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OZET

Immortal Beta Hiicre Hatti Kaynakli Mikrovezikiillerin Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Insiilin Ureten Hiicrelere Farkhlasma Potansiyeline Etkisi

Amac: Ortak kiiltiir yontemi kullanilarak insan Wharton jeli (gobek bagi) kaynakli
mezenkimal kok hiicre (iWJ-MKH)’lerin beta hiicrelerinden salinan eksozomlar ile insiilin
sentezleyen beta benzeri hiicrelere farklilagmasi amaglanmistir. Diyabet, giliniimiizde
toplumun her kesimini etkileyen ve heniiz kesin bir tedavisi bulunamamis onemli bir
sorundur. Bu hastalarin %10 ‘unu olusturan Diabetes Mellitus Tip 1 hastalarinda devaml
olarak gergeklesen beta hiicre yikimi sonucunda insiilin azlig1 veya yoklugu olusur. Glikoz
homeostazinin tekrar saglanabilmesi i¢in hiicresel tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Kok
hiicrelerin farklilagsma 06zellikleri kullanilarak diyabet hastaliginda kaybedilen beta
hiicrelerini  yerine koyma, sik¢a arastirilan konulardan birisidir. Kok hiicrelerin
farklilasmaya yonlenmesinde, bulundugu mikrogevrenin etkinligi birgok c¢alismayla
denenmistir. Hiicrelerden mikrogevrelerine salgilanan vezikiillerden biri olan eksozomlarin
hiicreler aras1 iletisimde rolii oldugu ve igeriginde salgilandigi hiicreye ozgii gen

transkripsiyon faktorlerinin ve proteinlerin bulundugu gdsterilmistir.

Yontem: Bu dogrultuda iWJ-MKH’ler ¢ogaltildiktan sonra, kok hiicre karakterizasyonu
icin adipojenik, osteojenik, kondrojenik hiicre farklilagsma ¢alismasi ve akis sitometri ile
analiz edilmistir. iWJ-MKH’ler kimyasal uyaricilar ile endokrin hiicre farklilagmasina
yonlendirilmistir. Bu siirece ek olarak beta hiicrelerinden elde edilen eksozomlar kimyasal
olarak uyarilmis kok hiicreler ile ortak kiiltiire alinmistir. Hedgehog sinyal yolaginin
susturulmasi i¢in GANT61 eksozomlar ile birlikte inkiibe edilerek eksozomlar modifiye
edilmis ve hiicrelerde aktif olan Hedgehog sinyal yolagi da bu modifiye eksozomlarin

kiiltiir ortamina eklenmesiyle susturulmustur.

Bulgular: Hiicreler 21 giin boyunca endokrin hiicre farklilagtirma siirecine alinmig ve gen
diizeyinde hiicrelerin farklilastigi gozlemlenmistir. Kimyasal uyar1 grubu ile Kimyasal

uyart + Eksozom grubu hiicreleri karsilastirilmis ve beta hiicre belirteglerinin gen



ekspresyonlar1 agisinda iki grup arasinda belirgin bir fark bulunmamistir (p>0,05). Bu
durum eksozomlarin kimyasal uyaricilarin varliginda hiicre farklilasmasi yoniinde belirgin
bir etkisinin olmadigini gostermektedir. GANT61 ile modifiye edilen eksozomlarin
kullanim1 sonucunda MKH’lerde Hedgehog sinyal yolagi susmus ve GANT61 + Kimyasal
uyar1 + Eksozom grubu hiicrelerde SHH1 ekspresyonu 4,17 kat diismiistiir. Susmanin
gerceklestigi hiicre grubunda, susturulmamis hiicre grubuna gore Insiilinin 1,8 kat ve

Ngn3’iin 4,32 kat daha yiiksek ifade edildigi belirlenmistir (p<0,05).

Sonu¢: Bu calismada eksozomlar kimyasal bir inhibitorle modifiye edilerek kok
hiicrelerde Hedgehog sinyal yolaginin susturulacagi ve bu yolagin etkisizlesmesiyle iWJ-

MKH ‘lerinin endokrin hiicrelere farklagsmas1 veriminin artirilabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler:

Endokrin hiicre; Eksozom; Farklilasma; Hedgehog sinyal yolag:; Inhibisyon; K&k hiicre



ABSTRACT

The Effect of Immortal Beta Cell Line Microvesicles on Insulin-Producing Cell
Differentiation of Mesenchymal Stem Cells

Aim: It was aimed to differentiate human Wharton's jelly mesenchymal stem cells (hWJ-
MSCs) by co-culture with exosomes derived from beta cells into insulin-secreting beta-like
cells. Diabetes is a critical issue that affects every part of society today without any
definitive treatment yet. In Diabetes Mellitus Type 1 patients, which constitute 10% of
these patients, insulin deficiency or absence occurs as a result of continuous beta cell
disruption. Cellular therapies are being developed to restore glucose homeostasis in this
patients. Replacing beta cells lost in diabetes using the stem cells after the differentiation is
one of the hot researched topics. During the committment of stem cells to differentiate, the
effect of micro-environment has been practicing in many studies. It has been shown that
exosomes, one of the micro-vesicles secreted from the cells, play a role in intercellular
communication and in the differentiation induction with their content of cell-specific

transcription factors and proteins.

Method: In this direction, hWJ-MSCs were cultured, and the cells were characterized by
the differentiation into adipogenic, osteogenic, chondrogenic cell lines and flow cytometry.
hWJ-MSCs were committed to endocrine cell differentiation with chemical stimuli. In
addition to this process, exosomes obtained from 1.1B4 beta cells were co-cultured with
chemically stimulated stem cells. To silence the Hedgehog signal pathway, the exosomes
were modified by incubation with GANT61. Exosomes with GANT61 was used to silence

the hedgehog signal pathway, which was still active in hWJ-MSCs.

Results: The cells at 21th day of the endocrine differentiation were collected and
differentiation was confirmed by gene expression analyses. Compared with the chemical

stimulant group, the chemical stimuli + exosomal group cells were compared and there was

Vi



no significant difference between them in terms of gene expression of beta cell markers
(p> 0,05). This suggests that exosomes did not have a significant effect on cell
differentiation in the presence of chemical stimulants. In the exosomes modified with
GANTG61, the hedgehog signal pathway in MSCs was inactivated and the expression of
SHH1 in GANT61+Chemical stimulation+Exosomal group cells decreased by 4.17 fold. It
was determined that insulin expression increased by 1.8 times and Ngn3 expression was

improved by 4.32 times compared to that in the non-silent group (p <0,05).

Conclusion: In this study, exosomes were modified with a chemical inhibitor, and
Hedgehog signaling pathway in stem cells was achieved to be silenced, and the
differentiation efficiency of hWJ-MSCs into endocrine cells could be improved by

inactivating this pathway.

Key Words:

Endocrine cells; Exosomes; Differentiation; Hedgehog signaling pathway; Inhibition; Stem

cell
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Diyabet, pankreasin yeteri kadar insiilin liretememesi ya da iiretilen insiilinin etkin
bir bicimde kullanilamamasi sonucu olusan kronik bir hastaliktir. 2005 ve 2030 yillari
arasinda diyabete bagli oliimlerin iki katina ¢ikacaginmi 6ngéren Diinya Saglik Orgiitii
(World Health Organization, WHO) verilerine gore yaklagik 347 milyon insan diyabet
hastasidir. Sinir sistemi ve kan damarlar1 basta olmak iizere viicutta bulunan bir¢cok doku

ve organi olumsuz etkileyen bu hastaligin, kesin tedavisi bulunamamustir.

Pankreatik adaciklardaki beta hiicrelerinden salgilanan ve kan glikoz seviyesini
dengede tutan hormon olan insiilinin {iretimi, beta hiicrelerinin otoimmiin nedenlerle
yikim1 sonucu azalmaktadir. Bunun sonucu olusan hiperglisemi ve hipergliseminin viicutta
yol agtig1 gesitli rahatsizliklar ile seyreden bu hastalik, tip 1 diyabet olarak
adlandirilmaktadir. Tip 1 diyabetli hastalar, hayatlarin1 saglikli ve kaliteli siirdiirebilmek
icin disardan insiilin alimina ihtiya¢ duyarlar. Ancak bu durum bir tedavi degil, hastaligin
belirtilerini azaltmak amaciyla yapilan bir takviyedir. Tip 2 diyabet ise, insiilin direnciyle
olusabildigi gibi beta hiicrelerinin fonksiyon kaybiyla da olusabilir. Tip 2 diyabet
hastalarinin digaridan insiilin almalarina gerek yoktur, diyetlerine dikkat ederek hastalik

belirtilerini azaltabilirler.

Tedavisi olmayan ve yaygin goriilen hastaliklardan biri olan tip 1 diyabetin, hastalik
belirtilerini azaltmak icin hastalar disaridan insiilin almaktadirlar. Giliniimiizde tip 1
diyabetin tedavisi i¢in, beyin oliimii gergeklesmis donorlerden pankreas nakli ve adacik

nakli gerceklestirilmektedir.

[k olarak 1966 yilinda yapilan pankreas nakli ameliyati, ciddi ve agir bir ameliyattir
ve ameliyata bagli 6lim riski %10-15tir. Ayrica organ reddini engellemek icin siirekli
immiin baskilayict ilag kullanimi gerekmektedir. Kullanilan bu ilaglar, hastanin
enfeksiyona yakalanma riskini artirdigr gibi ciddi organ hasar1 da yapabilir. Ancak bobrek
yetmezligi olan tip 1 diyabet hastalarinda tiim pankreas nakli ile bobrek naklinin de
yapilmasi kan glikoz seviyesinin kontrol altina alinmasinda oldukga etkilidir (Shapiro
2012).



Adacik naklinde ise pankreas kollajenaz enzimi ile muamele edilir ve Ricordi Odas1
(Ricordi Chamber) denilen sistemle bu adaciklar saflastirilarak karaciger portal veninden
hastaya nakledilir (Ricordi ve dig. 1988, Bruni ve dig. 2014). Cogu durumda hastalarin
yeterli islevsel adaciga sahip olmasi i¢in adacik naklini iki ya da daha fazla kez
tekrarlamak gerekmektedir (Shapiro 2012). Ayni zamanda hastalara nakledilen bu yeni
adaciklar immiin ataklara ugrayip yok edilebilirler. Adacik naklinde hastalar pankreas
naklinde oldugu gibi immiin baskilayici ilaglar almaktadirlar ve buna ragmen nakledilen
adaciklarin %601 ¢esitli stres faktorlerinin ve baskilayici ilaglarin etkisiyle apoptoza
gitmektedir (Johnson ve dig. 2009, Emamaullee ve Shapiro 2006, Emamaullee ve Shapiro
2007).

Bu uygulamalar igin gerekli donér sayisinin az olmasi ve kullanilan tedavi
yontemlerinin yan etkilerinin ciddi sonuglar dogurmasi nedeniyle yeni tedavi yontemleri
arastirilmaktadir. Hastaligin  Onlenmesi ic¢in yapilan ¢aligmalarin amaci otoimmiin
reaksiyonu azaltmak ve boylece beta hiicrelerini belirli bir seviyede tutmaktir. Diyabetin
tam tedavisi icin Langerhans adaciklarinda bulunan ve otoimmiin ataklar sonucu

kaybedilen beta hiicrelerinin yerine konmasi gerekmektedir.

Giiniimiizde tedavisi heniiz bulunamamis diyabet ve benzeri diger hastaliklar i¢in
gelistirilen hiicresel tedavi ve kisiye 6zel tedavi yontemlerinde hastalar i¢cin umut verici
gelismeler olmustur. Yapilan bilimsel arastirma ve deneylerde olumlu sonuclar alinmis,
insan pankreatik adaciklarinda kok hiicre varligi kanitlanmig (Eberhardt ve dig. 2006) ve
insan viicudunda bulunan farkli hiicrelerden beta benzeri hiicre elde edilmistir (Zhu ve dig.
2016, Prabakar ve dig. 2012, Phadnis ve dig. 2011, Okura ve dig. 2009, Lock ve
Tzanakakis 2007).
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Cizim 1.1. Diyabetin tedavisinde kok hiicre esash yaklagimlar. imamoglu ve dig. (2015

s.616)’dan alinmustir.

Hiicresel tedavi yaklasimlarindan biri olan kok hiicre tedavileri, klinikte bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Zhang ve dig. 2006, Kharaziha ve dig. 2009,
Tyndall 2012). Diyabetin tedavisi i¢in de c¢esitli kok hiicre aracili tedavi yaklasimlar
bulunmaktadir (Cizim 1.1). Diyabetin tedavisinde kaybedilen beta hiicrelerini yerine
koymanin yani sira devam eden otoimmiin ataklari da engellemek gerekmektedir. Bu
nedenle kok hiicrelerin immiin baskilayict ve immiin diizenleyici etkilerinden
yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir (Imamoglu ve dig. 2015 s.616). Farkli kaynaklardan
elde edilen kok hiicreleri, laboratuvar ortaminda adacik veya beta hiicrelerine

farklilastirmak da hiicresel tedavi yaklasimlarindan biri olarak degerlendirilmektedir.

Kok hiicrelerin farklilagsma o6zellikleri kullanilarak diyabet hastalifinda kaybedilen

beta hiicrelerini yerine koyma, tedavi yaklasimlarindan birisidir. Kok hiicrelerin
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farklilasmaya yonlenmesinde ise bulundugu mikrogevrenin etkinligi birgok c¢alismayla
kanitlanmis ve in vitro ve in vivo olarak denenmistir (Discher ve dig. 2009, Yilmaz ve dig.
2015). Mikrogevre, hiicreler tizerindeki etkisini, hiicrelerden salgilanan sitokinler ve
vezikiiller aracilig1 ile parakrin olarak gosterir. Hiicrelerden mikrogevrelerine salgilanan
vezikiillerden biri olan c¢ksozomlar, son zamanlarda {izerinde en ¢ok durulan
mikrovezikiillerdendir. Hiicreler arasi iletisimde rolii oldugu bir¢cok ¢alismayla kanitlanan
ve iceriginde salgilandig: hiicreye 6zgili gen transkripsiyon faktorleri ve proteinler bulunan
eksozomlar, in vitro deneylerde sikg¢a kullanilmaktadir (Thery ve dig. 2002, Valadi ve dig.
2007, Mathivanan 2012, Urbanelli ve dig. 2013).

Eksozomlarin mikrogevredeki hiicreler tizerindeki etkisi in vitro c¢alismalarla
arastirllmis ve onemli sonuglar elde edilmistir. Ozellikle antijen sunma sirasinda
eksozomlarin etkin gorev aldigi kanitlanmistir (Nolte-t Hoen ve dig. 2009). Eksozomlarin
tasidigit mRNA’larin kodladigi proteinler, alict hiicre sitoplazmasinda gozlenmistir.
Tasmman mRNA’larin fonksiyonel olmasi, bdylece alici hiicrenin protein {iriinlerini
diizenlenmesi, eksozomlarin hiicre-hiicre iletisiminde yeni bir arag¢ olabilecegini

gostermektedir (Valadi ve dig. 2007, Montecalvo ve dig. 2011).



1.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, yenileyici (rejeneratif) ve tamir edici (reparatif) tip alaninda, hasarlh
doku veya organin fizyolojik islevini yerine getirmesine yardimci olmak icin kullanilan
hiicre tiplerinden biridir. Hasarli bolgeyi onarabilecek sayida ve kalitede yonlendirilmis
veya yonlendirilmemis kok hiicre nakledilmesi ya da nakledilen kok hiicrelerin o bolgedeki
diger hiicre ve kok hiicrelere rehberlik yapmasi sayesinde olumlu sonuglar alinmaktadir

(Karaoz ve Oval1 2004).

Kok hiicreleri diger somatik hiicrelerden ayiran énemli 6zellikler yiliksek boliinme
kapasiteleri, kendilerini yenileyebilmeleri ve farklilagmalaridir. Kok hiicrelerin yiiksek
bolinme kapasitelerini telomeraz enzimi saglamaktadir. Telomerler, kromozomlarin
uclarinda bulunan ve kromozom uglarmin yapisal biitiinligliinii koruyan, diger
kromozomlarla birlesmeyi (flizyon) ya da kendi ilizerinde katlanarak halkasal bir
kromozom olugmasimi (ring kromozomu) engelleyen tekrarlanan DNA dizileridir. Insan

kromozomlarindaki telomerler 3’-TTAGGG-5" seklinde sirali binlerce bazdan olusur.

Hiicre bolinmeleri sirasinda, DNA’nin 3’ ucunda 50-200 niikleotitlik kayip
yasanmaktadir. Boliinmeler arttik¢a kayiplar da artmakta ve kromozom uglarindaki
kisalma ciddi boyutlara ulasmaktadir. Yapisinda telomeraz tersine transkriptaz (TERT) ve
telomer RNA’s1 bulunan riboniikleoprotein yapisindaki telomeraz enzimi, telomer

bolgelerini uzatarak kayip olusmasini engellemektedir.



Somatik hiicrelerde bu enzim aktif olmadigr i¢in her hiicre boliinmesi ile telomer
kisalir ve hiicre boliinme 6zelligini kaybeder. Ancak insan germ, timdr ve embriyonik
hiicrelerinde telomeraz enzim aktivitesi bulunmustur ve bu enzimin hiicrelerin yenilenme,
cogalma kapasitelerinden sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Kok hiicreler de somatik
hiicrelerden farkli olarak telomeraz enzim aktivitesine sahiptir ve bu enzim sayesinde uzun

stire boliinme 6zelliklerini koruyarak ¢ogalir ve kendilerini yenilerler (Kong ve dig. 2014).

Kok hiicrelerin ana 6zelliklerinden birisi, herhangi bir dokuya ait 6zellesmis yapiya
sahip olmamasidir. Bunun yan sira kalp kasi, sinir hiicresi ve benzeri 6zellesmis islevsel
viicut hiicrelerine kaynaklik edebilirler (Inan ve Ozbilgin 2009). K&k hiicreler farklilagma
yetenekleri agisindan ii¢ gruba ayrilir ve totipotent, pluripotent ve multipotent olarak

adlandirlirlar.

Embriyoyu ve embriyo dis1 doku, organ ve membranlarin hepsini olusturabilecek
kapasitedeki embriyonel hiicreye totipotent kok hiicre denilmektedir (De Los Angeles ve
dig. 2015). Bolinmeler geciren zigotta 8 hiicreye kadar tiim blastomerler totipotenttir.
Segmentasyon siiresince sitoplazma biiyiimesi olmadan bdliinmelere devam eden embriyo,
blastosist ad1 verilen yapiy1 olusturur. Blastosistin i¢inde bulunan i¢ hiicre kiitlesinden elde
edilen hiicreler ise pluripotent kok hiicreler olarak adlandirilir ve {i¢ germ tabakasi olan
endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarina ve bu tabakalardan koken alan viicut
hiicrelerine (yaklasik 270 cesit) kaynaklik ederler. Ancak tam bir embriyo olusturamazlar.
Embriyonik germ hiicreleri, embriyonik karsinoma hiicreleri ve indiiklenmis pluripotent

kok hiicreler de pluripotent kok hiicre grubuna girerler (Mitalipov ve Wolf 2009).

llerleyen evrelerde hiicreler pluripotensi 6zelliklerini kaybederek multipotent kok
hiicrelere doniisiirler. Multipotent kok hiicreler ait olduklar1t dokunun hiicre tiirlerine
farklilagabildikleri gibi farkli dokulara ait hiicrelere de farklilasabilmektedir (Eguizabal ve
dig. 2013).



1.2.1. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara gore; blastosistin i¢ kitlesinden elde edilen
embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kok hiicreler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Embriyonik olmayan kok hiicreler ise eriskin kok hiicreler, fetal kok hiicreler ve

kadavradan elde edilen kk hiicreler olarak gruplandirilirlar (Cizim 1.2.) (Inan ve Ozbilgin

2009)
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Cizim 1.2. K6k hiicre siniflandirmasi. Inan ve Ozbilgin (2009)’den alinmustr.



1.2.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Pluripotent hiicreler olan embriyonik kok hiicreler (EKH) ilk olarak 3,5 giinliik fare
blastosistinin i¢ hiicre kitlesinden elde edilmistir (Evans ve Kaufmann 1981). Embriyonik
kok hiicreler {i¢ germ tabakasina (endoderm, mezoderm ve ektoderm) ve bu tabakalardan
gelisen tiim hiicrelere farklilagabilmelerine ragmen, trofoektoderm gibi embriyo dis1
yapilar1 olusturamazlar. Embriyonik kok hiicreler i¢ hiicre kitlesi ¢ikartilmis blastosistlere
nakledildiklerinde pluripotensi &zelliklerini koruyarak 1ii¢ germ tabakast ve esey

hiicrelerine farklilasabilmektedir.

Primat embriyonik kok hiicre hattinin izole edilmesinin (Thomson ve dig. 1995)
ardindan, ilk insan embriyonik kok hiicre hatti, in vitro fertilizasyon (IVF) kliniginden
bagislanan embriyolardan elde edilmistir (Thomson ve dig. 1998). Bu gelismelerin

ardindan bircok embriyonik kok hiicre hatti elde edilmistir.

Niikleositoplazma orani yiiksek olan embriyonik kok hiicreler, yiiksek farklilagsma
potansiyeline sahiptir ve alkalen fosfataz aktivitesi gdsterirler. Insan embriyonik kok
hiicreleri SSEA-3 (stage-specific embriyonic antigen-3), SSEA-4 (stage-specific
embriyonic antigen-4), TRA-1-60 ve TRA-1-81 yiizey belirteglerini tasirlar ve Oct4, Sox2,
NANOG gibi genleri eksprese ederler (Oluseun ve dig. 2007).

Embriyonik kok hiicreler, agir kombine immiin yetmezligi (SCID) olan ya da atimik
olan farelere enjekte edildiginde teratom olustururlar. Bu teratomlar bagirsak epiteli gibi
endoderm kokenli, kikirdak ve kemik gibi mezoderm kokenli ve noral epitelyum gibi

ektoderm kokenli yapilari barindirir (Thomson ve dig. 1998).
Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicrelerin kesfedilmesi, izole edilmesi ve kiiltiire edilebilmeleri
biyoloji alaninda ylizyilin en biiyiik bulusu olarak goriilmektedir. Embriyonik kok hiicreler
teorik olarak viicutta bulunan her hiicre tiiriine farklilasma potansiyelleri ve yliksek
boliinme kapasiteleri sayesinde hastalik arastirmalarinda tercih edilen kok hiicreler

arasidadir.



Insan embriyonik kok hiicreleri fertilize olmus bir oositin 5.giiniinde olusan
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir. Embriyonik kok hiicrelerin, insan hayatini
zorlastiran hastaliklarin arastirilmasinda kullanilmasi diistintiliirken, bir embriyonun imha
edilmesiyle elde edilmesi etik sorunlari gliindeme getirmistir. Canlilarin en temel hakki
yasama hakkidir. Bu nedenle aragtirma amaciyla yasama olasilig1 olan bir canlinin hayatina
son vermek cesitli kesimler tarafindan elestirilmis ve etik bulunmamistir. 2002 yilindan
once, IVF kliniklerinde yardimei lireme teknikleri ile iiretilen ve kullanilmayan fazla
embriyolardan elde edilen embriyonik kok hiicrelerin kullanimi bazi {ilkelerde serbestti.
Ancak aragtirma amaciyla embriyo liretmek, Avrupa Konseyi bilinyesinde hazirlanan
Biyoloji ve Tibbin Uygulanmasi Bakimindan insan Haklar1 ve Insan Haysiyetinin
Korunmasi Sozlesmesi: Insan Haklar1 ve Biyotip Sézlesmesince yasaklanmistir.
Ulkemizde ise Saglik Bakanligi 19.9.2005 tarihli bir genelgeyle, bakanlkta siirdiiriilen
hukuki ¢alismalar sonuglanincaya kadar embriyonik kok hiicre arastirmalariin, kamu ve
6zel kurum ve kuruluslar ile {niversiteler biinyesinde yapilmamasi gerektigini
duyurmustur (Coban 2009). Embriyonik kok hiicre ¢alismalarinin bu sekilde kisitlanmasi
arastirmacilar farkli ¢éziimler bulmaya itmistir. Bu sorunlart agmanin yollarindan birisi de

laboratuvar ortaminda pluripotent kok hiicreler tiretmektir.

Somatik hiicreler, embriyonik kok hiicrelerle fiizyon yapilarak ya da g¢ekirdek
materyali oositlere nakledilerek geri programlanabilirler (Wilmut ve dig. 1997, Cowan ve
dig. 2005). Oct 3/4, c-Myc, Sox2 ve KlIf4 gibi transkripsiyon faktorleri erken donem
embriyolarda ve embriyonik kok hiicrelerde pluripotensinin devaminda islev goren
faktorlerdir. Bu faktorler pluripotensinin devaminda rol aldigi gibi somatik hiicreleri

pluripotensi kazanmalar1 yoniinde de indiikleyebilirler (Takahashi ve Yamanaka 2006).

Shinya Yamanaka ve ekibi 2006 yilinda, embriyonik kok hiicrelerde pluripotensinin
devam icin gerekli oldugu bilinen 24 faktdr arasindan Oct 3/4, c-Myc, Sox2 ve Klf4’ten
olusan faktér kombinasyonunu fare embriyonik ya da erigkin fibroblastlarina aktararak
uyarilmig/indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (UPKH-iPSCs) elde etmislerdir. Bu
hiicrelerle yapilan analizlerde, embriyonik kok hiicrelere benzer morfoloji ve molekiiler
ozellikler gosterdigi ve immiin sistemi baskilanmis ya da atimik olan farelere subkutan
olarak nakledildiginde ii¢ germ tabakasina ait dokular i¢eren tiimor yapisinin olustugu

gbzlenmistir. iPS hiicreleri blastokist i¢ine enjekte edildiginde embriyo olusumuna katkida



bulunmustur. Bu sonuglar pluripotent kok hiicrelerin, birkag transkripsiyon faktorii ile

fibroblastlardan elde edilebildigini gostermistir (Takahashi ve Yamanaka 2006).

1.2.1.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Embriyonik olmayan kok hiicreler erigkin kok hiicreler, fetlis kok hiicreleri ve
kadavra kok hiicreleri olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilir ve multipotent 6zelliktedir. Eriskin

kok hiicreler ise;

1. Hematopoietik kok hiicreler
2. Mezenkimal kok hiicreler
3. Organlardaki kok hiicreler seklinde siniflandirilmaktadir (Karaéz ve Ovali

2004).

Eriskin kok hiicreler, diger kok hiicreler gibi uzun siire ¢ogalma ve farkli hiicre
tirlerine veya Onciilerine farklilasma potansiyelleri vardir. Ektoderm, mezoderm ve
endoderm kaynakli doku hiicrelerine doniisme potansiyellerinin var olmasiin yani sira,
embriyonik kok hiicrelerde oldugu gibi teratom olusturma riskinin ve etik sorunlarinin

olmamasi nedeniyle yenileyici tipta sik olarak kullanilmaktadir.

Hematopoietik kok hiicreler (HKH), ¢ogunlukla kemik iligindeki nislerde yerlesik
olarak ve az miktarda periferik kanda bulunan, kendilerini yenileyebilen ve kan dokusunun
tim hiicre tiirlerine farklilagabilen kok hiicrelerdir. Hematopoietik kok hiicreler (CD:
Cluster of Differentiation) CD34, CD45 ve CD14 yiizey belirteglerini tasirlar (Karadz ve
Ovali 2004).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) farklilagsma yetenegi dahilinde birg¢ok hiicre tiiriine
farklilagabilen, fibroblastik morfolojiye sahip multipotent kok hiicrelerdir. Ilk kez fetal
buzagi serumu igeren kemik iliginin kiltiiri sirasinda elde edilmistir ve 1970 yilinda
Friedenstein tarafindan tanimlanmistir (Friedenstein ve dig. 1966, Friedenstein ve dig.
1970). Kemik iligi disinda yag doku, kordon kani, sinoviyal sivi, dental pulpa, gobek bagi
matriksi, kil kokii gibi bircok doku ve organdan elde edilebilmektedir (Karaéz ve Ovali
2004).

Laboratuvar ortaminda c¢esitli dokulardan izole edilebilen mezenkimal kok

hiicrelerin; plastik yiizeye yapismalari, koloni olusturmalari, CD13, CD29, CD44, CD46,
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CD73, CD90, CD105, CD166, MHC Simif I (HLA A-B-C) diisiikk pozitif; CD3, CD8,
CD14, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117, MHC Smuf II negatif olmalari, kollajen I,
kollajen 1V, laminin ve fibronektin gibi matriks proteinleri sentezlemeleri, osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik farklilasma egilimi gostermeleri karakteristik 6zellikleri olarak
kabul edilmektedir (Pittenger ve dig. 1999, Wang ve dig. 2004, Dominici ve dig. 2006,
Kara6z ve dig. 2009, Akiyama ve dig. 2012).

Kan doku, kas doku, deri dokusu, incebagirsak epiteli, kil folikiilii gibi yapilarda
bulunan kok hiicreler ise ihtiya¢ halinde ¢ogalarak ya da gerekli hiicre tiiriine farklilasarak,
viicuttaki yapim ve yikim olaylarini1 dengede tutarlar (Blanpain ve Fuchs 2009, Biteau ve
dig. 2011).

Kolay izole edilebilmeleri, in vitro ortamda kolay yonlendirilebilmeleri, anti
inflamatuar ve rejenerasyon Ozelliklerinin yani sira ve mezenkimal kok hiicrelerin MHC
siif I antijeni tasimamalari, dolayisiyla immiin yanit olusturmamalar1 bu hiicreleri klinik

kullanima uygun bir hale getirmektedir (Noél ve dig. 2007, Gebler ve dig. 2012).

Kok hiicreler, giiniimiizde tedavisi miimkiin olmayan tip 1 diyabet ve multiple
skleroz (MS) gibi otoimmiin hastaliklarda, Duchenne Muskiiler Distrofi (DMD) gibi
genetik tabanli hastaliklarda, kesin nedeni bilinmeyen amyotrofik lateral skleroz (ALS)
hastaliginda, Alzheimer ve Parkinson gibi noro-dejeneratif hastaliklarda, Graft versus Host
hastaliginda (GVHD), kalp, bobrek, karaciger gibi ¢esitli organ yetmezliklerinde ve
omurilik hasar1 sonucu ortaya ¢ikan fel¢ durumlarinda kullanilmak tizere umut 15181
olmustur (Kang ve dig. 2005, Rosa ve dig. 2007, Voltarelli ve dig. 2007, Centeno ve dig.
2008, Yousef ve dig. 2009, Rebeiro ve Moore 2016).
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1.3. Pankreas Gelisimi

Embriyonik asamada memeli pankreasi, 6n bagirsagin distal ucunda iki tomurcuk
halinde gézlenmeye baslar. Embriyodaki rotasyon hareketi sonucu ventral tomurcuk dorsal
tomurcugun altina gelir ve tomurcuklarin parankimleri birlesir. Pankreas basinin inferioru
ve usinat ¢ikintt ventral tomurcuktan olusur. Wirsung kanali (ana pankreas kanali) ise
dorsal pankreas kanalinin distali ile ventral kanalin birlesmesinden olusur. Dorsal pankreas
kanalinin proksimali ise bazi durumlarda aksesuar pankreas kanalini (Santorini kanalini)
olusturur, bazi durumlarda ise gerileyerek yok olur. Wirsung kanali koledok kanali (ana
safra kanali) ile birleserek papilla majorden, Santorini kanali ise papilla mindrden

duedonuma acilir.

Birlesen dorsal ve ventral tomurcuklarin endodermi tiibiiler bir ag olusturur. Bu
tiibiillerin uglarinda bulunan hiicre kiimelerinde asinuslar gelismeye baslar. Langerhans
adaciklari, gelisimin 3. ayinda tiibiillerden ayrilan bir grup hiicreden olusur ve asinuslar
arasinda uzanir. Somatostatin ve glukagon salgilayan hiicreler, insiilin salgilayan

hiicrelerden daha dnce gelisirler. Insiilin salgilanmas: ise fetal ddnemde 10. haftada baslar.
Pankreas Gelisiminin Molekiiler Prensipleri

Memeli canlilar iizerinde yapilan ¢aligmalar, embriyonik gelismenin bir cok
asamasinda oldugu gibi dorsal pankreas tomurcugunun olusmas: i¢in de SHH (Sonic
Hedgehog) ekspresyonunun olmasi gerektigini gostermistir. SHH ekspresyonu ise 6nemli
bir transkripsiyon faktorii olan Pdx1’in (pancreatic and duodenal homeobox gene 1)
ekspresyonu icin gereklidir (Jergensen ve dig. 2007, Pan ve Wright 2011). Insan
embriyolarinda pankreasin ilk kanitlari olarak SHH ekspresyonu 25-27. giinlerde
goziikiirken, Pdx1 ekspresyonu ise 29-31. giinlerde gozlenebilir. Dorsal ve ventral
pankreas tomurcuklari, 30-33. giinlerde SOX9 (SRY (sex-determinig region Y)-box 9) ve
GATA4 (GATA binding protein 4) ile isaretlenebilir (Shaw-Smith ve dig. 2014). Bu siireg
icinde pankreasta proliferatif progenitdr hiicrelerin sayisinda artis gozlenir. Yaklagik 45.
giinde, SOX9+ / NKX6.1+ iken pankreatik progenitor hiicrelerde farkliliklar gozlenir.
SOX9’un asinar hiicrelerde kaybolmasi 10 ile 14. haftalarda gergeklesir (Cizim 1.3.).
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Cizim 1.3. Pankreas embriyolojisinde molekiiler yolaklar. Jennings ve dig. (2015)’den

alinmastir.

Farkli gruplarin yaptiklar1 ¢alismalarda insan pankreas gelisiminde proliferasyonun
zamanla azaldig1, sadece merkeze uzak olan periferal bolgeyle sinirli kaldig: gosterilmigtir.
Gen ontoloji analizleri asinar hiicre farklilasmasinda, 37. ve 45. gilinler arasinda, WNT
sinyallerinin 6nemini ortaya koymustur. Ayn1 zamanda EGF’nin (epidermal growth factor)

endokrin hiicre farklilagsmasini inhibe ettigi belirlenmistir.

Embriyonik gelisim sirasinda, ilk gelisen ve baskin olan adacik hiicrelerinden fetal
B hiicrelerinin olustugu donemde, Ngn3 (neurogenin 3) ekspresyonunda hizli bir artis
gozlenirken SHH yolaginin sessiz olmasi gerekmektedir. Hiicrelerde Ngn3 artist
oldugunda SOX9 ekspresyonu gozlenemez. Ik ii¢ aym sonlarina dogru Ngn3

ekspresyonunda artis goriiliir fakat 35. haftadan sonra fetusta Ngn3 gozlenmez.

Bihormanal olan insiilin® / glukagon® endokrin progenitér hiicrelerde, olgunlasan

beta hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde bulunan ve beta hiicreleri i¢in ¢ok Onemli olan
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transkripsiyon faktorii MafA’nin ekspresyonu, progenitor hiicrelerin beta hiicre yoniinde

farklilasmasini saglar.

Yapilan in vitro ¢alismalarda monohormonal beta hiicresi elde etmek i¢in hiicrelerin

Pdx1", NKX6.1" ve MafA" olmas1 gerektigi belirlenmistir.

Beta hiicre kiimeleri 10. haftada damarlanmaya baslar ve 12-13. haftalarda

adaciklarda o hiicreleri, 6 hiicreleri ve y hiicreleri goriilmeye baslar (Jennings ve dig.
2015).

1.4. Diyabet

Pankreas, endokrin ve ekzokrin olmak iizere iki ana boliimden olusan bir salgi
organidir. Endoderm tabakasindan gelisen pankreas, dorsal ve ventral tomurcuklarin
birlesmesinden koken alir. Saglikli bir yetigkinde yaklasik 3 milyon Langerhans adacig

bulunmaktadir ve pankreasin %1-2’si Langerhans adacigindan olusur.

Sindirim sistemi i¢in enzim salgilayan ekzokrin hiicreler ve Langerhans
adaciklarinda bulunan, kana hormon salgilayan endokrin hiicreler, pankreasin iki ana hiicre
tipini olusturmaktadir. 3.000 ile 4.000 arasinda hiicre bulunduran Langerhans
adaciklarinda, insiilin salgilayan beta (B) hiicreleri %60 oraninda, glukagon salgilayan
alfa (o) hiicreleri %30 oraninda, somatostatin salgilayan delta (8) hiicreleri %10’dan az,
pankreatik polipeptit salgilayan gama (y) hiicreleri %5’den az bulunmaktadir (Brissova ve
dig. 2005, Cabrera ve dig. 2006, lonescu-Tirgoviste ve dig. 2015).

Insiilinin sentezlenip salindig1 ilk yapis1 preproinsiilin olarak adlandirilir. Bu yapinin
graniillii endoplazmik retikuluma girebilmesi i¢in yapisal olarak kesilmesi gerekir. Kesim
isleminden sonra olusan proinsiilin Golgi cisimcigine gectiginde, C-peptit kismi kesilerek

vezikiile alinir. Olusan insiilin salinirken vezikiile alinan bu C-peptitler de salinir.

Langerhans adaciklarinda bulunan bu hiicreler viicut homeostazint ve kan
normoglisemisini saglarlar. Kanda seker orami arttifi zaman kana insiilin salinimi
gerceklesir. Insiilin hormonu kanda bulunan glikozun hiicrelere alinmasini saglar. Ayrica
yag ve protein metabolizmas iizerinde de etkisi vardir. Insiilin salinimin yetersiz oldugu ya

da viicutta insiilin direncinin oldugu durumlarda ise hiperglisemi ortaya c¢ikar.
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Hiperglisemi sonucunda g6z, kalp, bobrek gibi organlarda ve sinir sisteminde hasar olusur.
Bu hastaliga Diabetes Mellitus (DM) denilmektedir (Ashcroft ve Rorsman 2012).

Insiilin hormonunun yoklugu sonucu olusan diyabete Tip 1 diyabet, insiilin direnci
sonucu olusan diyabete Tip 2 diyabet denilmektedir. Tip 1 diyabet bir otoimmiin
hastaliktir. Bagisiklik sistemi hiicreleri pankreastaki beta hiicrelerini yabanci olarak
algilayarak yikima ugratirlar. Bunu sonucunda insiilin ya hi¢ salgilanamaz ya da ¢ok az
miktarda salgilanir ve kanda glikoz birikir. Hastaligin belirtileri ¢ocukluk yaslarinda ortaya
cikar. Tedavisi i¢in kayip yasanan hiicrelerin yerine yenisi konmali ya da otoimmiin
sistemin bu hiicreler iizerindeki olumsuz etkisi onlenmelidir. Obezite ve yaglilikla ortaya
cikabilen tip 2 diyabet ise, insiilin direnci veya beta hiicrelerinin fonksiyon kaybi sonucu
gelisir. Tip 2 diyabet hastalar1 disaridan insiilin almaya ihtiya¢ duymazlar. Sadece aldiklar1
besinlere dikkat etmeleri gerekmektedir.

1.4.1. Diyabetin Tedavisi ve Kok Hiicreler

Gilintimiizde modern tip tarafindan tedavi edilemeyen bir¢ok hastalik i¢in hiicresel
tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Hastalik sebebiyle doku ve organlarda olusan hasari
gidermek, bu doku ve organlara islevlerini geri kazandirmak suretiyle tam bir iyilesme
saglanabilir. Hasarli hedef organa, saglikli bir bigimde ¢aligmasini saglamaya yetecek

kadar hiicre transferi ile bunu yapmak miimk{indir.

Tedavisi olmayan hastaliklardan biri olan Diabetes mellitus, diinya genelinde pek
cok insaninin hayatini tehdit etmekte ve yasam kalitesini diisiirmektedir. Tip 2 diyabet
saglikl bir diyet ve diizenli egzersizlerle kontrol altina alinabilir olsa da, tip 1 diyabet i¢in
boyle bir durum s6z konusu degildir. Otoimmiin bir hastalik olan tip 1 diyabette, var olan
hastalik belirtilerini azaltmak i¢in, disaridan insiilin takviyesi yapilmaktadir. Kan seker
diizeyini normal siirlarda tutmak, siirekli kontrol etmek zordur ve zamanla kanda artan
glikoz kalp, gozler, kan damarlar, sinir sistemi ve bobrekler gibi bircok doku ve organda
hasar olugsmasina neden olur. Ayni zamanda kan glikoz diizeyini siirekli diisiik tutmak igin

alinan ¢ok miktarda insiilin ise 6liimciil olabilir.

Tip 1 diyabetin tedavisi i¢in bir vericiden izole edilerek alinmis adacik hiicreleri ya
da pankreasin tamamu transplante edilebilir. Tiim pankreas nakli, riski yiliksek ve agir bir

ameliyattir. Adacik nakli, tiim pankreas nakline gére daha ¢ok tercih edilen goreceli olarak
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daha kolay olan bir yontemdir. Klinik olarak kullanilan bir yontem olmasina ragmen nakil
i¢cin uygun sayida ve kalitede beta hiicresi ya da adacik elde etmek zordur. Nakil islemi i¢in
hasta immiin baskilayici tedaviler de goriir. Dolayisiyla bagisiklik sistemi zayiflar. Immiin
baskilayict tedavi kullanilsa bile yeni gelen adaciklarin reddedilme ihtimali vardir ve
tedavinin tekrar1 gerekebilir (Johnson ve dig. 2009, Shapiro 2013). Arastirmacilar bu
sorunlarin Oniine gegebilmek ve kalici ¢oziimler bulabilmek i¢in hiicresel tedavilere
yonelmislerdir. Hiicresel tedaviler alaninda, 6zelliklerinden dolayr kok hiicreler, calisilan
ve kullanilan hiicrelerin basinda gelmektedir. /n vitro ortamlarda, kok hiicrelerin insiilin
tireten beta hiicrelerine farklilagabilmesi, diyabet tedavisi i¢in umut olmustur (Ricordi ve

dig. 2012).

Kok hiicreler, kendilerini yenileyebilen, yiiksek cogalma kapasitesine sahip, farkli
doku ve organlarin hiicrelerine doniigebilen hiicrelerdir ve bagisiklik baskilayic1 ve
enflamasyon giderici etkileri vardir. Buna ek olarak, mekanizmasi tam olarak anlagilmasa
da, kok hiicrelerin hasarli veya kanserli bolgeye go¢ etme kapasitesi de vardir (Kim ve Cho

2013).

Kok hiicrelerin, hasarli dokuda hiicre eksigini tamamlamasinin yani sira, hasarl
bolgeyi salgiladiklar sitokinler ile apoptozdan koruma, o bdlgedeki kok hiicreleri uyarma
ve damar olusumunu saglama gibi Ozellikleri vardir. Bu farkli ve kendine 06zgii
ozelliklerinden dolayr kok hiicreler, geleneksel tedavi yontemleri ile tedavi edilemeyen

baz1 hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Karadz ve Inci 2014).

[k hiicresel tedavi tek yumurta ikizleri arasinda yapilan kemik iligi nakli ile
gerceklestirilmistir. Kemik iliginde bulunan kok hiicrelerin, ldsemi hastalarinda
hematopoezi saglamalari ile basarili sonu¢ alinmistir (Thomas ve dig. 1959). Bu basarili

sonucun ardindan kok hiicreye dayali tedavi yontemleri gelistirilmeye baslanmistir.

Kok hiicrelerin tedavi amacl kullaniminda uygulama bicimlerinde farkliliklar vardir.
Bu farkliliklar; multipotent kok hiicrelerin in vitro ortamda ¢ogaltilip hastaya nakledilmesi,
pluripotent kok hiicrelerin in vitro ortamda farklilagtirilarak hastaya nakledilmesi ve kok
hiicreler ile doku miihendisligi alaninin ortak c¢aligmasiyla gelistirilen yapilarin hastaya
nakledilmesi gibi siniflandirilabilir (Amoh ve dig. 2008; Meyer ve dig. 2011; Liu ve dig.
2013).
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Kok hiicreleri farklilastirmak i¢in birden fazla yontem kullanilabilir. Besi ortamina
eklenen kimyasallar, gen aktarim yontemleri ve Ko-kiiltiir galismalariyla bu alanda basarili

sonugclar elde edilmistir.

Kok hiicrelerin insiilin salgilayan beta hiicrelerine farklilagtirllmasi amaciyla
laboratuvar ortamlarinda birgok farkli yontem gelistirilmistir. Bu yontemler diyabet
hastaligi icin tedavi gelistirmenin yani sira embriyonik asamadaki beta hiicre

farklilasmasinin daha iyi anlasilmasini1 da saglamaktadir.

1.5. Eksozom

Hiicreler arasindaki iletisim direkt hiicre-hiicre temasi ile saglanabildigi gibi,
hiicrelerden salgilanan molekiiller ile de saglanabilir. Bunlara ek olarak 3. bir haberlesme
mekanizmas1 olarak ekstraseliiler vezikiillerin (EV) varligi son 20 yil igerisinde ortaya
¢ikmigtir. Bu duruma, apoptoz sirasinda hiicrelerden salinan apoptotik vezikiiller 6rnek

olarak verilebilir (Hristov ve dig. 2004).

Hiicreler mikrogevrelerine (ekstraseliller matrikse), membranla kapli vezikiiller
salgilarlar (Cizim 1.4). igeriginde proteinler, lipidler ve RNA bulunan bu ekstraseliiler
vezikiiller hiicreler arasi iletisimde arag¢ olarak kullanilirlar (Thery ve dig. 2002, Valadi ve
dig. 2007, Yu ve dig. 2014). Salgilanan bu vezikiiller hiicre-hiicre temas1 olmaksizin farkli
ve uzakta bulunan hiicreleri etkileyebilirler. Ancak EV olusumunun molekiiler
mekanizmas1 ve nasil paketlendigi konular1 tam olarak aydmlatilamamistir. Bu
vezikiillerden mikrovezikiiller, eksozomlar, ektozomlar, salgilanan vezikiiller ve

mikropartikiiller gibi farkli isimlerle bahsedilmistir.

Hiicrelerden salinan EV’lerden biri olan eksozomlar, multivezikiiler endozomlarin
(MVE) hiicre membrani ile birleserek ekstraseliiler matrikse saldiklari i¢erikte bulunurlar.
Eksozomlar ile mikrovezikiiller boyut, protein igerigi, morfoloji ve yogunluk bakimindan
farkliliklar gosterirler (Raposo ve Stoorvogel 2013). Boyutlar1 30-100 nm olan, bir¢ok
hiicre tiirii tarafindan salgilanan ve kan, idrar, tlikiiriikk, meme siitii, serebrospinal siv1 gibi
viicut sivilarinda da bulunan eksozomlarin igeriginde, protein ve lipidin yani sira mMRNA,

miRNA gibi niikleik asitler de bulunur (Urbanelli ve dig. 2013, Svensson ve dig. 2013).
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O Microvesicles

Exosomes

Cizim 1.4. Mikrovezikiiller, multivezikiiler endozomlar ve eksozomlarin sematik

goriiniimii. Raposo ve Stoorvogel (2013)’den alinmustir.

Mikrovezikiiller ve apoptoz sirasinda olusan apoptotik vezikiiller sekil olarak
heterojenite gostermektedir. Ancak eksozomlarin hatlar1 belirli bir yuvarlak olduklari

elektron mikroskopisiyle belirlenmistir (Cizim 1.5).
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Cizim 1.5. Plazma membrani kaynakli mikrovezikiiller (a), eksozomlar (b), CD63 pozitif
olan eksozom ve mikrovezikiiller (c), sol istteki mikrovezikiilde, eksozomlara oranla,
GPIb pozitifligi CD63 pozitifliginden daha yiiksektir (d) Heijnen ve dig. (1999)’den

alinmistir.

Eksozomlarin membranlarinda, tiim c¢ok hiicreli dkaryotik canlilarda oldugu gibi,
tetraspanin adi verilen membran proteinleri bulunmaktadir. CD63, CD81 ve CD9 gibi
tetraspaninlerin eksozom membranlarinda bulundugu yapilan g¢alismalarla gosterilmistir
(Escola ve dig. 1998, Thery ve dig. 1999, Camussi ve Quesenberry 2013, Azmi ve dig.
2013). Ayrica eksozom membraninda, diger plazma membranlarina oranla yiliksek oranda
kolesterol, bir fosfolipid tiirii olan sfingomiyelin ve bir lipid tiirii olan heksosilseramit

bulunmaktadir (Brouwers ve dig. 2012).
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Eksozomlar ile hedef hiicreler arasindaki iliski tam olarak agiklanamamis olsa da
olas1 4 mekanizma vardir. Eksozomlar hedef hiicre ile direkt kontak (juxtacrine seklinde)
kurabilir, hedef hiicre membrani ile eksozom membran1 kaynasabilir ve eksozom igerigi
hiicre sitoplazmasina transfer edilebilir, ya da eksozom yiizeyindeki membran proteinleri
proteaz enzimi tarafindan boliinebilir ve ayrilan protein pargasi bir ligand gibi hiicre
ylizeyindeki reseptOrii uyarabilir ve son olarak antijen sunan hiicrelerde oldugu gibi

fagositoz yoluyla hiicre igine alinabilir (Mathivanan 2012) (Cizim 1.6.).
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Cizim 1.6. Eksozom-hiicre etkilesimi. Mathivanan (2012)’den alinmustir.

Yapilan ¢aligsmalar eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde adeta bir tasiyici gibi rol
aldigm gostermektedir ve eksozomlarin arastirmacilar tarafindan, calismak istedikleri
hedef hiicrelere ulagsmak i¢in arag olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Johnsen ve

dig. 2014, Ha ve dig. 2016, Ramachandran ve Palanisamy 2012)
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1.6. GANT®61

Kok hiicrelerin  6nemli  6zelliklerinden olan proliferasyon (¢ogalma) ve
diferansiyasyon (farklilasma) birbirleri ile ters orantilidir. Farklilasmaya baslayan kok
hiicrelerin proliferasyonlari yavaslamaya baslar (Ruijtenberg S ve van den Heuvel S.
2016). Farklilasma siirecine giren hiicreleri etkileyen bir¢ok sinyal yolagi bulunmaktadir.
Bunlardan biri de embriyonik asamada da ¢ok 6nemli olan SHH yolagidir. Bu yolagin
susturulmast hiicrelerin proliferasyon yetenegini azaltir. Hiicre c¢ogalmasini azaltarak
farklilasmay1 indiiklemek i¢in SHH yolaginin susturulmasimin bir yolu da GANT61
inhibitoriini kullanmaktir (Kurebayashi ve dig. 2017).

Gli-1 ve Gli-2 proteinlerini hedef alan GANTG61 ile yapilan ilk g¢alismalarda, bu
molekiiliin kanser hiicreleri tizerindeki etkisi in vivo ¢alismalarla arastirilmis ve timor
yapisini kiiciilttiigii, kanser kok hiicrelerinin ¢ogalmasini azalttigi gézlenmisir (Wickstrom

ve dig. 2013, Miyazaki ve dig. 2016).

Genetik bilgi transferinde kullanilan eksozomlar (Lee ve dig. 2012, Wahlgren ve dig.
2012) ayn1 zamanda GANT61 molekiilii i¢in tasiyici birer arag olarak kullanilip, kanser

hiicreleri iizerinde ¢alisilmis ve hiicrelerin cogalmasinin yavasladigi gézlenmistir (Guan ve

dig. 2009).

2. AMAC

Bu tez calismasinda, mezenkimal kok hiicrelerin, insiilin sentezleyen beta benzeri
hiicrelere farklilasmasinda eksozomlarin etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Beta benzeri
hiicre farklilasmasi1 farkli yontemlerle denenmis olmasina ragmen eksozomlarin bu
farklilasmaya etkisi arastirilmanmustir. Insiilin sentezleyebilen beta benzeri hiicre elde
etmenin yani sira, eksozomlarin, salgilandiklar1 hiicreye 6zgli proteinler ve transkripsiyon

faktorleri igerdiginden, kok hiicreleri farklilagtirmak icin kullanilmasinin etkili bir
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yaklasim olacag diistiniilmektedir (Blanc ve dig. 2005, Takeda ve Xu 2015, Huang ve dig.
2016, Narayanan ve dig. 2016).

3. YONTEM

3.1. Insan Wharton Jeli Kaynakl Mezenkimal K6k Hiicre izolasyonu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kok hiicreler, etik kurul onay1 alinarak izole edilen
insan Wharton jeli kaynakli kok hiicrelerdir (KOU-KAEK 2015/240). Dogumla birlikte
kesilen gobek kordonunun 15-20 cm kadari %5 penisilin/streptomisin (P/S) (Gibco)
antibiyotigi ve fosfat tamponu (PBS) (Gibco) iceren doku nakil soliisyonuna alindi. Gelen
doku ornegi petri kabi icerisinde %5 penisilin/streptomisin igeren soliisyon (PBS) ile
yikandi. Yeni bir petri kabina alinan gobek kordonu, i¢inde bulunan iki adet arter ve bir
adet venden bisturi ve pens yardimiyla ayrildi. Dokunun bir kismi eksplant kiiltiir i¢in
ayrilirken diger bir kismi enzimatik izolasyon igin bisturi ile kiiglik pargalara ayrildi. Doku
pargalar1 (2 mg/ml) kollajenaz (Gibco) iceren deney tiipiine alindi. Deney tiipleri 37°C
calkalamali su banyosuna konuldu. Dokunun erime durumu takip edilerek 1-2 saat
inkiibasyonu yapildi. Siire sonunda enzim aktivitesini durdurmak icin deney tiipiine Fetal
Bovine Serum (FBS) (Gibco) igeren HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Gibco)
soliisyonu eklendi. Doku, 400g’de 10 dakika (dk) santrifiij edildi. Siipernatant atilip pelet
P/S (%]1) ve FBS (%10) igeren DMEM (Gibco) besi yeri ile sulandirilarak tekrar santrifiij
edildi. Santrifiij sonucu olusan pelet, yogunluguna gore T25 ya da T75 kiltiir kabina %1
P/S, %10 FBS iceren DMEM besi yeri ile ekildi. Flasklar 37°C’de %5 CO, igerigi olan
inkiibatore kaldirildi.

Eksplant kiiltiir i¢in ayrilan gobek kordonu mins edilmeden ufak pargalara ayrildi. 60
mm petri kabina alinan dokular kurumalari icin yaklasik 5 dk bekletildi. Yeterli siire
gectikten sonra dokular1 kaldirmadan tizerlerine %1 P/S, %10 FBS i¢ceren DMEM besi yeri
eklendi ve 37°C’de %5 CO;igerigi olan inkiibatore kaldirildi.
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3.2. Insan  Wharton Jeli Kaynakh  Mezenkimal Koék  Hiicre

Karakterizasyonu

Eksplant kiiltiir ve enzimatik izolasyon yontemleriyle elde edilen ve kiiltiir kabina
yapisarak ¢ogalan insan Wharton Jeli mezenkimal kok hiicrelerinin  (iIWJ-MKH)
morfolojileri zit faz mikroskobu ile incelenerek kontrol edildi. iWJ-MKH’lerinin kdk hiicre
ozelliginde oldugunu gostermek amaciyla karakterizasyon ¢alismalari yapildi. MKH’ler, in
vitro farklilasma potansiyellerinin belirlenmesi i¢in adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
farklilasmaya alindi. Immiinfenotipik ozelliklerin belirlenmesi igin ise immiinfloresan

boyamalar ve akis sitometri analizi yapildi.

3.2.1. iWJ-MKH’lerin immiinfloresan Analizi

Immiinfloresan analizler igin P3’e getirilen hiicreler, poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu
hiicre kiiltiir odaciklara (Culture Chamber slide 8-well) her kuyuda 2x10* hiicre olacak

sekilde ekildi. Kiiltiir kabina tutunmasi i¢in bir gece inkiibatorde bekletildi.

Boyama ¢aligmalar1 i¢in odaciklarin tabanina yapisan hiicreler Ca’* ve Mg2+ iceren
PBS (Invitrogen) ile yikandiktan sonra metanol ile 10 dk, -20°C’de tespit edildi. Tekrar
PBS ile yikandiktan sonra %1,5 normal blok serum (Santa Cruz Biotechnology) igeren
PBS’de 30 dk inkiibe edildi. Vimentin (Santa Cruz Biotechnology), Fibronektin (Santa
Cruz Biotechnology), CD44 (Santa Cruz Biotechnology), ASMA (Alfa smooth muscle
actin) (ThermoFisher Scientific) gibi MKH’lerin sentezledigi belirtegler igin, primer
antikorlar uygun oranlarda Antibody Diluent (Invitrogen) dilue edildikten sonra fiske
edilen hiicrelere eklenerek 4°C’de gece boyu bekletildi. Daha sonra 2 saat oda sicakliginda
inkiibe edilen hiicreler PBS ile yikandi. Floresan isaretli olan sekonder antikorlar
(fluoresan izotiyosiyonat-FITC, Texas Red-TR) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Niikleer boya ve kapatma medyumu olan DAPI (UltraCruz Mounting Medium-Santa Cruz
Biotechnology) ile kapatildiktan sonra floresan mikroskopta fotograflandi.

3.2.2.  iWJ-MKH’lerin Akis Sitometri ile Analizi

Akis sitometri analizi i¢in hiicreler P3’te kaldirildi ve 2x10° hiicre PBS i¢cine alinarak

ayrildi. MKH yiizey belirteglerinin monoklonal antikorlarindan (CD44, CD90, CD73,
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CD105) (Becton Dickinson) ve uygun izotip kontrollerinden 20 ul eklenerek, oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 45 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
hiicrelerin {izerine yikama soliisyonu olarak kullanilan, %0.1 sodyum azit iceren PBS
eklenerek 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Olusan pelet 400 pl yikama soliisyonu
(Becton Dickinson) ile sulandirildi. Hiicre siispansiyonu FACS Calibur akis sitometri
cihazinda okutuldu ve BD Cell Quest TM programi ile analizi gergeklestirildi. Analiz
isleminin sonucunda isaretlenerek bakilan ylizey belirteglerinde %90 ve iizeri ekspresyon

olanlar pozitif olarak kabul edildi.

3.2.3.  iWJ-MKH’lerin in Vitro Farkhlastirilmasi

Adipojenik Farkhlastirma

MKH’ler P3’te iken 6 kuyucuklu kiiltiir kabina cam slaytlar iizerine, her bir
kuyucuga 2x10° hiicre gelecek sekilde ekildi. Hiicreler %70-80 konfluensiye ulastiktan
sonra adipojenik farklilasmay1 uyarmak i¢in; %1 P/S, %10 FBS, 200 uM indometasin
(Sigma-Aldrich), 10° M deksametazon (STEMCELL Technologies), 0,5 mM izobutil-
metilksantin (Sigma-Aldrich), 10 pg/ml insiilin (Sigma-Aldrich) iceren DMEM Kkiiltiir
medyumunda, medyum her 3. giinde degistirilmek {izere, kiiltiire edildi. Adipojenik
farklilasma besi yerinde, 4 hafta kiiltiir edilen hiicreler, bu siire boyunca mikroskopta lipid
vakuolleri olusumu agisindan kontrol edildi. Lipid vakuollerini saptamak i¢in Oil Red O
(Sigma-Aldrich) histolojik boyamasi yapildi. PBS ile yikanan hiicreler 15 dk, %4
paraformaldehit (Merck) ile tespit edildi. Sonrasinda PBS ve distile su ile yikanan hiicreler

%60 2-propanol (Sigma-Aldrich) ile 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Hiicreler %0,0018 gr/ml Oil Red O boyasinda 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra
PBS ile yikand1 ve gekirdek boyamasi yapilarak mikroskop altinda goriintiilendi.

Osteojenik Farkhilastirma

Kiltiir kab1 igerisine konulan cam slaytlar iizerine ekilen 2x10° hiicreler %70-80

konfluensiye ulastiktan sonra osteojenik farklilasmaya alindi. Osteojenik farklilasmanin
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indiiklenmesi i¢in; %1 P/S, %10 FBS, 0,05 uM askorbat-2-fosfat (STEMCELL
Technologies), 100 nM deksametazon (STEMCELL Technologies), 10 mM B-gliserofosfat
(Sigma-Aldrich) iceren DMEM Kkiiltiir medyumu kullanildi. Osteojenik farklilagmanin
saptanmasi i¢in kiltiiriin 3. haftasinda Alizarin Red-S (Fluka) boyamasi yapildi. Tespit
islemi i¢in hiicreler PBS ile yikandi ve %70’lik etil alkol ile 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Daha sonra pH aralig1 4,1-4,3 olan %?2’lik Alizarin Red-S ile 45 saniye boyanan

hiicreler ve mikroskopta goriintiilendi.

Kondrojenik Farkhilastirma

Kondrojenik farklilagsma igin StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco)
kullanildi. P3’teki MKH’ler 60 mm petri kaplarma, 1x10°hiicre/100 pl olacak sekilde
ekildi. Damla formlar1 bozulmadan inkiibatdre kaldirildi. Hiicreler tutunduktan sonra
farklilagma medyumu eklendi.  Farklilasma medyumu, 9 ml StemPro®
Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium’a 1 ml StemPro® Chondrogenesis
Supplement ve %1 P/S eklenerek hazirlandi. Kiiltiir 14 giin devam ettirildi ve bu siire
sonunda farklilasma sonlandirildi. Hiicreler %1 paraformaldehit ile 10 dk oda sicakliginda
tespit edildi ve distile su ile yikama yapildiktan sonra %1°lik Alcian Blue (Sigma-Aldrich)
ile 30 dk oda sicakliginda boyandi. Tekrar distile su ile yikandiktan sonra g¢ekirdek

boyamasi yapildi ve mikroskobik analiz yapildi.

3.3. 1.1 B4 Beta Hiicre Hatt1 Kiltiirii

1.1 B4 hiicreleri %1 P/S ve %10 FBS iceren RPMI (Lonza) besi yerinde kiiltiire
edildi. Hiicreler kiiltiir kabinda %90 konfluensiye ulastiginda, hiicrelerden salinan
eksozomlarin izolasyonu igin serum i¢ermeyen besi yerine alindi. Serumsuz besi yerinde
bir giin bekletilen hiicrelerin besi yerleri toplandi. Toplanan besi yerleri eksozom
izolasyonu i¢in bekletilmek tizere -80°C’deki buzdolabina kaldirildi. Hiicreler serum igeren
besi yerine alindi. Bu islem hiicreler %100 konfluensiye ulasana kadar tekrarlandi ve

serumsuz besi yerleri toplanarak -80°C’deki buzdolabina kaldirildi.
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3.4. Eksozomlarin izolasyonu

Eksozom izolasyonu ultrasantrifiij yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Beta hiicre
hatt1 kiiltiirlinden toplanan serumsuz besi yerleri, 6lii hiicreler ve hiicre dokiintiilerinden
arindirilmasi i¢in 6n santrifiij islemine tabi tutuldu. Toplanan besi yerleri 1000g’de 10 dk
santrifiij edildi. Stipernatant toplandi ve 4°C’de 5000g’de 20 dk santrifiij edildi. Toplanan
slipernatant ultrasantrifiij tiipiine alindi ve ultrasantrifiijde (Beckman Coulter Optima
MAX-XP) +4°C’de 100.000g’de 6 saat santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiplerin
tabaninda toplanan eksozomlar dikkatli bir sekilde toplandi. Eksozomlar karakterizasyon

islemleri i¢in ayrildiktan sonra -80°C’de saklandi.

3.5. Eksozom Karakterizasyonu

3.5.1. Eksozom Protein Konsantrasyonu

Eksozomlarin protein konsantrasyonu QuantiPro™ BCA Assay Kit (Sigma-Aldrich)
ile 6l¢iildii. Kit igeriginde bulunan QuantiPro Buffer QA, QuantiPro Buffer QB, Copper(ll)
sulfate Pentahydrate 4% Solution ve Protein Standard Solution Onerilen oranlarda
hazirlandi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda, deney yapilacak her kuyuya 100’er pL hazirlanan
tampon soliisyondan konuldu. Bos kuyu ve 6rnek eklenecek kuyu hari¢ diger kuyulara
protein standartlar1 sirali sekilde konuldu. En son olarak 6rnekler yiiklenerek 1 saat siireyle
60°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda SpectraMax 190 Microplate Reader spektrofotometre
(Molecular Devices) ile 6l¢tim yapildi.

3.5.2. Eksozomlarin Akis Sitometri ile Karakterizasyonu

Eksozomlarin kendilerine 6zgii olan yiizey belirteclerinin belirlenmesi i¢in akis
sitometri analizi yapildi. EKsozom igeren deney tiiplerine, eksozom ylizey belirtecleri

olarak kabul edilen CD9, CD63 ve CD81 monoklonal antikorlarindan (eBioscience) ve
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uygun izotip kontrollerinden 20 pl eklenerek oda sicakliginda, karanlik ortamda 45 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra eksozomlarin iizerine yikama soliisyonu
olarak kullanilan, %0.1 sodyum azit igeren PBS eklenerek 2000g°de 30 dk santrifiij edildi.
Olusan pelet 400 pl yikama soliisyonu ile resiispanse edildi. EKsozom siispansiyonu FACS
Calibur (BD Biosciences) akis sitometri cihazinda okutuldu ve BD CellQuest programi ile

analizi gergeklestirildi.

3.5.3. Eksozomlardan RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

1.1 B4 beta hiicre hattt kaynakli eksozomlarin, igerdigi mRNA’larin1 mezenkimal
kok hiicrelere aktardigini ve farklilasmay: etkiledigini gosterebilmek icin eksozomlardan
total RNA izolasyonu yapildi. Bu islem Total Eksozom RNA izolasyon Kiti (Total
Exosome RNA and Protein Isolation Kit. Invitrogen) ile yapildi ve elde edilen RNA’larin
saflig1 ve miktar1 Pikodrop cihaziyla 6l¢iildii. Ardindan RNA’lardan ¢cDNA elde edilmesi
gerceklestirildi.

3.6. Eksozomlarin GANT61 ile Modifikasyonu

1.1 B4 beta hiicrelerinden elde edilen eksozomlar (1000 ug/50 ul) GANT61 (100
nM, DMSO) ile 1:1 oraninda karistirilarak 4°C’de 1 gece bekletildi. Sonra modifiye
eksozomlar yeniden izole edilerek eksozomlarin igerisine difiize olmayan GANT61

ortamdan uzaklastirildi. Eksozomlar sonra -80°C’de saklandi.

3.7. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Tez calismasinda, beta hiicre hatti kaynakli eksozomlarin, Wharton jeli kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin insiilin iireten hiicrelere farklilasma potansiyeline etkisinin

arastirilmast hedeflenmistir. Bu amacla dort farkli deney grubu olusturulmustur. 6
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kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler standart kiiltiir besi yerinde kiiltiire edildi ve bu
grup kontrol grubu olarak adlandirildi. Diger bir grupta hiicreler, Nicotinamide ve
Exendin-4 igeren besi yeri ile kiiltiire edildi ve boylece klasik kimyasal farklilasma metodu
incelendi. Deney grubunda ise kimyasal farklilasma indiiklenmis ancak farklilagma
islemine eksozomlarin katkisiyla devam edilmistir. Kimyasal uyaranla farklilasma ve
kimyasal+eksozom etkisi ile farklilasma metotlar1 karsilastirilmis ve eksozom etkisi
incelenmistir (Cizelge 3.1.). Son olarak eksozomlar GANT61 (Santa Cruz Biotechnology)
ile modifiye edilerek eksozomlarin igerisine Hedgehog sinyal yolagini susturacak ilacin

difiizyonla girmesi saglanmistir.

Cizelge 3.1. Deney gruplari tablosu

Deney Gruplar: Kiiltiir Besi Yeri Farkhlasma Tiirii

Grup1 Standart kok hiicre kiiltiir
besi yeri Farklilagma yok
(Kontrol)
Grup 2 Endokrin farklilasmay1 . | |
. Besi yeri Kimyasal uyaranla
(Kimyasal Uyarici) Uyaran
Grup 3 . .
End.()kmlifarkhlasﬁa l:?s.l Kimyasal + Eksozom ile
(Eksozom) yerine eKsozom ekxientisl
Grup 4 Endokrin farklilagsma besi . e
yerine GANTG61 ile K'méa;:(:z;mﬁ?ﬁye
(Eksozom + GANT61) | modifiye eksozom eklentisi

3.8. Endokrin Hiicre Farkhilasmasi

Hiicreleri endokrin hiicre yoniinde farklilagmaya uyarmak i¢in kuyucuk basina
150.000 hiicre olacak c¢izimde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Farklilagsma
ortami1 i¢cin DMEM:F12 igeren ortama EGF (Epidermal growth factor, 25 ng/ml),
Nicotinamide (10mM), Activin-A (2nM), Activin-B (100 ng/ml), Exendin-4 (10 nM), HGF
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(Hepatocyte growth factor, 100 pM), Pentagastrin (10 nm), FBS (%10) ve
Penicilin/streptomisin (%1) eklendi. Sonra hiicreler 37°C, %5 CO; kontrollii atmosfer

kiiltiir kosullarinda 21 giin inkiibe edildi.

3.9. Kok Hiicreler ile Eksozomlarin Ortak Kiiltiirii

Deneyin kontrol grubu olarak Grup 1 olusturuldu ve insan Wharton jeli kaynakli

hiicreler standart ortamda kiiltiire edildi.

Deney gruplarindan Grup 2’de ise kok hiicreler standart farklilastirma besi yeri ile

muamele edildi.

3.grupta insan Wharton jeli kaynakli kok hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina cam
slaytlar iizerine ekildi. Hiicreler tutunduktan sonra farklilagtirma besiyerine ek olarak 1.1
B4 hiicre hatt1 kaynakli eksozomlar ile ortak kiiltiir islemine ge¢ildi. Her kuyuya 100ug
eksozom gelecek sekilde, her ii¢ giinde bir besi yeri degistirilerek kiiltiire devam edildi.

Hiicreler her giin morfolojik degisim agisindan mikroskopta kontrol edildi.

Deneyin 4.grubunda ise farklilasma besiyerine katilan eksozomlar GANT61 ile
muamele edildi. Boylelikle GANT61’in ve gen susturmanin farklilagsma {izerine etkisi

incelenmis oldu.

Ortak kiiltiir sonras1 hiicrelerin kazandig1 6zellikleri belirlemek i¢in cesitli analizler
yapildi. Kiiltlir sirasinda ve sonrasinda morfolojik degisim mikroskopta incelendi ve
goriintlilendi. Beta hiicre belirtecleri agisindan gen ekspresyon analizleri yapildi.

Farklilasma potansiyeli immiinfloresan isaretleme ile goriintiilendi.

3.9.1. Hiicre Morfolojileri

Ortak kiiltiire alinan hiicreler her 2-3 gilinde bir kiiltiir ortam1 degistirilmeden once
mikroskop altinda incelendi. Isik mikroskobu altinda hiicre morfolojilerindeki degisimler

gozlenip kayit edildi.
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3.9.2. Immiinfloresan Boyamalar

Farklilasma mediumuna ve ortak kiiltlire alinan hiicreler, beta hiicre belirteglerinden
olan insiilin, Ngn3, Pdx1 acisindan immiinfloresan isaretleme ile boyandi. Béylece deney
grubu ve kontrol grubu arasindaki fark incelendi. Cam slaytlardaki hiicre gruplar1 PBS ile
yikanarak %70 metanolle fikse edildi. Belirlenen primer antikorlara uygun segilen normal
blok serumdan %1,5 hazirlanarak 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Antibody Diluent
ile hazirlanan primer antikorlarda 4°C’de gece boyunca bekletildi. Ertesi giin 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi ve PBS ile yikandi. Uygun floresan (FITC, TR) isaretli sekonder
antikorlarla 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Niikleer boya igeren kapatma medyumu
(DAPI) ile kapatildiktan sonra Fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems)

incelendi ve fotograflandi.

3.9.3.  Gen Ekspresyon Analizleri

Ortak kiiltiire alinan hiicrelerin ekspresyon profilinde olusan degisiklikleri incelemek

icin Real Time-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi yapildi.

3.9.3.1. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
Toplam RNA izolasyonu i¢in GeneJET RNA Purification Kit (Thermo)

kullanilmustir. Hiicreler (1x10°) toplandiktan sonra 300 pl 1,5 mM B-mercaptoetanol igeren
liziz soliisyonu igerisinde enjektor (30G) yardimiyla pargalandi. 2:1 oraninda etanol ile
karistirtlarak 8000g ‘de 5 dak. santrifiij edildi. Daha sonra 6rnekler kit icerisinde bulunan
kolona yiiklenerek 8000g ‘de 1 dak santrifiij edildi. Kit icerisinde bulunan yikama
soliisyonlar1 kullanilarak 6nce 700 pl sonra 600 pl ve 250 pl soliisyon kolondan 8000g ‘de
1 dak santriflij yardimiyla gecirilerek kolon yikandi. Sonra drnekler bos olarak 12000g ‘de
2 dak santrifiij edildi. En son agamada 50 ul RNA igermeyen distile su kullanilarak RNA

kolondan ¢oziildii.

Temiz bir tiipte toplanan RNA’nin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Picodrop
kullanildi. 260 nm ve 280 nm dalga boyunda absorbanslart Olgiilerek Aazgosp orani ile
ornegin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. izole edilen RNA’lar inceleninceye kadar -

80°C’de muhafaza edildi.

cDNA sentezi igin Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) tercih
edildi ve islemlerde 1 ug RNA kullanildi. Once RNA oligo dT ile karistirilarak 65°C’de
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10dk boyunca primerlerin baglanmasi saglandi. RNA’nin bagli kalmasi igin buza alinarak
reverse transkriptaz igeren karisim reaksiyona eklendi. 55°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dk
bekletilerek ¢cDNA sentezi gergeklestirildi ve sonra sentezlenen cDNA’lar -20°C’de

saklandi.

3.9.3.2. Gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)

Reaksiyonlarda her gen igin 6zgiin primerler kullanild1 (Cizelge 3.2.). SYBR igeren
master soliisyonu (ABI, Thermo) ile reaksiyon kuruldu. Real-Time PCR cihaz1
(Lightcycler480-11, Roche) ile DNA pargalarinin ¢ogalmast 6lgiildii. Kontrol grubu

hiicrelerinin ekspresyonlarina gore deney gruplarindaki hiicrelerin gen ifadeleri katlar

seklinde ifade edildi.

Cizelge 3.2. Real Time PCR i¢in kullanilan primerler ve dizileri

Primerler | Acik Adlari Sekanz (5°-3”)
AGCCTTTGTGAACCAACACC
Ins Insulin
GCTGGTAGAGGGAGCAGATG

Pancreatic duodenal CCTTTCCCATGGATGAAGTC

Pdx1
homeobox 1 TTCAACATGACAGCCAGCTC
GTGAGGGTCTGGTTTTCCAA
Pax4 Paired box gene 4
AGGTGGGGTGTCACTCAGAC
TTCGCCCACAACTACATCTG
Ngn3 Neurogenin 3
GGGAGACTGGGGAGTAGAGG
TTAAATGCCTTGGCCATCTC

SHH1 Sonic Hedgehog 1
TTTCACAGAGCAGTGGATGC

Glyceraldehyde-3-
GAPDH Phosphate
Dehydrogenase

AGAGAGAGGCCCTCAGTTGCT

TGGAATTGTGAGGGAGATGCT
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3.10. istatistiksel analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (Chicago, ABD) programi ile
yapilmustir. Veriler esli t-testi ve g¢oklu analizler i¢in Newman—Keuls metodu ile test
edilmislerdir. Her deney en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplari

arasindaki fark p<0,05 oldugunda anlamli olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, beta hiicre hattindan elde edilen eksozomlar ile insiilin iireten

beta benzeri hiicre elde edilmesi amaglanmaistir.

Calismada KOGEM laboratuvarlarinda izole edilip cogaltilan insan Wharton jeli
kaynakli mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir. Kok hiicreler gobek kordonundan
enzimatik ve eksplant izolasyon yontemleri ile elde edilmistir. Elde edilen kok hiicrelerin
adipojenik, osteojenik, kondrojenik hiicre tiplerine farklilastigi gosterilmis, immiin

boyamalar ve akis sitometri yontemi ile karakterizasyonlari yapilmistir.

4.1. 1lzole Edilen iWwJ-MKH’ler ve Karakterizasyonu

Tez calismasinda kullanilmakiizere izole edilen hiicrelerin kok hiicre 6zelligi tasidigi

farklilasma caligsmalari, ylizey belirtec¢ analizleri ve boyamalar ile gosterilmistir.
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Cizim 4.1. insan Wharton jeli kaynakl1 kok hiicrelerin akis sitometri ile analizi

33



Yapilan akis sitometri analizinde bakilan yiizey belirteglerinden CD44, CD73, CD90,
CD 105 sirayla %91.53, %99.99, %99.86, %89.84 oranlarinda bulunmustur (Cizim 4.1).

Analiz sonucu, hiicrelerin kok hiicre belirteclerini gerekli oranlarda tagidigini gostermistir.

FIBRONEKTIN

Cizim 4.2. iWJ-MKH’lerin kok hiicre belirteglerinin boyama sonuglari. Hiicre ¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte gosterilmistir. Olgek cubugu: 50 pm.

Insan Wharton jeli kaynakli hiicrelerin, kok hiicre 6zelligi tasidigini gdstermek icin;
hiicreler Vimentin, ASMA, Fibronektin ve CD44 belirtegleri ile isaretlenmistir.
Boyamalarin sonucunda pozitif sonu¢ alinmis ve hiicrelerin kok hiicre 6zelligi tasidig

gosterilmistir. (Cizim 4.2.).
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Kok hiicre ozelliklerinin  belirlenmesinde bir diger yontem ise farklilasma
yeteneklerinin incelenmesidir. Bu sebeple kok hiicrelerin adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik hiicre hatlarina farklilasabilme potansiyelleri incelenmistir (Cizim4.3., 4.4.,
4.5.). IWJ-MKH’ler, kimyasal yontemler ile adipojenik hiicre farklilagmasina alinmistir ve
morfolojik olarak degisimi gozlenmistir (Cizim 4.3. A). Farklilasma islemi dort hafta
devam ettirilmis ve hiicrelerin sitoplazmasinda yag damlaciklarinin olusumu gozlenmistir.
Hiicreler fikse edilip Oil Red O ile boyanmis ve hiicrelerin adipojenik hiicreye basarili bir

sekilde farklilastigi gosterilmistir (Cizim 4.3. B).

Cizim 4.3. iWJ-MKH’lerin adipojenik hiicre farklilasma c¢alismasi. Hiicrelerin
sitoplazmasinda yag tanecikleri olusumu Oil Red O ile muamele edilerek gozlenmistir (A,
B). G6zlenen kirmizi boyanma adipojenik farklilasmaya isarettir. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI
ile mavi renkte boyanmistir. Olgek cubugu: A100 pm; B 50 um.

Kok hiicreler osteojenik farklilasmaya alinarak farklilasma potansiyelleri
incelenmistir. Farklilasma siirecinde hiicrelerin icerisinde kalsiyum nodiillerinin olustugu
gozlenmistir (Cizim 4.4. A) ve bu nodiiller Alizerin Red-S ile boyanmistir (Cizim 4.4 B).
Boyanmanin pozitif olmasi IWJ-MKH’lerin osteojenik hiicrelere farklilasabildigini

gostermistir.
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Cizim 4.4. iWJ-MKH’leri osteojenik hiicreye farklilastirma c¢alismasi. Hiicrelerde
kalsiyum nodiillerinin olustugu Alizerin Red-S boyamasi ile gdzlenmistir. Olgek gubugu:
A 200 um; B 50 pm.

Kok hiicrelerin  karakterizasyonunda kondrojenik farklilagma ¢alismast da
yapilmistir. Farklilasma sonrasi fikse edilen hiicreler Alcian Blue ile boyanarak hiicrelerde

olusan glikozaminoglikanlarin gézlenmesi saglanmistir (Cizim 4.5.).

Cizim 4.5. iWJ-MKH’lerinin kondrojenik hiicre farklilastirma c¢alismasi. Alcian Blue
boyamas:t sonucu hiicrelerin (A) kontrol grubuna (B) kiyasla kondrojenik yonde

farklilastign gosterilmistir. Olgek ¢ubugu: A 500 pm; B 200 pum.
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Karakterizasyon ¢alismalar1 sonrasinda hiicrelerin, kok hiicre 6zelliklerini gosterdigi

kanitlanmis ve tez ¢alismasinin devaminda kullanilmastir.

4.2. 1.1 B4 Beta Hiicre Hatt1 Kiltiirii

1.1 B4 beta hiicre hatt1 kiiltiirii %10 FBS ve %1 P/S iceren RPMI besi yeri ile
gerceklestirilmistir. %70 konfluensiye ulasan hiicreler pasajlanarak ¢ogaltilmis ve deneyler
icin gerekli sayiya ulasilana kadar kiiltiire devam edilmis (Cizim 4.6.), hiicre hattinin

mikoplazma kontaminasyon kontrolleri DAPI boyamasi ile yapilmistir (Cizim 4.7.).

Cizim 4.6. 1.1 B4 beta hiicre hatt1 mikroskopi gériintiileri. Olcek Cubugu; A,B 100 um; C
50 um; D 20 pm.

37



Cizim 4.7. 1.1 B4 beta hiicre hattt mikoplazma kontrolii icin DAPI ile boyama goriintiisii.
Olgek Cubugu: A-B 50 pm.

4.3. Eksozom Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Eksozom izolasyonu igin, beta hiicreleri, kiiltiir kabinda yaklasik %90 konfluensiye
ulasinca serum icermeyen besi yerine alinmigtir. Ertesi giin besi yeri toplanarak normal
besi yeri eklenmistir. Hiicreler %100 konfluensiye ulagana kadar bu islem devam ettirilmis
ve toplanan besi yerleri -80°C’de saklanmistir. Yeterli besi yeri elde edildiginde, besi yeri
hiicre artiklar1 ve 6lii hiicrelerden arindirilmak i¢in 6n santrifiij islemine tabi tutulmustur.
Besi yerleri 1000g’de 10 dk ve 5000g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Ultrasantrifiij islemi
icin ultrasantrifiij tliplerine alinan besi yerleri 100.000g’de 6 saat santrifiij edilmistir.
Olusan eksozom peleti dikkatlice alinmig ve analizler i¢cin -80°C’de saklanmistir. Ayni

yontem kullanilarak iWJ-MKH’lerinin eksozomlari izole edilmistir.

BCA Assay yontemi ile elde edilen eksozomlarin protein miktar1 olgiilmiis ve

toplamda 15.000ug/ml eksozom elde edilmistir.

Eksozomlarin akis sitometri analizi i¢in deney tiiplerine, CD9, CD63 ve CDS81
monoklonal antikorlari ve uygun izotip kontrolleri 20 pl olarak eklenmistir ve oda

sicakliginda, karanlik ortamda 45 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama
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soliisyonu eklenerek 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 olusan pelet

400 pl yikama soliisyonu ile sulandirilmis ve FACS Calibur cihazinda okutulmustur.

Analiz sonucunda CD61 %99,76, CD63 %86,83 ve CD9 9%44,27 olarak

bulunmustur. (Cizim 4.8.).
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Cizim 4.8. Eksozomlarin akis sitometri ile karakterizasyonu

1.1 B4 beta hiicre hatt1 kaynakli eksozomlarin, icerdigi mRNA’larin1 mezenkimal
kok hiicrelere aktardigini ve farklilasmay etkiledigini gosterebilmek i¢in eksozomlardan
total RNA izolasyonu yapilmistir. Bu islem Total Eksozom RNA Izolasyon Kiti (Total
Exosome RNA and Protein Isolation Kit. Invitrogen) ile yapilip, elde edilen RNA’larin
saflig1 ve miktar1 Pikodrop cihaziyla olgiilmiistiir. Daha sonra Real-Time PCR yapilarak
gen ekspresyon analizi gergeklestirilmis, iki farkli hiicre kaynagindan elde edilen
eksozomlarin gen ekspresyon profilleri beta hiicre belirtecleri agisindan karsilagtirilmistir

(Cizim 4.9.).

Eksozomlarda Insiilin, Pdx1, Ngn3 ve Pax4 genleri incelenmis ve iWJ-MKH
eksozomlarina gore 1.1 B4 eksozomlari, bu genlerin RNA’larmmi belirgin olarak daha
yiiksek ifade ettikleri bulunmustur (p<0,05). En yiiksek ifade 22,75 kat fazla ile Pax4
geninde oldugu hesaplanmustir. Ayrica Insiilin geni RNA’s1 kdk hiicreye gore 1.1 B4

hiicrelerin eksozomlarinda 13,67 kat daha fazla ifade edilmistir.
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Cizim 4.9. Izole edilen eksozomlarin RNA igeriklerinin analizi. 1.1 B4 ve iWJ-MKH
‘lerden elde edilen eksozomlarin RNA igerikleri izole edildikten sonra beta hiicre
belirtegleri agisindan incelenmiglerdir. Analizler GAPDH gen ekspresyonuna gore
gerceklestirilmis olup hesaplamalar iWJ-MKH ‘lerden elde edilmis eksozomlara gore kat
degisimler olarak ifade edilmistir. (*, P <0,05)

4.4, Ortak Kiiltiir Sonug¢lar:

4.4.1. Mikroskopi Goriintiileri

Kimyasal farklilastirma ve eksozomlar ile ortak kiiltiir sonrasinda hiicrelerin
morfolojik olarak belirgin bir degisime ugramadigi ve epitel karakter kazanmadigi
gozlemlenmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin kimyasal farklilagma siireci sonrasinda (5-6
hafta), hiicrelerin migrasyon yeteneklerinde diisme ve nukleus/sitoplazma oraninda

yiikselme bulgular1 bu ¢alismada gozlemlenmemistir (Cizim 4.10.).
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Cizim 4.10. Kimyasal farklilastirmaya alinan iWJ-MKH’lerin mikroskop goriintiileri.
Olgek Cubugu; A 200 pm, B 100 um.

Cizim 4.11. Kimyasal farklilasma ve 1.1 B4 hiicre hatt1 kaynakli eksozomlar ile ortak
kiiltiire alinan iWJ-MKH’lerin mikroskop goriintiileri. Olgek Cubugu; A 100 um, B 50

pm.

4.4.2. immiin Floresan Boyamalar

Ortak kiiltiir sonrasinda, kok hiicrelerin morfolojik olarak belirgin bir degisime
ugramamasi ve epitel karakter kazanmamasimin yani sira Insiilin, Pdx1, Pax4 ve Ngn3
belirtegleri i¢in yapilan immiinfloresan boyamalarda da pozitif sonug¢ alinamamistir (Cizim

4.12).
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Cizim 4.12 Ortak kiiltiir sonras1 Insiilin, Pdx1, Pax4 ve Ngn3 boyama sonugclari. Olgek
cubugu: 50 pm

4.5, Gen Ekspresyon Analizleri

Real-Time PCR analizleri sonucunda iWJ-MKH’leri diisiik oranda beta hiicre
belirteglerini ifade etmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan 1.1 B4 hiicre hatti ile
karsilastirildiginda iWJ-MKH’lerinin insiilin, Pdx1, Pax4 ve Ngn3 genleri sirasiyla 577,44,
120,13, 53,46, 32,26 kat daha az eksprese edilmistir (Cizim 4.13. B).
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Cizim 4.13. Ortak kiiltlir sonrasinda beta hiicre belirteglerinin gen ifade analizi. Analizler
GAPDH gen ekspresyonuna gore gergeklestirilmis olup hesaplamalar iWJ-MKH ‘lere gore
kat degisimler olarak ifade edilmistir. Kok hiicre verileri ilk panelde (A) ve 1.1 B4

43



hiicrelerinin beta hiicre belirteglerinin yiiksek ifadeleri (B) panelinde gosterilmistir. (*, P
<0,05)

Kimyasal uyar1 grubu ile kimyasal uyar1 + eksozom grubu hiicrelerinin gen
ekspresyon profilleri arasinda belirgin bir fark bulunmamistir (p>0,05; Cizim 4.13. A). Bu
durum eksozomlarin kimyasal uyaricilarin varliginda hiicre farklilagsmasi yoniinde belirgin

bir etkinlik farki yaratmadigini géstermektedir.

Farklilasma siirecini etkileyen bir¢ok sinyal yolaginin oldugu bilinmektedir ve
bunlardan biri de Hedgehog sinyal yolagidir. Bu yolagmn, pankreas endoderm ve ileride
beta hiicre farklilasmasinda sessiz olmasi gerektigi literatiirde yer almistir. Ilk asamada
dogrudan beta hiicre eksozomlarinin MKH’leri farklilasma yoniinde yeterince
etkilememesi Hedgehog sinyal yolaginin MKH’lerde etkin olmasi olabilecegi
diisiiniilmistlir. Bu gerekgelerle eksozomlar GANT61 ile modifiye edilerek eksozom
aktarimi sonrasinda MKH’lerde bu sinyal yolaginin susmasit hedeflenmistir. 1.1 B4
hiicrelerinde ve kimyasal uyart + eksozom grubu iWJ-MKH‘lerde Sonic Hedgehog 1
(SHH1) gen ifadesinin iWJ-MKH-‘lerine goére 2,67 ve 1,67 kat yiiksek oldugu gortilmiistiir
(Cizim 4.14). GANT61 inhibitoriiniin kullanilmasi sonucunda bu sinyal yolaginin sustugu
ve kimyasal uyar1 + eksozom grubu iWJ-MKH‘lerinde var olan 1,67 kat artisin 0,24 kat
oranina, bir diger degisle 4,17 kat (1/0,24 kat) azaldig1 belirlenmistir.

Susmanin gergeklestigi hiicre grubunun beta hiicre belirtegleri incelendiginde
GANT61’in kullanilmadigr hiicre grubuna gore insiilin 1,8 kat ve Ngn3 4,32 kat daha
yiiksek ifade edildigi goriilmiistiir. Bu artiy GANT61 kullanilarak eksozomlar araciliyla
gerceklestirilen insiilin salgilayan beta benzeri hiicre iretilmesinin basarili oldugunu
gostermektedir. Bu basamakta endokrin hiicre farklagmasi i¢in kimyasal uyaricilarin

yaninda GANT61’in etkin bir sekilde kullanilacagi gosterilmistir.
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1.1B4 1WJ-MKH +Eksozom +Fksozom/GANTS1

mInsilin 526,48 5,02 913

mPdx1 105.43 2.83 475

mPax4 30.44 2.53 3.35

ENan3 3567 1,05 5,54

mSHHI1 2.67 1.67 0.24

Cizim 4.14. GANT61 ile modifiye eksozomlarla ortak kiiltiir sonrasinda beta hiicre
GAPDH gen
gerceklestirilmis olup hesaplamalar iWJ-MKH‘lere gore kat degisimler olarak ifade

belirteclerinin  gen

edilmistir. Kok hiicre verileri (A) panelinde ve 1.1 B4 hiicrelerinin beta hiicre

ifade analizi.

Analizler

belirteclerinin yiiksek ifadeleri (B) panelinde gosterilmistir. (*, P <0,05)

45

ekspresyonuna gore



5. TARTISMA

Bu tez calismasinda beta hiicre hattindan elde edilen eksozomlar kullanilarak kok
hiicrelerin beta hiicre yoniinde farklilasmasi1 amaglanmigtir. Beta hiicre hattindan ve
Wharton jelinden elde edilen eksozomlar ile kurulan deneyde, eksozomlarin kok hiicre
farklilagsmasi {izerindeki etkisi arastirilmistir. Bu yaklasimlar ile kok hiicrelerin ortamda
bulunan eksozomlara nasil tepki verdigi ve eksozom varliginin farklilagsmaya olan katkisi

incelenmistir.

Langerhans adaciklar1 i¢inde yer alan pankreatik beta hiicrelerinin koordine aktivitesi
kan glikoz seviyelerinin siki kontrolii ve hipo veya hipergliseminin zararli etkilerinin
onlenmesi agisindan onemlidir. Bu koordinasyon dogrudan hiicre-hiicre temas: ile elde
edilebildigi gibi hiicre adezyon molekiilleri veya gap baglantilar1 (junction) ve parakrin
veya otokrin fonksiyonlar1 saglayan cesitli sinyal molekiillerinin salinmasi yoluyla da

saglanabilir (Jain ve Lammert 2009; Rutter ve Hodson 2015).

Beta hiicrelerinden salinan eksozomlarin igeriklerinin degistirilmesi i¢in birtakim
caligmalar yayinlanmistir. Farkli yaklagimlar kullanilabilecegi gibi, bunlardan en sik tercih
edileni, hiicrelerin farkli bir ortama sokularak, drnegin stres ya da apoptotik kosullarin
saglanmasi, hiicreden salgilanan eksozomlarin igerigi degistirilmesidir. Bir beta hiicre hatti
olan MINGB1, pre-diyabetik ve diyabetik durumlarda salgilanan sitokinlerce kiiltiire
edilmis ve miRNA profilleri boylece degistirilmistir (Guay ve dig. 2015). Normal beta
hiicreleriyle ortak kiiltiirii sonrasinda hiicrelerin insiilin salgis1 degismemis ama apoptoza
giden hiicre sayilar1 artmistir. Baska bir ¢alismada beta hiicre hatti, INS1, diisiik
konsantrasyondaki sitokinlerce uyarilmis ve bu hiicrelerin eksozomlarinin sitokinlerce
apoptoz uyarilmis diger beta hiicreleri iizerinde apoptozdan koruyucu etkileri ortaya

konmustur (Zhu ve dig. 2014).

Eksozomlar ortama salindiginda tasidiklar1 genetik materyalle (mMRNA, miRNA, pre-
miRNA ve kodlanmayan RNA) alict hiicrelerle ii¢ farkli yoldan iletisime gecerler: hiicreye
endositoz ile alinim, vezikiiliin dogrudan hiicre membrani ile biitiinlesmesi veya lipid-
ligand iligkisiyle hiicre yiizeyine baglanmasi (Keshtkar ve dig. 2018). Eksozomlar sadece
genetik bilginin aktarilmasinda degil aym1 zamanda hiicre fonksiyonlarint hizlica

etkileyecek hiicreye 6zgii proteinlerin taginmasinda da etkindirler. Tez ¢aligmasinin konusu
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olan ve mezenkimal kok hiicrelerin eksozomlar ile beta hiicre benzeri hiicrelere
farklilastirilmasiyla ilgili bir yayin su ana kadar rastlanmamistir. Ancak pluripotent kok
hiicreler ve pankreatik adacik kaynakli eksozomlar kullanilarak denenmistir (Jacobson ve
Tzanakakis 2017). Ilgili calismada pluripotent kok hiicrelere eksozomlar araciligiyla
mMiRNA-186 and miRNA-375 aktarildiktan sonra pankreas hiicrelerine 6zgii genlerin (INS,
NGN3, GLUT2, PAX4, PAX6, NKX6-1, PDX1 ve GCG) ifadelerinde artis
gozlemlenmistir (Shaer ve dig. 2014). Pankreatik adacik eksozomlariyla pluripotent kok
hiicreler ortak kiiltiire alindiginda morfolojik olarak epitel karakter kazandiklari, Insiilin ve
NGN3 ile pozitif boyandiklar1 ve hiicrelerdeki c¢inko iceren graniillerin dithiozonla

gosterildigi ilgili calismada bildirilmistir.

Ancak her seye ragmen g6z Oniinde bulundurulmasi gereken bazi1 zorluklar
mevcuttur. Farklilasma siireci ne kadar basarili olursa olsun tip-1 diyabet hastasi bireye
nakil yapildiginda hastanin immiin sistemi nakli yapilan farklilagmis hiicrelere saldirmaya
devan edecek ve insiilin salgilayan hiicrelerin sayilarinda diigmeler belli bir siire sonra
tekrar yasanacaktir (Calafiore ve dig. 2006). Bu yilizden enkapsiilasyon gibi hiicrelerin

immiin sistemden korunabilecekleri yontemlerin gelistirilmesine ihtiyac vardir.

Fetal donemde pankreasin gelisimi sirasinda notokord, activin ve FGF2 salgilayarak
Sonic Hedgehog (SHH) ifadesini baskilayarak pankreas endoderm farklilasmasini
yonlendirmektedir (Hebrok ve Ark. 2000). Ancak eksozomlarin igerisinde bulunan
epidermal biiylime faktorii (EGF) farklilagmaya yonlendirilmis hiicre sayisini artirsa da
Hedgehog sinyal yolagini aktive ederek endokrin hiicre farklilagsmasini baskilamaktadir
(Jacobson ve Tzanakakis 2017). Tez ¢alismasinda kullandigimiz GANT61 EGF etkisini
azaltmayarak Hedgehog sinyal yolagimi baskilamis ve kok hiicreleri endokrin hiicre

farklilagsmasi yoniinde desteklemistir.

GANT61, Gli-1 ve Gli-2 proteinlerini hedef alan bir inhibitordiir. Bu iki proteinin
transkripsiyonunu engelleyerek hiicre i¢i onemli sinyal yoklarindan Hedgehog yolag:
susturulur ve boylece hiicrenin proliferasyonu sinirlandirilmis olur. TNF araciligi ile NFxB
aktivasyonu, glukokortikoid reseptorii gen transaktivasyonu ve Ras—Raf-Mek—Mapk
kaskadi (MAPK sinyal yolagi) lizerindeki etkisi gozlemlenmediginden spesifik olarak
Hedgehog sinyal yolagmi susturmaktadir (Lauth ve dig. 2007). Ilk gerceklestirilen

calismalarin meme, kolon, 16semi, prostat ve akciger kanserleri basta olmak {izere bircok
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farkli kanser hiicreleri lizerine yogunlastigi goriilmektedir (Desch ve dig. 2010; Mazumdar
ve dig. 2011). Kanser hiicrelerinde apoptoza yonlendirdigi (LD50 = 30 uM) ama somatik
hiicreler iizerinde toksik dozun ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Pan ve dig. 2012).
Hiicre i¢i sinyal yolagi incelendiginde, sadece hiicre ¢ogalmasinda degil Hedgehog’un
bircok hiicresel fonksiyonda islevsel oldugu goriilmektedir. Kanser kok hiicrelerinin
¢ogalmasmmi  durdurmasimmin  yaninda, hiicrelerin  pluripotensilerinin  azaldigi  ve
farklilasmaya yonlendigini gézlemlenmistir (Kurebayashi ve dig. 2017). inhibisyon ve doz
calismalarinda GANT61’in Hedgehog sinyal yolagi igin IC50 degeri 5 puM olarak
bulunmustur (Lauth ve dig. 2007). Deneysel hayvan c¢alismalarinda GANT61'in NUDE
fareler lizerinde uygulanan 50mg/kg dozu ndroblastoma tiimor kitlesini 12. giinde %63
oraninda kiiciilttiigii gozlemlenmistir (Wickstrom ve dig. 2013). Pankreas kanser kok
hiicrelerinin (CD133+) sayisinin azaltilmasina yonelik baska bir in vivo c¢alismada
GANT61'in farelere verilmesiyle (40 mg/kg/giin, i.p.) basarili sonuclara ulasilabilecegi
gosterilmistir (Miyazaki ve dig. 2016).

Mezenkimal kok hiicreler tlizerinde yapilan caligmalarda, kok hiicrelerden salinan
eksozomlarin osteosarkom (MG63) ve gastrik kanser (SGC7901) hiicrelerinin
proliferasyonunu artirdigt ve bunu kanser hiicrelerinde Hedgehog sinyal yolagini
uyarmasiyla gerceklestirdigi bulunmustur (Qi ve dig. 2017). Ilgili calismada kok
hiicrelerden salgilanan eksozomlar (400 ug/ml) 10 uM GANT61 ile birlikte hiicrelerle
kiiltire edilmis ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunun GANT61 varliginda
hizlanmadig1, diger bir degisle kok hiicrelerin kanser destekleyici etkisinin ortadan kalktigi
bulunmustur. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasi {izerine caligmalarda 5 pM
GANT61 dozunun etkili oldugu gésterilmistir (Guan ve dig. 2009). Ilgili calismada
Hedgehog sinyal yolaginin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik
farklilagmasin1  destekledigi ve GANT61’in  kullanilmasiyla osteojenik farklilasma
veriminin distiigii gosterilmistir. Guan ve arkadaglari ayn1 zamanda 5 UM GANT61’in
Hedgehog sinyal yolagina etkisinin hiicre kiiltiiriinde yiiksek glikoz (25 mM) ortaminin

kullanilmasina benzer oldugunu da gdstermislerdir.

Bizim calismamizda kok hiicrelerin beta hiicrelerine daha iyi farklilasabilmesi i¢in
yiiksek glikoz ortami kullanilmaktadir. Ancak hiicrelerin bazal metabolizmasi da devamli
ortamdan glikozu kendisi i¢in kullandigindan, yiikksek glikoz (25 mM) seviyesi

diismektedir. 3-4 giinde bir yenilenen farklilasma ortaminda bu, dalgalanmaya yol agmakta
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ve Hedgehog sinyal yolagi devamli olarak baskilanmadigindan beta hiicre farklilasmasinda
istenen verim elde edilememektedir. GANT61’in kiiltiir ortamina eklenmesiyle Hedgehog
sinyal yolaginin inhibisyonunda devamliligin saglanmasi ve bunun sonucunda daha verimli

beta (benzeri insiilin salgilayan) hiicre farklilasmasini hedeflenmistir.

Eksozomlarin  kullanilmasiyla mezenkimal kok hiicrelerin  farklilastirmaya
yonlendirme islemi daha 6nceden denenmistir. Osteojenik farklilasmaya yonlendirilmis
MKH’lerden eksozomlar toplanarak tekrar MKH’larla birlikte ortak kiiltiire edilmistir
(Wang ve dig. 2018). Siire¢ sonunda eksozomlarin degistirilmis mikroRNA profilleri ile
farklilagsmanin erken ve ge¢ asamalarindaki genetik belirteclerin daha iyi ifade edildikleri
gosterilmistir. Eksozomal mikroRNA'larin, osteojenik farklilasmanin geg¢ evresinde erken

evresinden farkli olarak eksprese edilerek farklilasma verimini etkiledigi bildirilmistir.

Sunulan tez ¢aligmasinda farklilasmada oOncelikle eksozomlar kullanilmis ancak
farklilasma verimi zayif kalmigtir. GANT61 kullanilarak verim artirilmis olsa da yeterli
kalmamistir. Bunun sebeplerden biri de kullanilan eksozom dozunun yetersiz kalmig
olmasidir. Doz optimizasyonu yapilarak daha iyi bir farklilagma sonucu elde edilebilir. Tez
calismasinda eksozomlarin farklilastirmada etkin olabilecegi, eksozomlarin ilag ile
modifiye edilerek daha iyi sonuglarin almabilecegi gosterilmisti. KOGEM'de
gergeklestirilen benzer calismalarda kimyasal farklilasma siirecinin yetersiz kaldig
gosterilmisti (Agiksart ve dig. 2017). Transkripsiyon faktorlerinin hiicre icerisinde ifade
edilmesiyle basarili sonuglar alinmis olsa da c¢evresel faktorlerin diizenlenmesiyle PDX1
ifadesi beta hiicrelerinin %30'una kadar MKH'lerde iyilestirilmistir (Oztiirk, 2016).
Eksozomlar yalniz hiicre sinyal yolaklarimi etkilediginden etkisi simirli kalmistir ve gen
aktarimina alternatif bir yaklagim olarak kullanilabilir. Agiksari'nin ¢alismasinda elde
edilen bulgular daha kuvvetli bir farklilagmay1 gosterse de eksozom miktarinin artirtlmasi
ve Hedgehog sinyal yolaginin susturulmasiyla MKH'lerin beta benzeri insiilin salgilayan
hiicrelerin eldesinde klinik olarak uygulanabilir daha giivenli bir yaklasim bu tez

calismasinda onerilmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez calismasinda ortak kiiltiir yontemiyle iWJ-MKH’lerinin beta hiicrelerinden
saliman eksozomlar ile insiilin sentezleyen beta benzeri hiicrelere farklilagmasi
amaclanmistir. Yapilan arastirmalarin sonucunda su sorunun cevabi aranmistir: Beta
hiicrelerinden salinan eksozomlarin kiiltiir ortamina eklenmesiyle iWJ-MKH’leri beta

hiicre benzeri insiilin salgilayan hiicrelere farklilagtirilabilir mi?

iWJ-MKH‘leri KOGEM hiicre koleksiyonundan elde edilmis ve bu hiicreler
cogaltilarak karakterize edilmistir. Bu hiicrelerin ¢oziildiikten sonra bile mezenkimal kok
hiicre yiizey belirteglerini tasidiklari akis sitometri analizi ile gosterilmistir. Farklilagtirma
deneyi ile bu hiicrelerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilastirma siireclerini
basariyla tamamladiklar1 gosterilmistir. Boylelikle bu hiicrelerin ¢oziildiikten sonra bile

mezenkimal kok hiicre karakterini tasidiklar: gosterilmistir.

Beta hiicrelerinin yiikksek oranda, 15 mg/ml, mikrovezikiil salgiladiklar
goriilmiistiir. Bu mikrovezikiiller karakterize edilerek CD9, CD63 ve CD81 yiizey
belirteclerini tagidiklar1 gdsterilmis ve eksozom olduklar: ortaya konmustur. Eksozomlarin
tasidiklar1 genetik materyal PCR ile incelendiginde beta hiicre belirteclerinin RNA

dizilerini tasidiklar1 belirlenmistir.

Bu eksozomlar, iWJ-MKH-‘lerle birlikte ortak kiiltiir yapilarak, farklilasmayi
destekleyen kimyasal uyaricilarin varliginda, kok hiicrelerin beta benzeri endokrin hiicreye
farklilasma potansiyeline etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgularda eksozomlarin
hiicreleri farklilasma yoniinde uyardiklar1 ama ger¢cek anlamda hiicrelerde morfolojik
degisimlere yol agmada yeterli olmadiklar1 anlagilmistir. Endokrin farklilasma i¢in ortama
eklenen kimyasal karisimin ortamda baskin bir konumda oldugu kimyasal uyarmin

varliginda eksozomun farklilagsma iizerindeki etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Beta hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin endokrin hiicre farklilagmasini
baskilayan Hedgehog sinyal yolagini uyaran transkripsiyon faktorii, Sonik Hedgehog
(SHH) ‘u tasidiklar1 belirlenmistir. GANT61 kullanilarak eksozomlar modifiye edilmis ve

eksozomlarin GANT61 gibi bir inhibitor etkiye sahip ilacin lipozom paketlenmesine
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benzer bicimde eksozomlarin icerisine paketlenmesi basariyla gerceklestirilmistir. Bu

sekilde GANT61’in hiicrelere taginabilecegi gosterilmistir.

GANT61 yiiklenmis beta hiicre kaynakli eksozomlarin, kimyasal uyar1 siirecinde
IWJ-MKH-‘lerini eksozom i¢ermeyen hiicre grubuna goére, daha yiiksek verimde beta

hiicreye yonlendirdigi gosterilmistir.

Sonug olarak iIWJ-MKH-‘lerinin beta hiicrelerinden elde edilen eksozomlariyla ortak
kiiltiirtinde, GANTG61 gibi bir inhibitor ile Hedgehog sinyal yolaginin susturulmasinin daha
verimli beta benzeri insiilin salgilayan hiicre elde edilmesinde kullanilabilecegi bu
caligmada gosterilmistir. Ancak GANT61 yiiklii olan ya da olmayan eksozomlarin tek
baslarina mezenkimal kok hiicrelerin endokrin hiicrelere farklilagsmasina yonlendirmeye

yeterli olmadiklari ortaya konmustur.
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