (Sigma) 1x

FBS (Gibco) %10
Pen/Strep (Capricorn) %1
Glutamax (Gibco) %1

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Bu c¢alismada esas olarak pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicreler
kullanilarak deney gruplarinin olusturulmasinda; P7 kontrol grubu, P7 hiicresinin kiiltiir
ortaminda pasaj atlatilarak P15’e getirilerek yaslandirilmasi, P7 hiicresinin kiiltiir ortaminda
pasaj atlatiimadan 28 giin boyunca besiyeri degisimi yapilarak yaslandiriimasi ve kiiltiire
edilen P7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda H20. uygulamasi yapilarak yaslandirma
modeli olusturuldu (Tablo 3.2).

25



Tablo 3.2. Yaslanma modelinin deney gruplart.

Deney Gruplari Grup Icerigi

1. Grup Kontrol Erken Pasaj (P7)

2. Grup Konjugatif (Kronolojik) Yaslanma 28 giin siirekli besiyeri degisimi
3. Grup Oksidatif Yaslanma H202 uygulamasi
4. Grup Replikatif Yaslanma Geg Pasaj (P15)

Organoid Kiiltiirt
- ve Organoid ("
; Hiicrelerinin + TMRM Boyamas1

. IE(:l:)ir:)lF(,)?isl?Yaslanma Analizi * Mitotracker Boyamasi

* Oksidatif Yaglanma B e

« Replikatif Yaslanma * Hiicre+ Matrijel Matriksi

Karakterizasyonu .
» Mitokondri hasari olusturulan © rgan0|d

) hiicreler ile organoid gelistirilmesi m_OdeI | nde
\ 2B- In vitro ve Endokrin Hiicre Farklilasmasi mitokondri
yaslanma modeli ’ Organoid karakterizasyonu ) hasarinin
belirlenmesi

Sekil 3.2. Yaglanma in vitro modeli gelistirme ve mitokondri hasar1 belirleme ¢aligmasinin
deney plani.

3.2.1. 2-Boyutlu Yaslanma Modellerinin Gelistirilmesi

Kontrol grubu olarak sican pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicreleri (P7)

kullanilmistir.

Konjugatif (kronolojik) yaslanma i¢in in vitro kosullarda Sigan pankreatik adacik
kaynakli mezenkimal kok hiicre hatt1 kullanilarak 28 giin boyunca pasaj atlamadan besiyer

degisimi yapilmis ve bu hiicreler kronolojik yaslilik modelinde kullanilmistir.

Sican pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok hiicre hatt1 kullanilarak 1,25 uM,
2,5 uM ve 5 uM’lik H2O> ¢ozeltisine 30 dk 37 °C'de maruz birakilarak, hiicrelerde olusan
oksidatif stres ile yaslilik modeli olugturulmustur.

26



Replikatif yaslanma modeli i¢in Sican pankreatik adacik kaynaklit mezenkimal kok
hiicre hatt1 kullanilarak hiicre kiiltiirii sonrasinda tripsin kullanilarak kaldirilan hiicreler

tekrar ekilerek ardasik 15 pasaj yapilan hiicreler yaslilik modeli olusturulmustur (Sekil 3.2).

3.2.1.1. Konjugatif, Replikatif ve Oksidatif Stres Uygulanan Hiicrelere WST-1 Canlhihk
Testi

WST-1, stabil tetrazolyum tuzu olan hiicre proliferasyonu/canliligi ile dogru orantili
olarak formazan kristallerinin ¢6ziinmesi ile kiiltiir ortaminda turuncu bir renk degisiminin
optik yogunluk (OD) 6l¢iimiine dayanan kolorimetrik bir testtir. Deney gruplarinda WST-1
analizini gerceklestirmek icin her bir deney grubu icin 15x10° hiicre ekimi yapilarak
konjugatif, replikatif ve oksidatif stres uygulanan hiicrelerin her biri igin {iger tekrarli olacak
sekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi. Kér okuma olarak hiicre igermeyen ancak WST-1
reaktifli besiyeri igeren kuyucugun kullanildigi deney planinda besiyeri tamamen
uzaklastilarak, kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra, %10 WST-1 reaktifi (Roche
Diagnostics, Almanya) iceren RPMI-1640 besiyeri ile degistirildi. Kiiltiir ortaminda 37 °C
‘de ve %5 CO; ortaminda 2 saat boyunca inkiibe edildi. Orneklerin absorbans degerleri,

mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

3.2.1.2. X-gal Boyama ve Skorlama

2-boyutlu kiiltiir asamasindaki deney gruplar1 icin X-gal boyamas: yashlik
morfolojisinin olustugu beta-galaktosidaz enzim aktivitesindeki artisin  Slgimiinii
(Senescence Cells Histochemical Staining Kit, Sigma) géstermek i¢in standart protokol
izlenerek gergeklestirildi. Kronolojik, oksidatif, replikatif yaglanma modellerinde ve kontrol
deney grubu 96 kuyucuklu plaka icerisine 15.000 hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicrelerin
kuyucuklara yapigmasi i¢in CO2’li ortamda 37 °C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Yapisan
hiicrelerin kuyucuk igerisindeki besiyeri uzaklastirilarak ortam 2 kere 1x PBS ile yikandi.
1x Fiksasyon tamponu eklenerek oda sicakliginda 6-7 dakika inkiibe edildi. Fiksasyon
sirasinda boyama soliisyonu hazirlandi. Boyama kiti igerisinde bulunan Staining solution,
Reagent B, Reagent C ve X-gal solution, distile su icerisine eklenip vorteks yontemiyle

homojen bir karisim haline gelmesi saglandi. Fiksasyon sonrasi kuyucuklar 1x PBS ile 3
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kere yikandi. Boyama karisimi eklendi. Plaka’nin kurumasini dnlemek i¢in parafilm ile
kaplanarak ve CO; ‘siz ortamda 37 °C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Ornekler faz-
kontrast mikroskopta (Olympus IX71, Japonya) incelenerek fotograflandi. Fotograflanan
orneklerin birden fazla gbézlemci tarafindan manuel olarak sayildi ve 0-4 arasi bir 6lgek
kullanilarak skorland1 (Kavanagh ve ark., 2021). Yaslanma gosteren hiicrelerin koyu mavi
renk boyama gostermesi pozitif boyama olarak sonuglanirken, yaslanma belirtisi
gostermeyen hiicrelerin beyaz/sar1 renk bir boyama gostermesi negatif boyama olarak

sonuclandi.

3.2.1.3. TMRM Boyamasinin Akim Sitometri ile Gosterimi

TMRM (Tetrametil rodamin metilester), mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisiklikleri 6l¢mek icin kullanilan, elektrostatik ¢ekim ile hiicrelere baglanmayan ve
negatif yiiklii mitokondride birikerek gecirgen bir 6zellikte olan katyonik floresan boyadir
(Floryk ve Houstek, 1999; Scaduto ve Grotyohann, 1999). Deney gruplart kronolojik
yaslanma (besiyer degisimi yapilarak 28 giin boyunca kiiltiir edilmesi), oksidatif stres ile
yaslanma (H202 uygulamasi), replikatif yaslanma (ileri pasaj) ve kontrol grubunun 24
kuyucuklu plaka icerisine 15.000 hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicrelerin kuyucuklara
yapismasi i¢in CO2’li ortamda 37 °C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. 24 kuyucuklu plaka
icerisinden besiyeri uzaklastirilarak oksidatif stres uygulanmasi gereken grup ig¢in H20:
dozlar1 ayarlanarak 24 saat ve 72 saat icin deney grubu olusturuldu. Ortam 2 kere Ca*? Mg*2
icermeyen PBS ile yikandiktan sonra, DMSO igerisinde ¢ozillen TMRM boyasi Stok
soliisyonundan 1:1000 oraninda Ca™? Mg*? icermeyen PBS ile diliie edilerek karanlik
ortamda hazirlandi. 24 kuyucuklu plaka igerine koyulan TMRM boyas1 CO2’li ortamda 37
°C’de 30 dk boyunca inkiibe edildi. Ortamdan boya uzaklastirilarak DPBS ile kuyucuklar
yikandi ve %0,25 tripsin-EDTA ile kaldirildi. 37°C’de ~5 dakika inkiibe edilen hiicrelerin
DPBS ile tripsin aktivitesi durduruldu ve hiicre siispansiyonu falkon tiipe aktarildi. 1600
rpm’de 5 dakika santrifiij sonras1 siipernatant dokiilerek tripsin uzaklastirildi. Falkon tiipte
kalan hiicre pelleti DPBS ile homojenize edildi ve santriifiij islemi tekrarlandi. Hiicre pelleti

DPBS ile sulandirilarak akim sitometrisinde 488nm-588nm FL-2 kapisinda okutma yapildu.
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3.3. 2-Boyutlu Deney Gruplarimin Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon analizi i¢in -80°C sogutucuda muhafaza edilen deney gruplarina
riboniikleik asit (RNA) izolasyonu, komplementer deoksiriboniikleik asit (cDNA) sentezi ve

kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizleri gergeklestirildi.

3.3.1. Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Deney gruplari i¢in 6n hazirlik yapildi. Hiicreler %0,25 tripsin-EDTA ile kaldirildi.
Her deney grubu icin ~5x10* hiicre eppendorf tiipiine alindi. 1600 rpm’de 5 dk santrifi]
sonrasi siipernatant kismi atilip, 1000 pl PBS ile pipetaj yapilarak homojenize hale getirildi.
Hiicre siispansiyonu tekrar santrifiij edilerek, siipernatant kismi uzaklastirildi. -80°C

sogutucuda muhafaza edildi.

NucleoSpin RNA ticari (MACHEREY-NAGEL) Kkiti ile RNA izolasyonu standart
protokoliin onerildigi sekilde yapildi. Ortamda RNAz kontaminasyonunun olusmamasi i¢in
oksijenli su ile temizlendi. Deney gruplari pellet halinde -80°C sogutucudan alinarak, 350
ul lizis tamponu ilave edilerek hiicrelerin pargalanmasi i¢in pipetaj yapildi ve vortekslendi.
11.000 xg’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtreli spin tiipler alinarak,
tip tizerindeki filtreli tiip atilip eppendorf tiipiiniin igerisine %70’lik 350 ul etanol ilave
edildi, pipetaj yapilarak filtreli tiiplere aktarildi. 11.000 xg’de 30 saniye boyunca santrifii]
edildi. Santrifiij sonras1 filtreden eppendorfa siiziilen sivi kisim dokiildii, fitreli tiipiin
igerisine 350 ul MDB soliisyonu koyularak, 11000 xg’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast eppendorftaki sivi kisim dokildii, filtreler yeni tiiplere aktarilip 3 kez
yikama islemi yapildi. Son olarak, kolonda kalan RNAnin alt tiipe inmesi i¢in 40 pl RNAse-
free H20 eklendi. 11000 xg’de 1 dakika siireyle santrifiij edilerek RNA saf hali eppendorf
tiipline alindi. RNA konsantrasyonlarinin kalitesi picodrop spektrofotometre ile 6l¢iildii.
Kalan total RNA 6rnekleri -80°C sogutucuda (Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza
edildi.

Elde edilen total RNA’lardan OligodT primerler kullanilarak Revers Transkriptaz
PCR (RT-PCR) ile komplementer DNA (cDNA) elde edildi. cDNA sentez kiti (Blirt,
TRANSCRIPTME RNA Kit) kullanilarak, standart protokoliin 6nerildigi sekilde yapildi.
0,2 mI’lik eppendorf tiipii igerisine 10 ul 2x RT Master Mix ve 2 ul TRANSCRIPTME
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Enzyme Mix koyuldu. Total RNA o6rneklerinden 8 pg olacak sekilde eppendorf tiipii
icerisine aktarildi, toplam hacim 20 pl olacak sekilde eklendi. 25°C’de 10 dakika siireyle
PCR cihazinda (TaKaRa Biotechnology, Japonya) inkiibe edildi. Bu sliregte primerlerin 1s1
ile denatiire olan RNA 6rneklerine baglanmasi saglandi. Siire sonunda 6rnekler 50°C’de 30
dakika uzama reaksiyonu ve hemen ardindan 85°C’de 5 dakika siireyle enzimin
inaktivasyonu saglandi. Sentezlenen cDNA Ornekleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu kurulancaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.3.2. Kantitatif Ters Transkriptaz -Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Konjugatif yaslanma, replikatif yaslanma ve oksidatif stres uygulanan deney
gruplarii gen ekspresyonu ile gdstermek icin cDNA sentez kiti kullanilarak (Power SYBR
Green PCR Master Mix, Applied Biosystems) ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonunda analizi yapildi. MafA ve Pax4 gen aktarimi yapilan hiicrelerin primerleri;
insiilin 1, insiilin 2, Glukokinaz, Glut-2 ve Pdx-1 gibi gesitli beta hiicre primerleri, alfa hiicre
belirteci Glukagon genine ait primerler, delta hiicre belirteci olan Somatostatin genine ait
primerler, oksidatif stres belirteci olan RAGE, p38a, SOD1, HO1 ve NOD2 genine ait
primerler, mitokondri hasar belirteci olan Tomm20, MCT-4, NOX4, NRF2 ve Duox-1
genine ait primerler, hiicresel proliferasyonla iligkili niikkleer bir protein olan Ki67 genine ait
primerler ve housekeeping gen olarak beta aktin genlerine ait primerler, (Tablo 3.3 )
kullanilarak her bir grup igin belirli miktarlarda master mix (Jenabioscience), cDNA ve
distile sudan olusan bir karigim hazirlanarak 96 kuyucuklu PCR plakalarma yiiklendi. Ters
Transkriptaz PCR (LightCycler-11 480, Roche, Mannheim, Almanya) cihazinda, ilgili DNA
pargalarinin ¢ogalmasi dlgiilerek ve elde edilen Cp sonuglart dogrultusunda housekeeping

gene (beta aktin) ve kontrole (P7 hiicreleri) oranlanarak ekspresyon analizleri yapildi.
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Tablo 3.3. gRT-PCR analizi i¢in kullanilan genler ve primerlerinin baz dizilimleri.

Primerler

ACT-B

(Referans gen)

ins-1

ins-2

p38a

TGF-B

RAGE

SOD1

HO1

NOD2

NOX4

NRF2

Ki67

Pdx-1

GLUT2

GCK

DUOX-1

Acik Isim
Beta Aktin

Insiilin-1

Insiilin-2

Mitojenle Aktive Olan Protein

Kinaz
Transforme Edici Biiyiime
Faktorii Beta 1
Ileri Glikasyon Son Uriin
Reseptoru

Stiper Oksit Dizmutaz 1
Heme Oksigenaz 1
Niikleotid Baglama

Oligomerizasyon Alani 2
NADPH Oksidaz 4
Niikleer Faktor Eritroid 2 ile
Mligkili Faktor
Hiicre Proliferasyon
Insiilin Promotor Faktor 1
Glucose transporter 2

Glukokinaz

Dual oxidaz-1
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Primer Baz Dizilimi (5'—3’)
F- agagaagctgtgctatgttg
R- gtactcctgcttgctgatcc
F- gaccttggcactggaggtt
R- ccagttggtagagggagcag
F- cgaagtggaggacccaca
R- tgctggtgcagcactgat
F-ggggcagatctgaacaacat
R-gagccagtccaaaatccaga
F- gactctccacctgcaagaccat
R- gggtgacttctttggcgtagtag
F-ctacctattcctgcagcttc
R-ctgatgttgacaggagggctttcc
F-cggatgaagagaggcatgtt
R-cacctttgcccaagtcatct
F-ggtgtccagggaaggctttaag
R-gtgcagctcctcagggaagtag
F-ttctgccttacgagggttactctct
R-atggtcctcagcttagcagtgaac
F-atgttgggcctaggattgtg
R-gagaagttcagggcgttcac
F-gtcagctactcccaggttge
R-ccaaacttgctccatgtcct
F-gcagacaagccttcagcagtaa
R-tggtaccattgtcatcaatttcagt
F- cgtagtagcgggacaacga
R- ctcctcgeccgaggttac
F- cactgctgagatgctcttcg
R- aaactcagccaccatgaacc
F- gctaagcttatggctatggatactacaaggtg
R-ggatcctcactgggccagcatg
F- agttcctggacatcctggtg



R- gtcagctcctecttgtectg

GCG Glukagon F- ggtgaaaggccgaggaag
R- gagaaggatccatcagcatgt
SST-1 Somatostatin F- ctggagcctgaggatttgc
R- ctgcagctccagectcat
PPy Pankreatik Polipeptid F- cgggtacattggctccag
R- actcgctcaggacacaggat
TOMM20 Mitokondriyal Dig Membran ~ F- aaacagaagcttgccaagga
Translokator R- catctggaacactggtggtg
MCT-4 Monokarboksilat Transporter 4 = F- cttgctcctttagccaccac

R- gaaactggcaagtcccaaaa

3.4. Organoid Kiiltiirii ve Organoid Hiicrelerinin Analizleri
3.4.1. Organoid Kiiltiirii

Organoid olusturma 6ncesinde hiicreler 96-kuyucuklu hidrofobik yiizeye sahip hiicre
tutunmasina izin vermeyen (Nunclon Sphera, Thermo) kiiltiir plakalarda her bir kuyucuga
15 uL matrijel (BD Bioscience) + hiicre koyularak 2 saat boyunca 37 °C'de polimerlesmesi
beklendi (Tablo 3.4.). Hiicrelerin, organoid kiiltiirii farklilasma besiyeri (DMEM/F12 + %1
Pen-Strep, %2 B27, %1 ITS, 50 ng/mL EGF, 2 pg/mL heparin, 10 ng/mL FGF2 ve 5 ng/mL
VEGFA) igerisinde 21 giin boyunca kiiltiire edildi (Wang vd., 2020). Her ii¢ giinde bir
besiyer ortami1 degistirildi. 21 giiniin sonunda organoidlerin kiiltiir islemi sonlandirildi (Sekil
3.3).
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2B PA-MKH hiicrelerinden 3B Organoid Yapisinin Olusturulmasi
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Sekil 3.3. 2-boyutlu SPA-MKH hiicrelerinden 3-boyutlu organoid yapisinin olusturulmasi

Tablo 3.4. In vitro Organoid Yaslanma Modeline Gore Yaslanmis Hiicre ve Geng Hiicre
Tanimlari

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak
Geng Hiicre Islem Gérmemis Hiicre + Matrijel Organoid Besiyeri ve
(P7) Hiicre Organoid
Farklilastirma
Besiyeri
Yash Hiicre Kronolojik Olarak Hiicre + Matrijel Organoid Besiyeri ve
(P7-28) Yaslandirilmisg Organoid
Hiicre Farklilagtirma
Besiyeri
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3.4.2. Organoid Gomme Islemi

Kiiltiire edilmis organoidler stereo mikroskop (Leica) altinda 24 kuyucuklu plaka
igerisine alindiktan sonra 2 kez PBS yikanarak %4 paraformaldehit igerisinde 20 dk 4 °C'de
fikse edildi. Fiksasyon sonrasi 3 kez PBS ile yikanarak 1ml %30 Siikroz ¢6zeltisi i¢erisinde
1 gece boyunca 4 °C'de bekletildi. Kuyucuklardan %30 Siikroz ¢ozeltisi %10 Siikroz/%7,5
Jelatin gdbmme soliisyonu ile degistirilerek 15 dk 37 °C'de inkiibasyona birakildi. Doku
takibinde kullanilan kaset igerisine yaglh kagit serilip tizerine 2 ml %10 Siikroz/%?7,5 Jelatin
goémme soliisyonu ile kaplanip 15 dk 4 °C'de polimerlesmesi beklendi. Gomme soliisyonu
igerisinde 15 dk 37 °C'ye alinan organoidler spatiil yardimi ile 24 kuyucuklu plakadan
alinarak metal kaset igerisinde bulunan gémme soliisyonu igerisine koyularak tekrardan 4
°C'e kaldirildi. Bekleme siirecinde Jel yapinin hizli donmasi i¢in kuru buz igerisine %99,5
ethanol koyularak sicakligin -60’a diismesi saglandi. Donma isleminin ardindan organoidler
yagli kagit ve alimiinyum folyo ile sarilarak -80°C sogutucuda (Sanyo MDF-U5386S,
Japonya) muhafaza edildi (Sekil 3.4).

Olusturulan 3B Organoid Modelini Gomme, Dondurma ve Kesit Alma

O, ®

Organoidlerin -80 'de Kriyostat clhazn
Organoidlerin kuru muhafaza edilmesi
buz ve ethanol ile
dondurulmasi

Streo mikroskopta organoidi
24 kuyucuklu plakaya alma

sl —

organoid

[ L
@ @ 15 pm kahnliginda
kesitler

@ Floresan Mikroskopta GorlintUleme Konfokal Mikroskopta GérlintUleme
Histolojik ve
Imminfloresan

=) )
v s

Sekil 3.4. Olusturulan 3-boyutlu organoid modelini gomme, dondurma ve kesit alma
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3.4.3. Organoid Kriyo Kesit Alma Islemi

Dondurma yontemi, ortaya ¢ikan morfolojinin kalitesi i¢in kritik dneme sahiptir.
Genellikle hizli fiksasyon, tistiin morfolojik koruma saglar. -80°C sogutucuda muhafaza
edilen organoidler i¢in Kriyostat cihazinda (Leica CM1520) kesit alinmasi i¢in 6n hazirlik
yapildi. Organoidlerden kriyostat cihazi ile -20 °C’de 15 pm kalinliginda kesilen kesitler
pozitif sarjli ve normal lamlara alind1 (Sekil 3.4).

3.4.4. Histokimyasal ve immiin floresan Boyama

Histolojik analizler i¢in normal lama alinan kriyo-kesitler alkol serileri ile sirasiyla
%100’liik etil alkolde, %96°lik etil alkolde, %90’lik etil alkolde ve %70’lik etil alkolde 4’er
dakika bekletildi. Alkol serilerinden sonra, Hematoksilen boyasinda 5 dk beklendikten sonra
¢esme suyu altinda boyanin akmasi saglandi. Mordanlama soliisyonu igerisinde 15 sn,
%100’k etil alkol igerisinde 1 dK, Eozin boyasinda 3 dk bekletildi. Sirasiyla %70°liik etil
alkolde, %90°1ik etil alkolde, %96°lik etil alkolde ve %100’lik etil alkolde hizl1 ge¢is yapildi.
Alkoliin ugmast i¢in beklenildi. Entellan ile kapatma islemi yapildi. Floresan mikroskobu

(Leica DMI 4000 Microsystems) ile goriintiileme yapildi.

Deney gruplarindan pozitif sarjli lama alinan 15 pm kalinliginda kriyo kesitler immiin
floresan Boyama igin %96°lik alkolde 2 kere 10 dakika tutulduktan sonra kesitlerin antijen
aciga ¢ikarma islemi igin 1sitilmis trisodyumsitrat ¢ozeltisinde (pH 6.0) 20 dakika 200 W
mikrodalgaya maruz birakildi. Oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakilan kesitler, %0,1’lik
Triton-X 100 (Merck) ile 10 dk permeabilizasyon islemi yapilarak hiicre membranindaki
lipidleri ¢ozerek antikorlara gecirgen hale getirilmesi saglandi. PBS ile 2 kere 5 dakika
yikandiktan sonra protein blokaj (Abcam) soliisyonunda 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Organoid kesitleri gece boyunca Insiilin, Pdx-1, Glukagon, Glukokinaz (GCKR),
Somatostatin, Glut2 primer antikor (Tablo 3.5) ile 4 °C'de 16 saat boyunca muhafaza edildi.
Daha sonra PBS ile yikanan 6rnekler floresan boya eklenmis uygun sekonder antikorlar ile
37°C'de 90 dakika inkiibe edilerek isaretlendi. Baglanmayan antikorlarin uzaklagtiriimasi
i¢in 6nce PBS sonra dH20 ile yikama yapildiktan sonra, son asama olarak, niikleer boya
iceren kapatma medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (UltraCruz Mounting
Medium for 61 flouresence with DAPI) ile boyanmis organoidler kapatildi. Ornekler
floresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotograflandi (Sekil 3.4).
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Tablo 3.5. Blok Serum, primer antikor ve sekonder antikor tablosu

Antikor Ad1 Katalog Numarasi Firma
Anti-Insiilin Ab181547 Abcam
Anti-Pdx-1 Sc-25403 Santa Cruz
Anti-Glukokinaz Reseptorii Sc-6340 Santa Cruz
Anti-Glut-2 Sc-7580 Santa Cruz
Anti- Somatostatin Sc-7819 Santa Cruz
Anti-Glukagon Sc-7779 Santa Cruz
Goat Anti-rabbit IgG-FITC Sc-2012 Santa Cruz
Goat Anti-rabbit Alexa-Flour 555 Ab150082 Abcam
Goat Anti-rabbit Alexa-Flour 647 Ab150083 Abcam
Donkey Anti-goat IgG-FITC Sc-2024 Santa Cruz

3.45. Live-Dead ve PKH26 Boyamasi (Canh-Olii ve Hiicre Cogalmasi Boyama
Tayini)

Kiiltiirti sonlanmis olan organoidlerin canli-6li hiicre tayinini belirlemek igin, besiyeri
ortamdan uzaklastirildiktan sonra spatiil yardimiyla 24 kuyucuklu plaka igerisine alindu.
DPBS ile ortam 2 kez yikandi. Live-dead (Molecular Probes) kiti igerisinde bulunan 5 pl
calcein AM (component A) ve 20 ul ethidium homodimer-1 (component B), 10 ml DPBS
icerisine eklenip vorteks yontemiyle homojen bir karisim haline gelmesi saglandi. Oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra ornekler floresan mikroskopta

incelenerek fotograflandi.

PKH26 (Sigma Aldrich) boyamasi hiicre membrani kirmizi veya yesil floresan
isaretleme olarak kullanilan bir boyadir. Bu lipofilik membran boyasi, flow sitometri ile
heterojen hiicrelerde hiicre ¢gogalmasini belirlemek i¢in kullanilirken, homojen hiicrelerde
hiicre canliligini gostermek i¢in yaygin olarak kullanilir. Kiiltiirii sonlanan organoidlerin
besiyeri ¢ekilerek DMEM-F12 besiyeri ile 2 kere yikandi. PKH26 soliisyonu kit igerisinde
bulunan Diluent C ve PKH26 boyasi 1:250 oraninda diliie edilip homojen bir karisim haline
gelmesi icin vortekslendi. Oda sicakliginda 3 dk boyunca inkiibasyonu saglandi. Boyamay1
durdurmak i¢in %1 BSA (Bovine serum Albumin) ve DMEM-F12 muamele edildi. Ornekler

floresan mikroskopta incelenerek fotograflandi.
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3.4.6. Dithizone (DTZ) Boyamasi ile Pankreas Kaynakh Adaciklarin Gosterilmesi

In-vitro ortamda Kkiiltiiri sonlanan organoidlerin pankreas adacigi safligim
degerlendirmek i¢in dithizone (1,5-diphenylthiocarbazone) boyamasi yapildi. Dithizone,
adaciklarin beta hiicrelerinde bulunan ¢inko iyonlarimi baglar ve bu nedenle adaciklari
kirmiziya boyar. Organoidler 24 kuyucuklu plaka igerisine spatiil yardimi ile alinip 2 kez
PBS ile yikandi. Tartim cihazinda 100 mg dithizone (Merck) boyasi tartilarak 5 ml DMSO
icinde ¢ozdiiriilmesi saglandi. Hazirlanan stok soliisyonu igerisinden 10 pl alinip 1 ml PBS
ile sulandirilarak boyama soliisyonu hazir hale getirildi. Organoid iizerine koyulan boya 37
°C'de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi organoidler HBSS (Hanks' Balanced Salt

Solution) ile yikandi. Organoidler stereo mikroskopta incelenerek fotograflandi.

3.4.7.Enzim Bagh Immunosorbent Analizi Yontemiyle Insiilin Seviyesinin
Belirlenmesi
Organoid kiiltiri sonrast elde edilen deney gruplarmin hiicre kiiltiiri
stipernantantlarindan alinan o6rnekler “Sandvi¢ ELISA” yontemine uyumlu Rat Insulin
ELISA ticari kit (Elabscience) kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada, hiicrelerdeki antijen-
antikor iligkisini gostererek, antikora baglanmis bir enzimin aktivitesinin temeline dayanarak
insiilin salgilama seviyelerinin belirlenmesi ve kiyaslanmasi amaciyla iireticinin sundugu

protokole uyularak protein miktar tayini gerceklestirildi.
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Sekil 3.5. Sandvi¢ ELISA testinin ¢alisma prensibi (Leinco.com, Nisan 2021)

Sandvi¢g ELISA testinin ¢aligma prensibi (Sekil 3.5); hedef proteine 6zgiil primer
monoklonal insiilin antikoru ile kapli kuyucuklara hazirlanan standart dilisyonlar ve
ornekler yiiklendi. Inkiibasyon siirecinde hedef proteinler (antijenler) insiilin primer
antikoruna baglandi. Yikama islemiyle, Ornekteki hedef molekiil haricindeki diger
molekiiller uzaklastirildi. Hedef proteine 6zgii biotin-konjuge sekonder antikor solusyonu
ilave edilerek, bir epitoptan primer antikora baglanan hedef proteinler diger epitop(lar)tan
da sekonder antikora baglanmis oldu. Yikama islemi sonrasi serbest (baglanmamis)
sekonder antikorlar uzaklastirildi. Streptavidin-Yabanturbu ‘Horseradish’ Peroksidaz
(HRP) solusyonu ilave edildi. Inkiibasyon siirecinde avidin-biotin kompleksi ile birlikte
sekonder antikor-HRP konjugati olusturuldu. Yikama islemiyle, konjugat olusturmamis
baglanmamis HRP uzaklastirildi. HRP substrati olan 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TBM)
substrat solusyonu ilave edildi. HRP’in TMB ile olan enzim reaksiyonu sonucu, hedef
proteinin miktariyla dogru orantili olarak mavi renk degisimi gerceklesti. Inkiibasyon siiresi
sonunda “Stop” solusyonu ilave edilerek sar1 renk degisimi ile reaksiyon durduruldu. Plaka,
mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm absorbans degeri ile dlciildii. Orneklerin
protein konsantrasyonlari; olgiilen absorbans degerleri, standart egrisi ile karsilastirilarak

degerlendirildi.
3.4.8. Mitokondri Izolasyonu ve Transferi

P7 ve P7-28 hiicreleri ¢calismada kullanilmistir. Eppendorf tiipii icerisinde 1x108 hiicre
300xg *de santrifiij sonrasi elde edilen pelet Standart Hidrojen Elektrot (SHE) tamponu (0,25
M sukroz, 20 mM HEPES (pH 7.4), 2 mM EGTA, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl ve %0,1

BSA) icinde insiilin enjektorii kullanilarak homojenize edilmistir. Hiicre kalintilarini
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ortamdan uzaklagtirmak i¢in 4 °C 'de 3 dakika boyunca 1100xg 'da santrifiij edildi.
Stipernatant alinarak temiz eppendorf tiipii i¢ine koyuldu ve mitokondriyi ¢oktiirmek igin
4°C 'de 15 dakika 12.000 xg 'de santrifiij edildi. Elde edilen mitokondri peleti, 500 ul SHE
tamponu i¢inde yeniden siispanse edildi ve tekrar 12.000 xg 'de 10 dakika boyunca 4 °C 'de
santrifiij edildi. izole edilmis mitokondrinin protein esdegerini belirlemek icin bikinkoninik
asit analizi yapilmistir (Kim, Hwang, Yun, Lee, Choi, 2018). Calismada %1 bikinkoninik
asit ¢ozeltisine %0,05 CuSO4 eklenmis tampon ¢ozelti 5 pul mitokondri izolatina eklenerek
50 °C ’de 30 dk inkiibe edilmistir. 562 nm dalga boyunda spektrofotometrik Olglimler

yapilarak analiz islemi gerceklestirilmistir.

Mitokondrileri organoid igerindeki hiicrelere aktarmak icin ScreenFectA kiti (InCella,
Eggenstein, Leopoldshafen, Almanya) kullanilarak organellere aktarilmistir. 2,2 pg protein
esdegerinde mitokondri 10 pl diliisyon tampon ¢ozeltisi igerisinde sulandirilmigtir. 10 pl
kompleks igerisinde 8-10 kez hizlica pipetlenmistir. Oda sicakliginda 20 dk boyunca
mitokondri-katyonik kompleks olusmasi i¢in beklendi. Elde edilen kompleksin tamami 96
kuyucuklu plaka igerisindeki tek bir organoide eklenmistir. 24 saat sonra besi yeri

yenilenerek 48 saat boyunca 37 °C ’de inkiibasyona devam edilmistir.

3.4.9. Glukoz ile Uyarilmis Insiilin Sekresyon (GSIS) Analizi

Mitokondri transferi yapilan organoid gruplarinin, glukoz ile uyarilmis insiilin
sekresyonu (GSIS) analizi ile izole edilen mitokondrilerin hiicre fonksiyonunun
gosterilmesini test etmek i¢in P7, P7-28 ve P7-28+Mitokondri deney gruplarini in-vitro
ortam igerisindeki insiilin salgilart igin normal besi yeri (2,5 mM glukoz) ve yiiksek glukoz
besi yeri (27,5 mM glukoz) olmak {iizere iki farkli glukoz konsatrasyonu ile insiilin yaniti
tayin edildi. 3 ayri deney grubundan alinan siipernatantlardan insiilin tayini ELISA

yontemiyle yapildu.

3.4.10. Organoid Modelinde Mitokondri Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Elektrostatik ¢ekim kuvveti ile hiicrelere baglanmayarak, negatif yiiklii mitokondride
biriken gegirgen 6zellikte katyonik floresan bir boya olan Tetrametil rodamin metilester
(TMRM), organoidlerden kriyostat cihazi ile -20 °C’de 15 pm kalinligindaki kesitler pozitif
sarjli lama alindiktan sonra alkol serileri ile sirasiyla %100’liik etil alkolde, %96’k etil
alkolde, %90°1ik etil alkolde ve %70’lik etil alkolde 4’er dakika bekletilerek yapilarindaki

su miktar1 uzaklastirildi. Alkol sonrasi lamlar PBS igesine alinarak ornekler PapPen ile
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yuvarlak i¢ine alindi. TMRM (ChemCruz) boyasi, DMSO igerisinde ¢oziilerek 100 M stok
soliisyon hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon igerisinden final kosnsantrasyon 10 pM
olacak sekilde uygun miktar alinip PBS ile diliie edilerek boyama soliisyonu elde edildi.
Hazir olan boya karanlik ortamda ornek iizerine damlatilarak 30 dakika 37 °C'de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda ornekler boya uzaklastirilarak yikama olmadan kapatma
medyumu DAPI ile kapatildi. Ornekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000

Microsystems) incelenerek fotograflandi.

3.4.11. Organoid Modelinde Total Mitokondri Miktarinin Belirlenmesi

Mitokondri zar potansiyeline bagli canliligi belirlemek ve hiicrelerdeki mitokondri
sayisini ve dagilimimi tespit etmek i¢in mitokondriyumdaki tiyol gruplarina baglanarak
mitokondri igerisinde birikim gosteren floresan bir boya olan Mitotracker red,
organoidlerden kriyostat cihazi ile -20 °C’de 15 um kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lama
alindiktan sonra alkol serileri ile sirasiyla %100’lik etil alkolde, %96’lik etil alkolde,
%90’lik etil alkolde ve %70’1ik etil alkolde 4’er dakika bekletilerek yapilarindaki su miktari
uzaklastirildi. Alkol sonrasi lamlar PBS igesine alinarak 6rnekler PapPen ile yuvarlak igine
alindi1. Mitotracker red boyasi, DMSO igerisinde ¢oziilerek 500 uM stok soliisyon hazirlandi.
Hazirlanan stok soliisyon igerisinden final kosnsantrasyon 500 nM olacak sekilde uygun
miktar aliip PBS ile diliie edilerek boyama soliisyonu elde edildi. Hazir olan boya karanlik
ortamda 6rnek iizerine damlatilarak 30 dakika 37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
ornekler boya uzaklastirilarak yikama olmadan kapatma medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) ile kapatildi. Ornekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems)

incelenerek fotograflandi.

3.4.12. 3-Boyutlu Organoid Deney Gruplarimin Gen Ekspresyon Analizi

Gen cekspresyon analizi igin -80°C sogutucuda muhafaza edilen organoid deney
gruplaria riboniikleik asit (RNA) izolasyonu, komplementer deoksiriboniikleik asit
(cDNA) sentezi ve kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizleri

gergeklestirildi.
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3.4.12.1. Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

In-vitro ortamda 21 giinliik kiiltiirii sonlanan 3 boyutlu organoid deney modeli iizerine,
300 pl PBS koyularak yikama islemi yapildi ve PBS ortamdan uzaklagtirilarak deney

gruplar1 -80°C sogutucuda muhafaza edildi.

NucleoSpin RNA ticari (MACHEREY-NAGEL) kiti ile RNA izolasyonu standart
protokoliin 6nerildigi sekilde yapildi. Kalan total RNA 6rnekleri -80°C sogutucuda (Sanyo
MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi.

Elde edilen total RNA’lardan OligodT primerler kullanilarak Revers Transkriptaz
PCR (RT-PCR) ile komplementer DNA (cDNA) elde edildi. cDNA sentez kiti (Blirt,
TRANSCRIPTME RNA Kit) kullanilarak, standart protokoliin onerildigi sekilde yapildi.
Sentezlenen cDNA 6rnekleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kurulancaya kadar

-20 °C’de muhafaza edildi.

3.4.12.2. Kantitatif Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

In-vitro deney gruplarmi gen ekspresyonu ile gdstermek igcin cDNA sentez Kiti
kullanilarak (Power SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems) kantitatif ters
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonunda analizi yapildi. MafA ve Pax4 gen aktarimi
yapilan hiicrelerin primerleri; Insiilin 1, Insiilin 2, Glukokinaz, Glut-2 ve Pdx-1 gibi gesitli
beta hiicre primerleri, alfa hiicre belirteci glukagon genine ait primerler, delta hiicre belirteci
olan somatostatin genine ait primerler, oksidatif stres belirteci olan RAGE, p38a, SODI,
HO1 ve NOD2 genine ait primerler, mitokondri hasar belirteci olan Tomm20, MCT-4,
NOX4, NRF2 ve Duox-1 genine ait primerler, hiicresel proliferasyonla iliskili niikleer bir
protein olan Ki67 genine ait primerler ve housekeeping gen olarak beta aktin genlerine ait
primerler, (Tablo 3.6) kullanilarak her bir grup i¢in belirli miktarlarda master soliisyonu ,
cDNA ve distile sudan olusan bir karisim hazirlanarak 96 kuyucuklu PCR plakalarina
yiiklendi. Ters Transkriptaz PCR (LightCycler-II 480, Roche) cihazinda, ilgili DNA
parcalarinin ¢cogalmasi Slgiilerek ve elde edilen Cp sonuglart dogrultusunda housekeeping

gene (beta aktin) ve kontrole (P7 hiicreleri) oranlanarak ekspresyon analizleri yapildi.
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Tablo 3.6. Organoid qRT-PCR analizi i¢in kullanilan genler ve primerlerinin baz dizilimleri.

Primerler

Act-p

ins-1

ins-2

p38a

TGF-B

RAGE

SOD1

HO1

NOD2

NOX4

NRF2

Ki67

Pdx-1

GLUT-2

Acik Tsim

Beta Aktin

Insiilin-1

Insiilin-2

Mitojenle Aktive Olan
Protein Kinaz
Transforme Edici
Biiyiime Faktorii Beta
1
Ileri Glikasyon Son
Uriin Reseptorii
Stiper Oksit Dizmutaz
1

Heme Oksigenaz 1

Niikleotid Baglama
Oligomerizasyon
Alanm 2
NADPH Oxidase 4

Niukleer Faktor
Eritroid 2 ile Iliskili
Faktor

Hiicre Proliferasyon

Insiilin Promotor
Faktor 1

Glucose transporter 2
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Primer Baz Dizilimi
(3'—3"

F- agagaagctgtgctatgttg
R- gtactcctgcttgctgatce
F- gaccttggcactggaggtt
R- ccagttggtagagggagcag
F- cgaagtggaggacccaca
R- tgctggtgcagcactgat
F-ggggcagatctgaacaacat
R-gagccagtccaaaatccaga
F- gactctccacctgcaagaccat

R- gggtgacttctttggcgtagtag

F-ctacctattcctgcagctte
R-ctgatgttgacaggagggctttce
F-cggatgaagagaggcatgtt
R-cacctttgcccaagtcatct
F-ggtgtccagggaaggctttaag
R-gtgcagctcctcagggaagtag
F-ttctgccttacgagggttactctct
R-atggtcctcagcttagcagtgaac

F-atgttgggcctaggattgtg
R-gagaagttcagggcgttcac
F-gtcagctactcccaggttge
R-ccaaacttgctccatgtect

F-gcagacaagccttcagcagtaa
R-tggtaccattgtcatcaatttcagt
F- cgtagtagcgggacaacga
R- ctcctegeccgaggttac

F- cactgctgagatgctcttcg



R- aaactcagccaccatgaacc

Gcek Glukokinaz F- gctaagcttatggctatggatactacaaggtg
R-ggatcctcactgggccagcatg
DUOX-1 Dual oxidaz-1 F- agttcctggacatcctggtg
R- gtcagctcctecttgtectg
Gceg Glukagon F- ggtgaaaggccgaggaag
R- gagaaggatccatcagcatgt
Sst-1 Somatostatin F- ctggagcctgaggatttge
R- ctgcagctccagcectcat
PPy Pankreatik Polipeptid  F- cgggtacattggctccag
R- actcgctcaggacacaggat
TOMM20 Mitokondriyal D1g F- aaacagaagcttgccaagga
Membran Translokator ~R- catctggaacactggtggtg
MCT-4 Monokarboksilat F- cttgctcctttagccaccac
Transporter 4 R- gaaactggcaagtcccaaaa

3.5. istatiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizlerinde SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi
kullanilmistir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler igin Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney grubu en az ii¢ tekrardan olugsmaktadir. Deney ve kontrol gruplari
arasindaki fark p<0.05 oldugunda anlamli ve p<0.01 oldugunda ileri derece anlamli1 olarak

ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Pax4*/MafA* Genleri Aktarilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Kiiltiirii ve
Cogaltilmasi

Sican pankreatik adacik kaynakli hiicrelerin -150 °C’de dondurularak saklanan 6.
pasajdaki Pax4*/MafA" hiicreler ¢oziildiikten sonra sonra fetal sigir serumu (FBS) (%10),
penisilin/streptomisin (%1), Glutamax (%1), RPMI 1640 besiyerinde 37 °C ‘de, %5 CO-ile
kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmak iizere inkiibatore alindi. Her 3 giinde bir hiicrelerin besi yeri
degistirildi. Kiltiir kabinda %70-80 yogunluga ulastiklarinda pasajlama iglemi %0,25 tripsin
kullanilarak yapildi. Faz-kontrast mikroskobuyla hiicreler gozlemlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Pax4*/MafA" geni aktarilmis pankreatik adacik mezenkimal kok hiicre Pasaj 7
kiiltiir morfolojisi. (Olgiim ¢ubugu: 200 pm (A), 100 um (B) ve 50 pm (C, D)).

7. pasajdaki hiicrelere konjugatif yaslandirma yapilmasi igin 28 giin boyunca besiyer
degisimi yapilarak morfolojik yapisinin degisimi gézlemlendi. Faz-kontrast mikroskobuyla
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yapilan incelemelerde 7. pasajdaki hiicrelerin uzun ince bir ag yapisi olusturma egiliminde
olduklar1 gézlemlenirken, 7. pasaj kullanilarak kronolojik olarak 28 giin boyunca kiiltiiriine
devam edilen hiicrelerin daha ¢ok kisa, yassilagsmis ve hiicre yapisi degiserek epitel

goriiniime sahip bir morfolojiye sahip oldugu gézlemlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Pax4*/MafA" geni aktarilmig pankreatik adacik mezenkimal kok hiicre Pasaj 7
hiicrelerine 28 giin boyunca besiyer degisimi yapilarak epitel benzeri hiicre morfolojisinin
gosterimi. (Olgiim gubugu: 200 um (A), 100 pm (B) ve 50 um (C, D)).

7. pasajdaki hiicrelere replikatif yaslandirma yapilmasi igin pasaj atlatilarak 15.
pasajdaki morfolojik yapisinin degisimi gézlemlendi. Faz-kontrast mikroskobuyla yapilan
incelemelerde 15. pasajdaki hiicrelerin mezenkimal kok hiicre ve epitel hiicre goériiniime

sahip bir morfolojiye sahip oldugu gozlemlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Pax4*/MafA" geni aktarilmis pankreatik adacik mezenkimal kok hiicre Pasaj 15
hiicrelerinin hiicre morfolojisinin gdsterimi. (Ol¢iim ¢ubugu: 200 pm (A), 100 um (B) ve 50
um (C, D)).

Hiicrelerin kok hiicre olup olmadigimi kanitlamak igin faz-kontrast mikroskobunda
morfolojik incelemenin yani sira akim sitometrisi (hiicre sayar) yontemiyle kok hiicre

belirtegleri tasiy1p tasimadiklart incelendi.

Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, SPA-MKH’lerin yiizey belirteci olarak
CD71, CD90, CD106 ve CD31 degerleri P7 i¢in sirasiyla %94,8, %99,41, %52,6 ve %46,86;
CD45 degerleri P7 i¢in %0,64 olarak bulunmustur (Sekil 4.4).

46



aral
120 160 200

%0.64

]

Counts

—

Courts

Q ‘:U !II.I Iiil IEEUEUJ

Courts

o 4 89

=
100 g0t 12 10d ot w? 10t 10® 10® 1ot
Mouss 1gG1 FITG e CO45 FITC

g 8 § &
1 =51
g 8. EE £
H =5
28 58 %52.6 284 %94.8 284 %46.56
82 4w 8% 8y b—m %8
i =4
2 o 74 #
=4 =3 = Sl 2 1 gt
-
0 i 2 3 4 o 1 2 3 10’ 10 1 10 10
B ) Wl g W e 10 COH1PE
Mouse lgG2a PE &

Sekil 4.4. Sigan pankreatik adacik kaynakli Pax4*/MafA* genleri aktarilmis mezenkimal kok
hiicrelerinin  kiiltiir edilmis (P7) MKH’lerin akim sitometri analizi ile belirlenen
immiinofenotipik o6zellikleri. SPA-MKH’ler; CD71, CD90, CD106 ve CD31 yoniinden
pozitif; CD45 negatif gézlemlendi.

Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, SPA-MKH’lerin yiizey belirteci olarak
CD71, CD90, CD106 ve CD31 degerleri P15 igin sirasiyla %99,6, %99,20, %98,3 ve %80,1;
CD45 degerleri P15 igin %0,09 olarak bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sigan pankreatik adacik kaynakli Pax4*/MafA* genleri aktarilmig mezenkimal kok
hiicrelerinin kiiltiir edilmis (P15) MKH’lerin akim sitometri analizi ile belirlenen
immiinofenotipik 6zellikleri. SPA-MKH’ler; CD71, CD90, CD106 ve CD31 yoniinden
pozitif; CD45 agisindan negatif gézlemlendi.
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Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, SPA-MKH’lerin yiizey belirteci olarak
CD71, CD90, CD106 ve CD31 degerleri P7-28 icin sirastyla %38,3, %99,82, %30,7 ve
%53,28; CDA45 degerleri P7-28 igin %0,14 olarak bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Sigan pankreatik adacik kaynakli Pax4*/MafA* genleri aktarilmig mezenkimal kok
hiicrelerinin kiiltiir edilmis (P7-28) MKH’lerin akim sitometri analizi ile belirlenen
immiinofenotipik 6zellikleri. SPA-MKH’ler; CD71, CD90, CD106 ve CD3lyoniinden
pozitif; CD45 agisindan negatif gozlemlendi.

4.2. X-Gal Boyama Analizi

Yapilan X-gal boyama analizinde; Oksidatif stres uygulanan kontrol grubunda ¢ok az
derecede boyama gozlemlenmistir. 24. saat sonunda kontrol grubuna kiyasla 1,25 uM, 2,5
uM ve 5 uM farkli HO, konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde yogun mavi renk
boyanmasinin meydana geldigi hiicrede yaslilik morfolojisinin olustugu beta-galaktosidaz

enzim aktivitesinde artig gozlemlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Oksidatif hiicre yaslanmasimin X-gal boyamasi (24 saat). Gen aktarilmis olan
pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin belirli dozlarda H202 uygulanmasi (24 saat)
X-gal boyamasi ile goriintiilenmistir. X-gal (mavi) boyamasi hiicrelerin yaglanmaya olan
tepkisini gostermektedir. (A: Kontrol grubu, B: 1,25 uM, C: 2,5 uM, D: 5 uM) (Olgiim
cubugu: 50 pm)

P7 grubu ile kiyaslandigt zaman 1,25 uM H20, uygulanan grupta yashlik
morfolojisinin olustugu beta-galaktosidaz enzim aktivitesinde 2 kat artig, 2,5 uM H20>
uygulanan grupta 1,8 kat artis ve 5 pM H202 uygulanan grupta ise 2,5 kat artis
gozlemlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Oksidatif yaslanmanin X-gal boyama skoru (24 saat). Farkli konsantrasyonlarda
H20: uygulanmasi sonrasinda 24. saatte X-gal boyamasi yapilan ve skorlama yontemi ile
maviye boyanan hiicreler manuel olarak sayilarak 0-4 arasinda numaralandirilmistir. (0=
Boyanmamis hiicre, 4=Y ogun mavi boyanmuis hiicre). (*, P<0,05)

72. saat sonunda kontrol grubuna kiyasla 1,25 uM, 2,5 uM ve 5 uM farkli H20:
konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde yogun mavi renk boyanmasi gozlemlendigi,
hiicrede yaslilik morfolojisinin olustugu beta-galaktosidaz enzim aktivitesinde ve hiicre

proliferasyon seviyesinde onemli derecede bir azalma gbézlemlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Oksidatif hiicre yaslanmasinin X-gal boyamasi (72 saat). Gen aktarilmis olan
pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin belirli dozlarda HoO2 uygulanmasi sonrasi (72
saat) hiicrelerin yaglanmasina olan etkisi X-Gal boyamasi ile goriintiilenmistir. X-gal (mavi)
boyamasi hiicrelerin yaslanmaya olan tepkisini gostermektedir. (A: Kontrol grubu, B: 1,25
uM, C: 2,5 uM, D: 5 pM) (Olgiim ¢ubugu: 50 pm)

Kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman 1,25 pM H202 uygulanan grupta yaslilik
morfolojisinin olustugu beta-galaktosidaz enzim aktivitesinde 1,3 kat artis, 2,5 uM H20>
uygulanan grupta 1,6 kat artis ve 5 pM H202 uygulanan grupta ise 2 kat artis gozlemlenmistir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Oksidatif yaglanmanin X-gal boyama skoru (72 saat). Farkli konsantrasyonlarda
H20 uygulanmasi sonrasinda 72. saatte X-gal boyamasi yapilan ve skorlama yontemi ile
maviye boyanan hiicreler manuel olarak sayilarak 0-4 arasinda numaralandirilmistir. (0=
Boyanmamis hiicre, 4=Y ogun mavi boyanmis hiicre). (*, P<0,05)

P7 hiicresine kiyasla P7-28 hiicresinin morfolojik yapisinin degismesi sonucunda
hiicrede ileri derecede boyanma gézlemlenmis olup yaslilik morfolojisinin olustugu beta-
galaktosidaz enzim aktivitesindeki artigin 6nemli derecede arttigi gozlemlenmistir. P15
hiicresinde ise yaslilik morfolojisi elde edilememis olup herhangi bir boyanma

gbzlenmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Konjugatif ve replikatif hiicre yaslanmasimin X-gal boyamasi. Gen aktarilmisg
olan pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin P7-28 ve P15 hiicrelerin yaglanmasina
olan etkisi X-gal boyamasi ile goriintiilenmistir. X-gal (mavi) boyamasi hiicrelerin
yaslanmaya olan tepkisini gostermektedir. (A: P7 (Kontrol), B: P7-28, C; P15) (Olgiim
cubugu: 50 pum)

P7 ile kiyaslandigi zaman P15 hiicrelerinde yaglilik morfolojisinin olustugu beta-

galaktosidaz enzim aktivitesinde 1,5 kat artis gézlemlenirken, P7-28 hiicrelerinde ise 4 kat

onemli derecede bir artis gézlemlenmistir (Sekil 4.12).

53



X-GAL Boyama Skoru

P7 P15 pP7-28

Sekil 4.12. Konjugatif ve replikatif hiicre yaglanmasinin X-gal boyama skoru. P7-28 ve P15
gruplarinda maviye boyanan hiicreler manuel olarak sayilarak 0-4 arasinda skorlama
yontemi ile numaralandirilmistir. (0= Boyanmamis hiicre, 4=Y ogun mavi boyanmis hiicre).

4.3. WST-1 Canlilik ve Proliferasyon Analizi

Gen aktarilmis olan pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin konjugatif
yaslandirma (P7-28) P7 hiicresine kiyasla, canlilik ve proliferasyonunda 1,20 kat azalma
gozlemlenmistir. Replikatif yaslandirma (P15) yapilan grupta ise hiicre canlilik ve

proliferasyonu ile P7 hiicresi kiyasla 13,5 kat azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Konjugatif yaslandirma (P7-28) ve replikatif yaslandirma (P15) gruplarina
takiben yapilan canlilik analizi. (*, P<0.05)

Gen aktarilmis olan pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin belirli dozlarda 30
dk H202 uygulanmasi1 sonrasinda 24. saatte yapilan canlilik analizinde P7 grubu ile
kiyaslandig1 zaman 1,25 pM ve 2,5 pM H20: uygulanan grupta hiicre canlilik ve
proliferasyonunda 1,5 kat artig gézlemlenirken, 5 uM H202 uygulanan grupta hiicre canlilik

ve proliferasyonunda ise 1,40 kat azalma gézlemlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda H2O2 uygulamasina takiben 24. saatte yapilan canlilik
analizi. (*, P<0,05)

Gen aktarilmis olan pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin belirli dozlarda 30
dk H20. uygulanmasi sonrasinda 72. saatte yapilan canlilik analizinde kontrol grubu ile
kiyaslandig1 zaman 1,25 uM H202 uygulanan grupta hiicre canlilik ve proliferasyonunda 2,6
kat, 2,5 uM H202 uygulanan grupta 2 kat ve 5 pM H20 uygulanan grupta ise 1,8 kat artis
gozlemlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda H>O2 uygulamasina takiben 72. saatte yapilan canlilik
analizi. (*, P<0,05)

4.4. TMRM Boyamasimin Akim Sitometri ile Gosterimi

Yapilan TMRM (Tetrametil rhodamin metil ester) boyama akim sitometrisi sonug
analizinde hiicre mitokondri membran potansiyellerinde, konjugatif yaslanma (P7-28) ve
replikatif yaglanma (P15) sonucunda meydana gelen degisimlerin flow sitometrik analizinde
P7 kontrol grubu olan saglikli hiicrelerin, P7-28 grup ile kiyaslandiginda hiicrelerin
mitokondri membran potansiyelindeki degisim sonucunda daha fazla boyama
gozlemlenirken, P15 grubunda kontrole kiyasla degisim gozlemlenmemistir (Sekil 4.16).
P7-28 grubunda gozlemlenen artig istatistiksel analiz sonucunda artisin kontrol ile

karsilagtirildiginda anlamli olmadig goriilmiistiir.

57



[{e} [{e} [{e}
S [} oo

[{e}
N

[0} [0}
(o)} o

Pozitif TMRM Hiicre Sayis1 (%)
[e0) [{e)
~ =)

o]
N

P7 pP7-28 P15

Sekil 4.16. Kiiltiir ortaminda konjukatif yaglanma (P7-28) ve replikatif yaslanma (P15)
sonrasi hiicrelere yapilan TMRM boyamasi sonras1 mitokondri membran potansiyeli analizi.

Yapilan TMRM boyama akim sitometrisi sonug analizinde hiicre mitokondri membran
potansiyellerinde, belirli dozlarda uygulanan H>O> konsantrasyonlarinda meydana gelen
potansiyel degisimlerin flow sitometrik analizinde, H2O, uygulanmis gruba kiyasla kontrol
grubunun membran potansiyelinde 24. saatte daha fazla boyanma gozlemlenmistir (Sekil
4.17).
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Sekil 4.17. Kiiltiir ortaminda 30 dakikak kiiltiir ortaminda H202 uygulanmis olan P7
hiicrelerinin 24. saatte yapilan TMRM boyamasi sonrasit mitokondri membran potansiyeli
analizi. (*, P<0,05)

Pozitif TMRM Hiicre Sayis1 (%)

*
I *

1,25 uM 2,5 uM

Yapilan TMRM boyama akim sitometrisi sonug analizinde hiicre mitokondri membran
potansiyellerinde, belirli dozlarda uygulanan H>O> konsantrasyonlarinda meydana gelen
potansiyel degisimlerin flow sitometrik analizinde, kontrol grubana kiyasla 1,25 uM H20:
uygulanmis grubun mitokondri membran potansiyelinde 72. saatte daha fazla boyanma
gozlemlenmistir. 2,5 pM ve 5 pM H202 uygulanmis grupta mitokondri membran

potansiyelinde ise kontrole kiyasla daha az boyama gozlemlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Kiiltiir ortaminda 30 dakika H202 uygulanmis olan P7 hiicrelerinin 72. saatte
yapilan TMRM boyamasi sonras1t mitokondri membran potansiyeli analizi. (*, P<0,05)
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4.5. 2-Boyutlu Hiicrelerin Gen Ekspresyon Analizi

24. saat sonunda Insiilin ekspresyon seviyesi ile iliskili ifade profilleri incelendiginde
farkli dozlarda H>O> uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,25 uM
grubun Insiilin 1 ve Insiilin 2 ekspresyon seviyelerinde artis gdzlemlendigi, 2,5 uM grubun
Insiilin1 ve Insiilin 2 ekspresyon seviyesinde azalma oldugu ve 5 uM gruptaki Insiilin 1 ve

Insiilin 2 ekspresyon seviyesinde ise ¢ok az artis oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.19).

72. saat sonunda ise Insiilin ekspresyon seviyesi ile iliskili ifade profilleri
incelendiginde farkli dozlarda H20, uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1,25 uM grubun Insiilin 1 ekspresyon seviyesinin degisim gézlemlenmedigi
ve Insiilin 2 ekspresyon seviyesinde artis oldugu, 2,5 uM grubun insiilin 1 ekspresyon
seviyesinde azalma oldugu ve Insiilin 2 seviyesinde artis oldugu, 5 uM gruptaki Insiilin 1
ekspresyon seviyesinde ise degisim gdzlemlenmedigi ve Insiilin 2 seviyesinde artis oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Belirli dozlarda H20. uygulanan 24. ve 72. saat grubunun; insiilin gen
ekspresyonu analiz grafigi. (*, P<0.05)

24. saat sonunda hiicre proliferasyonuyla iliskili niikleer bir protein olan Ki67
ekspresyon seviyesine ait genlerin ifade profilleri incelendiginde farkli dozlarda H20»
uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,25 puM, 2,5 uM, 5 uM hiicre

gruplarinin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.20).

72. saat sonunda ise hiicresel proliferasyonla iliskili niikleer bir protein olan Ki67
ekspresyon seviyesine ait genlerin ifade profilleri incelendiginde farkli dozlarda H20»
uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM hiicre

gruplarinin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Belirli dozlarda H20, uygulanan 24. ve 72. saat grubunun; Ki67 gen ekspresyonu
analiz grafigi. (*, P<0,05)
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24. saat sonunda TGFB1 ekpresyon seviyesinin p38a yolunu diizenleme gorevine
iliskin yapilan ekspresyon analizinde bu genlerinin ifade profilleri incelendiginde farkli
dozlarda H20. uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,25 uM grupta
TGFB1 ve p38a ekspresyon seviyelerinde artis gézlemlendigi, 2,5 uM grubun TGFB1 ve
p38a ekspresyon seviyesinde azalma oldugu ve 5 puM gruptaki TGFB1 ekspresyon
seviyesinde degisim gozlemlenmezken, p38a ekspresyon seviyesinde ise azalma oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.21).

72. saat sonunda ise TGFPB1 ekpresyon seviyesinin p38a yolunu diizenleme gorevine
iliskin yapilan ekspresyon analizinde bu genlerinin ifade profilleri incelendiginde farkli
dozlarda H20. uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,25 uM grupta
TGFB1 ve p38a ekspresyon seviyelerinde artis gozlemlendigi, 2,5 uM grubun TGFB1
ekspresyon seviyesinde degisim gozlemlenmezken, p38a ekspresyon seviyesinde artis
gozlemlendigi ve 5 pM grupta ise TGFB1 ekspresyon seviyesinde degisim

gozlemlenmezken, p38a ekspresyon seviyesinde ise daha az bir artis oldugu gozlemlenmistir

(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Belirli dozlarda H20. uygulanan 24. ve 72. saat grubunun; TGFB1ve p38a gen
ekspresyonu analiz grafigi. (*, P<0,05)

24. saat sonunda Nrf2 geninin mitokondri {iizerindeki etkisinin ifade profili
incelendiginde, farkli dozlarda H»>O, uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1,25 pM grupta Nrf2 geninin ekspresyon seviyelerinde artis oldugu, 2,5 pM
grubun Nrf2 geninin ekspresyon seviyesinde en fazla artigin gozlemlendigi ve 5 uM grupta

ise Nrf2 geninin ekspresyon seviyesinde ¢ok az bir artis oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.22).
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72. saat sonunda ise Nrf2 geninin mitokondri iizerindeki etkisinin ifade profili
incelendiginde, farkli dozlarda H20. uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1,25 uM grupta Nrf2 geninin ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu, 2,5
uM grubun Nrf2 geninin ekspresyon seviyesinde en fazla azalmanin gézlemlendigi ve 5 uM

grupta ise Nrf2 geninin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Belirli dozlarda H202 uygulanan 24. ve 72. saat grubunun; Nrf2 gen ekspresyonu
analiz grafigi.

24. saat sonunda oksidatif stres ile iligkili olarak RAGE, SOD1 ve HO1 genlerinin
ifade profilleri incelendiginde, farkli dozlarda H2O. uygulanan hiicre grubu kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 1,25 pM grubun RAGE geninin ekspresyon seviyesinde ¢ok fazla
seviyede artis oldugu, SOD1 geninin ekspresyon seviyesinde ise degisim gozlemlenmedigi
ve HO1 geninin ekspresyon seviyesinde artis oldugu gézlemlenmistir. 2,5 uM grubun RAGE
geninin ekspresyon seviyesinde ¢ok az artig oldugu, SOD1 geninin ekspresyon seviyesinde
ise azaldig1 ve HO1 geninin ekspresyon seviyesinde ise azalma oldugu gézlemlenmistir. 5
uM gruptaki RAGE, SOD1 ve HOI1 geninin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.23).

72. saat sonunda oksidatif stres ile iligkili olarak RAGE, SOD1 ve HO1 genlerinin
ifade profilleri incelendiginde, farkli dozlarda H.O> uygulanan hiicre grubu kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 1,25 uM grubun RAGE geninin ekspresyon seviyesinde artis oldugu,
SOD1 geninin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu ve HOI1 geninin ekspresyon
seviyesinde azalma oldugu goézlemlenmistir. 2,5 uM grubun RAGE geninin ekspresyon

seviyesinde en fazla artisin oldugu, SOD1 geninin ekspresyon seviyesinin arttig1 ve HO1
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geninin ekspresyon seviyesinde ise artis oldugu gézlemlenmistir. 5 uM gruptaki RAGE
geninin ekspresyon seviyesinde artisin oldugu, SOD1 geninin ekspresyon seviyesinin
azalma oldugu ve HOI1 geninin ekspresyon seviyesinde ise azalma meydana geldigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Belirli dozlarda H20, uygulanan 24. ve 72. saat grubunun; RAGE, SOD1 ve
HO1 gen ekspresyonu analiz grafigi. (*, P<0,05)

24. saat sonunda protein kodlamasindan sorumlu olan NOD2, reaktif oksijen
tretiminden (ROS) sorumlu Nox4 genlerinin ekspresyonu analizinde ifade profilleri
incelendiginde, farkli dozlarda H20. uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1,25 pM grubun Nox4 geninin ekspresyon seviyesinde ¢ok fazla seviyede
artis oldugu, NOD2 geninin ekspresyon seviyesinde en fazla artisin gézlemlendigi, 2,5 uM
grubun Nox4 geninin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu, NOD2 geninin ekspresyon
seviyesinde artis meydana geldigi, 5 uM gruptaki Nox4 geninin ekspresyon seviyesinde ¢ok
fazla azalma meydana geldigi, NOD2 geninin ekspresyon seviyesinde ise artis oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.24).

72. saat sonunda ise protein kodlamasindan sorumlu olan NOD2, reaktif oksijen
tirevlerinin iretiminden (ROS) sorumlu Nox4 genlerinin ekspresyonu analizinde ifade
profilleri incelendiginde, farkli dozlarda H2O2 uygulanan hiicre grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1,25 pM grubun Nox4 geninin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu,
NOD2 geninin ekspresyon seviyesinde en fazla azalmanin gézlemlendigi, 2,5 uM grubun
Nox4 geninin ekspresyon seviyesinde en fazla artisin oldugu, NOD2 geninin ekspresyon
seviyesinde en fazla artisin meydana geldigi, 5 uM gruptaki Nox4 geninin ekspresyon
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seviyesinde azalma meydana geldigi, NOD2 geninin ekspresyon seviyesinde ise ¢ok az bir

artig oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Belirli dozlarda H-O> uygulanan 24. ve 72. saat grubunun; Nox4 ve NOD2 gen
ekspresyonu analiz grafigi. (*, P<0,05)

Insiilinin ekspresyon seviyesi ile iliskili ifade profilleri incelendiginde P7-28 hiicre
grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla insiilin 1 ve insiilin 2 ekspresyon seviyesinde sirasiyla

7-16,17 Kkat ileri derecede bir artis gozlemlenmistir (Sekil 4.25).

Pdx-1, Glut-2 ve Glukokinaz genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 hiicre
grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla Pdx-1 ekspresyon seviyesinde 4,60 kat azalma
gozlemlenmistir. Glut-2 ekspresyon seviyesinde 12 kat artis gézlemlenirken, Glukokinaz

ekspresyon seviyesinde ise 6 kat artis gézlemlenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Insiilin gen ekspresyon analizi- Pdx-1, Glut-2 ve Glukokinaz gen ekspresyon
analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmis hiicrelerle yapilan tek hiicre kiiltiir kosullarindaki

gen ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Act-$
kullanilmustir. (*, P<0.05; **, P<0.01)

Pankreastaki o-hiicrelerince iiretilen ve insiilin hormonu ile ters etkiye sahip olan
glukagonun ekspresyon seviyesi ile iliskili ifade profilleri incelendiginde P7-28 hiicre

grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla glukagon ekspresyon seviyesinde 9 Kkat artis

gozlemlenmistir (Sekil 4.26).

Gen ekspresyonu analizinde gruplarin mitokondri tizerindeki etkisini inceleyebilmek
icin TOMM20, Nrf2 ve MCT4 genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 hiicre
grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla TOMM?20 ekspresyon seviyesinde 2,25 Kat artig, Nrf2
ekspresyon seviyesinde 3,70 kat artis ve MCT-4 ekspresyon seviyesinde ise 32,50 kat bir
artis gozlemlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Glukagon gen ekspresyon analizi- Tomm20, Nrf2 ve MCT-4 gen ekspresyon
analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmis hiicrelerle yapilan tek hiicre kiiltiir kosullarindaki

gen ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Actp
kullanilmistir. (**, P<0,01)

Hiicre proliferasyonuyla iliskili niikleer bir protein olan Ki67 ekspresyon seviyesine
ait genlerin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 hiicre grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla
Ki67 ekspresyon seviyesinde 7,70 kat bir azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.27).

TGFpB1 ekpresyon seviyesinin p38a yolunu diizenleme gorevine iligskin yapilan
ekspresyon analizinde bu genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 hiicre grubunda
P7 hiicre grubuna kiyasla TGFB1 ekspresyon seviyesinde 1,50 kat artis g6zlemlenirken,
p38a ekspresyon seviyesinde 7,80 kat artis gozlemlenmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Ki67 gen ekspresyon analizi- TGFB1 ve p38a gen ekspresyon analizi. Pax4 ve
MafA genleri aktarilmig hiicrelerle yapilan tek hiicre kosullarindaki gen ekspresyonlarinin
ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Act-f kullanilmistir. (**, P<0.01)
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Gen ekspresyonu analizinde oksidatif stres ile iliskili olarak RAGE, SOD1 ve HO1
genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 hiicre grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla
RAGE ekspresyon seviyesinde 4,80 kat artis, HO1 ekspresyon seviyesinde 10 kat ileri
derecede bir artis ve SOD1 ekspresyon seviyesinde ise 5 kat artis gézlemlenmistir (Sekil
4.28).

d-hiicrelerince iiretilen somatostatinin ve agirlikli olarak Langerhans adaciklarinda ve
asinar hiicreler arasinda bulunan pankreas polipeptid genlerinin ifade profilleri
incelendiginde, P7-28 hiicre grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla Sst ekspresyon seviyesinde
2,40 kat artig gozlenirken, PPy ekspresyon seviyesinde 4,20 kat artis gézlemlenmistir (Sekil
4.28).
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Sekil 4.28. RAGE, SOD1 ve HO1 gen ekspresyon analizi- Sstl ve PPy gen ekspresyon
analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmis hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki
gen ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Actp
kullanilmigtir. (**, P<0,01)

Protein kodlamasindan sorumlu olan NOD2, reaktif oksijen tilirevlerinin {liretiminden
(ROS) sorumlu Nox4 ve ROS tarafindan indiiklenen Duox1 genlerinin ekspresyonu
analizinde ifade profilleri incelendiginde, P7-28 hiicre grubunda P7 hiicre grubuna kiyasla
NOD2 ekspresyon seviyesinde 3,50 kat artis, Nox4 ekspresyon seviyesinde 94 Kat ileri
derecede artig ve Duox1 ekspresyon seviyesinde ise 1,25 kat artis gdzlemlenmistir (Sekil
4.29).
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Sekil 4.29. NOD2, Nox4 ve Duox1 gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmis
hiicrelerle yapilan tek hiicre kosullarindaki gen ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi
saptanmigtir. Referans gen olarak Actp kullanilmigtir. (** P<0,01)

4.6. Organoid Kiiltiirii ve Organoid Hiicrelerinin Analizleri

In-vitro ortamda kiiltiire edilen tek hiicre siispansiyonu formundaki hiicreler matrijel
ile karistirilarak 96 kuyucuklu hidrofobik yiizeye sahip hiicre tutunmasina izin vermeyen
kiiltiir plakalarda, organoid farklilagtirma besiyeri eklenerek organoidlerin olusumlar1 faz-
kontrast mikroskop altinda gézlemlendi. 21 giin boyunca organoidler izlendi. 3. giin sonunda
P7 ve P7-28 organoid modelinde hiicre-hiicre baglantilarinin saptanmasi ve organoid benzeri

yap1 olusturarak kiiresel limen yapis1 seklini aldiklari gozlemlenmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Matrijel ile kaplama yapilan sSPA-MKH Pax4*/MafA* P7 ve P7-28 olusan
Organoid benzeri yapilarin 3. giin faz-kontrast mikroskop gériintiisii. (a,b,c) P7 organoid
modeli, (d,e,f) P7-28 organoid modeli. (Olgiim ¢ubugu: 200 um (a-d), 100 um (b-¢), 50 um
(c-f)).

5. glin sonunda P7 ve P7-28 organoid modelinde kok hiicrelerin yogun faaliyetleri
sonucu; P7 organoid modeline kiyasla, P7-28 organoid modelinin daha fazla hiicre-hiicre
baglantilarinin siki bir bi¢imde kendi-kendine organize olmus hiicre yapilarinin olustugu

faz-kontrast mikroskop altinda gézlemlendi (Sekil 4.31).

Sekil 4.31. Matrijel ile kaplama yapilan PA- MKH Pax4*/MafA* P7 ve P7-28 olusan
Organoid benzeri yapilarin 5. giin faz-kontrast mikroskop goriintiisii. (a,b,c) P7 organoid
modeli, (d,e,f) P7-28 organoid modeli. (Ol¢iim gubugu: 200 pm (a-d), 100 pm (b-¢), 50 pm
(c-f)).
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7. giin sonunda P7 ve P7-28 organoid modelinde; farklilagma siirecindeki organoid
modellerinin morfolojik degisimlerinin P7 organoid modeline kiyasla, P7-28 organoid
modelinde daha belirgin oldugu ve daha fazla hiicre-hiicre baglantilarinin siki bir bicimde
kendi-kendine organize olmus hiicre yapilarinin olustugu faz-kontrast mikroskop altinda

gozlemlendi (Sekil 4.32).

Sekil 4.32. Matrijel ile kaplama yapilan sSPA-MKH Pax4*/MafA* P7 ve P7-28 olusan
Organoid benzeri yapilarin 7. giin faz-kontrast mikroskop goriintiisii. (a,b,c) P7 organoid
modeli, (d,e,f) P7-28 organoid modeli. (Olgiim ¢ubugu: 200 um (a-d), 100 um (b-¢), 50 um
(c-f).

14-21. giin sonunda P7 ve P7-28 organoid modelinde ise; P7 organoid modelinde
hiicre-hiicre arasi baglantilarin daha net goriindiigii gozlemlenmistir. P7-28 Organoid
modelinde hiicre-hiicre arasi baglantilarin daha siki oldugu gézlemlenmistir. P7 ve P7-28
organoid modelinde hiicrelerin diizenli bir sekilde bir araya geldikleri ve hiicre

proliferasyonunda bir artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.33., Sekil 4.34).
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Sekil 4.33. Matrijel ile kaplama yapilan SPA-MKH Pax4*/MafA* P7 ve P7-28 olusan
Organoid benzeri yapilarin 14. giin faz-kontrast mikroskop goriintiisii. (a,b,c) P7 organoid
modeli, (d,e,f) P7-28 organoid modeli. (Ol¢iim gubugu: 200 pm (a-d), 100 pm (b-¢), 50 pm
(c-f)).

Sekil 4.34. Matrijel ile kaplama yapilan sSPA-MKH Pax4*/MafA* P7 ve P7-28 olusan
Organoid benzeri yapilarin 21. giin faz-kontrast mikroskop goriintiisii. (a,b,c) P7 organoid
modeli, (d,e,f) P7-28 organoid modeli. (Olgiim gubugu: 200 pm (a-d), 100 um (b-¢), 50 um
(c-f)).

4.7. Kriyo Kesit Alinan Organoidlere Histokimyasal Boyama Analizi

P7 organoid modeli ve P7-28 organoid modeli hem hematoksilen-eozin (HE) ile

histokimyasal yontemlerle boyanarak incelendi.
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Histolojik degerlendirmelerde HE ile boyanan P7 organoid modeli ile P7-28 organoid
modeli karsilastirildiginda P7-28 organoid modelinin hiicre sayisinin oldukga fazla oldugu

ve hiicre geperi ve merkezde yogun hiicre oldugu goriilmektedir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35. P7 organoid modeli ve P7-28 organoid modelinden 21. giiniin sonunda alinan
kriyo kesitlerde HE boyamasi. (a,b,c) P7 organoid modeli kriyo kesit HE boyamasi, (d,e,f)
P7-28 organoid modeli HE boyamasi ile karsilastirildiginda P7-28 hiicre sayisinin oldukga
fazla oldugu ve hiicre geperi ve merkezde yogun hiicre oldugu goriilmektedir. (Olgiim
¢ubugu: 200 um (a-d), 100 um (b-e), 50 um (c-f)).

4.8. Organoid TMRM ve Mitotracker Boyama Analizi

Kriyo kesit sonrasi P7 ve P7-28 gen aktarilmis pankreatik adacik kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikleri dlgmek igin
yapilan TMRM boyama analizi sonucunda P7 kontrol grubunda mitokondri membran
potansiyel seviyesinde merkez ve hiicrenin dis kisminda ileri derecede boyanma
gbzlemlenmistir. P7 kontrol grubunda ¢ekirdek morfolojileri iyi durumda olup esit miktarda
dagilim gosterdigi  gozlemlenmistir. P7-28 grupta mitokondri membran potansiyel
seviyesinde korteks kisminda artis gosterirken, merkez ¢evresinde az bir boyanma
gbzlemlenmistir. P7-28 grupta ¢ekirdek morfolojinin yapisinin bozuldugu ve hiicrenin dig
kisminda yogun dagilim gosterdigi gozlemlenmistir. Bu nedenle P7 kontrol grubunda P7-28
gruba kiyasla daha fazla mitokondri artigi gézlemlenirken bu durum mitotracker boyamasi
ile desteklenmistir (Sekil 4.36., Sekil 4.37).
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Sekil 4.36. 21. giliniin sonunda alinan kriyo kesit sonras1 P7 ve P7-28 6rneklerinin TMRM
ile boyanma sonuglari. Hiicre g¢ekirdeklerini boyamak i¢in DAPI (mavi) kullanilmistir.
(Olgiim cubugu: 50 pm)

Sekil 4.37. 21. giinlin sonunda alinan kriyo kesit sonras1 P7 (A) ve P7-28 (B) drneklerinin
TMRM boyamasi ile konfokal mikroskopta gosterilmesi. Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak igin
DAPI (mavi) kullanilmistir. (Olgiim ¢cubugu: 50 pm)

Yapilan Mitotracker boyama analizi sonucunda P7 kontrol grubunda mitokondriyal
aktivitenin daha yiiksek oldugu ve boyamanin merkez ve plazma membranini kisminda esit
bir sekilde dagildigi gézlemlenmistir. P7 kontrol grubunda ¢ekirdeklerin plazma membrani
kisminda yogun olarak siralandig1 goriilmiistiir. P7-28 grubunda mitokondriyal aktivite
seviyesinin diistigii gézlemlenmistir. Merkez etrafinda boyanma olmadig1 gézlemlenirken,
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boyanmanin hiicrenin plazma membraninda yogun oldugu ve g¢ekirdeklerin hiicrenin

merkezi etrafinda yogunlastigi gézlemlenmistir (Sekil 4.38, Sekil 4.39).

Sekil 4.38. 21. giiniin sonunda alinan kriyo kesit sonrast P7 ve P7-28 &rneklerinin
mitotracker boyasi1 ile boyanmasi. Hiicrelerdeki mitokondriyi isaretleyerek, plazma
membraninda pasif olarak yayilan ve aktif mitokondride biriken Mitotracker problarinin
kirmiz1 floresan isaretleyici ile gosterilmesi. Hiicre g¢ekirdeklerini boyamak icin DAPI
(mavi) kullamlmstir. (Olgiim ¢ubugu: 50 pm)

Sekil 4.39. 21. giiniin sonunda alinan kriyo kesit sonrast P7 ve P7-28 orneklerinin
mitotracker boyasi ile boyanmasi. Hiicrelerdeki mitokondriyi isaretleyerek, plazma
membraninda pasif olarak yayilan ve aktif mitokondride biriken Mitotracker problarmin
kirmizi1 floresan isaretleyici ile lazer taramali konfokal mikroskopta (Leica TCS SP8)
gosterilmesi. Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak igin DAPI (mavi) kullanilmistir. (Olgiim
cubugu: 50 pum)
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4.9. Live-Dead ve PKH26 Boyama Analizi

Yapilan Live-dead boyamasi 21. giiniin sonunda kiiltiiri sonlanmis olan organoidlerin
canli-6li hiicre tayinini belirlemek i¢in calcein AM ile canli hiicreler yesil renge boyanirken,
ethidium homodimer-1 ile 6lii hiicreler kirmiz1 renge boyanmaktadir. P7 ve P7-28 olan
organoid modellerinde yapilan boyama analizi sonucunda hiicrelerin calcein AM ile yesil
renk ile boyandigi ve hiicrelerin canli oldugu gézlemlenmistir. Organoid modellerinin her

iki grubu i¢in ethidium homodimer-1 ile kirmizi 6l hiicreye rastlanmamustir (Sekil 4.40).

Sekil 4.40. 21. giiniin sonunda Kiiltiirti sonlanan P7 ve P7-28 gruplarmin Live-Dead boyama
goriintiileri. (Ol¢iim ¢ubugu: 200 pm)

21. giiniin sonunda kiiltiiri sonlanmis olan organoidleri lipofilik membran boyasi olan
PKH26 ile yapilan boyama sonrasinda, live-dead boyamasini desteklemesi agisindan PKH26
boyamas1 P7 ve P7-28 olan organoid modellerinde yapilan boyama analizi sonucunda
organoid modelindeki hiicre membranin1 floresan olarak isaretleyerek yesil renk ile
boyandigi ve organoidlerin canli oldugu goézlemlenmistir. Organoid modellerinin her iki

grubu i¢in kirmizi renk ile boyanan 6lii hiicrelere rastlanmamustir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. 21. giiniin sonunda kiiltiirii sonlanan P7 ve P7-28 gruplarinin PKH26 boyama
goriintiileri. (Ol¢iim ¢ubugu: 200um)

4.10. Dithizone (DTZ) Boyama Analizi

Yapilan dithizone boyama sonrasi P7-28 organoid modelindeki adacik hiicrelerindeki
saflig1 degerlendirmek i¢in endokrin farklilasma sonrasi insiilin graniillerinin igerisindeki
¢inko elementi ile olusan bag sonucunda kahverengi-kirmizi renk olusumu
gozlemlenmektedir. P7 organoid modelinde ise adacik hiicrelerindeki saflik endokrin
farklilasma sonrasi insiilin graniillerinin icerisindeki c¢inko elementi ile olusan bag
sonucunda organoidin merkezi etrafinda daha ¢ok kahverengi-kirmizi renk olusumu
gozlemlenirken, hiicre ¢eper kisminda pankreas adacik hiicresi bulunmadigi igin sar1 renk

olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. P7 ve P7-28 organoidlerinin Dithizone boyama stereo mikroskop goriintiileri. 21.
giinlin sonunda organoidler boyanmistir. Pankreas adaciklarmin Dithizone boyanmasina
benzer olarak organoidlerdeki magnezyum iyonuyla Dithizone boyasi etkilesime gecerek
organoidler kiremit kirmizisi goriiniimiini almiglardir. (Biiyiitme orani: x12,5)

4.11. Organoidlerin Birim Alana ve Adacik Basina Diisen Ortalama Hiicre Sayisi

Kriyo kesit sonrast DAPI boyamasi yapilan organoid model gruplari i¢in birim alana
diisen hiicre sayisi ve adacik basina diisen ortalama hiicre sayilar1 hesaplanmistir. Yapilan
hesaplama sonucuna gore P7-28 Organoid modelinin P7 kontrol grubu organoid modeline
kiyasla birim alana diisen hiicre sayisinda 2 kat artis gézlemlenmistir (Sekil 4.43). Adacik
basina diisen ortalama hiicre sayisina ise P7-28 organoid modelinin P7 kontrol grubu
organoid modeline kiyasla adacik sayisinda anlamli seviyede bir artis gézlemlenmistir (Sekil
4.44).
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Sekil 4.43. 21. giiniin sonunda kiiltiirii sonlanan kriyo kesit sonrasi DAPI boyamasi yapilan
organoid model gruplar1 icin manuel olarak hiicre sayisi belirlenerek birim alana diisen hiicre
orani grafigi.
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Sekil 4.44. 21. giliniin sonunda kiiltiirii sonlanan kriyo kesit sonras1 DAPI boyamasi yapilan
organoid model gruplari i¢cin manuel olarak hiicre sayisi belirlenerek adacik basina diisen
ortalama hiicre sayisi.
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4.12. ELISA Analizi

Pax4+/ MafA+-sPA-MKH matrijel ile kiltir ortaminda 3B organoid modeli
olusturulan deney gruplarindan organoid farklilagtirma besi yeri (DMEM-
F12+FBS+Pen/Strep+B27+EGF+ITS+HeparintFGF+VEGFa) icerisinde 28 giin boyunca
kiltire edilmistir. Her 3 giinde bir taze besiyeri eklenerek deney gruplarinin kiiltiir
ortamindan alinan 6rnekler Rat Insulin ELISA ticari kit (Elabscience) ile insiilin salgilama
seviyesi olgiildii. Insiilin ELISA analizinde P7 grubuna kiyasla P7-28 grubunda 1,5 kat
seviyesinde anlamli bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.45). Ancak burada 6lgiilen insiilin miktar

hiicre sayisina gore normalize edilmemis degerlerdir.
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Sekil 4.45. P7 ve P7-28 deney gruplarmin Insiilin ELISA analizi. (P7 ve P7-28 arasindaki
fark p<0,05’ten yiiksektir.)

P7 ve P7-28 deney gruplarinda adaciklarda toplam hiicre sayisi belirlendikten sonra
ELISA ile dl¢iilen ve adaciklardan salinan insiilin miktar1 adaciklarda bulunan hiicre sayisina
boliinerek ortama salgilanan insiilin miktari normalize edilmistir. P7 deney grubundaki birim
hiicre basina salgilanan insiilin miktarina kiyasla P7-28 deney grubundaki birim hiicre bagina

salgilanan insiilin miktarinda ise 1,36 kat azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.46-A).

Yiikselen glukoz miktarina karsi salgilanan insiilin miktarinin diisiik glukoz igeren

ortamda salgilanan insiiline oranini gésteren GSIS deneyinde P7 organoid hiicrelerinin GSIS
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cevabi 1,340 + 0,004 iken P7-28 organoid hiicrelerinin cevabi 1,035 + 0,007 olmustur (Sekil
4.46-B). Yashilik organoid modelinde daha az insiilin salimimi gergeklesirken geng
hiicrelerde daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu diisiisiin yasliliktan dolay1 hasarlanan
mitokondrilerden kaynaklandigini gostermek i¢in P7 hiicrelerinden saglikli mitokondriler
izole edilerek P7-28 organoid modeli hiicrelerine aktarilmistir. GSIS degeri hesaplandiginda
degerin 1,196 + 0,002 degerine ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bu durum P7-28 modeli
olusturulurken uyarilmis olan yaslhilik fenotipini geriye dondiigli, P7 organoid hiicrelerine

yakin GSIS degerine sahip oldugu gortilmistiir (Sekil 4.46-B).
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Sekil 4.46. P7 ve P7-28 deney gruplarinda birim hiicre basina salgilanan insiilin miktari
(A)yiikselen glukoz miktarina karsi salgilanan insiilin miktarinin disiik glukoz igeren
ortamda salgilanan insiiline oranini gosteren GSIS analizi (B).

4.13. Immiinfloresan Boyama

ELISA ile elde edilen bulgular1 dogrulamak amaciyla kiiltiir sonunda parafolmaldehit
ile fiksasyonu yapilan P7 ve P7-28 organoid modellerinden alinan kriyo kesitlerde Insiilin,
Pdx-1, Glukagon, Glukokinaz (Gck), Somatostatin, Glut-2 boyamalari immiin floresan

olarak yapilmistir.

P7 ve P7-28 organoid modellerinden alinan kriyo kesitlerde; B-hiicrelerindeki glikoz
sensOriiniin bir pargasi olarak iglev goren Glut-2 ve §-hiicre farklilasmasini degerlendirmek
icin yapilan immiin floresan boyamada; P7 organoid modelinin Glut-2 antikor boyamasinda
plazma membraninda pozitiflige ¢ok az rastlanilmig olmasina ragmen, P7-28 organoid

modelinde ise plazma membraninda daha yogun pozitif boyanma gozlemlenmektedir (Sekil
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4.47). P7 organoid modelinin somatostatin boyamalarinda hiicre ¢eperinde pozitiflige ¢cok

az rastlanilmig olmasina ragmen, P7-28 organoid modellerinden ise somatostatin ile pozitif

boyanan hiicre c¢eperi etrafinda lokalize olmus daha yogun pozitif boyanma

gozlemlenmektedir (Sekil 4.47).

Sekil 4.47. 21. giin sonunda P7 organoid modeli ve P7-28 organoid modelinde Glut-2 ve
somatostatin boyamasi. Glut-2 (yesil), somastostatin (yesil) boyanmistir. Kesitlerin zit
boyamalart DAPI (mavi) ile yapilmustir. (Olgiim gubugu: 50 pum).

P7 ve P7-28 organoid modellerinden alinan kriyo kesitlerde; a-hiicre ve glukokinaz
reseptorii farklilagmasini degerlendirmek igin Glukagon (GCG) ve Glukokinaz (Gck)
boyamasi immiin floresan olarak yapilmistir. P7 organoid modelinde anti-glukagon pozitif
hiicre sayisinda ¢ok nadir pozitiflikler goze carparken, P7-28 organoid modelinde anti-
glukagon boyamasi sonucunda hiicre ¢eperi etrafinda gozle goriiliir pozitif hiicre sayisinda
bir artis gozlenmektedir. (Sekil 4.48). Gck antikoruyla boyamalarda ise P7 organoid
modelinde ¢ok nadir pozitiflikler gézlemlenirken, P7-28 organoid modelinde Gek boyamasi
sonucu hiicre ¢eperinde gozle goriiliir pozitif boyanma gézlemlenmektedir (Sekil 4.48). Bu
sonuclar P7-28 organoid model igindeki hiicrelerin ¢ok sayida a-hiicrelerine farklilagmis

olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.48. 21. giin sonunda P7 organoid modeli ve P7-28 organoid modelinde Glukagon
(GCG) ve Glukokinaz (Gck) boyamasi. GCG (yesil), Gek (yesil) boyanmustir. Kesitlerin zit
boyamalar1 DAPI (mavi) ile yapilmistir. (Olgiim gubugu: 50 um).

P7 ve P7-28 organoid modellerinden alinan kriyo kesitlerde; B-hiicre ve transkripsiyon
faktorii olan Pdx-1’in farklilagmasin1 degerlendirmek i¢in yapilan immiin floresan olarak;
P7 organoid modelinin insiiline kars1 antikor boyamasinda pozitiflige ¢ok rastlanilmamis
olmasina ragmen, P7-28 organoid modellerinden ise hiicre merkezinde daha yogun pozitif
boyanma gozlemlenmektedir (Sekil 4.49). Bir transkripsiyon faktorii olan Pdx-1’in ise
cekirdekte lokalize olmasi beklenmektedir. P7 organoid modelinin Pdx-1 boyamalarinda
pozitiflige ¢ok rastlanilmamis olmasina ragmen, P7-28 organoid modellerinden ise Pdx-1 ile
pozitif boyanan hiicre geperi etrafinda lokalize olmus hiicre kiimelerine rastlanmaktadir

(Sekil 4.50).
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Sekil 4.49. 21. giin sonunda P7 organoid modeli ve P7-28 organoid modelinde insiilin
boyamasi. Insiilin (kirmizi) boyanmustir. Kesitlerin zit boyamalar1 DAPI (mavi) ile
yapilmustir. (Olgiim ¢cubugu: 50 pm)

Sekil 4.50. 21. giin sonunda P7 organoid modeli ve P7-28 organoid modelinde insiilin
boyamasi. Pdx-1 (yesil) boyanmistir. Kesitlerin zit boyamalart DAPI (mavi) ile yapilmistir.
(Ol¢iim gubugu: 50 pm).
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4.14. 3-Boyutlu Organoid Deney Gruplarinin Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon seviyesi analizinde ifade edilen Insiilin, pankreas adaciklarinin beta
hiicreleri tarafindan iiretilen bir peptid hormonudur. Insiilinin ekspresyon seviyesi ile iliskili
ifade profilleri incelendiginde P7-28 organoid model grubunda P7 organoid modeline
kiyasla Insiilin 1 ve Insiilin 2 ekspresyon seviyesinde sirasiyla 4,0 ve5,4 kat bir artis

gozlemlenmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. Organoidlerde insiilin gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmis
hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi
saptanmistir. Referans gen olarak Actp kullanilmistir. (*, P<0,05; **, P<0,01)

Yiikselen ve azalan glukoz oranina gore, hiicre metabolizmasini diizenlemesi
sebebiyle karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli bir yer tutan glukokinaz ve kemirgenlerin
pankreas f hiicrelerinde glukoz sensoriiniin bir pargasi olarak islev goren Glut-2 ekspresyon
seviyesi Pdx-1 ekspresyonu ile birlikte degerlendirilmistir. Pdx-1, insiilin ile birlikte ortak
eksprese olan, B-hiicre olgunlasmasi, pankreasin gelisimi ve farklilagmasi igin gerekli erken
belirteg transkripsiyon faktoriidiir. Pdx-1, Glut-2 ve Glukokinaz genlerinin ifade profilleri
incelendiginde, P7-28 organoid model grubunda P7 organoid modeline kiyasla Pdx-1
ekspresyon seviyesinde 1,21 kat azalma gozlemlenmistir. Glut2 ekspresyon seviyesinde 1,15
kat artis gozlemlenirken, Glukokinaz ekspresyon seviyesinde ise 1,25 Kkat artis

gozlemlenmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Organoidlerde Pdx-1, Glut-2 ve Glukokinaz gen ekspresyon analizi. Pax4 ve
MafA genleri aktarilmis hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen
ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi saptanmustir. Referans gen olarak Actf kullanilmigtir.

Pankreastaki o-hiicrelerince iiretilen ve insiilin hormonu ile ters etkiye sahip olan
glukagonun ekspresyon seviyesi ile iligkili ifade profilleri incelendiginde P7-28 organoid
model grubunda P7 organoid modeline kiyasla glukagon ekspresyon seviyesinde 1,40 kat

azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Organoidlerde Glukagon gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri
aktarilmis hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin
ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Actp kullanilmistir. (**, P<0,01)
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Gen ekspresyonu analizinde gruplarin mitokondri tizerindeki etkisini inceleyebilmek
icin TOMM20, Nrf2 ve MCT-4 genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 organoid
model grubunda P7 organoid modeline kiyasla TOMMZ20 ekspresyon seviyesinde 2,80 kat
azalma go6zlemlenirken, Nrf2 ekspresyon seviyesinde 1,40 kat azalma g6zlemlenmistir.

MCT-4 ekspresyon seviyesinde ise 2,70 kat bir artis gdzlemlenmistir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Organoidlerde TOMM20, Nrf2 ve MCT4 gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA
genleri aktarilmis hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin

ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Actp kullanilmigtir. (*, P<0,05; **,
P<0,01)

Hiicresel proliferasyonla iliskili niikleer bir protein olan Ki67 ekspresyon seviyesine
ait genlerin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 organoid model grubunda P7 organoid

modeline kiyasla Ki67 ekspresyon seviyesinde 2,50 kat bir artis gézlemlenmistir (Sekil
4.55).
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Sekil 4.55. Organoidlerde Ki67 gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri aktarilmig
hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi
saptanmigtir. Referans gen olarak Act-f kullanilmstir. (*, P<0,05)

TGFB1 ekpresyon seviyesinin p38o yolunu diizenleme gorevine iliskin yapilan
ekspresyon analizinde bu genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 organoid model
grubunda P7 organoid modeline kiyasla TGFB1 ekspresyon seviyesinde 1,40 kat azalma
gozlemlenirken, p38a ekspresyon seviyesinde 1,40 kat artis gézlemlenmistir (Sekil 4.56).

==
N o

Gen Ekspresyonu(AACp)

o e o o
N R o

o

P7 pP7-28

® TGFbl = p38a
Sekil 4.56. Organoidlerde TGFB1, p38a gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA genleri

aktarilmis hiicrelerle yapilan organoid kiltir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin
ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Act-f kullanilmistir. (*, P<0,05)
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Gen ekspresyonu analizinde oksidatif stres ile iliskili olarak RAGE, SOD1 ve HO1
genlerinin ifade profilleri incelendiginde, P7-28 organoid model grubunda P7 organoid
modeline kiyasla RAGE ekspresyon seviyesinde 1,04 kat artis gozlemlenirken, HO1
ekspresyon seviyesinde 1,14 kat artis gozlemlenmistir. SOD1 ekspresyon seviyesinde ise 20

kat ileri seviyede bir azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. Organoidlerde RAGE, SOD1 ve HO1 gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA
genleri aktarilmis hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin
ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Actp kullanilmistir. (**, P<0,01)

d-hiicrelerince iiretilen somatostatinin ve agirlikli olarak Langerhans adaciklarinda ve
asinar hiicreler arasinda bulunan pankreas polipeptid genlerinin ifade profilleri
incelendiginde, P7-28 organoid model grubunda P7 organoid modeline kiyasla Sst
ekspresyon seviyesinde 1,22 kat artis gézlenirken, PPy ekspresyon seviyesinde 1,04 kat artis
gozlemlenmistir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. Organoidlerde Somatostatin ve Pankreatik Polipeptit gen ekspresyon analizi.
Pax4 ve MafA genleri aktarilmig hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen
ekspresyonlarinin ekspresyon seviyesi saptanmustir. Referans gen olarak Actp kullanilmistir.

Protein kodlamasindan sorumlu olan NOD2, reaktif oksijen iiretiminden (ROS)
sorumlu Nox4 ve ROS tarafindan indiiklenen Duox1 genlerinin ekspresyonu analizinde
ifade profilleri incelendiginde, P7-28 organoid model grubunda P7 organoid modeline
kiyasla NOD?2 ekspresyon seviyesinde 1,05 kat artig, Nox4 ekspresyon seviyesinde 1,20 kat
artis ve Duox1 ekspresyon seviyesinde ise 2,60 Kkat ileri seviyede bir artis gézlemlenmistir
(Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. Organoidlerde NOD2, Nox4 ve Duox1 gen ekspresyon analizi. Pax4 ve MafA
genleri aktarilmig hiicrelerle yapilan organoid kiiltiir kosullarindaki gen ekspresyonlarinin
ekspresyon seviyesi saptanmistir. Referans gen olarak Actp kullanilmistir. (**, P<0,01)
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5. TARTISMA

Giliniimiizde, obezitenin artmasi nedeniyle diabetes mellitus prevalansi dramatik bir
sekilde artmaktadir. Hastaligin en sik goriilen sekli olan tip 2 diabetes mellitus, pankreas
beta hiicrelerinden hatal insiilin salgilanmasi ve periferik insiilin direnci ile karakterizedir

(Poitout ve Robertson, 2002; Unger, 2003).

Daha 6nce Kok Hiicre Anabilim Dalimizda ektopik olarak MafA ve Pax4 genleri
aktarilmis pankreas adacik kaynakli mezenkimal kok hiicreler (Baglar, 2014) kullanilarak, 3
boyutlu organoid kiiltiirii teknigi ile hiicrelerin matrijel igerisine gémiilmesiyle pankreas
adacik benzeri yapilar elde edilmistir. Calismamizda procr+ hiicreler kullanilmamis olup
Wang ve ark. yapmis oldugu calismada eriskin kok hiicre modifikasyonu procr+ hale
getirilerek kullanilan adacik hiicreleri ve endotel hiicrelerinin izolasyonu sonrasi elde edilen
hiicrelerin matrijele gomiilmesiyle pankreatik adacik organoidlerinin olusturuldugu
bildirilmistir. Wang ve ark. yapmis oldugu calismada, 1x10° hiicreyle olusturduklari 3-
boyutlu yap1 olan organoid modeli maturasyon yontemi ile kiigiik doku pargalar1 halinde 15
pasaj atlatilarak ortamdan matrijeli uzaklastirilmistir. Analizler sonucunda 3 boyutlu yapinin

bozulmadigi goriilmiistiir.

Calismamizda Pax4*/MafA* geni aktarilmis pankreas adacik kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerden organoid kiiltiirii teknigi ile pankreas adacik benzeri yapilar elde edilmistir.
Bu yapilarin in vitro ortamda yaslanma modelini taklit etmesi i¢in konjugatif yaslandirma
yaklasimi ile yaslandirilan hiicrelerin matrijel igerisine gomiilerek 3 boyutlu yapilar

(organoidler) elde edilmistir.

Pankreas, ii¢ ana hiicresel bilesenden olusur: endokrin adaciklar, ekzokrin, asin ve
kanallar. Langerhans adaciklarinin pankreas f hiicreleri, insanlarda ve hemen hemen tiim
diger omurgalilarda insiilin lireten tek hiicrelerdir. Siganda, adacik, B hiicrelerinin a, 6 ve PP
hiicrelerinin bir Ortiisiiyle ¢evrili bir c¢ekirdek olusturdugu kiiresel yapilar halinde
diizenlenmistir. Calismamizda bu olusum igerisinde olmasi bekledik ama elde ettigimiz
organoidlerde biz bunu gdzlemlemedik. Insiilin, glukagon ve somatostatin organoid yapisi
icerisinde ayn1 insan pankreas adaciklarindaki dagilimda oldugu gibi homojen bir dagilim
gosterdigini gézlemledik. Wang ve ark. yapmis oldugu ¢alisma ile benzer sonuglar alinarak,

sican kokenli organoidlerde B, o, 6 ve PP homojen bir dagilim olusturdugu gézlemlenmistir.
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Erigkin kok hiicrelerle elde edilen organoid modelinin bir 6zelliginden kaynakladig:
disiiniilmektedir. Bu hiicreler sirasiyla insiilin, glukagon, somatostatin ve pankreas
polipeptidi (PP; PPy) iiretir (Pan ve Wright, 2011). Olusturulan 3-boyutlu organoid
modelinden alinan kesit sonras1 IF boyama yapilan B, o, 6 boyamasmin pozitif oldugu
gbzlemlenmistir. Yapilan gen ekspresyon analizi sonucunda B, a, 6 ve Ppy hiicrelerinin
modelde oldugunu goézlemledik. B hiicreleri, diyabet gelisimi i¢in bir predispozan (olasiligi

artiran) faktor olan siirli bir rejenerasyon kapasitesine sahiptir (Hardikar, 2016).

Adacik hormonlar1 (insiilin, glukagon, somatostatin), metabolitlerin aracilik ettigi
salg1 tepkilerini modiile etmek i¢in B, a ve d hiicreleri kendi aralarinda etkilesime girerler
(Samols, Weir, Bonner, 1983). Insiilin salgilanmas1 agirlikli olarak kan glukoz seviyeleri
tarafindan kontrol edilmesine ragmen, glukagon ve somatostatin sirasiyla glukoz aracili
insiilin salgilama tepkilerini uyarir ve inhibe eder (Schebalin, Said, Makhlouf, 1977).
Calismada beta hiicre farklilasmasinin yaninda ayni zamanda organoidlerin endokrin
farklilasma ile birlikte somatostatin ve PPy hiicre komponentlerinin olusturdugu ve adacik
hiicrelerinde farklilastig1 gézlemlendi. Glukagon miktari 2 boyutlu hiicrelere gore organoid
modelinde daha az sayida pozitif hiicre elde edilmistir. Yapilan gen ekspresyon analizi ile
desteklenmistir. Implante edildiginde bu organoidlerin gergek fizyolojik ortamlarda bir
adacik gibi davranacagi yoniinde kuvvetli in vitro bulgular elde edilmistir. Elde ettigimiz
organoidler sadece beta hiicre sferoidi olmasindan ziyade diger pankreas adacik hiicrelerini

de iceren gergek anlamda bir pankreas adacik organoidi oldugu gdsterilmistir.

Sigan pankreas adaciginda insiilin immiin boyamasinin merkezde daha yogun,
glukagon ve somatostatin boyamasinin ise adacik ¢eper kisminda daha yogun olmasi
beklenmektedir. Hem Wang’in ¢alismasinda hem de ¢alismamizda Sigan pankreas adacik
organoidinde bekledigimiz dagilim gozlemlenmemistir. Her iki ¢alismada insiilin immiin
boyamasi ¢eper kisminda daha yogun gdzlemlenmisken merkez kisminda glukagon ve
somatostatin boyamalarinin daha yogun oldugu goriilmiistiir. Her iki ¢alismada ortak faktor
olan erigkin hiicrelerin organoid olusturulmasinda kullanilmasi, farklilasma ve hiicrelerin

adaciklar icerisindeki dagilimlarimi etkiledigi diisiiniilmektedir (Wang ve ark., 2020).

Wang ve ark. yapmis oldugu calismada, organoidler olusturulduktan sonra
farklilasmamis kontrol organoidleri farklilastirilmis olanlarla karsilagtirildiginda insiilin
boyamasinda artis ve glukagon ile somatostatin boyamasinda azalma goriilmiistiir. Insiilin

ve glukagon boyamalarinda ¢aligmamiz Wang ve ark. yaptigi calisma ile benzerlikler
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gostermektedir. Ancak orneklerimizin somatostatin  boyamasinda daha fazla pozitif

boyanma gozlemlenmistir (Wang ve ark., 2020).

Adacik beta hiicrelerinde, glukokinaz aktivitesi, artan glukoz seviyesine yanit olarak
insiilin salgilanmasi i¢in temel bir kontrol gérevi goriir. Glukoz-6-fosfat tiiketildikge, artan
miktarlarda ATP, insiilin salinimi ile sonuglanan bir dizi islemi baslatir. Hiicresel solunumun
artmasimin sonuglarindan biride, NADH ve NADPH konsantrasyonlarinda yiikselmedir.
Beta hiicrelerinin redoks durumundaki bu degisim, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin
yukselmesine, Katp kanallariin kapanmasina, hiicre zarmin depolarizasyonuna, insiilin
salgilayan graniillerin zarla birlesmesine neden olur. Caligmamizda Glukokinaz
boyamasinda kontrol grubunda insiilin boyamasin da az boyanma goézlemlendigi igin
glukokinaz boyanmasinin az boyanmasini destekleyici niteliktedir. P7-28 grubunda artan
inslilin boyamast oldugu icin glukokinaz boyanmasinda hiicre ¢eperinde gozle goriiliir
bi¢imde pozitif boyanma gozlemlenmistir. Diger bir hiicre igi glukoz tagima
mekanizmasinin 6gesi olan Glut-2 incelendiginde, kontrol (P7) organoidlerinin merkezinde
Glut-2 boyamasi az gozlemlense de P7-28 grubunda sadece hiicre sitoplazmasinda degil,

ayn1 zamanda hiicre zar1 etrafinda da pozitif boyanma gézlemlenmistir (Tomita, 1999).

Beta hiicrelerinin insiilin sentezi i¢in Pdx-1 olduk¢a 6nemli bir proteindir. Pdx-1,
pankreatik gelisim igin 6nemli olan bir transkripsiyon faktorii olmakla birlikte B-hiicre
olgunlagsmasinda da aktif roller lstlenmektedir. Pdx-1 knockout fare embriyolarinda
pankreatik tomurcuklarin olustugu ancak pankreas gelisiminin olmadigi bildirilmistir
(Jonsson ve ark., 1994). Gelisen B-hiicresinde Pdx-1, NKX6.1 ve insiilin birlikte ifade olur.
Bizim c¢alismamizda Pdx-1 boyamasinda kontrol grubunda pozitif boyanma ¢ok az
gozlemlenirken, P7-28 grubunda Pdx-1 boyamasi1 pozitif hiicre ¢eperi etrafinda lokalize

olmus hiicre kiimeleri gézlemlenmistir.

Hiicre tedavisi, geleneksel diyabet tedavilerine potansiyel bir terapdtik alternatif
olarak kabul edilir. Adacik ve tam pankreas transplantasyonlari,  hiicrelerini yenileyerek
glukoz homeostazini geri yiikleyebilir (Lysy ve ark.., 2013). Elde ettigimiz adaciklarda
insiilin miktarin1 6lgiildiigiinde insiilinin sentezlendigi ve hiicre disina salgilandigi
gozlemlenmistir. Normal glukozlu ortam igerisinde bakildiginda organoid modelinde 2-
boyutlu hiicre yapisina gore daha fazla insiilin salgiladigini gozlemledik. Organoid
modelinde elde edilen insiilin salgis1 normal adaciklarin beta hiicrelerindeki insiilin

seviyesine kiyasla 1,5 kat artig gosterdigi gozlemlenmistir. Wang ve ark. yapmis oldugu
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caligmada oldugu gibi insiilin ELISA ile hiicrelerce sentezlenen insiilin miktarini da nicel
olarak belirlenmistir (Wang ve ark., 2020). Bu organoidlerde yapilarin boyutlar1 ve
igerdikleri hiicre sayisinin farkli olmasi nedeniyle salgilanan insiilin miktar1 normalize
edilmistir. Esitleme Oncesinde ortama salinan insiilin miktar1 az iken esitleme sonrasinda
birim hiicre basina salgilanan insiilin miktarinin P7 grubunda yaslanma grubuna gére daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, P7-28 organoid modelinde boyut ve hiicre sayisi
dikkate alinmadiginda daha fazla insiilin salgilanirken hiicre basina salgilanan hiicre miktari
normalize edildiginde P7-28 grubunun P7’ye gore daha az insiilin salgiladigi hesaplanmustir.
Insiilin miktarmin azaltmis olmasit B hiicresinin kendi kapasitesinin de azaldigim
gostermektedir. Bu durumda hiicrenin yaslandigin1 ve tip 2 diyabetine benzer durumun
ortaya ¢iktigini desteklemektedir. Ortama salgilanan insiilin miktarinin azalmasindan dolay1
yaslanma ile birlikte insiilin salgis1 gibi B hiicresi fonksiyonunu yerine getirmesindeki
zayiflik organoidlerin tip 2 diyabet modelini kismen taklit ettigini gostermektedir. Yiikselen
glukoz konsantrasyonuna karsi cevap olarak salgilanan insiilin miktar1 Olgildigiinde
yaslandirilmis organoid (P7-28) modelinin cevabi gen¢ organoid (P7) modeline gore diisme
gozlemlenmistir. Bu diisiis Insiilin, Glut-2 ve Glukokinaz gen ekspresyon diizeyindeki
azaligla paralellik gosterdigi goriilmistiir. Beklendigi gibi yaslanma ile birlikte beta
hiicrelerinin glukoza kars1 duyarlilig1 diiserek daha az insiilin salgiladiklar1 GSIS deneyi ile
gdsterilmistir. Insiilin cevabindaki azalis ile yaslanma arasindaki iliskiyi agiklayabilmek icin
geng sSPA-MKH Pax4*/MafA" hiicrelerinden (P7) mitokondri izolasyonu yapilarak yaglilik
organoid modeli hiicrelerine aktarilmistir. Siire¢ sonunda GSIS 6l¢iildiigiinde diisiik olan
glukoza kars1 insiilin sekresyonu istatiksel olarak anlamli derecede ylikselmistir. Bu sonug
bize organoid yaslanma modelinin beklendigi gibi hem insiilin saliniminda azalma hem de
GSIS degerinde diisme gozlemlenerek yaslilik fenotipini gosterdigi ortaya konmustur. Bu
yashlik fenotipinin de geng hiicrelerden elde edilen mitokondri transferi ile kismen geriye

dondiiriilebildigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2018).

Calismamizda erigkin kok hiicrelerden pankreas adacik organoidleri elde edilmistir.
Literatiir ile karsilastirildiginda var olan sonuglarla benzer organoid yapilarinin elde edildigi
insiilin salgiladigi normal bir organoid morfolojisinde gozlemlenen hiicrelerin tasidig:
belirlenmistir. Bizim ¢alismamizin diger bir amaci da organoid elde ettikten sonra yaslilik
modeli olusturup diyabet hastaliginda kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesidir. Bu

anlamda hiicrelerin yaslanma modeli izlenmistir. Hiicre yaslanma modeli olusturulduktan
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sonra X-gal boyamasi ile beta-galaktosidaz enzim aktivitesiyle hiicrede yaslilik modelinin

validasyonu gerceklestirilmistir.

Serbest radikallerin / Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) iiretimi ile antioksidanlar
arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif stres, DNA hasarina ve hiicresel
yaslanmaya oOnemli Ol¢iide katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Yaslanmanin serbest
radikal veya oksidatif stres teorisine gore, oksidatif stres hiicresel antioksidan savunma
sistemleri ROS'a kars1 koyamadiginda ortaya ¢ikar ve onlar1 bazal seviyelerine geri getirir.
Bu nedenle, hidrojen peroksit (H202) tedavisi, oksidatif strese hiicresel duyarliligi
degerlendirmek igin yaygin olarak bir model olarak kullanilir. Her ne kadar SMKH'ler
oksidatif stresi verimli bir sekilde idare ediyor gibi goriinsede, yine de H20O.'ye maruz

kaldiklarinda in vitro olarak erken yaslanmaya maruz kalirlar (Facchin ve ark., 2018).

Yaslanmayla iliskili beta-galaktosidaz (SA-gal) aktivitesinin lizozomal enzimin
bollugundaki bir artistan kaynaklandigini ve muhtemelen yaglanmis hiicrelerde gozlenen
artan lizozomal biyogenez ile baglantili oldugu gosterildi (Kurz, Decary, Hong,
Erusalimsky, 2000). Artan sayida lizozom ve yiiksek lizozomal aktivite, yillarca replikatif
yaslanma ile iliskilendirilmistir. 2006 yilinda Lee ve ark., SA-gal aktivitesinin lizozomal
kokenini dogruladi ve bunun klasik lizozomal enzimi kodlayan gen olan GLB1'in artan
ekspresyonundan kaynaklandigin1 gosterdi. X-gal’a yonelik enzim aktivitesinin varligi da
caligmamizda yaglilik fenotipini gésteren temel bir belirteg olarak kullanilmistir (Debacg-

Chainiaux, Erusalimsky, Campisi, Toussaint, 2009; Lee ve ark., 2006).

Tez caligmasinda yaslilik modeli olusturulmas: hedeflendiginden hangi yaklasimin
daha etkili oldugunu gostermek igin 3 farkli yaslanma metodu izlenmistir: (1) Oksidatif stres
ile yaglanma modeli; (2) Replikatif yaglanma ve (3) Konjugatif yaglanma modeli. Oksidatif
stres ¢ok kullanilan bir metod olup bu metodun kendisi H20. farkli dozda hiicreye
uygulanmasiyla hiicre tizerinde X-gal miktarindaki artisa bakilaraktan hiicrede yaslandirma

modeli olusturulmustur.

Bu ¢alismada, X-gal boyamasi (SA B-Gal test) sonuglar1 karsilastirildiginda, P7
(kontrol) hiicresi i¢in 2B kiiltiir asamasindayken hiicre proliferasyonunun artmasi sonucunda
konfluensiye ulasip sikisan hiicreler nedeniyle boyanmanin olustugu disiiniilmektedir. SPA-
MKH hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda 30 dk H.O» uygulanmasi sonrasinda 24. ve 72.

saatte yapilan beta-galaktosidaz enzim aktivitesindeki degisiklikleri skorlama yontemi ile
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maviye boyanan hiicreler manuel olarak sayilarak 0-4 arasinda numaralandirilmistir
(Kavanag ve ark., 2021). Bu amagla, oksidatif stres uygulanan P7 hiicrelerinde gézlemlenen
SA B-Gal aktivite artist hem H202 konsantrasyonuna hem de maruz kalma siiresine bagh
olarak her iki grup i¢inde ayn1 doz maksimum seviyede etkinlik gosterdi. Bu sebeple 24. saat
sonunda 5 pM H20: ile maksimuma ulasirken, 72.saat sonunda 5 uM H2O: ile en biiyiik
artis1 gosterdi. Bu sonug, 72. saatte H>O; konsantrasyonlariyla muamele edilen hiicrelerin
hiicre canliliginin azalmastyla tutarlidir. Ozellikle, daha yiiksek yaslanma etkisi 72. saatte
belirgindi. Farkli deneysel zamanlarda tekrar edilmesine ragmen kendi igerisinde tutarli
sonuglar elde edilmis olup literatiirdeki diger arastirmalarda da benzer bir egilim gortldii.
Doza bagli olarak hiicrede ROS miktarinin X-gal boyamasindaki artis1 ile birlikte
yasgliliginda artmis oldugunu gozlemlendi (Facchin ve ark., 2018).

Oksidatif stres, yaslandirma modelinde ¢ok kullanilan bir yaklasim olmasina karsin
ayn1 zamanda bu yaslandirma modeli hiicreyi apoptoza yonlendirmek iginde de kullanilan
bir metottur. Dolasiyla hiicrenin apoptoza yonlendirilmesiyle yaslandirma modeli
olusturulmasi yaslilik modelleri tizerinde kisitlilik olusturmaktadir. Bu sebeple X-gal
boyamasi ve hiicre ¢ogalmasi yontemleri kullanilarak diger yaslandirma modelleri oksidatif
stresin etkileri yapilan ¢alismada karsilastirilmigtir. Sonug olarak diger yaslilik modellerinin

hiicrenin yasglandirilmasinda daha 1yi olabilecegi diisiintilmiistiir.

Kok hiicrede telomeraz enzim aktivitesi az oldugundan, Acun ve ark. yapmis oldugu
calismada yeni dogan sigan kardiyak fibroblast hiicreleri kullanildigi i¢in olusturulan
replikatif yaslanma modeli iyi sonu¢ vermistir. Calismamizda kullanilan sPA-MKH
olusturulan replikatif yaslanma, Acun ve ark. somatik hiicrelerde kullanarak olusturmus
oldugu replikatif yaslanma kadar iyi sonu¢ vermedigi gozlemlenmistir. Bu nedenle bu
hiicreleri yaslanma modeli olarak kullanilmayacagi belirlenmistir. Literatiirde ¢ogunlukla
yaslanma modeli olusturmada oksidatif stres iizerine gidilmis; bu yaslanma modelini
kullanilmadiginda ¢ogunlukla replikatif yaslanma modelini kullanmistir. Ancak kok hiicre
gibi kokliiliik 6zelligi olan hiicrelerde ¢ok az da olsa telomeraz enzim aktivitesi vardir. Bu
ylizden de ¢aligmamizda olusturulan ve telomerin kisalmasini temel alan replikatif yaglanma
modelinin kok hiicreler i¢in uygun bir hiicre yaslanma modeli olmadigi gosterilmistir. X-gal
boyamasi sonucu ile negatif bir boyanma (yaslanma fenotipinin olmadigi) gézlemlenmistir.

Yaslandirma modellerinin degerlendirilmesinde temel aldigimiz iki kriter olan hiicre
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cogalmasindaki azalis ve beta-galaktosidaz aktivitesindeki artig gosterilmistir. Sonuglara

gore en etken modelin konjugatif yaslandirma oldugu belirlenmistir (Acun ve ark., 2017).

Kavanagh ve ark. calismasinda sigandan izole edilen adipoz hiicreleri kullanilarak
replikatif yaglandirma yapilan hiicrelere X-gal boyamasi yapilmis ve yaslanmanin, p53-p21
ve pRB yolaklari, proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi, profibrotik faktorler ile yerel ve
sistemik ortamlar1 olumsuz etkileyen biiyiime faktorleri yoluyla esas olarak geri doniisii
olmayan replikatif yaslanma ile karakterize edilen bir hiicre durumu oldugu bulunmustur.
SA-gal boyama, proliferatif olmayan adipoz hiicre yaslanmasi ile iliskilidir ve yaslanan
hiicrelerin lizozomlarinda artan pH'a bagl hidrolaz aktivitesini yansitir (Kavanagh ve ark.,
2021).

P7-28 ve P15 gruplarinda maviye boyanan hiicreler manuel olarak sayilarak 0-4
arasinda skorlama yontemi ile numaralandirilmistir (Kavanag ve ark., 2021). Calismamizda
replikatif yaslanma (P15) sonucunda popiilasyonun ¢ogalma kapasitesinde kademeli olarak
bir azalma s6z konusudur (Cristofalo, Lorenzini, Allen, Torres, Tresini, 2004).
Calismamizda replikatif yaslanma sonucu hiicrelerin ¢ogalma kapasitesinde azalma
goriildiigi ve X-gal boyamasinin sonug vermedigi gozlemlenmistir. Bu durum yaslanmadan

cok sitostatik bir durumun gelistigini gostermektedir.

p53 ve p16"k4 yollarr dahil olmak iizere hiicresel yaslanmaya yol actigi bildirilmis
birkag sinyal yolu vardir (Childs, Baker, Kirkland, Campisi, van Deursen, 2014). Bu yollarin
her ikisi de hiicresel stresorlere yanit olarak aktive olur ve hiicre dongiisii inhibisyonuna yol
acar. p53, sikline bagiml kinaz 2'yi (Cdk2) devre dis1 birakan p21'i etkinlestirir. Cdk2
olmadan, retinoblastoma proteini (pRB) aktif, hipofosforile formunda kalir ve 6nemli bir
hiicre dongiisti diizenleyicisi olan transkripsiyon faktorii E2F1'e baglanir (Ben-Porath ve
Weinberg, 2005). Bu, E2F1'in transkripsiyonel hedeflerini bastirarak G1 fazindan sonra
hiicre dongiisiiniin durmasina yol agar. Bizim ¢alismamizda hiicre siklusunu durdurmak i¢in

ticlincii yaslanma modeli olan konjugatif yaslanmada bu durum gézlemlenmistir.

p21, p53 ve retinoblastoma (RB) Ink4a ailesine bagli olan proteinlerdir. Bu
proteinlerin hiicre icerisindeki fonksiyonu hiicre siklusunu durdurma gorevi vardir. Hiicre
siklusu gorevini durdurmak i¢in biz ¢alismamizda ii¢lincii yaslanma modeli olan konjugatif
yaslanma modelini olusturduk. Her kok hiicre ile konjugatif yaslandirma yapilamamaktadir.

Bizim calismamizda kullanilan SPA-MKH’mn bir 6zelligi olarak konfluensi olustugunda
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hiicre ¢ogalmasimin durdugu ve hiicrelerin ¢ok katmanli hiicre yapilar1 olusturmadigi igin
hiicrelerimiz konjugatif yaslanma modeli i¢in uygundurlar. Bu yontemin temel dayanag:
hiicre-hiicre temas1 sonrasinda Kkiiltiir ortaminda gerceklesen Hippo sinyal yolagimin
aktivasyonudur. Hiicre-hiicre temasi sonrasinda gerc¢eklesen FAT4 aktivasyonu sonrasinda
YAP/TAZ kompleksi hiicre igi siiregleri birgok asamada etkileyerek beta-katenin aracilikli
(konanikal) Wnt Sinyal yolagimi baskilamakta ve kok hiicrelerin ¢ogalmasimi ve
farklilasmasini inhibe etmektedir. Wnt yolagmmin farklilasmanin erken donemindeki
inaktivasyonu pankreatik primordium yapilarinin  olusmasin1  engelleyeceginden
yaslanmanin kok hiicrelerin farklilagma verimlerine etkisi olumsuz olacaktir. Bu agidan
bakildiginda ¢alismamizda P7-28 grubunun normalize edilmis insiilin salgisinin kontrol
grubuna gore diisik olmasi agiklanabilir (Mo, Park, Guan, 2014; Piccolo, Dupont,
Cordenonsi, 2014).

Calismamizda yaslandirma modelinin gelistirildigi, hiicrelerde gergeklestirilen X-gal
boyamas: ve analizleriyle dogrulandi. Yaslilig1 gosteren bir diger bir analiz ise hiicre

cogalmasinin lizerine yapilan 6l¢timlerdir.

Yaglanmayla ilgili bir diger 6nemli soru, farkli yontemlerle olusturulmus stres
sonucunda yaslanmis hiicrelerin proliferasyonunun stres uygulanmamis geng hiicrelerin
proliferasyonu arasinda bir farkin olusup olusmadigidir. Bu ¢alismada, P7 hiicrelerine farkli
konsantrasyonda H202 uygulamasi sonrasinda degisen hiicre proliferasyonu verilerinin
oksidatif stres birikiminin yaslanmada 6nemli bir faktér oldugunun one siiriildiigii
literatiirdeki diger ¢alismalardaki sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir (Cadenas ve
Davies, 2000; Terman ve Brunk, 2006).

Calismamizda P7-28 ve P15 hiicrelerinin canlilik ve proliferasyon analizinde azalma
oldugu Acun ve ark. yapmis oldugu calisma ile desteklenmistir. Geng hiicrelerden olusan
kontrol grubu daha zayif yaslanma belirtileri gosterirken yaslandirilmig hiicrelerin hiicre
proliferasyonundaki yavaslamanin hiicrelerdeki hasardan kaynaklandigi bu c¢alismada

gosterilmistir (Acun ve ark., 2017).

Ikinci hedefimiz olan yaslandirma modeli igin en iyi yaslanma modelinin konjugatif
yaslanma oldugunu gosterdik. Yaslanma modelinin bir pargast olarak da mitokondri hasari

incelenmistir. Mitokondri hasarinin incelenmesinde kullandigimiz metodlar olan TMRM ve
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mitotracker boyamasiyla bozulmamis membran potansiyeline sahip mitokondriler ile

hiicrelerdeki total mitokondri belirlenmistir.

Hiicreye niifuz eden bir floresan boya olan TMRM, mitokondrideki membran
potansiyeline bagl olarak aktif mitokondride birikir (Scaduto ve Grotyohann, 1999). Ancak
akig sitometrisi ile hiicrelerde gosterilen TMRM boyamasinin yogunlugu mitokondriyal
hacmi tam olarak yansitmayabilir. Metod hiicre basina toplam floresan yogunlugunu 6lger.
Ancak mitokondriyal boyalarin mitokondriye dagilimi mitokondrideki membran
potansiyeline bagli olmasindan dolay1 bir TMRM o&l¢timiine kritik etkinin mitokondrideki
membran potansiyelinden mi yoksa mitokondriyal hacimden mi kaynaklandigini ayirt
edilmesi zordur (Bonora, Ito, Morganti, Pinton, 2018). Calismamizda tek hiicre halindeki
gruplara TMRM boyamasi yapilarak akim sitometrisinde sonuglar analiz edilmistir. TMRM
boyanmasimin artmas: hiicrelerdeki saglikli mitokondrileri gdstermektedir. TMRM
boyamasi azaldik¢a mitokondri hasarmin varligina isaret eder. Kontrol grubuna kiyasla
H20:- ile oksidatif stres uygulanan hiicrelerde (24. Saat) TMRM analizi sonucunda 2,5 uM
H2>O2 uygulanmis grubun mitokondri membran potansiyelinde en az boyanma
gozlemlendiginden dolay1 en fazla hasarin bu dozda oldugu gosterilmistir. TMRM (72. Saat)
boyanmasinin analizinde kontrol grubuna kiyasla 1,25 uM H20. uygulanmis grupta
mitokondri membran potansiyelinde en fazla boyanma goézlemlenmistir. Bu durumda
oksidatif stres uygulanan hiicrelerde 72. saat sonrasinda mitokondri hasar1 olusan
hiicrelerdeki mitokondrilerin kendini iyilestirmeye gittigi ve mitokondride hasar seviyesinin
en aza indirildigi gosterilmistir. Calismamizda kontrol grubuna kiyasla replikatif
yaslandirmanin mitokondri {izerinde olumsuz bir etki olusturmadigi goézlemlenmistir.
Konjugatif yaglandirmada ise mitokondri hasart olusmadig1, aksine mitokondride iyilesme
oldugu goézlemlenmistir. Bu yaslandirma modelinde hiicre ¢ogalmasi durdugundan, hiicre
sitoplazmasinda ROS birikerek bu artan ROS miktar1 ile hiicrenin yaglanmasi
gerceklesmektedir. Ayn1 zamanda ortamda biriken ROS miktar1 da hiicrenin mitokondrisine
hasar vermesi beklenmektedir. Dolayisiyla mitokondride saglikli mitokondri miktarini
gosteren TMRM nin kontrole gore daha az olmasi gerekirdi. Konjugatif yaslandirma hiicre
¢ogalmast durdugu andan itibaren hiicrenin metabolik hizi da hiicrenin kendisi gibi
yavaslamakda ve hiicre ¢ogalmasi durdugundan itibaren ROS miktar1 tiretimi de azaldigi
icin mitokondri hasar1 azalmaktadir. Dolayisiyla ¢ogalan hiicrelerin tiretimi daha az hasarl
mitokondrileri olusturmaya basladigi gozlemlenmistir. 2 boyutlu kiiltiirde ylizeye temas

eden hiicre sayisi fazla oldugu igin hiicre sitoplazmasinda ROS seviyesi migrasyon sonucu
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azalmaktadir. Bu sebepten dolay1 konjugatif yaslanmada mitokondri hasar beklenenden az

gerceklesmistir.

Mitokondri hasar1 3 boyutlu organoid modellerinde de incelenmistir. Hiicre matrijel
igerisine gomiilii oldugundan matrijel igerisinde sikisip kalan hiicrelerin yiizey ile temasi
azaldig1 i¢in organoid igerisindeki hiicrelerde diffiize olamayan ROS’larin seviyesinde artis
gozlemlenmistir. Bu sebeple organoidlerin  mitokondrilerinde hasar ortaya ¢iktig
gozlemlendi. Calismamizda 3-boyutlu organoid modeli olusturulduktan sonra yapilan
TMRM boyamasinda konjugatif yaslanma modeli olusturdugumuzda P7-28 grubunda 21.
giiniin sonunda ROS miktarinin arttigi ve mitokondri hasarinin meydana gelmistir. Bu
nedenle hiicrelerde boyanmanin ¢ok az oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda ise ROS
miktarmin ¢ok az seviyede oldugu ve sonucunda mitokondri hasar1 olusmayarak

boyanmanin pozitif oldugu gézlemlenmistir.

Hiicrelerdeki biitiin  mitokondrilerin varligint gostermek igin total mitokondri
seviyesini 6l¢en MitoTracker Green boyasi, lazer taramali konfokal mikroskopi (Leica TCS
SP8) ve akis sitometrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu boyanin, sistein kalintilarinin
serbest tiyol gruplari ile reaksiyona girerek mitokondriyal proteinlere kovalent olarak
baglanmasi sonucu mitokondriyal matrikste segici olarak birikir (Presley, Fuller, Arriaga,
2003).

Kesitlerin boyama sonrasinda P7-28 hiicre mitokondrilerindeki isimanin, kontrole
kiyasla daha az oldugu yani P7-28 grubun konjugatif yaslanma sonucunda stres ortami
olusturarak ROS miktarinin birikmesi sonucunda mitokondri sayisinin daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Kontrol grubu hiicrelerinin mitokondrilerinin fazla i1sima yaptigi yani

mitokondri sayisinin P7-28 olan gruba kiyasla daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Mitotracker boyamasi sonrasinda gozlemlenen, azalan mitokondri sayilari hiicrelerin
mitokondrilerinde hasara bagli bir kaybin yasandigini isaret etmekte olup ve bu hasar
sonrasinda P7-28 grubu hiicrelerinin TMRM ile daha az boyanmasi durumu gergeklesmistir.
2B kiiltiir sistemlerinde belirgin bir mitokondri hasar1 goriilmezken 3B sistemlerde P7-28
organoid grupta mitokondri hasar1 gériilmektedir. Insiilin 6l¢iimleri dikkate alindiginda 3B
kiiltiirlerde insiilin miktarinin da hiicre bagina azaldigi belirlenmistir. Ancak yaslanma ile

birlikte P7-28 organoid grubunda hiicre sayis1 kontrole gore daha hizli artmakta ve bunun
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sonucu olarak ortama salinan insiilin miktarinin birim hacimde daha fazla olmasina yol

acmistir.

3B kiiltiir sirasinda organoid yapilarinin ¢ok biiylimesinden dolay1 bu yapilarin
merkezleri yeteri kadar besi yeri ve oksijen alamadigindan dolay1r nekrotik bolgeler
olusabilir. Bu &lii bolgeler farklilasmayi engelleme potansiyeline sahip olup organoid
kiiltird igin istenmemektedir. Gelistirdigimiz organoidlerde nekrotik merkezin olugsmadigini
gostermek i¢in 21. Giin sonunda organoidler live/dead boyasi ile boyanmistir. Sonugcta elde
ettigimiz organoidlerin hi¢birinde belirgin bir nekrotik bolge goriilmemis ve organoidlerin
saglikli oldugu belirlenmistir. Literatiirde diger bir ¢alisma olan Kakni ve ark. ¢calismasinda
matrijel i¢erisine gomiilen 3 boyutlu bagirsak organoidlerine yapilan live/dead boyamasinda
organoidin boyutundaki biiyiime ile paralel olarak 7. giin sonunda %22, 10. giin sonunda
%28 ve 13. giin sonunda %40’lik 6lii hiicre sayisinda artigmistir (Kakni ve ark., 2020).
Literatiirde Votanopoulos ve ark. yaptigi calismada ise hastaya 06zgli bagisiklikla
giiclendirilmis organoidlerin immiinoterapi taramasi igin kiiltiirde 7. gliniin sonunda yapilan
live/dead boyama sonrasi boyutlari kii¢iik olan organoidlerin agirlikli olarak canli hiicreler
icerdigi gosterilmistir (VVotanopoulos ve ark., 2020). Calismamizda elde edilen pankreas
adacik organoid modeline 21. Giiniin sonunda yapilan boyama sonucunda organoidlerin
boyutlar1 nekrotik merkezlerin olugsmasini yol a¢cmayacak kadar kiiciik olduklar
gozlemlenmis olup organoidlerde 6lii hiicreye rastlanilmadigi goriilmistiir. Gelistirilen
organoid kesitlerinde hiicre sayimi gergeklestirilerek organoidin igerisindeki tahmini hiicre
say1st Weibull dagilimi kullanilarak hesaplanmistir (Jo, Choi, Koh, 2007).

Literatiirde adacik igerisinde bulunan hiicre sayisinin 10-100.000 arasinda degistigi
bildirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz organoidlerin icerisindeki tahmini hiicre sayisi
kontrol grubu i¢in 500 ve p7-28 i¢in yaklasik 1000 hiicre olarak hesaplanmis ve bu sayinin
literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Cok fazla biiylimemis bu organoid yapilarinin
kiiltiir sirasinda kedisinin ¢ogalmasini sinirlayarak organoid boyutunun daha da fazla

artmamasina yol agmistir. Bu durum nekrotik merkezlerin olusmasini engellemistir.

PKH26 boyamas: hiicrelerde hiicre canliligini ve sitoplazmik membranin
biitiinligiiniin korundugunu gostermek icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Elde ettigimiz
organoidler PKH26 ile boyanarak hiicre canlilig1 ve membran biitiinliigiiniin her iki grupta

korundugu 21. giin inkiibasyonu sonrasinda gdsterilmistir.
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Calismamizda 3-boyutlu organoid modelleri pankreas adacik histolojik boyasi olan
dithizone boyasiyla boyanmistir. Bu boyama, pankreas adacik hiicrelerinde bulunan ¢inko
basta olmak iizere metal iyonlarina baglanan kiikiirt iceren bir bilesik olan dithizone boyasini
temel almaktadir. Boyama sonrasinda ¢inko igeren lokasyonlar parlak kirmizi renk ile
boyanir (Raikwar ve ark., 2015). Boyama sonrasinda kontrole kiyasla P7-28 organoidlerde
kirmizi-kahverengi boyamasinin daha fazla oldugu goézlemlenmistir. P7-28 organoid
modelinde insiilin salgilayan hiicrelerin terminal farklilasmaya giderek olgun pankreas

adaciklarinin gelistigi boyamayla ortaya konmustur.

Organoidlerde gen ekspresyon analizi ile iki temel nokta aydinlatilmaya ¢alisilmistir.
Bunlardan ilki elde ettigimiz organoidlerin ne Ol¢iide pankreas adaciklarina benzediginin
gosterilmesi, ikincisi ise yaslandirma modeline ne kadar organoid kiiltiiriinde taklit

edebildigimizi ortaya konmasidir.

Gen ekspresyon seviyesi analizinde ifade edilen insiilin, pankreas adaciklarinin beta
hiicreleri tarafindan iiretilen bir peptid hormonudur (Voet, 2011). Insiilin ekspresyonu
incelendiginde kontrol organoidine gére P7-28 grubu organoidlerinin daha fazla insiilin
ekspresyonu gerceklestirdigi goriilmiistiir. 2B kiiltiirde P7-28 grubunun kontrole gore
yaklagik 11 kat daha fazla insiilin ekspresyonu (ins1+ins2) gerceklestirmisken 3B organoid
kiltiiriinde bu ekspresyon kontrol grubuna gore P7-28 grubunun yaklasik 5 kat daha fazla
insiilin eksprese ettigi hesaplanmistir. Bu durum 3B kiiltiirlerde yaslandirma modeli olarak
gelistirilmis organoid’te insiilin sentezinin yavaslamasi olarak yorumlanmistir. Bu durum

ELISA 6l¢limii ile paralellik gostermektedir.

Insiilin miktar1 P7-28 ELISA ile él¢iildiigiinde daha az miktarda oldugu goriilmiistiir.
Pdx-1, insiilin ile birlikte ortak eksprese olan, B-hiicre olgunlagsmasi, pankreasin gelisimi ve
farklilagmas igin gerekli erken belirte¢ transkripsiyon faktériidiir. Insiilin ekspresyonuna
benzer sekilde Pdx-1’in kontrol grubuna gore P7-28 grubu organoidlerinde daha az eksprese
edildigi gortlmistir. 2B kiiltiirdeki Pdx-1 gen ekpresyonu yaslandirma modeli hiicrelerinde
heterojen karakterde de olsa diisme gozlemlenmistir. Pdx-1 gen ekspresyonundaki bu diisiis
insiilin sentezindeki bozulmay1 gostermektedir. Ayn1 zamanda bu durum tip 2 diyabet

modeline benzer bir sekilde insiilin salgisinda bir bozukluk oldugunu géstermektedir.
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Beta hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan glukokinaz, insiilin salgilama grantilleri ve

mitokondri ile iligkilidir (Arden, Harbottle, Baltrusch, Tiedge, Agius, 2004).

Yiikselen ve azalan glukoz oranmma gore, hiicre metabolizmasii diizenlemesi
sebebiyle karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli bir yer tutan glukokinaz ve kemirgenlerin
pankreas B hiicrelerinde glukoz sensoriiniin bir pargasi olarak islev goren Glut-2 gen
ekspresyon seviyesinde artis gdzlemlenmesi istenmeyen bir durumdur. Insiilin gen
ekspresyonunda oldugu gibi Glut-2 ve Glukokinaz’in gen ekspresyonu 2B kiiltiirde kontrole
gore ¢ok daha yiiksek iken organoid kiiltiiriinde bu genlerin ekspresyonlar1 kontrol grubu
hiicrelerin seviyesine inmistir. Hem insiilin hem de Glut-2 ve Glukokinaz’in organoid
kiiltiiriinde seviyelerinin 2B kiiltiire gore ciddi azalmasi bu hiicrelerin yaglanmaya bagh

olarak hiicre dejenerasyonunu isaret etmektedir.

Naiv adaciklar yalniz beta hiicrelerinden olusmay1p diger hiicreler olan alfa, delta ve
PPy hiicrelerinden de olusmaktadir. 2B kiiltiirde hiicrelerdeki glukagon ekspresyonu P7-
28’de yaslhlik 9 kat artmigken yaslandirma modeli organoidlerde bu ekspresyon yaklasik 1,3
kat azalma goriilmiistiir. Halbuki insiilin ekspresyonundaki azalis glukagon ekspresyonu
seviyesini artiric1 etki yaratmasi beklenirken, 3B kiiltiirlerde 2B kiiltiirlerdekinin aksine
azalma gozlemlenmistir. Glukagon seviyesindeki bu diislis insiilinle baglantili olmayip
adaciklardan salgilanan diger bir hormon olan somatostatinin ekspresyonundaki artis ile
iligkili olabilir. Henquin ve ark. makalesinde insiilin, glukagon ve somatostatin seviyelerinin
hem yaslanmada hem de tip 2 diyabette azaldig1 vurgulanmistir (Henquin, Ibrahim, Rahier,
2017). Calismamizda somatostatin ekspresyon seviyesi az artmis olmasina karsin bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu durum organoid kiiltiirii P7-28 grubunda yaslilik
fenotipinin olustugu yoniinde yorumlanmustir. Polipeptid gen ekspresyonu gruplar arasinda

bir farklilik géstermemistir.

Dogrudan mitokondri aktivitesini gdsteren Tomm?20 seviyesinin azalmasi
mitokondrilerdeki hasar1 gostermektedir. Ayni1 zamanda MCT-4 gen ekspresyon seviyesinin
artis organoid kiiltiirii P7-28 grubu hiicrelerindeki mitokondri hasarinin gergeklestigini
desteklemektedir. 2B kiiltiirde kontrol grubunda Tomm?20 seviyesi anlamli bir derecede
degismezken bu hiicrelerde de MCT-4 ekspresyonunda artis gdzlemlenmistir. Istatiksel
anlamli olmasa da Nrf2 miktarinda azalma olmas1 Tomm?20 ile iliskili oldugundan iki genin
de seviyesinin diismesi mitokondride hasar oldugunu desteklemektedir. P7-28 grubundaki

Tomm20 ve Nrf2 seviyelerinde azalma meydana gelirken MCT-4 seviyesi artmistir. Bu
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durum elde edilen yashilik modelinde mitokondri hasarinin meydana geldigini destekler

niteliktedir (Blesa, Prieto-Ruiz, Hernandez, Hernandez-Yago, 2007).

P7-28 organoid kiiltir grubunda Ki-67 gen ekspresyon analizinde hiicre
¢ogalmasindaki artisin gézlemlendigi gosterilmistir. Halbuki 2B kiiltiirde P7-28 grubu
hiicreleri WST-1 sonuglarina paralel olarak hiicre ¢ogalmalar1 yavaslamistir. Organoid P7-
28 grubunda gozlemlenen Ki67°deki artig beklenmeyen bir bulgu olup hiicrelerin ¢gogaldigin
gostermektedir. Ancak bu ¢ogalan hiicreler insiilin sekresyonu diisiik dejenere hiicrelerden

olustugu i¢in bu agidan tip 2 diyabet patolojine benzemektedir.

Hiicre stres belirteci olan p38a (MAPK)’ 1n gen ekspresyon seviyesindeki artis P7-28
organoid grubunda yaglilik fenotipinin gergeklestigi ve hiicrenin stres altina girdigini
gostermektedir. Benzer sekilde 2B P7-28 grubu hiicrelerinde p38a seviyesinde artis olustugu

gbzlemlenmis ve hiicrenin strese girmesi yaslanmay1 destekleyici niteliktedir.

P7-28 grubunda RAGE ve HOL1 seviyelerinde istatiksel olarak belirgin bir artis
goriilmesede, SOD1 miktarinin azalmas1 oksidatif strese maruz kaldigi ve ROS miktarinin
arttigin1 gostermektedir. Bu durum organoid yaslanma modelini elde ettigimizi dogrular
niteliktedir. P7-28 grubunda Duox-1 seviyesinde artis gozlemlenmistir. Bu durum modelde

oksidatif stres olustugunu gosterir.

Yapilan literatiir taramasinda NoOX-4 seviyesindeki artisin oksidatif stres ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugundan kaynaklandig: tespit edilmis olup, ¢aligmamizda
Nox-4 seviyesindeki artis gok belirgin olmasada artis gézlemlendigi belirlenmistir (Vendrov
ve ark., 2015).
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5.1. Smirhliklar

Bu calismada organoid gelistirmek icin matrijel kullanilmistir. Matrijel bir protein
matriks yapisina sahip olmasindan dolay1 yapisi igerisinde baslica hormon ve sitokinler
olmak iizere bir¢cok yliksek molekiiler agirliga sahip molekiillerin diflizyonunu
engelleyebilme kapasitesi bulunmaktadir. Matrijelin proteini tutma O6zelligi immiin
boyamalar sirasinda antikorun gegirgenligine izin vermemesi, SASP Ve insiilin
molekiillerinin matrijel i¢erisinde depolamasi 6l¢timlerde sikinti yaratmis ve bu ylizden de

standart sapmalarinin yiiksek olmasi ile sonuglanmistir.

Wang ve ark. yapmis oldugu ¢alismada maturasyon yontemi ile organoidler kiigiik
parcalar haline getirilerek 15 pasaj atlatilarak ortamdan matrijeli uzaklastirilmistir. Bu
calismada yaslandirma modeli ¢alisildigindan degisken sayisini en aza indirmek igin
konjugatif yaslanma modeli grupta pasaj islemleri sinirlandirilmistir. Ancak bunun sonucu

olarak matrijel uzaklagtirtlamamustir.

Eriskin kok hiicreler organoid olusturulmada kullanildig1 i¢in ¢ok yavas ¢ogalma hizi
gostermistir. Pluripotent kok hiicrelerin ¢ok daha hizli ¢ogaldigi i¢in bu hiicrelerden tiiretilen
organoidler ¢ok kisa bir siire igerisinde gelisirken ¢alismamizda kullanilan hiicreler yavas
cogaldigindan organoidler hizli gelisememekte ve analiz edilebilecek biiyiikliikteki
organoidler ancak 21. giiniin sonunda elde edilmistir. Organoidin elde edilis hizindaki

yavagslilik bir sinirhiliktir.

Immiin boyama ve histolojik analizler i¢in organoidlerin kesit alinmas1 gerektiginden
once organoidler alkol serilerinden gegirilerek doku takibi yapilmigs sonra parafine
gomiilmistiir. Ancak kesit alindiginda organoidler yapisal olarak bozuldugu i¢in parafin
bloklarindan basarili kesitler alinamamistir. Bu sebeple yontem degistirilerek literatiirde de
yer alan kriyo kesit yontemi ile kesitler alinmistir. Ancak bu yontem degisikligi sonucunda
immiin boyamada kullanilmas1 6n goriilen baz1 antikorlarin yontemle uyumlu olmadig:

goriilmiis ve ornekler ilgili antikor ile boyanmamustir.

Calismamizda kullanilan hiicreler kok hiicre 6zelligi gosterdigi i¢in ¢ok az da olsa
telomeraz enzim aktivitesi bulunmaktadir. Telomerin hedef aldigi replikatif yaslanmada kdk
hiicrelerin telomer bdlgeleri kritik diizeyde kisalmadigi igin yaslanma fenotipi kok
hiicrelerde olusmamaktadir. Konjugatif yaslandirma sirasinda hiicrelerin farklilagmasi,

telomeraz enzim aktivitesini kaybettigi i¢in hiicre yaglanmaya gitmektedir. Hiicrelerdeki
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temoleraz aktivitesini 6lgmek i¢in ¢ok sayida hiicreye ihtiya¢ oldugu ig¢in organoid modeli
olustururken hiicre sayimiz kisitli oldugu i¢in telomeraz enzim aktivitesi dl¢iilememistir.
Organoid  gelistirilmesi  sirasinda 21  giin  organoid  Kkiiltiirlinde  farklilagma
gerceklestirilmistir. Ancak literatiirde yer alan konu ile ilgili bazi makalelerde bu kiiltiir
stiresinin 3 aya kadar uzatildig1 goriilmiistiir. Bu siirecin hiicrelerin farklilasmasini olumlu
yonde etkiledigi diisiiniilmektedir. Ancak yaslandirma modelinde pasaj atlatilamadigr i¢in
ilgili makalelerdeki hiicre gruplarinin uzun siire Kkiiltiiri  bizim ¢alismamizda

gergeklestirilememistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz in vitro kosullarda Pax4 ve MafA
(musculoaponeurotic genleri aktarilmis sican pankreatik adacik kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (MafA+ /Pax4+ -sSPA-MKH) kullanilarak elde edilen 3B yaslilik organoid
modelinde mitokondri hasarinin incelenmesi  amaglanmustir. Calismamiz sonucunda 3
farkli yaglanma modeli gelistirildi. En iyi yaslanma modelinin konjugatif yaslanma modeli
oldugunu gézlemlendi. Bu yaslandirma modeli ile organoid modeli olusturuldu. Organoid
modeli igerisinde mitokondri hasarinin olustugu ve insiilin miktarinin azaldigi gézlemlendi.
Yaslilik modeli olarak kullanilabilecek bir model oldugu ortaya ¢iktig1 belirlendi. Ancak tip
2 diyabette beklemis oldugumuz patolojiden ¢ok tip 2 diyabetin gelisimi sirasinda
gozlemlenen bir patoloji oldugu ortaya ¢ikti bu durum da en azindan yaslilik modelinin

calistigini gosteren bir ifade olabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermis olduk.

Gelistirilen bu organoid modellerinin etkinliklerinin degerlendirilmesi yalniz in vitro
ortamlarda gerceklestirilmistir. Canli hayvanlarin kullanilmasiyla yapilacak olan in vivo
calismalar hem gelistirmis oldugumuz organoidlerin fonksiyonel pankreas adacik organoidi

oldugunu gosterilmesinde ¢ok faydali olacaktir.

Pankreas adacik organoidlerinin islevselligi testinde birtakim sorunlarla
karsilasilmistir. Matrijelin kullanilmasi nedeniyle insiilin matriks igerisine tutuklanmis ve
bunun sonucu olarak salinim testi gerceklestirilememistir. Ileride yapilacak calismalarla
matrijel yerine kullanilabilecek insiilin gibi proteini diflizyonunu engellemeyen farkli

matrikslerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.
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basvuru dosyas: ve iigili belgeler, aragtirmanin gerekgesi, amaci, yaklagim ve yontemleri, goniilliler
igin beklenen yarar ve riskler dikkate akinarak degerlendirilmis ve arastirmanin ilgili protokol
Karar Bilgileri dogrultusunda belirtilen merkezlerde ylriitiimesi etik agidan,
BUygun bulunmusgtur,
[T Eksikliklerin tamamlanmasi kosulu ile uygun bulunmugtur.*
D Uygun bulunmangtir.*
Hasta Haklan Yonetmeligi (01.08.1998/23420); Biyoloji ve Tibbin Uygulanmas: Bakimindan Insan
Haklan ve insan Haysiyetinin Korunmasi Sozlesmesi: Insan Haklan ve Biyotip Sozlesmesinin Uygun
Bulunduguna Dair Kanun (09.12.2003/25311); Biyotip Arastirmalanna iliskin insan Haklar ve Biyotip
Davanakien Sézlegmesine Ek Protokoliin Onaylanmasinin Uygun Bulunduguna Dair Kanun (29.03.2011/27899);
e ilag ve Biyolojik Uriinlerin Kiinik Arastirmalari Hakkinda Yonetmelik (13.04.2013/28617); Tibbi Cihaz
Klinik Aragtirmalan Yénetmeligi (06.09.2014/29111); Dinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi; lyi Klinik
Uygulamalan Kilavuzu; Tiirk Tabipleri Birligi Hekimlik Meslek Etigi Kurallar; Turk Tabipler| Birigi
Arastirma Etidi Bildirgesi
Etik Kurul Uyeleri
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* Gerekge ve Gneriler:
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Tez Denetleme Listesi

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmistir.

0 Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde
elde edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danigman adi yazilmamalidir).

U Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildu.

0 Tez kapagi sirt kismina kilavuzda belirtilen sekilde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program, y1l yazildi.

U Onay sayfas1 uygun sekilde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir,
imzalarin ayn1 renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, i, iii seklinde Romen rakamlar1 konuldu.
Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bi¢cimde yazildi.
Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde yazildi.

Ana metin satir arali1 1,5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar alfabetik siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.
Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

Lisansiistii egitim sirasinda yapmis oldugu yayinlar ve bildiriler eklendi.
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Teze ait intihal raporu eklendi.

Yazar Danigman

Imza Imza
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