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OZET

Hiicresel saperonlar, protein sentezi sonrasi hiicre i¢inde sentezlenen bu proteinlerin gérev-
lerini yerine getirebilmesi icin kritik bir dGneme sahip {i¢ boyutlu sekillerini almalarini sagla-
yan biyolojik molekiillerdir. Bu ¢aligmanin amaci, kimyasal saperonlardan Tauroursodeok-
sikolik Asit (TUDCA) ve 4-Fenilbiitirat (4-PBA) biyolojik saperonlarin ¢alisma mekaniz-
masina benzer bir sekilde sigan pankreas adacik hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini aragtir-
maktir. Sicanlardan izole edilen adacik hiicreleri 250-1500 uM araligindaki belli derisimde
TUDCA ve 4-PBA kimyasal maddeleri ile kiiltiire edildi. Sonra, adacik hiicrelerinin canlilig1
floresein diasetat (FDA) ve propidyum iyodiir (PI) boyalari1 kullanilarak floresan mikros-
kobu ile degerlendirildi. 24. Saat ve 48. saatlerde 1mM’lik derisimdeki TUDCA kimyasal
maddesi eklenen hiicreler ile 0,5mM’lik derisimdeki 4-PBA kimyasal maddesi eklenen hiic-
reler, kontrol grubundaki hiicreler ile kiyas edildiginde canlilik yiizdeleri istatiksel agidan
anlamli derecede yiiksek bulundu (P<0,05). Canlilik oranindaki bu artigin, hiicre kiiltiiriine
eklenen yukarida belirtilen derisimdeki kimyasal saperonlarin, hiicrelerdeki endoplazmik re-
tikulum (ER) stresini azaltarak hiicre 6liim oraninda diisiise neden olmasindan kaynaklandig:
gozlenmistir. Diinyada, tip1 diyabetli hastalara alternatif bir tedavi segenegi olarak uygula-
nan adacik hiicre naklinde, hiicresel diizeyde bu kimyasallar ile yapilacak bir tedavi edici
uygulamanin, nakil 6ncesi donemde nakledilecek adacik hiicrelerinin canliliginda ve uzun
vadeli fonksiyonelliginde iyilestirme saglayabilecegi ongoriilmektedir.
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retikulum stresi
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ABSTRACT

Chaperones are biological molecules, which give the proteins their three-dimensional struc-
tures in order to perform their duties with in the cell after the synthesis of those proteins. The
purpose of this study was to investigate the effects of Tauroursodeoxycholicacid (TUDCA)
and 4- Phenylbutyrate (4-PBA) chemical chaperones on the rat pancreatic islet cell viability.
Islet cells isolated from rats were cultured with in a certain concentration of range from 250
to 1500 uM TUDCA and 4-PBA chemicals. Then, the viability of islet cells was determined
by the fluorescence microscopy using fluorescein diacetate (FDA) and propidium iodure (PI)
dyes. 1 mM concentration of TUDCA and 0,5 mM concentration of 4-PBA chemicals were
added to isolated islets, and after 24th and 48th hours of cultivation, the viability of those
cells was evaluated. When we compared the chaperone added group with the control group,
chaperone added cells were significantly higher percentage of cell viability than the control
group in statistical terms (P <0.05). The viability of islet cells was increased due to reduced
endoplasmic reticulum (ER) stress by adding mentioned chemical chaperones at defined
concentrations. In islet cell transplantation, as an alternative treatment for type 1 diabetes, at
cell level a therapeutic application with those chemical chaperones for isolated islet cells
before transplantation might have positive effect on the viability and the functionality of
those islet cells in the post-transplantation period.

Science Code : 201.1.020

Key Words :  Pancreatic islet cells, chemical chaperones, endoplasmic reticulum
stress
Page Number : 54

Supervisor : Prof. Dr. Ahmet YASAR



vi

TESEKKUR

Tez ¢alismamin tiim agamalarinda bana yardimei olan danigman hocam Prof. Dr. Ahmet
YASAR’a, bana inanan ve calisma firsat1 veren saym hocalarim Prof. Dr. Tuncay DELI-
BASI, Prof. Dr. Ersin FADILLIOGLU, Dog. Dr. Fatma ARSLAN ve Dog. Dr. Servet
CETE’ye yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim. Ayrica tez ¢aligmam sirasinda benimle
beraber ¢aligip emek veren Adacell Arastirma Merkezindeki arkadaglarimdan Sercan MER-
CAN, Giilbahar BOYUK, Sedat FEYAT, Meral TIRYAKI, Taner TEKER, Buket YUR-
TERI, Hakan GULLU, Hiilya OZCAN, Safiye BOYUK, Meral SATILMIS, Ibrahim ULU-
SOY ve Murat SATILMIS a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Bu giinlere gelmemde biiyiik pay

sahibi olan aileme ve dostlarima tesekkiirlerimi sunarim.



vii

ICINDEKILER
Sayfa
OZET ..ottt iv
ABSTRACT ...ttt sttt et e sb e st sbe et et sae e \%
TESEKKUR ...ttt s s s s s vi
ICINDEKILER ..ot vii
SEKILLERIN LISTEST ...t X
RESIMLERIN LISTEST .....ccotiiiiiiiiiniiniecineierieeisee et ssessessseseessesssesenes Xii
CIZELGELERIN LISTESI. ..ottt Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR........ccotutitiiintintieieeisseneiessesesseseessessssese e sseseeens Xiv
L. GIRIS et 1
2. KiMYASAL_ SAPERONLAR VE PANKREAS LANGERHANS

ADACIK HUCRELERI ......ccocoiiiec e 5
2.1. Pankreasin Morfolojik OZellKIETi. ............ooveveveieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
2.2. Pankreas ve Adacik Hiicre FiZyOlojisi.....ccoovuieeuieniiiiiienieeiiecieeeeee e 6
2.3. Pankreasin EKZOKIIN ISIEVIETT ........c.ovviviuiueeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.4. Pankreasin EndoKrin ISIEVIETT ........c.o.oviviuiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
2.5. Langerhans Adaciklarinda Endoplazmik Retikulum ve Stres Mekanizmasit...... 8
2.6, SAPCTONIAT .....iiuiiiiiiieiie ettt ettt ettt e s eae e bt e st e enbeesaaeenseessseenneas 10
2.6.1.Molekiller Saperonlar ............ccceeeuierieeiiienieeieee e 10

2.6.2. Kimyasal SAPErONIar..........ccccccuieiiieiieeiiieiie ettt 10

2.7. Kaynak ATastirmaST......ccueeeiieiiieniieeiienieeieesieeeteesiee et e siaeeteesaeeseesaaeeseessseenseas 12
2.7.1. Adacik hiicre ¢aligmalarina ait kaynak aragtirmalart ..............ccoccveenenneee. 12

2.7.2. Kimyasal saperon ¢aligmalarina ait kaynak aragtirmalari...........c..cc......... 13



Sayfa
3. DENEYSEL KISIM ..ot 17
3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler..........c..ccocoveviininiinienennienienenee, 17
3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmast ...........cccooeeiiniiniiiinienenee. 14
3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar............ccccoooiiiiiiiieniieiecceeece e 18
3.3.1. AMEliyat MASAST....cccueieiieiiieiieie ettt 18
3.3.2. Ameliyat mikroSkobu..........cooiiviiiiiiiiiii e 18
3.3.3. Biyolojik glivenlik Kabini.........c.ccoeoieiiiiiiiiniiiiiiiiecee e 18
3.3.4. Santrifli) CINAZI ...c.eeeuiieiiiii e 19
3.3.5. Hiicre inKUbatOTT.......ccuevuiiriiiiieieniieieeieseee et 19
3.3.6. Hiicre miKroSKoDU.........cccuoiiiiiiiiiiiiiiiieeceeee e 19
3.3 7 PH IMEIIC ...t et et 19
3.3.8. MIKIO PIPEL..eiiuriieiiieiieeiieiie ettt ettt ettt ettt e e et esiae e e e ssseeneees 19
3.3.9. HASSAS tRIAZI.ccuveeueeiietieiiesiteteete sttt sttt sttt st 19
3.4. Siganlardan Pankreas Adacik Hiicre Saflastirilmast...........cccceevveeeviieeciecnnenenn, 20
3.4.1. Calisilacak deney hayvanlarinin 6zelliklerinin belirlenmesi..................... 20
3.4.2. Sican pankreasinin elde edilmesi ...........ccceeviieiiieniieiieniiieiee e, 21
3.4.3. Sican pankreasindan adacik hiicre elde etmesi ...........ccccvvevieriieiieniennen. 22
3.4.4. Adacik hiicrelerinin SAYIMI ........c.eccvieriieiiienie et 25
3.5. Siganlardan Pankreas Adacik Hiicrelerinin Kimyasal Saperonlar ile

IMUAIMELEST -ttt et sttt st 26
3.5.1. Adacik hiicre kiiltiir ¢ozeltisi i¢in kimyasal saperonlarin hazirlanmasi.... 26
3.5.2. Adacik hiicrelerinin kimyasal saperonlar ile muamelesi ..............c........... 27

3.6. Adacik Hiicre Canliliklariin Floresan Mikroskop ile Degerlendirilmesi ve
ANALIZI ettt 27
3.7.0StAtIKSE] ANALIZ .......ocvoeveiceecee e 29



X

Sayfa

4. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA ..., 31
4.1. Kontrol Grubu Canlilik Deney Sonuglart ve Tartisma ..........ccccceeeveeriienieenennne. 31
4.2. TUDCA Grubu Canlilik Deney Sonuglart ve Tartisma..........ccceeevveriierieenennne. 32
4.2.1.900 uM ve 1100 uM TUDCA canlilik deney sonuglari ve tartisma......... 36

4.3. 4-PBA Grubu Canlilik Deney Sonuglari ve Tartisma...........cccccceevveeriienieenennne. 38

5. SONUC VE ONERILER .....coooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeseees s s 43
KAYNAKLAR Lottt st sttt 45
EKLER ...ttt sttt 51
EK-1. Hayvan deneyleri yerel etik kurulu karart..........cccccocoveinininnniniiicee, 52
EK-2. Deney hayvanlar1 kullanim sertifikast..........ccooceeverieniininiiniiiiiceceseeeee, 53

OZGECMIS ..ottt 54



SEKILLERIN LIiSTESI

Sekil

Sekil 1.1. Adacik hlicre nakli...........ccueeeiiiiiiiiiiiiie e
Sekil 2.1. Pankreasin SEKIi ........cccueieeiiieiiiieieccee e
Sekil 2.2. Adacik hlicre SEMAST........c..eeeiuiiieiiieeiie e e e
Sekil 2.3. Insiilin hOrMONUNUN YAPIST .......cvovvvreieeeeeeeeeee e,
Sekil 2.4. Sodyum fenilblitiratin YapiSl........occveecuieriieiieniieeieerie et
Sekil 2.5. TUDCA NIN YAPISL..veeiuieeiieriieeiieniieeieeniteeteenieeeteesseesseesseesseesseessseenseesnnes

Sekil 4.1. Kontrol grubu 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik orani .....................

Sekil 4.2. 250uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

CANIIIIK OTANI oo,

Sekil 4.3. 500uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

CANIIIIK OTANI ..o,

Sekil 4.4. 750uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

CANIIIIK OTANI .«

Sekil 4.5. 1000uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

CANIIIIK OTANI c.ooiiiiiiiieie e,

Sekil 4.6. 1250uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

CANIIIIK OTANI oo,

Sekil 4.7. 1500uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

CANIIIIK OTANI ..o,

Sekil 4.8. Ilave ¢alisma, Kontrol grubu 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik

Sekil 4.9. flave ¢alisma, 900uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48,

saatlerdeki hlicre CanliliK OTANT.........eevveeeeeieeeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees

Sekil 4.10. ilave ¢alisma, 1100uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48.

saatlerdeki hiicre canliliK OTaNT..........eeveeeeeeeieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees

Sekil 4.11. 250uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre

LoFs Y811 1 0 ) - 1 4| DO



Sekil

Sekil 4.12. 500uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
CANIIIIK OTANL....coiiiiiiiiiii e

Sekil 4.13. 750uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
CANIIIIK OTANT.....eitiiiiiiiieit ettt

Sekil 4.14. 1000uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
CANIIIIK OTaANL....coiiiiiiiiiic e

Sekil 4.15. 1250uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
CANIIIIK OTaANL....coiiiiiiiiiii e

Sekil 4.16. 1500uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
CANIIIIK OTaANL....coiiiiiiiiiii e

Sekil 5.1. Uygulanan tiim derisimdeki TUDCA ve 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48.
saatlerdeki hiicre canlilik oranin kontrol grubu ile karsilastirmasi ..............

X1



Resim

Resim 3.1.

Resim 3.2.

Resim 3.3.

Resim 3.4.

Resim 3.5.

Resim 3.6.

Resim 3.7.

Resim 3.8.

Resim 3.9.

Resim 4.1.

Resim 4.2.

Resim 4.3.

RESIMLERIN LISTESI
Sayfa
Deney hayvanlar1 laboratuvarindaki sicanlarin konumlanmasi................. 20
Abdominal bolgenin Kesilmesi.........ccceceeviieiiieniieiiieiieeieecie e 21
Pankreasin kollajenaz tipV enzimi ile §igirilmesi ........ccooceeveevieriencnnennen. 22
Pankreas adacik hiicrelerinin sUzUIMESI........c.ceeveeviirienieninieneeeeeee 24

Yogunluk farki olusum sonrasi adacik hiicrelerinin konumlanma durumu 24

[zole edilen adacik KICIESi...........cueveerverceeieeeceeiecee e 25
Adacik hiicresinin DTZ ile boyama gorintiisii.........ccceeeeveerieeneeeneenveennene 26
Floresan mikroskop ile hiicre canliliginin bakilmast...........cccccoceevieeienene. 28
Matlab programi ile hiicre canliliginin hesaplanmast..............ccccceveeneennene 28

Kontrol grubuna ait 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canliliklarinin
floresan mikroskobi gOTUNTUSTL. .....c.veerveeriieriieeiieiieeie et 32

1000uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
canliliklarinin floresan mikroskop gOrintlisii.........ccccveeriverieeneenieeiienians 36

500uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
canliliklarinin floresan mikroskop gOrintlisii.........ccccveeriveriienieenieeniienians 42

xii



xiii

CIZELGELERIN LiSTESI

Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. Sodyum 4-fenil butirat’in kimyasal 6zellikleri..........ccoceeveniininiinenenne. 11
Cizelge 2.2. Tauroursodeoksikolik asit’in kimyasal 6zellikleri.............ccevveeiieniennns 12

Cizelge 3.1. Deneysel kisimda kullanilan kimyasal maddelerin isimleri ve temin

edildikleri Gretici firmalar.........cccooveeiiiiii 17

Cizelge 3.2. Kontrol ve deney gruplarti...........coecuieriiiiieniiieiiieiiecieeie e 27

Cizelge 4.1. 900 uM ve 1100 uM TUDCA, Kontrol ve deney gruplari..........c.ccue...... 36



Xiv

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklamalar
a Alfa
Beta
°C Celsius derecesi
Rpm Dakikadaki devir
0 Gama
g Gram
G Igne ¢api
kg Kilogram
pm Mikrometre
M Mikromolar
mg Miligram
mL Mililitre
nm Nanometre
cm Santimetre
% Yiizde
Kisaltmalar Aciklamalar
4-PBA 4-Fenilbiitirat
elF2a a Okaryotik baglama faktorii 2
IEQ Adacik esdegeri hesabi
CHOP Apoptozisten sorumlu C/EBP —homolog protein
CRE cAMP cevap elementi
C/EBP CCAAT/gelistirici-baglanma proteini
dsRNA Cift zincirli RNA
DTZ Dithizone

ER Endoplazmik Retikulum



Kisaltmalar

ERAD
FDA
GRP78
HBSS
HSP
IREla
M.O.
M.S.
PP
PERK
RNA
RPMI
cAMP
S1P
S2P
TUDCA
ATF4
ATF6
XBP1
XBP1s
HEPA

XV

Aciklamalar

ER- iliskili protein degradasyonu
Floresein diasetat

Glukoz diizenleyici protein
Hank'sBalanced Salt Solution

Is1 soku proteinleri

Inozitol gerektiren enzim-1o
Milattan Once

Milattan Sonra
PankreatikPolipeptit

Protein kinazdsRNA benzeri ER kinaz
Riboniikleik asit

Roswell Park Memoriallnstitute
Siklik adenozinmonofosfat

Site 1 proteaz

Site 2 proteaz
Tauroursodeoksikolik Asit
Transkripsiyon faktor-4
Transkripsiyon faktor-6

X-Box Binding Protein 1

X-Box Binding Protein 1 — splicing

Yiiksek verimli partikdil filtresi






1. GIRIS

Seker hastalig1 tiim diinyada en sik rastlanan hastaliklarin basinda gelmekte olup, insiilinin
gercek ya da islevsel eksikligi sonucu ortaya ¢ikan bozukluk ile karakterize bir hastaliktir.
Seker hastalig1, gelisimine bagl olarak Tipl ve Tip2 olarak iki tlirii bulunmaktadir. Tipl
seker hastalig1, genetik ve ¢evresel faktorlerin karsilikli etkilesimi ile gelisen otoimmiin bir
hastalik olup, pankreasin adacik hiicrelerinde bulunan beta hiicrelerindeki harabiyet sonu-
cunda insiilin yetersizligi ile karakterizedir. Tip2 seker hastalig1, insiiline hiicre zar reseptor-
lerinin direng¢ gdstermesi ya da insiilin duyarli§inin azalmasi ile insiilin sentezi ve salgilan-

masinin azalmasi ile meydana gelen bir hastaliktir [ 1, 2].

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore, 2000 yilinda tiim diinyada en az 171 milyon seker has-
tas1 (toplam diinya niifusunun %2,8’1) mevcut olup, tahminlere gére 100 milyon civarindaki
seker hasta sayisinin onlimiizdeki 10 yilin sonunda 200 milyona ve 21. Yiizyiln ilk ¢eyre-
ginde ise 300 milyona ulagmasi beklenmektedir [3]. Tiirkiye’de ise bu oran 2002 yilinda
2.217.000 iken 2025°te 4.500.000°1 asmas1 beklenmektedir [4].

Tip2 seker hastaliginin tedavisi i¢in ag1z yoluyla alinan antidiyabetik ila¢ kullanim1 mevcut-
tur. Bu tedavide kullanilan ilaglar, karacigerden salinan glukoz miktarini diizenleyip, kismi

olarak insiilin direncini azaltabilirler ya da insiilin direncini iyilestirebilirler.

Tip1 seker hastaligi, sitokinlerin adacik hiicrelerinde yer alan beta hiicrelerine saldir1 diizen-
leyip 6ldiirmeye ¢aligmasi sonucu olusan metabolik bir hastaliktir [5, 6]. Tipl diyabette en
yaygin tedavi, insiilinin viicuda enjekte edilmesidir. Basta Amerika ve bazi1 Avrupa iilkele-
rinde basglayan diger bir tedavi yonteminde, beyin 6liimii ger¢eklesmis dondrden alinan pank-
reasin adacik saflastirilmasi sonrasi Tipl diyabetli hastalarin karaciger toplar damarina en-
jekte edilmesi sonucu bu hiicrelerin instilin salgilayarak kan sekerini normoglisemik diizeye
ulastirmasidir [7-10]; (Sekill.1). Adacik hiicre nakli 6ncesi ve sonrasinda hiicre 6liimlerinin
durdurulmasi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Nakil sonrasindaki adacik hiicre 6liimlerini dur-
durmak i¢in yapilan ¢alismalarda immiin sistemi baskilayici ilag ve adacik hiicre kapsiilleme
caligmalar1 yapilmaktadir [11, 12]. Nakil 6ncesi adacik hiicre dliimlerini durdurmak i¢in ya-

pilan calismalarda ise ilk 6nce in vitro deneylerin sart oldugu bilinmektedir. Laboratuvar



ortamindaki bu hiicrelerin sag kalimini artirmaya yonelik 6nemli ¢aligma basamaklarindan

biri de, Endoplazmik Retikulumda (ER) stres kaynakli aktiflesen mekanizmalardir [13].

Donor Alici

Pankreas Tipl Diyabetli Hasta
adacik hiicresi

Yutak |

Al

Diyafram |

{Toplar damar
Karaciger |

Safra Kesesi |

Pankreas
Saflagtirilan

Adacik

Toplar damardaki adacik.

Sekil 1.1. Adacik hiicre nakli

ER, kalsiyum dengesi, protein sentez ve modifikasyonu ve lipit sentezi dahil, hiicresel siirec-
leri genis bir yelpazede diizenleyen ¢ok fonksiyonlu hiicre elemanidir [14]. ER stresi, ER
protein katlanmasini, ¢esitli kosullarda engellenmesini tetikleyici bir hiicresel siire¢ olustur-
maktadir. Okaryotik hiicrelerindeki ER, katlanmamus proteinleri temizlemek ve ER denge-
sini tamir etmeyi amaglamaktadir. ER stresinin geri donmedigi durumlarda, hiicresel islevler

bozulabilir ve bu durumda genellikle hiicre 6liimii goriiliir [15].

Proteinin biyosentezi sonrasi kalite kontrol mekanizmasinda ilk gorev, hiicredeki molekiiler
saperonundur. Bu molekiiller, proteinin katlanmasini veya katlanamayan proteinin parcalan-
masint saglar. Molekiiler saperon ailesinin tiyeleri olarak bilinen 1s1-sok proteinleri (HSP),
yliksek sicaklik ve oksidatif stres gibi kosullarda katlanmamis proteinlerin katlanmasini dii-

zenler [16].

Diistik molekiil kiitleli olan kimyasal saperonlar, hiicre i¢i katlanamamig veya yanlis katlan-

mig proteinlerin onarimini saglar [17]. Safra asitleri ve bunlarin tiirevlerinden olan TUDCA



ile kimyasal veya medikal saperonlardan 4-PBA, ER stresini diizenlemektedir [ 18]. ER stresi
ile aktiflesen hiicre i¢i 6liim yolaklar: sisteminde, bu kimyasal saperonlar ile hiicre 6liimii
engellenebilir [ 19]. Her iki kimyasal maddenin obez ve diyabetik farelerde damar yoluyla ve
ag1z yoluyla verilen kimyasal saperon tedavisi sonucunda antidiyabetik bir madde olarak ha-
reket ederek hiperglisemi ve periferal insiilin hassasiyetinin yeniden normalizasyonu ile so-

nuglanmasini saglamaktadir [20].

Bu bilgiler 1s181nda, adacik hiicre saflastirilmasi sonrasinda ER stresinden kaynakli adacik
hiicre 6liimiinii kimyasal saperonlar ile azaltmay1 amaglayan bir ¢alisma heniiz yayinlanma-
mistir. Bu nedenle, biz de bu ¢alismamizda kimyasal saperonlardan TUDCA ve 4-PBA’nin
sicanlardan elde edilen adacik hiicrelerine in vitro ortamda belirli oranlarda (250 uM, 500
uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM) eklenmesiyle 0., 24. ve 48. saatlerdeki canli-
liklarin1 kontrol grubuyla birlikte takip ettik.

Bu calismadaki amacimiz, si¢an adacik hiicrelerinin saflastirilmasi sonrasindaki in vitro or-
tamda ER stresinden kaynakli canliliklarinin azalmasindan dolayi, TUDCA ve 4-PBA kim-
yasal saperonlarinin adacik hiicre kiiltiiriine eklenmesiyle hiicre canliligini artiracak en iyi

kimyasal dozu bulmakti.

Bu ama¢ dogrultusunda, tipl seker hastaliginda tedavi amaciyla insana nakledilen adacik
hiicrelerinin canliliginin, hiicre kiiltiiriine eklenen belirledigimiz derisimdeki kimyasal sape-
ronlar ile hiicrelerdeki ER stresini azaltarak hiicre 6liim oraninda diisiise neden olmasina yar-

dimci olacagini 6ngordiik.






2. KIMYASAL SAPERONLAR VE PANKREAS LANGERHANS
ADACIK HUCRELERI

2.1. Pankreasin Morfolojik Ozellikleri

Pankreas, karin boslugunda, mide ve kalin barsak arkasinda, omurganin bel boliimii 6niinde
bulunan bir organdir. MS.100. yillarda Ephesuslu Rufus tarafindan yunanca pan (tiim, biitiin)

ve kreas (et) kelimelerinin birlestirilmesiyle adlandirilmistir.

Pankreas, karbonhidrat, protein, yag metabolizmasinda, sindirimde, enerjili substratlarin kul-
laniminda ve depolanmasinda énemli rol oynayan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip
bir organdir. Erigkin insan pankreasi 15 cm uzunlugunda, 70-140 gram kiitleye sahip olup
karin boglugunun iist kisminda midenin arkasinda yer alan, on iki parmak barsagindan dalaga
kadar uzanir. Pankreas anatomik olarak basg, gévde ve kuyruk olarak 3 boliime ayrilir (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. Pankreasin sekli



2.2. Pankreas ve Adacik Hiicre Fizyolojisi

Pankreas hem dis, hem de i¢ salg1 yapan bir bezdir. Endokrin salgilar yasamin devam etmesi
icin gerekli olan Langerhans adaciklarindan salgilanir ve bu adacik hiicrelerinin pankreas
organinda bulunma orani kiitlece %1-3 araliginda olup saglikl1 ve yaklasik 70 kg kiitlesindeki

bir insan pankreasi yaklasik 1 milyon adacik hiicresi icermektedir.

Adacik hiicrelerinde 4 hiicre ¢esidi bulunmaktadir. Bu hiicreler, alfa (o), beta (B), delta (5)
ve gama (y) hiicreleridir. Glukagon salgisinda gorevli alfa hiicrelerinin adacik hiicresindeki
kiitlesel oran1 %15-20, insiilin salgisinda gdrevli beta hiicrelerinin oran1 %60-80, somatosta-
tin salgisinda gorevli delta hiicrelerinin oran1 %2-10, pankreatik polipeptit (pp) salgisinda

gorevli gama hiicrelerinin orani %0,1-1 arasindadir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Adacik hiicre semast

2.3. Pankreasin Ekzokrin Islevleri

Pankreas viicudun temel sindirim bezi olup ekzokrin olarak asiner hiicreler tarafindan tireti-

lir. Ekzokrin hiicreler ndral ve humoral sistemlerin kontrolii altinda fonksiyon gérmektedir.



Sindirim enzimleri ve bikarbonati pankreatik kanala salgilayarak buradan ince barsaga acilir.
Ekzokrin pankreas, sindirim enzimleri ve proenzimleri i¢ceren bikarbonatca zengin bir sivi
salgilamaktadir. Ekzokrin hiicrelerin salgiladig1 sindirim enzimleri mide-barsak kanalindaki
besinleri parcalayarak emilime hazir hale getirir. Pankreas salgis1 yemek yenilmesiyle uya-

rilarak hormon ve sinir sistemin bu mekanizmaya katilmasiyla gergeklesir.

2.4. Pankreasin Endokrin Islevleri

Endokrin boliim, ekzokrin bezler arasina dagilmis bulunan Langerhans adaciklari’ndan olu-
sur. Endokrin pankreasin en 6nemli gorevi kan dolasimina verdigi hormonlar araciligiyla
glukoz metabolizmasini ayarlamaktir. Bu hormonlar, insulin, glukagon, pankreatik polipeptit
ve somatostatindir. o Hiicreleri glukagon, B hiicreleri insiilin, 6 hiicreleri somotostatin ve
gama hiicreleri de pankreatik polipeptit salgilar [21]. Endokrin hiicreler bu hormonlar1 dog-

rudan toplar damara vererek gérevini yapmaya baslarlar.

Adaciktaki beta hiicrelerinden salgilanan insulin, kan glukozunu diizenleyen en temel hor-
mondur. Insulin, viicuda alman glukoz ve aminoasitlere yanit olarak salman bir hormondur.
Bu hormon baslica karaciger, iskelet kas1 ve yag hiicrelerine glukoz alimimdan sorumludur.
Insiilin tokluk glukozuna yamit olarak salinir ve ilk olarak insiiline duyarl dokulardaki glu-
kozun alimi, karacigerde fazla miktardaki glukozun glikojene doniiserek depolanmasi, pank-
reas alfa hiicrelerine etki ederek glukagon saliniminin baskilanmasi ve hepatik glukoz tireti-

minin inhibisyonunu saglar.

Insiilin, ilk asamasi olan preproinsiilinden olusup 23 aminoasidi biraktiktan sonra 81 amino
asitten olusan proinsiilin meydana gelir. Beta hiicrelerindeki golgi kompleksinde c-peptit kis-
minin ayrilmasiyla 51 amino asit ve 3 adet disiilfiir bagi i¢eren insiilin hormonu meydana

gelir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Insiilin hormonunun yapisi
2.5. Langerhans Adaciklarinda Endoplazmik Retikulum ve Stres Mekanizmasi

Langerhans adaciklar1 1869 yilinda Paul Langerhans tarafindan tanimlanmistir. Langerhans
adaciklar1 tiim bezin %2’lik bir kismini kapsar. Pankreas, 600 bin ile 1 milyon aras1 adacik
hiicresi icermektedir. Adaciklar kendi i¢inde 3— 4 bin arasi hiicre igeren, 50 ile 500 um bo-

yutlarina sahip hiicrelerdir.

ER salgi proteinlerinin sentezi ve olgunlasmasinda gorevli organeldir [22]. Etkili bir protein
olusumunun kalite kontroliinii bu organel iistlenmis oldugundan son derece 6nemli bir goéreve
sahiptir. ER, graniillii ve graniilsiiz olarak ikiye ayrilir. Graniillii ER, ribozomlara sahip olup
protein sentezi gerceklestirirler. Yogun olarak pankreas, karaciger ve plazma hiicrelerinde
bulunurlar. Graniilsiiz ER, ince yass1 sekilde olup ribozom graniilii tasimazlar. Kolesterol
sentezi, steroit hormon sentezi ve barsak epitelinde lipitlerin iletimi gibi gérevleri vardir. ER,
asidik ve bazik tepkimelerin yiiriitiilmesini saglamasinin yaninda en biiyiik gorevi, hiicreler-
deki iiretilen zar proteinlerinin diizgiin katlanmasini ve ¢alisacaklar1 bolgelere gonderilmele-

rini saglamaktadir.
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Okaryot hiicrelerde gergeklesen protein katlanmalarinda olusan bir problem yasandigi anda
ER liimeninde katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin birikmesiyle ER stresi olusa-
rak katlanmamis protein cevab1 (UPR) yolag: aktif hale gelir. Bu yolagin aktif hale gelme-
siyle ER’ye gelecek proteinlerin miktarini azaltip ER deki protein katlanma kapasitesini ar-
tirir ve katlanmamig veya hatali katlanmig proteinlerin yikilimini ve sitoplazmaya gonderil-

mesini saglar.

Saperonlar, molekiiler, farmokolojik ve kimyasal olarak 3 farkli gruba ayrilirlar. Molekiiler
saperonlardan en aktif olan1 glukoz diizenleyici proteindir (GRP78). Glukoz kaybi, kalsiyum
deposundaki azalma ve katlanmamis protein birikmesiyle GRP78, protein katlanmasina yar-
dimc1 olmaya baglar. GRP78’in salinimiyla {ic UPR doniistiiriicli aktif hale gelir. Bunlar;
Transkripsiyon faktér-6 (ATF6), inozitol gerektiren enzim-1a (IRE1a) ve protein kinaz ¢ift
zincirli RNA benzeri ER kinazdir (PERK).

UPR’m aktif hale gelmesiyle proteini parcalamak i¢in IRE1a ve PERK fosforilizasyonu ger-
ceklesir veya ATF6 yolaginin aktiflesmesiyle golgiye transfer ger¢eklesir ve kisim 1-2 (S1P-
S2P) proteazlariyla boliinerek aktif duruma geger. Bu arada protein sentezinin durdurulmast
icin PERK, a okaryotik baslama faktorii 2 (elF2a)’yi fosforilleyerek ribozomal RNA nin
transkripsiyonunu yavaslatir ve transkripsiyon faktér-4 ATF4 {in translasyonunu artirma-
styla, cAMP cevap elemanina (CRE) baglanir ve hiicre 6liimiinden sorumlu C/EBP - homo-

log protein (CHOP) aktif hale gelir.

Bir endoriboniikleaz olan IREla, XBPI1’in (X-Box Binding Protein 1) birlesme formunu
(XBP1s) aktiflestirerek molekiiler saperonlarin transkripsiyonunu baslatarak katlanmamis

proteinlerin tekrar sitozole ge¢ip ER iliskili protein bozulmasini (ERAD) aktif hale getirir

Hiicrede ¢alisan bu sirali mekanizma ile hiicre kendini yasamda tutmayi, tiretkenligini dii-

zenli siirdiirmeyi ve bulundugu canli igerisindeki sorumlulugunu devam ettirmek i¢in ¢alisir.
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2.6. Saperonlar

2.6.1. Molekiiler saperonlar

Hiicrelerde, sentezlenen proteinlerin yanlis katlanma ve birikmesini 6nleyip dogru katlanma-
sin1 kolaylagtirmak igin, molekiiler saperon olan 1si-soku proteinleri ve GRP78 proteinlerin-
den olusan kompleks bir kalite kontrol sistemi gelismistir. Saperonlar, her hiicre olusumu ve
hiicre boliinmesinde mevcut olup, protein denge ve stres durumlarinda énemli bir géreve

sahiptir [23].

Molekiiler saperonlar ve 1s1 sok proteinleri alt tabaka etkilesmeleri ile anlasilabilir ve sinif-
landirilabilirler. Bunlar birbirinden bagimsiz olarak proteinlerin hatali katlanmasini engeller
ve yigilmasina karsi koruyabilir. Isi-soku proteinlerinden major olanlar: Hsp104, Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp40 ve kiigiik Hsp’ler (Hsp27)’dir [24]. Stresle yanlis katlanan proteinlerin
cokmesi sonra tekrar acilarak yeniden katlamasinda kullanilan bu ATP bagimli saperonlar

icin kararliliklarinda cesitli rolleri vardir.

GRP78, ER stres sensorlerinden IRE1, PERK ve ATF6 nin aktiflik mekanizmasini kontrol
ederek hiicre 6liimiine kars1 koyabilme 6zelligine sahip bir major molekiiler saperondur [25,
26]. Pek ¢ok doku tiplerinde GRP78 in hiicre yiizeylerinde eksprese edildigi bilinmektedir.
GRP78’in bozuklugunda aterosklerotik, trombotik ve oto-immiin hastaliklarin ortaya ¢iktig1

gozlenmigtir [27].

2.6.2. Kimyasal saperonlar

Kimyasal saperonlarin, in vitro ve in vivo ortamda protein katlanmasini artirdig1 ve in vivo
ortamda da proteinin agregasyonu bastirdigini gosterilmistir [28]. Kimyasal saperonlar, far-
makolojik saperonlarin aksine daha yiiksek konsantrasyonlarda etki gostermektedir. Bu yiiz-
den insanlarda tedavi edici ajanlar olarak kullanmaya fazla yanasilmamistir [29]. Yapilan
calismalarda, 4-PBA,Na (C;oH;1NaO;, 4-Fenilbiitirat) ve TUDCA (C,cH4sNO¢S, Taurourso-
deoksikolik Asit)’nin hiicrelerde ER stresini hafiflettigi gdzlenmistir. Bu bilesiklerin obez ve

diyabetli farelerde uygulanmastyla, hipergliseminin normallesmesi, insiilin duyarliliginin
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diizelmesi, yagh karaciger hastaliginin ¢oziimlenmesi ve karaciger, kas ve yag dokuda insii-
lin etkisinin artmasi ile sonuglanmistir [30]. Proteinlerin katlanip sekillenmesinde kimyasal

yapilar ve 6zelliklerinin 6nemi biiyiiktiir (Sekil 2.4; Sekil 2,5; Cizelge 2.1; Cizelge 2.2).

Na+

Sekil 2.4. Sodyum fenilbiitiratin yapisi

Cizelge 2.1. Sodyum 4-fenilbutirat’in kimyasal 6zellikleri (PubChem)

Molekiil Formiilii CioH11NaO;
Molekiil ismi Sodyum fenilbiitirat
Molekiil Kiitlesi 186,18 g/mol

Erime sicaklig1 214-216 °C
Yogunlugu 1,09 g/cm’
Cozlintirligii 25 mg/mL, suda
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Sekil 2.5. TUDCA nin yapisi

Cizelge 2.2. Tauroursodeoksikolikasit’in kimyasal 6zellikleri (PubChem)

Molekiil Formiilii Cr6HasNOgS

Molekiil Ismi Tauroursodeoksikolik asit
Molekiil Kiitlesi 499,70 g/mol

Erime sicaklig1 173-175°C

Yogunlugu 1,21 g/lem’

Cozlintirligii 10 mg/mL, suda

2.7. Kaynak Arastirmasi

2.7.1. Adacik hiicre ¢calismalarina ait kaynak arastirmalar

Camillo Ricordi ve arkadaslari, Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan “Diabetes Research

Institute” de yapilan adacik hiicre caligsmalari referans alinarak adacik hiicre saflagtirma yon-

temleri gelistirmeye ¢alismislardir. Caligmalarinda, sigandan adacik hiicresi saflagtirma yon-

teminde kollajenaz tipV enzimi kullanimi ile adaciklar dokudan ayristirilip farkli yogunluk-

taki kimyasal maddelerinin kullanimiyla da asiner hiicrelerden uzaklagmasiyla gerceklesen

saflagtirma yontemini kullanmiglardir [31].
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Saskia Erbel ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada, insandan yaptiklar1 adak hiicre saflagtir-
mas1 sonrast hiicrelerin en fazla ii¢ hafta hayatta kalabildiklerini gdstermisler. Uciincii hafta-
dan sonra izlenilen adacik hiicre fonksiyonunun bozulmasiyla artan ER stresi sonrast hiicre

Oliimlerinde artis gdzlemislerdir [32].

Ghorbani Rostam ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, farelerden izole ettikleri adacik ve
beta hiicrelerini daha fazla yagsatmay1 amaglamiglardir. 4°C ve 23°C’da RPMI’da tuttuklar1
hiicrelerin canlilik analizleri sonucunda adacik hiicrelerinin performans ve canliligini koru-

mada en verimli sicakligin 4°C oldugunu belirtmisglerdir [33].

Hua Yang ve arkadaslari, adacik hiicrelerinin nakil dncesi donemde, uzun donemli fonksiyon
ve canliligin1 korumak i¢in ¢aligma yapmislardir. Sonucunda, kollajen ve agaroz ile kaplan-
mis, sigandan elde ettikleri adacik hiicrelerinin 40 haftaya kadar verimli olabildiklerini gos-

termislerdir [34].

Gopalakrishnan Loganathan ve arkadaglari, insana nakletmek i¢in domuzdan elde edilen ada-
cik hiicrelerinin verimini artirmay1 amaglamiglardir. Soya fasulyesi yagi ile zenginlestirilmis
besinle beslenen gen¢ domuzlardan elde edilen adacik hiicre veriminin diger gruplara gore

daha iyi sonug verdigini gostermislerdir [35].

Nacher M. ve arkadaslarinin yaptig1, adacik hiicrelerinin yasamini artirma c¢aligmasinda, in-
san adacik hiicrelerini insan serumu ile kiiltlire etmislerdir. Sonucunda, adacik hiicrelerinin

canliliginda, yasam siiresinde ve fonksiyonunda olumlu sonuglar almiglardir [36].

Montane J. ve arkadaglarinin yaptig1 caligmada, oksidatif stres ve ER stresinin tip 2 diyabetli

hastalarda adacik hiicresindeki beta hiicrelerini 6ldiirdiigii hipotezini kurmuslardir [37].
2.7.2. Kimyasal saperon ¢calismalarina ait kaynak arastirmalari
Umut Ozcan ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada, kimyasal saperonlardan TUDCA ve 4-

PBA’nin tip 2 diyabetli obez farelerde kan glukozunu ve ER stresini diislirdiigiinii goster-

meye ¢alismiglardir. Bir hiicrede gerceklesen protein katlanmasinda yasanan problem sonrast
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olusan yiiksek ER stresinin, hiicre sag kaliminin devamui i¢in diisiiriilmesi gerektigini ve bu
ER stresinin azalmasinda, hiicre i¢cindeki molekiiler saperonlar ile birlikte kimyasal saperon-

larin da takviyesinin hiicre yasam siiresini artirdigini bulmuslardir [38].

Zhu Q. ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, si¢an adacik hiicrelerinden elde edilen beta hiic-
relerinde ER stresini diisiirmeyi hedeflemislerdir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan TUDCA kim-
yasali ile beta hiicrelerindeki ER stresinde diizelmenin goriildiigiinii ve ATF4/CHOP hiicre

oliim yolaginin aktifligini durdurdugunu ag¢iklamislardir [39].

Choi SE. ve arkadaglariin yaptig1 caligmada, serbest yag asitlerinin insiilin salinimini boz-
dugunu ve bunun ER stresini durdurmaya calisan 4-PBA kimyasali ile tedavi edilebildigini

gosterilmistir [40].

Cadavez L. ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, beta hiicre fonksiyonu bozulan tip 2 diya-
betli hastalarda, kimyasal saperonlardan TUDCA ve 4-PBA’nin ER stresini azaltti1 ve in-

siilin salinitmini artirdig1 agiklanmistir [41].

da-Silva WS. ve arkadaglari, kimyasal saperonlardan TUDCA ve 4-PBA’nin metabolizma-

daki tiroit hormon aktivasyonunu ve enerji tikketimini hizlandirdigint géstermislerdir [42].

Humere C. ve arkadaslari, sicanlardaki kalp fibroblastinda hiicresel bozukluga neden olan
ER stresinin tapsigarginle indiikleyerek, 4-PBA kimyasal saperonu ile tedavi edilebildigini
aciklamiglardir [43].

Zhu M. ve arkadagslari, DTZ ile diyabet edilmis siganlardaki beta hiicrelerinin, agiz yoluyla

verilen 4-PBA kimyasali araciligtyla canliligini1 korudugunu gostermislerdir [44].

Kemter E. ve arkadaslari, bobrek hastaliklari ile ilgili yaptiklari in vitro fare ¢calismasinda, 4-
PBA kimyasalinin kullaniminin bobrek fonksiyonlarinin iyilesmesinde olumlu sonug verdi-

gini raporlamiglardir [45].
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Koyama M. ve arkadaslarinin akciger atardamarinda gerceklesen yiiksek tansiyonu iyilestir-
mek amacl yaptiklari fare ¢aligmasinda, 4-PBA kimyasalinin uygulanmasiyla bu hastaligin

tedavi edilebildigini géstermislerdir [46].

Zhang H. ve arkadaglar1, bobrek epitel hiicrelerinden NRK-52E hiicre hattina verilen ER stres
tetikleyicileri sonrasinda, 4-PBA kimyasalin1 hiicre kiiltiiriine ekleyerek IRE1 ve ATF6 yo-
laklarinin aktifligini kaybettiklerini gostermislerdir [47].

Hua Y. ve arkadaslari, insan makrofaj hiicre kiiltiiriine ekledikleri ER stres tetikleyicisi tuni-
kamisin kimyasali ile lipit tutulum oraninda artis gérmiislerdir. Bu hiicre kiiltiiriine eklenen

TUDCA kimyasali ile artig gosteren lipit tutulumunun inhibe edildigi gosterilmistir [48].

Yan F. ve arkadaslari, subaraknoid kanamasinin tedavisi i¢in si¢anlarda ¢aligma yapmiglar-
dir. SAH.84 kodlu bu kanama hastaligina sahip 6zel siganlara damar yolu ile TUDCA kim-
yasal1 vermisler ve sonucunda beyindeki bu kanamanin azaldigin1 gozlemleyerek kanamanin

ER stresi ile iligkili oldugu yorumunu yapmislardir [49].

Rodrigues CM. ve arkadaglarinin, kanamali felci tedavi etme amagli yaptiklari calismada, bu
hastalig1 olusturduklari sicana damar yolu ile TUDCA kimyasalinin verilmesi sonrasinda no-

ronal koruma sayesinde iyilesmeye olumlu etki yaptigini gosterilmislerdir [50].

Ramalho RM. ve arkadaslarinin alzaymir hastaliginin tedavisi tizerine farelerin ndroblastoma
hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada, hiicre 6liimiine neden olan p53 proteinin agir1 iiretilmesine

karsilik TUDCA kimyasali uygulamasiyla hiicre dliimiinde azalma gozlemlemisler [51].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu tezin deneysel kisminda kullanilan kimyasal maddelerin isimleri ve temin edildikleri {ire-
tici firmalar Cizelge 3.1°de verilmistir. Kullandigimiz tiim kimyasal maddeler analitik saf-

liktadir.

Cizelge 3.1. Deneysel kisimda kullanilan kimyasal maddelerin isimleri ve temin edildikleri

uretici firmalar

Kimyasal Madde Temin Edilen Uretici Firma
TUDCA Calbiochem

4-PBA Ucyclyd Pharma
Ketamin Pfizer

Ksilazin Ege-Vet

Kollejanaz TipV Sigma

HBSS Biowest

RPMI 1640 Sigma

Biocoll 1100 Biochrom

Biocoll 1077 Biochrom

Dithizone Sigma

Floresein diasetat Thermo Fisher Scientific
Propidyum iyodiir Sigma

Polivinil pirolidon iyot Dermosept

Saf su ELGA LabWater

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

TUDCA ¢ozeltisi: Tauroursodeoksikolik asit uygun miktarlarda tartilarak RPMI’da ¢oziildii,
hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile 7.4’e ayarlandi. Cozelti oda si-
cakliginda saklandi.



18

4-PBA ¢0zeltisi: 4-Fenilbiitirat uygun miktarlarda tartilarak RPMI’da ¢oziildii, hazirlanan
cozeltinin pH’s1 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ile 7.4’e ayarlandi. Cozelti oda sicakliginda

saklanda.

Kollajenaz TipV Enzimi: Hayvan basina 8 mg enzim tartilarak +4 °C sogukluktaki HBSS

cozeltisi ile ¢oziilerek +4 °C’ de buzdolabinda en fazla 1 saat siire siniriyla saklandi.

DTZ: 100 mg Dithizone tartilarak 20 mL Dimetil siilfoksit (DMSO, (CH3),SO) ile ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozeltiye 30 mL HBSS c¢ozeltisi ilave edilerek seyreltildi ve 0,4 wm capindaki

filtre ile siizlilerek oda sicakliginda saklandi.

3.3. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

3.3.1. Ameliyat masasi

Sicanlara uygulanan genel anestezi ardindan, pankreasin sigandan ¢ikarilana kadar gecen sii-

re¢ de 37 °C lik sicakligi korumak i¢in ayarlanmig metal masa ile Adacell Arastirma Mer-

kezi’nde galigilmistir.

3.3.2. Ameliyat mikroskobu

Leica marka, M620 model ameliyat mikroskobu kullanilarak cerrahi iglemler Adacell Aras-

tirma Merkezi’nde uygulanmistir.

3.3.3. Biyolojik giivenlik kabini

Adacik hiicre saflagtirma ve kiiltiire hazirlama asamalarinda kullanilan, partikiil ve mikro
organizma sayisinin, sicakligin, nem oraninin, taze hava miktarinin, ortam hava basincinin,
hava hareketlerinin ve buna benzer parametrelerin kontrol altinda tutulmasini saglayan, Me-
tisafe marka, class 2 model cihaz ile ¢alisilma basamagi Adacell Arastirma Merkezi’nde ger-

ceklestirilmigtir.
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3.3.4. Santrifiij cihaz1

Adacik hiicre saflastirma ve kiiltiire hazirlama asamalarinda kullanilan, hizlanma, frenleme
ve sicaklik ayar1 yapilabilme 6zelligi bulunan Hettich Rotanta marka, 460R model santrijiij

cihazi ile Adacell Arastirma Merkezi’nde ¢alisilmigtir.

3.3.5. Hiicre inkiibatorii

Adacik hiicrelerinin besi ortami saglandiktan sonra 37 °C lik sicaklik ve %5 lik CO, hava
salinimui ile hiicre yasamasini saglayan Panasonic marka, MCO-230AIC-PE model hiicre in-
kiibatorii ile Adacell Arastirma Merkezi’nde ¢alisiimistir.

3.3.6. Hiicre mikroskobu

Adacik hiicre canliliginin incelenmesi i¢in kullanilan, floresan boyali hiicrelerin 1s1masini
algilayan Leica marka, AM6000 model hiicre mikroskobu ile Adacell Arastirma Mer-
kezi’nde galigilmistir.

3.3.7. pH metre

pH ol¢iimlert METTLER TOLEDO marka, S 220 model pH-iyonmetre ile ile Adacell Aras-

tirma Merkezi’nde ¢alisilmistir.

3.3.8. Mikro pipet

Hiicre sayimlar1 ve toplamalar1 0,2 pL-1,0 mL araliklarindaki Axygen marka +0,005 pL has-

sasiyeti olan mikropipetler ile Adacell Arastirma Merkezi’nde ¢aligilmistir.

3.3.9. Hassas terazi

Kimyasal maddelerin kiitle 6l¢timleri Mettler Toledo marka, ML104T model cihaz ile ile
Adacell Aragtirma Merkezi’nde ¢alisiimistir.
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3.4. Sicanlardan Pankreas Adacik Hiicre Saflagtirilmasi

3.4.1. Cahisilacak deney hayvanlarinin 6zelliklerinin belirlenmesi

Yas ortalamas1 3 aylik olan, 190-260 g kiitleye sahip olan, erkek cinsiyetinde ve Wistar al-
bino tiiriinden olan 20 adet si¢an ile ¢aligma planlanmistir. Deneyler, Ankara Diskap1 Yildi-
rim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (Ek-
1, Protokol No: 2015-15) izin alinmasindan sonra, Adacell, Pankreas Adacik Hiicre Aras-
tirma Merkezi Laboratuvarinda Ek-2 de mevcut olan belge ile ¢alisma yapildi. Siganlar,
elektronik olarak otomatize edilmis sistem yardimiyla 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik sag-
layan, HEPA (yiiksek verimli partikiil filtresi) filtreli havalandirma sistemine sahip, 23+2 °C
sicakliginda, %45+10 bagil nem degerinde olan laboratuvar ortaminda hayvanlarin barin-
mast saglanmistir (Resim 3.1). Hayvanlar standart pellet yemi ve steril su kullanilarak bes-
lenmesi saglanmistir. Deneyler siiresince yerel etik kurulca istenilen sartlara uygun olarak

deneyler gergeklestirilmistir.

Resim 3.1. Deney hayvanlar1 laboratuvarindaki si¢canlarin konumlanmasi
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3.4.2. Sican pankreasinin elde edilmesi

Ketamin/Ksilazin anestezik maddesinin (hacimce 1/9 oraninda karisimi yapilarak) kas ara-
sina enjektdr ile verilmesiyle uyutulan sicanlarin karin boslugu bolgesindeki tiiyler tirag ma-
kinesi ile temizlenip antiseptik olan batikon (polivinil pirolidon-iyot) ile alan silinir. Karin
bolgesinin derisi pens yardimiyla kaldirilip cerrahi makas ile kesilir ve deri alt1 dokusu makas
ile aralanir (Resim 3.2). Gogiis kafesine el ile baski uygulanarak karacigerin disar1 ¢ikaril-
masi1 gergeklestirilir. Karacigerde bir kanama gerceklesmemesi i¢in karaciger gazli beze sa-
rilir ve pankreas ve on iki parmak barsagi baglantisinda olan duktus kanali, cerrahi mikros-
kop yardimiyla belirginlestirilerek kiskag ile sikistirilir. Duktus kanalinin kalinligina gore
26G ya da 22G damar yol agma seti (intraket) ile duktusa girilerek, her bir pankreas basina
7 mL (1 mg/mL derisiminde) soguk (+4°C) kollajenaz tipV enzimi verilir (Resim 3.3). Ta-
mamu verildikten sonra, sicanin aort damari kesilerek sigan oldiiriiliir. Bu islem yapildiginda
pankreasin kanlanmasi 6nlenmis olur. Pankreas baglantili oldugu doku ve organlardan makas
yardimiyla kesilerek 50 mL’lik deney tiipiiniin igerisine alinir ve buza gdmiiliir. Bu paket-

leme sonrasinda doku, hayvan laboratuvarindan hiicre saflastirma laboratuvarina tasinir.

Resim 3.2. Abdominal bélgenin kesilmesi
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Resim 3.3. Pankreasin kollajenaz tipV enzimi ile sigirilmesi

3.4.3. Sican pankreasindan adacik hiicre elde etmesi

Pankreasa gonderilen kollajenaz tipV enziminin aktif hale gelmesi i¢in yaklasik bir saat 6n-
ceden hazir hale getirilen 37°C da ki su banyosunda pankreaslar 18 dakika bekletilerek organ
icindeki enzimin aktiflesmesi saglanir. Bu inkiibasyon sonrasinda tiip i¢indeki pankreas 30

saniye kadar elde ¢alkalanarak homojen hale getirilir.

Hiicredeki enzimatik sindirimi durdurmasi i¢in ve hiicrenin ozmotik basincini ile pH’sin
ayarlayan 6zel liretim HBSS (Hank's Balanced Salt Solution, Lonza) ¢6zeltisinden 25 mL

caligma tiipiline eklenir ve kuvvetlice ¢alkalanir.

Santrifiij, 1300 rpm de 3 dakika ve 4°C’a ayarlanarak {riin yiiklemesi yapilir ve galigtirtlir.
Santrifiij sonrasinda olusan sivi kisim pipetleme yontemi ile tiip igerisinden alinarak atilir.
Pellet elde hafifce calkalanarak, karigmasi gerceklestirilir. Tiip i¢ine 25 mL soguk HBSS
cozeltisinden ekleme, santrifiijleme ve sivinin atilma islem tekrari 2 kez daha gergeklestirilir
ve bdylece pankreasin par¢alanmasini saglayan enzimin sistemden uzaklagmasi saglanir. Ka-

risim lizerine 50 mL soguk HBSS ¢ozeltisi eklenir ve kuvvetlice ¢alkalanir.
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425 um ¢apinda delikleri bulunan ¢elikten tiretilmis elek sistemi yardimiyla bu pargalanmis
pankreas dokusu 50 mL’lik falkon tiip icerisine siiziiliir (Resim 3.4.). Siizme islemi sonrast
dokuya ait yag artiklar1 elek {izerinde kalarak bu atiklardan kurulmus olunur. Siiziintii, 1300
rpm’de 3 dakika ve 3/9 hiz, 1/9 fren sistemi ile 4°C’de santrifij edilir. Yukarida kalan sivi
kisim pipetleme yardimi ile uzaklastirilarak atilir. Tiipiin dibinde biriken pellet calkalanarak
karigsmasi saglanir. Pankreasin igindeki kollajen doku ve hiicreler arasi baglarin koparilmast
sonrasinda elde edilen ekzokrin hiicrelerin ve adacik hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi i¢in
bir deney tiipii i¢inde iki farkli yogunluk katmani olusturularak adaciklarin diger hiicreden

ayrilmasi saglanir (Resim 3.5.).

Elde edilen pellet i¢gine ilk yogunluk katmani olan 5 mL Biocoll 1100 g/mL ilave edilip ¢al-
kalanarak homojenlik saglanir. Uzerine yavasca 10 mL Biocoll 1077 g/mL soliisyonu ilave
edilir. Son olarak 10 mL RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Lonza) soliisyonu
ilave edilir. Santrifiij cihazi ile 2400 rpm’de 20 dakika ve 4°C’da santrifiij edilir. Yogunluk-
larin arasindaki RPMI 1640 ¢ozeltisinden olusan tabaka i¢inde adacik hiicreleri yerlerini alir.
Plastik pipet yardimi ile bu tabaka {izerindeki adacik hiicreleri toplanarak HBSS ¢ozeltisi

bulunan yeni tiiplere transfer islemi gergeklestirilir.

Hiicre i¢in toksik etki olusturacak bu yogunluk farkin1i meydana getiren kimyasallardan kur-
tulmak i¢in hiicreler HBSS c¢ozeltisi ile yikanip 1300 rpm’de 3 dakika ve 3/9 hiz, 1/9 fren
sistemi ile 4°C’de santrifiij edilir. Tip igerisindeki ¢okeltide elde etmek istedigimiz adacik
hiicreleri mevcut olmaktadir. Cokelti iizerindeki siv1 ¢ekilip atildiktan sonra dipteki hiicreler

kullanima hazir adacik hiicreleri olup mikroskopta incelmeye alinir (Resim 3.6.).
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Resim 3.4. Pankreas adacik hiicrelerinin siiziilmesi

Resim 3.5. Yogunluk farki olusum sonrasi adacik hiicrelerinin konumlanma durumu
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3.4.4. Adacik hiicrelerinin sayimi

Elde edilen adacik hiicrelerinin kesinligini ve sayisini belirlemek i¢in, adacik hiicre i¢inde
bulunan beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonundaki ¢inko selatina baglanan Dit-
hizone (DTZ) boyasi kullanilir. Baglanma sonrast mikroskop ile bakilarak kirmizi renk alan
adacik hiicreleri kontrol edilir (Resim 3.7.). Steril pipet ile hiicreler alinip 10x35 mm boyun-

daki 6lgekli hiicre sayma kaplarina alinir.

Adacik hiicreleri, DTZ kimyasal maddesi ile boyandiktan sonra, ters tip mikroskop ile bo-
yutlarina gore 10 X’lik biiyiitmede tiim adacik hiicreleri sayilarak deney defterine hangi bo-
yutta ka¢ adacik oldugu not edilir. Farkli boyutlardaki adacik hiicrelerinin sayisini belirleme
icin adacik esdegeri hesab1 (IEQ) ile sayim yapilir. Bu hesaplamada, ¢ap1 150 um olan stan-
dart bir adacik hiicresi standart olarak almip tiim adaciklarin sayim hesab1 bu boyuta gore
yapilir. 50 pm’den daha kiigiik hiicre pargalarinin toplam hacme katki yapmadig: diisiintil-
diiglinden hesaba katilmaz. 50 um’den biiyiik adaciklar sayilir ve IEQ hesabi i¢in olusturul-

mus bir ¢izelge yardimiyla adacik sayis1 standart faktorlerle ¢arpilarak hesaplanir.

Resim 3.6. Izole edilen adacik hiicresi
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Resim 3.7. Adacik hiicresinin DTZ ile boyama goriintiisii

3.5. Sicanlardan Pankreas Adacik Hiicrelerinin Kimyasal Saperonlar ile Muamelesi

3.5.1. Adacik hiicre Kkiiltiir ¢ozeltisi icin kimyasal saperonlarin hazirlanmasi

TUDCA kimyasali1 Calbiochem’dan ve 4-PBA kimyasali Ucyclyd Pharma firmasindan temin

edilmis olup her ikisi de oda sicakliginda, nemden uzak ortamda depolanmuistir.

250 uM, 500 uM, 750 uM, 1000 pM, 1250 uM ve 1500 uM’lik TUDCA ve 4-PBA kimya-
sallar1 ayr1 ayr1t RPMI hiicre kiiltiir ¢ozeltisinde ¢oziilerek steril ortamda hazir hale getiril-
migtir. Seri diliisyon yapilarak hazirlanan bu ¢ozeltilerden her bir gruptan ii¢ tekrar (n=3)

olacak sekilde kontrol grubuna karsi hiicre besi kaplarina konularak hazir hale getirilir.



27

3.5.2. Adacik hiicrelerinin kimyasal saperonlar ile muamelesi

0. Saat, 24. saat ve 48. saat deney gruplar1 Cizelge 3.2.”deki gibi, her bir gruba paralel 3 grup
(n=3) olusturularak toplamda 81 calismalik grup olusturuldu. RPMI hiicre kiiltiiriinde bulu-
nan pankreas adacik hiicreleri her bir kiiltiir kabina yaklasik 50 adacik gelecek sekilde toplam
81 hiicre kiiltiir kabina uygulama gercgeklestirildi. Tiim hiicre kiiltiir kaplar1 37 °C’deki hiicre

inkiibator cihazina yerlestirildi.

Cizelge 3.2. Kontrol ve deney gruplari

Kontrol Grubu Deney Gruplar1

0. Saat Kontrol

0. Saat TUDCA
250 ym, 500 uM , 750 uM
1000 uM , 1250 uM, 1500 uM

0. Saat 4-PBA
250 ym, 500 uM , 750 uM
1000 uM , 1250 uM, 1500 uM

24.Saat Kontrol

24 .Saat TUDCA

24 Saat 4-PBA

48.Saat Kontrol

48.Saat TUDCA

48.Saat 4-PBA

3.6. Adacik Hiicre Canliliklarimin Floresan Mikroskop ile Degerlendirilmesi ve Analizi

Adacik hiicre canliliklarinin degerlendirilmesinde kullanilan boyalardan floresein diasetat
(FDA) ve propidyum iyodiir (PI) secildi. Karanlik ortamda, 1,5 mL’lik bir plastik deney tii-
plinde 25 pL PI, 25 pLL FDA ¢ozeltileri ve 950 puL aseton ile karistirilarak boya karigimi
hazirlandi. Hiicre canliligimma bakmak i¢in ilk kiiltiir kab1 alind1 ve taze olarak hazirlanan
PI/FDA karisim1 hiicre kiiltiiriiniin i¢ine eklendi. FDA hiicre membranini boyayarak 490nm
dalga boyunda, PI ise 6lii hiicre membranindan igeri girip niikleik asitleri boyayarak 536nm
dalga boyunda 1s1ma yaparlar (Resim 3.8.). Yesil renkli 1s1ma, hiicre canliligin1 gdsterirken

kirmizi1 renkli 1g1ma hiicre 6limiinii gostermektedir. Bakilan tiim hiicrelerin fotograflar: ce-
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kildi ve hiicre canlilik analizleri Matlab programi kullanilarak degerlendirildi. Her bir hiicre-

nin yesil ve kirmiz1 floresan 1s1malari iist iiste getirilerek program araciliiyla renk yiizdele-

rini hesapladi (Resim 3.9.).

Resim 3.8. Floresan mikroskop ile hiicre canliliginin goriintiilenmesi

riginal Green Color Image: mursel9.12.14-0. saat g0001 tif Original Red Color Image: mursel9.12.14-0. saat gO002.tif

Red Image Component: % 9.1135

Resim 3.9. Matlab programu ile hiicre canlili§inin hesaplanmasi.
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3.7. istatiksel Analiz

Sonuglar, ANOVA programi yardimiyla, istatistiksel yontem olarak tek yonli varyans ana-

lizi (OneWay ANOVA) ile degerlendirildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Kontrol Grubu Canliik Deney Sonuglari ve Tartisma

Kontrol grubunda, Cizelge 3.3.’de planlandigi lizere 0., 24. ve 48. saatlerdeki canlilik sonug-
larinda degisimler incelendi ve Resim 4.1 ile Sekil 4.1°de sonuglandig1 gibi 48. saatte hiicre

canlilig1 %82,5e diistii. Canlilik oranindaki bu diisiis adacik hiicre verimliliginin azalmasina

da sebebiyet vermektedir.

Kontrol grubundaki adacik hiicre canliliginin 48. saatindeki goriilen bu hiicre canliligindaki
azalmanin nedenlerinden biride yanlis protein katlanmasiyla olugan ER stres aracili hiicre
oliimiidiir [58]. Adacik hiicrelerinin pankreastan saflastirilmasi sonrasinda beklenen bu ER

stresi kaynakli hiicre 6liimii, CHOP ve XBP1s gibi proteinlerin aktif hale gelmesiyle gercek-
lesir [59].

Kontrol Grubu % Canlilik Verileri

100 - ns x

20- ./-\

80 -

70

% Canhhk

60 -

50 T T T

Sekil 4.1. Kontrol grubu 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik orani



32

1 -

- -

0.Saat Kontrol 24 Saat Kontrol 48.Saat Kontrol

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canliliklarinin floresan mik-
roskop goriintiisii

4.2. TUDCA Grubu Canlilik Deney Sonuclar: ve Tartisma

Bu ¢aligma, Cizelge 3.3.’de planlandigi lizere, 10— 45 arasindaki deney gruplarina ait hiicre-
lere verilen farkli derisimler deki TUDCA kimyasalinin 0., 24. ve 48. saatlerdeki saatlerdeki
canlilik sonuglarinda ki degisimler incelenerek, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil
4.6 ve Sekil 4.7 ¢izildi. Sekillerde de goriildiigii gibi 24. ve 48. saatlerdeki %92 ve %96’ lik
sonug ile istatistik olarak en anlamli (p<0,05) hiicre canlilig1,1000 uM derisimdeki TUDCA
kimyasal1 uygulanan hiicrelerde tespit edildi (Resim 4.2; Sekil 4.5).

Literatiirdeki TUDCA kimyasali ile yapilan insan ve hayvan deneylerinde de goriildiigii
tizere hiicre canliligin1 korumada roliiniin oldugu belirtilmistir [60-63]. Farkli derisimler deki
TUDCA kimyasali ile yapilan ¢aligmalarimizda, tiim sonuglarimizin adacik hiicre canliligini
artirmadig1 goriilmektedir. Dolayisiyla, bu ¢alismamiz sonucunda adacik hiicre canliligini

artirmak i¢in kullanilacak TUDCA kimyasalinin miktar1 tayin edilmis oldu.
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Sekil 4.2. 250 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani

500 pM TUDCA, % Canlilik Verileri
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Sekil 4.3. 500 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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750 phMTUDCA, % Canlilik Verileri
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Sekil 4.4. 750 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani

1000 nMTUDCA, % Canhlik Verileri
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Sekil 4.5. 1000 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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1250 LM TUDCA, % Canlilik Verilen
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Sekil 4.6. 1250 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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Sekil 4.7. 1500 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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0. saat 1000uM TUDCA 24, saat 1000uM TUDCA 48. saat 1000uM TUDCA

Resim 4.2. 1000 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canli-
liklarinin floresan mikroskop goriintiisii

4.2.1. 900 pM ve 1100 pM TUDCA canhlik deney sonuglari ve tartisma

TUDCA gruplarinda yapilan ¢alisma sonucunda pozitif olarak en anlamli sonu¢ 1000 uM
derisimdeki TUDCA grubunda bulunmustur. Fakat 1000 uM TUDCA grubunun bir alt ¢alis-
masi olan 750 uM ve bir iist ¢alismasi olan 1250puM derisimdeki gruplarin 48. saatteki can-
liliklarinin 1000 uM’a gore fazla fark olusturmasi dikkat ¢ekmistir. Dolayisiyla bu gruptaki
caligmanin yorumlanabilmesi i¢in Cizelge 4.1.’de goriildiigii gibi, 1000uM’1n 100 pM dii-
siigii ve 100 uM fazlasi olan 900 uM’lik ve 1100 uM’lik, 0. Saat, 24. saat ve 48. saat deney
gruplarina paralel 3 grup (n=3) olusturularak toplamda 21 ¢alismalik grup olusturuldu.

Bu iki grubun ¢alisma sonuglar1 kendi aralarinda ve kontrole karsi degerlendirildiginde 1000

uM TUDCA grubu kadar anlamli pozitif bir canlilik sonucu verememistir.

Cizelge 4.1. 900 uM ve 1100 uM TUDCA, Kontrol ve deney gruplari

Kontrol Grubu Deney Gruplar1

0. Saat Kontrol 0. Saat TUDCA
900uM ve 1100 uM

24.Saat Kontrol 24 .Saat TUDCA
48.Saat Kontrol 48.Saat TUDCA
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Sekil 4.8. Ilave calisma, Kontrol grubu 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik oran

900uM TUDCA, % Canhhk Verileri
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Sekil 4.9. Ilave calisma, 900 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki
hiicre canlilik oran1
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1100pM TUDCA, % Canhhk Verileri
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Sekil 4.10. Ilave ¢alisma, 1100 uM derisimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. Saatler
deki hiicre canlilik orani

4.3. 4-PBA Grubu Canhilik Deney Sonuclar: ve Tartisma

Bu ¢alismada, Cizelge 3.3.’de planlandig: iizere, 46— 81 arasindaki deney gruplarina ait hiic-
relere verilen 4-PBA kimyasalinin 0., 24. ve 48. saatlerdeki canlilik sonuclarinda ki degisim-
ler incelenerek, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 ¢izildi.
Sekillerde de goriildiigii gibi 24. ve 48. saatlerdeki %95 ve %97’lik sonug ile istatistik olarak

en anlaml1 (p<0,05) hiicre canlilig1, 500uM derisimdeki 4-PBA kimyasali eklenen hiicrelerde
tespit edildi (Resim 4.3; Sekil 4.12).

4-PBA’nin farkli derisimde, farkl: hiicre kiiltiirlerine uygulanmasina iligkin yapilan calis-
malarda da goriildiigii iizere tiim hiicre gruplarindaki canlilig1 bizim yaptigimiz deneydeki-
ler gibi olumlu sonuglar vermistir [64, 65]. 4-PBA, aktif olarak iire dongiisii bozuklugu,
kistik fibrozis, kalp-damar hastalig1 ve sinir hiicre 6liimlerinin tedavisinde kullanilmakta
olup, yaptigimiz bu ¢alisma sonucunda adacik hiicre nakil ¢alismalarinda da kullanilmasi

icin yol gosterici olmustur [66-70].
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250 uM 4-PBA, % Canhlihk Verileri
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Sekil 4.11. 250uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani

500 M 4-PBA, % Canlilik Verileri
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Sekil 4.12. 500uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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750 uM 4-PBA, % Canlihk Verileri
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Sekil 4.13. 750uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orant.

1000 M 4-PBA, % Canlilik Verileri
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Sekil 4.14. 1000uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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1250 uM 4-PBA, % Canlilik Verileri
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Sekil 4.15. 1250uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani

1500 M 4-PBA, % Canlilik Verileri
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Sekil 4.16. 1500uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
orani
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0. saat 500uM 4-PBA 24. saat 500uM 4-PBA 24. saat 500uM 4-PBA

Resim 4.3. 500uM derisimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canliliklari-
nin floresan mikroskop goriintiisii
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kullandigimiz TUDCA ve 4-PBA kimyasal saperonlarin belirli dozlarda kul-
lanimi, sican pankreas adacik hiicre canliligi lizerine olumlu katkist oldugunu gdstermistir.
Bu dozlarin, hiicre 6liimlerini durdurmasindaki en biiyiik etkenlerin protein katlanmasini iyi-
lestirmesi ve katlanmayan proteinlerin pargalanmasi icin ubikiitine gdndermesi olarak dii-

stinmekteyiz.

Calismamizda sigan pankreas adacik hiicrelerinin canliliklarini denemek i¢in florasan mik-
roskobu kullanildi. FDA/PI boyalarinin adacik hiicrelerdeki konumlanma ve reaksiyonu ile
canlilik yiizdeleri hesaplandi. Bu hesaplamadan yola ¢ikilarak, hiicrelerin 1 mM derisimdeki
TUDCA ¢ozeltisi ile 500 pM derisimdeki 4-PBA ¢ozeltisinin adacik hiicre canliligini iyiles-

tirmek icin en ideal doz se¢imi oldugu belirlenmistir.

Kimyasal saperonlar ile yapilan tiim in vivo veya in vitro ¢aligmalarin tiimiinde ER stresinin
azaldig1 gozlenmistir [38, 59-62]. Fakat, bizim ¢alismamizda Sekil 5.1°de goriildiigi tizere
250 uM TUDCA grubunun adacik hiicre kiiltiiriine ilavesi siirecindeki 48. saatte, kontrol
grubuna kiyasla canliligini artirmamasi, literatiir arastirma sonuglarina gore farkli bir yakla-
sim olusturmustur. Bu sonug 1s181nda, in vivo veya in vitro tedavi amaghi TUDCA caligmala-
rinda, uygulama oncesi doz belirleme yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. 4-PBA ¢alisma-
larimizin sonuglar1 goz iiniine alindiginda, tiim gruplarin adacik hiicre canlilifinda kontrol
grubuna gore daha olumlu oldugu yorumu yapilabilmektedir. 4-PBA ¢alismamizda, TUDCA
grubunda karsilagildig1 gibi adacik hiicre canliligin1 degistirmeyecek bir derisim ile karsila-
stlmamis olup, uygulanan tiim derisimlerin canliligi artirmasiyla literatiirdeki diger 4-

PBA’¢alismalarina benzer sonuglar elde edilmistir [38, 64, 65].
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% Canlilik Sonuclari

% Canhihk

Sekil 5.1. Uygulanan tiim derisimdeki TUDCA ve 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatler
deki hiicre canlilik oranin kontrol grubu ile karsilastirmasi

Literatiirde, in vitro adacik hiicre canliligin1 koruma ve artirma amagli, belli derisimdeki kim-
yasal saperonlar ile yapilan detayli ilk ¢alisma olarak, elde ettigimiz sonuglardaki canlilikla-

rin artigl, hiicrelerdeki ER stresini azaltarak programlanmis hiicre 6liimiinde diisiise neden

oldugu gozlenmistir.

Diinyada, tip1 diyabetli hastalara alternatif bir tedavi secenegi olarak uygulanan adacik hiicre
naklinde, hiicresel diizeyde bu kimyasal maddeler ile yapilacak bir iyilestirmenin, nakledile-

cek adacik hiicre canlilifinda ve uzun vadeli islevlerinde iyilestirme saglayabilecegi 6ngo-

rilmektedir.
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Ankara 2. Bélge Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi —y
Digkap! Yildinm Beyazit E§itim ve Aragtirma Hastanesl
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Protokol No : 2015/15
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Adacik Hiicre Canhiifina Etkisi

Proje ekibi . Prof.Dr. Tuncay DELIBASI, Prof Dr. Ersin FADILLIOGLU,
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Deneyde kullanilacak hayvanin yas ve ortalama afirh@c @ 3-6 Aylik, 180-270 gr

Adi gegen aragtrmamin; aragtrma protokoline tamamen uyulmak, Digkapt Yildnm Beyazt
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EK-2. Deney hayvanlar1 kullanim sertifikas1

SAGLIK BAKANLIGI ®
TURKIYE KAMU HASTANELERI KURUMU
Ankara Digkap: Yildirim Beyazit Egitim ve Aragtirma Hastanesi
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL BASKANLIGI

(HADYEK) Saghk BakanhQ:

Sertifika No: 2014-1/012

DENEY HAYVANLARI KULLANIM SERTIFIKASI

Sayin MURSEL CALISKAN

HADYEK’in, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurullarinin Caligma, Usul ve
Esaslarina Dair Yonetmeligin 15. Maddesi ve 2007/11 sayili Deney
Hayvanlar Kullanim Sertifikasi Egitim Programina Dair Genelgeye uygun
olarak aragtirmacilar icin diizenledigi
DENEY HAYVANLARI KULLANIMI EGITIM PROGRAMI’'ni
basariyla tamamlamig ve bu belgeyi almaya hak kazanmigtir.

11 - 25 Ocak 2014
ANKARA

Kurs Konular: (Ders sekli ve sliresi):
Deney hayvanlarinin anatomisi, fizyolojisi, histolojisi ve biyokimyas: (Teorik, 3 saat)
Mevzuat (Teorik, 2 saat)
Hayvan deneyleri etigi (Teorik, 2 saat)
Alternatif ydntemler (Teorik, 4 saat)
Tutus teknikleri (Teorik, 3 saat)
llag verme ve enjeksiyon teknikleri (Teorik, 3 saat)
Kan ve dmek alma teknikleri (Teorik, 3 saat)
Anestezi-Otanazi teknikleri (Teorik, 3 saat)
Laboratuvar igletmesi (Teorik, | saat)
Temel laboratuvar glivenligi ve temizlik (Teorik, 6 saat)
Hayvan refahi ve davranis dzellikleri (Teorik, 3 saat)
Deney hayvanlarinin Gretimi (Teorik, 2 saat)
Deney hayvanlarinin beslenmesi (Teorik, | saat)
Hayvan hastaliklan (Teorik, 2 saat)
Is saghg: ve glivenligi (Teorik, 2 saat)
Laboratuvar staji (Uygulama, 40 saat)
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