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ÖZET 

Hücresel şaperonlar, protein sentezi sonrası hücre içinde sentezlenen bu proteinlerin görev-
lerini yerine getirebilmesi için kritik bir öneme sahip üç boyutlu şekillerini almalarını sağla-
yan biyolojik moleküllerdir. Bu çalışmanın amacı, kimyasal şaperonlardan Tauroursodeok-
sikolik Asit (TUDCA) ve 4-Fenilbütirat (4-PBA) biyolojik şaperonların çalışma mekaniz-
masına benzer bir şekilde sıçan pankreas adacık hücre canlılığı üzerindeki etkilerini araştır-
maktır. Sıçanlardan izole edilen adacık hücreleri 250-1500 µM aralığındaki belli derişimde 
TUDCA ve 4-PBA kimyasal maddeleri ile kültüre edildi. Sonra, adacık hücrelerinin canlılığı 
floresein diasetat (FDA) ve propidyum iyodür (PI) boyaları kullanılarak floresan mikros-
kobu ile değerlendirildi. 24. Saat ve 48. saatlerde 1mM’lık derişimdeki TUDCA kimyasal 
maddesi eklenen hücreler ile 0,5mM’lık derişimdeki 4-PBA kimyasal maddesi eklenen hüc-
reler, kontrol grubundaki hücreler ile kıyas edildiğinde canlılık yüzdeleri istatiksel açıdan 
anlamlı derecede yüksek bulundu (P<0,05). Canlılık oranındaki bu artışın, hücre kültürüne 
eklenen yukarıda belirtilen derişimdeki kimyasal şaperonların, hücrelerdeki endoplazmik re-
tikulum (ER) stresini azaltarak hücre ölüm oranında düşüşe neden olmasından kaynaklandığı 
gözlenmiştir. Dünyada, tip1 diyabetli hastalara alternatif bir tedavi seçeneği olarak uygula-
nan adacık hücre naklinde, hücresel düzeyde bu kimyasallar ile yapılacak bir tedavi edici 
uygulamanın, nakil öncesi dönemde nakledilecek adacık hücrelerinin canlılığında ve uzun 
vadeli fonksiyonelliğinde iyileştirme sağlayabileceği öngörülmektedir. 
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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 µM 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. 
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1. GİRİŞ 

 
Şeker hastalığı tüm dünyada en sık rastlanan hastalıkların başında gelmekte olup, insülinin 

gerçek ya da işlevsel eksikliği sonucu ortaya çıkan bozukluk ile karakterize bir hastalıktır. 

Şeker hastalığı, gelişimine bağlı olarak Tip1 ve Tip2 olarak iki türü bulunmaktadır. Tip1 

şeker hastalığı, genetik ve çevresel faktörlerin karşılıklı etkileşimi ile gelişen otoimmün bir 

hastalık olup, pankreasın adacık hücrelerinde bulunan beta hücrelerindeki harabiyet sonu-

cunda insülin yetersizliği ile karakterizedir. Tip2 şeker hastalığı, insüline hücre zar reseptör-

lerinin direnç göstermesi ya da insülin duyarlığının azalması ile insülin sentezi ve salgılan-

masının azalması ile meydana gelen bir hastalıktır [1, 2]. 

  

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre, 2000 yılında tüm dünyada en az 171 milyon şeker has-

tası (toplam dünya nüfusunun %2,8’i) mevcut olup, tahminlere göre 100 milyon civarındaki 

şeker hasta sayısının önümüzdeki 10 yılın sonunda 200 milyona ve 21. Yüzyılın ilk çeyre-

ğinde ise 300 milyona ulaşması beklenmektedir [3]. Türkiye’de ise bu oran 2002 yılında 

2.217.000 iken 2025’te 4.500.000’i aşması beklenmektedir [4].  

 

Tip2 şeker hastalığının tedavisi için ağız yoluyla alınan antidiyabetik ilaç kullanımı mevcut-

tur. Bu tedavide kullanılan ilaçlar, karaciğerden salınan glukoz miktarını düzenleyip, kısmi 

olarak insülin direncini azaltabilirler ya da insülin direncini iyileştirebilirler.  

 

Tip1 şeker hastalığı, sitokinlerin  adacık hücrelerinde yer alan beta hücrelerine saldırı düzen-

leyip öldürmeye çalışması sonucu oluşan metabolik bir hastalıktır [5, 6]. Tip1 diyabette en 

yaygın tedavi, insülinin vücuda enjekte edilmesidir. Başta Amerika ve bazı Avrupa ülkele-

rinde başlayan diğer bir tedavi yönteminde, beyin ölümü gerçekleşmiş donörden alınan pank-

reasın adacık saflaştırılması sonrası Tip1 diyabetli hastaların karaciğer toplar damarına en-

jekte edilmesi sonucu bu hücrelerin insülin salgılayarak kan şekerini normoglisemik düzeye 

ulaştırmasıdır [7-10]; (Şekil1.1). Adacık hücre nakli öncesi ve sonrasında hücre ölümlerinin 

durdurulması için çalışmalar yapılmaktadır. Nakil sonrasındaki adacık hücre ölümlerini dur-

durmak için yapılan çalışmalarda immün sistemi baskılayıcı ilaç ve adacık hücre kapsülleme 

çalışmaları yapılmaktadır [11, 12]. Nakil öncesi adacık hücre ölümlerini durdurmak için ya-

pılan çalışmalarda ise ilk önce in vitro deneylerin şart olduğu bilinmektedir. Laboratuvar 
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ortamındaki bu hücrelerin sağ kalımını artırmaya yönelik önemli çalışma basamaklarından 

biri de, Endoplazmik Retikulumda (ER) stres kaynaklı aktifleşen mekanizmalardır [13].  

 

 
 

Şekil 1.1. Adacık hücre nakli 

 

ER, kalsiyum dengesi, protein sentez ve modifikasyonu ve lipit sentezi dahil, hücresel süreç-

leri geniş bir yelpazede düzenleyen çok fonksiyonlu hücre elemanıdır [14]. ER stresi, ER 

protein katlanmasını, çeşitli koşullarda engellenmesini tetikleyici bir hücresel süreç oluştur-

maktadır. Ökaryotik hücrelerindeki ER, katlanmamış proteinleri temizlemek ve ER denge-

sini tamir etmeyi amaçlamaktadır. ER stresinin geri dönmediği durumlarda, hücresel işlevler 

bozulabilir ve bu durumda genellikle hücre ölümü görülür [15].  

 

Proteinin biyosentezi sonrası kalite kontrol mekanizmasında ilk görev, hücredeki moleküler 

şaperonundur. Bu moleküller, proteinin katlanmasını veya katlanamayan proteinin parçalan-

masını sağlar. Moleküler şaperon ailesinin üyeleri olarak bilinen ısı-şok proteinleri (HSP), 

yüksek sıcaklık ve oksidatif stres gibi koşullarda katlanmamış proteinlerin katlanmasını dü-

zenler [16]. 

 

Düşük molekül kütleli olan kimyasal şaperonlar, hücre içi katlanamamış veya yanlış katlan-

mış proteinlerin onarımını sağlar  [17]. Safra asitleri ve bunların türevlerinden olan TUDCA 
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ile kimyasal veya medikal şaperonlardan 4-PBA, ER stresini düzenlemektedir [18]. ER stresi 

ile aktifleşen hücre içi ölüm yolakları sisteminde, bu kimyasal şaperonlar ile hücre ölümü 

engellenebilir [19]. Her iki kimyasal maddenin obez ve diyabetik farelerde damar yoluyla ve 

ağız yoluyla verilen kimyasal şaperon tedavisi sonucunda antidiyabetik bir madde olarak ha-

reket ederek hiperglisemi ve periferal insülin hassasiyetinin yeniden normalizasyonu ile so-

nuçlanmasını sağlamaktadır [20]. 

 

Bu bilgiler ışığında, adacık hücre saflaştırılması sonrasında ER stresinden kaynaklı adacık 

hücre ölümünü kimyasal şaperonlar ile azaltmayı amaçlayan bir çalışma henüz yayınlanma-

mıştır. Bu nedenle, biz de bu çalışmamızda kimyasal şaperonlardan TUDCA ve 4-PBA’nın 

sıçanlardan elde edilen adacık hücrelerine in vitro ortamda belirli oranlarda (250 µM, 500 

µM, 750 µM, 1000 µM, 1250 µM ve 1500 µM) eklenmesiyle 0., 24. ve 48. saatlerdeki canlı-

lıklarını kontrol grubuyla birlikte takip ettik. 

 

Bu çalışmadaki amacımız, sıçan adacık hücrelerinin saflaştırılması sonrasındaki in vitro or-

tamda ER stresinden kaynaklı canlılıklarının azalmasından dolayı, TUDCA ve 4-PBA kim-

yasal şaperonlarının adacık hücre kültürüne eklenmesiyle hücre canlılığını artıracak en iyi 

kimyasal dozu bulmaktı. 

 

Bu amaç doğrultusunda, tip1 şeker hastalığında tedavi amacıyla insana nakledilen adacık 

hücrelerinin canlılığının, hücre kültürüne eklenen belirlediğimiz derişimdeki kimyasal şape-

ronlar ile hücrelerdeki ER stresini azaltarak hücre ölüm oranında düşüşe neden olmasına yar-

dımcı olacağını öngördük. 
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2. KİMYASAL ŞAPERONLAR VE PANKREAS LANGERHANS  

    ADACIK HÜCRELERİ 
 

2.1. Pankreasın Morfolojik Özellikleri 

 

Pankreas, karın boşluğunda, mide ve kalın barsak arkasında, omurganın bel bölümü önünde 

bulunan bir organdır. MS.100. yıllarda Ephesuslu Rufus tarafından yunanca pan (tüm, bütün) 

ve kreas (et) kelimelerinin birleştirilmesiyle adlandırılmıştır.  

 

Pankreas, karbonhidrat, protein, yağ metabolizmasında, sindirimde, enerjili substratların kul-

lanımında ve depolanmasında önemli rol oynayan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip 

bir organdır. Erişkin insan pankreası 15 cm uzunluğunda, 70-140 gram kütleye sahip olup 

karın boşluğunun üst kısmında midenin arkasında yer alan, on iki parmak barsağından dalağa 

kadar uzanır. Pankreas anatomik olarak baş, gövde ve kuyruk olarak 3 bölüme ayrılır (Şekil 

2.1). 

 
 
Şekil 2.1. Pankreasın şekli 
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2.2. Pankreas ve Adacık Hücre Fizyolojisi 

 

Pankreas hem dış, hem de iç salgı yapan bir bezdir. Endokrin salgılar yaşamın devam etmesi 

için gerekli olan Langerhans adacıklarından salgılanır ve bu adacık hücrelerinin pankreas 

organında bulunma oranı kütlece %1-3 aralığında olup sağlıklı ve yaklaşık 70 kg kütlesindeki 

bir insan pankreası yaklaşık 1 milyon adacık hücresi içermektedir. 

 

Adacık hücrelerinde 4 hücre çeşidi bulunmaktadır. Bu hücreler, alfa (α), beta (β), delta (δ) 

ve gama (γ) hücreleridir. Glukagon salgısında görevli alfa hücrelerinin adacık hücresindeki 

kütlesel oranı %15-20, insülin salgısında görevli beta hücrelerinin oranı %60-80, somatosta-

tin salgısında görevli delta hücrelerinin oranı %2-10, pankreatik polipeptit (pp) salgısında 

görevli gama hücrelerinin oranı %0,1-1 arasındadır (Şekil 2.2.). 

 
 
Şekil 2.2. Adacık hücre şeması 
 
2.3. Pankreasın Ekzokrin İşlevleri 

 

Pankreas vücudun temel sindirim bezi olup ekzokrin olarak asiner hücreler tarafından üreti-

lir. Ekzokrin hücreler nöral ve humoral sistemlerin kontrolü altında fonksiyon görmektedir. 
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Sindirim enzimleri ve bikarbonatı pankreatik kanala salgılayarak buradan ince barsağa açılır. 

Ekzokrin pankreas, sindirim enzimleri ve proenzimleri içeren bikarbonatca zengin bir sıvı 

salgılamaktadır. Ekzokrin hücrelerin salgıladığı sindirim enzimleri mide-barsak kanalındaki 

besinleri parçalayarak emilime hazır hale getirir. Pankreas salgısı yemek yenilmesiyle uya-

rılarak hormon ve sinir sistemin bu mekanizmaya katılmasıyla gerçekleşir. 

 
2.4. Pankreasın Endokrin İşlevleri 

 

Endokrin bölüm, ekzokrin bezler arasına dağılmış bulunan Langerhans adacıkları’ndan olu-

şur. Endokrin pankreasın en önemli görevi kan dolaşımına verdiği hormonlar aracılığıyla 

glukoz metabolizmasını ayarlamaktır. Bu hormonlar, insulin, glukagon, pankreatik polipeptit 

ve somatostatindir. α Hücreleri glukagon, β hücreleri insülin, δ hücreleri somotostatin ve 

gama hücreleri de pankreatik polipeptit salgılar [21]. Endokrin hücreler bu hormonları doğ-

rudan toplar damara vererek görevini yapmaya başlarlar. 

 

Adacıktaki beta hücrelerinden salgılanan insulin, kan glukozunu düzenleyen en temel hor-

mondur. İnsulin, vücuda alınan glukoz ve aminoasitlere yanıt olarak salınan bir hormondur. 

Bu hormon başlıca karaciğer, iskelet kası ve yağ hücrelerine glukoz alımından sorumludur. 

İnsülin tokluk glukozuna yanıt olarak salınır ve ilk olarak insüline duyarlı dokulardaki glu-

kozun alımı, karaciğerde fazla miktardaki glukozun glikojene dönüşerek depolanması, pank-

reas alfa hücrelerine etki ederek glukagon salınımının baskılanması ve hepatik glukoz üreti-

minin inhibisyonunu sağlar. 

 

İnsülin, ilk aşaması olan preproinsülinden oluşup 23 aminoasidi bıraktıktan sonra 81 amino 

asitten oluşan proinsülin meydana gelir. Beta hücrelerindeki golgi kompleksinde c-peptit kıs-

mının ayrılmasıyla 51 amino asit ve 3 adet disülfür bağı içeren insülin hormonu meydana 

gelir (Şekil 2.3.). 
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Şekil 2.3. İnsülin hormonunun yapısı 

 

2.5. Langerhans Adacıklarında Endoplazmik Retikulum ve Stres Mekanizması 

 

Langerhans adacıkları 1869 yılında Paul Langerhans tarafından tanımlanmıştır. Langerhans 

adacıkları tüm bezin  %2’lik bir kısmını kapsar. Pankreas, 600 bin ile 1 milyon arası  adacık 

hücresi içermektedir. Adacıklar kendi içinde 3– 4 bin arası hücre içeren, 50 ile 500 µm bo-

yutlarına sahip hücrelerdir.  

 

ER salgı proteinlerinin sentezi ve olgunlaşmasında görevli organeldir [22]. Etkili bir protein 

oluşumunun kalite kontrolünü bu organel üstlenmiş olduğundan son derece önemli bir göreve 

sahiptir. ER, granüllü ve granülsüz olarak ikiye ayrılır. Granüllü ER, ribozomlara sahip olup 

protein sentezi gerçekleştirirler. Yoğun olarak pankreas, karaciğer ve plazma hücrelerinde 

bulunurlar. Granülsüz ER, ince yassı şekilde olup ribozom granülü taşımazlar.  Kolesterol 

sentezi, steroit hormon sentezi ve barsak epitelinde lipitlerin iletimi gibi görevleri vardır. ER, 

asidik ve bazik tepkimelerin yürütülmesini sağlamasının yanında en büyük görevi, hücreler-

deki üretilen zar proteinlerinin düzgün katlanmasını ve çalışacakları bölgelere gönderilmele-

rini sağlamaktadır. 
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Ökaryot hücrelerde gerçekleşen protein katlanmalarında oluşan bir problem yaşandığı anda 

ER lümeninde katlanmamış veya hatalı katlanmış proteinlerin birikmesiyle ER stresi oluşa-

rak katlanmamış protein cevabı (UPR) yolağı aktif hale gelir. Bu yolağın aktif hale gelme-

siyle ER’ye gelecek proteinlerin miktarını azaltıp ER deki protein katlanma kapasitesini ar-

tırır ve katlanmamış veya hatalı katlanmış proteinlerin yıkılımını ve sitoplazmaya gönderil-

mesini sağlar.  

 

Şaperonlar, moleküler, farmokolojik ve kimyasal olarak 3 farklı gruba ayrılırlar. Moleküler 

şaperonlardan en aktif olanı glukoz düzenleyici proteindir (GRP78). Glukoz kaybı, kalsiyum 

deposundaki azalma ve katlanmamış protein birikmesiyle GRP78, protein katlanmasına yar-

dımcı olmaya başlar. GRP78’in salınımıyla  üç UPR dönüştürücü aktif hale gelir. Bunlar; 

Transkripsiyon faktör-6 (ATF6), inozitol gerektiren enzim-1α (IRE1α) ve protein kinaz çift 

zincirli RNA benzeri ER kinazdır (PERK).  

 

UPR’ın aktif hale gelmesiyle proteini parçalamak için IRE1α ve PERK fosforilizasyonu ger-

çekleşir veya ATF6 yolağının aktifleşmesiyle golgiye transfer gerçekleşir ve kısım 1-2 (S1P-

S2P) proteazlarıyla bölünerek aktif duruma geçer. Bu arada protein sentezinin durdurulması 

için PERK, α ökaryotik başlama faktörü 2 (eIF2α)’yi fosforilleyerek ribozomal RNA nın 

transkripsiyonunu yavaşlatır ve transkripsiyon faktör-4 ATF4 ün translasyonunu artırma-

sıyla, cAMP cevap elemanına (CRE) bağlanır ve hücre ölümünden sorumlu C/EBP - homo-

log protein (CHOP) aktif hale gelir.  

 

Bir endoribonükleaz olan IRE1α, XBP1’in (X-Box Binding Protein 1) birleşme formunu 

(XBP1s) aktifleştirerek moleküler şaperonların transkripsiyonunu başlatarak katlanmamış 

proteinlerin tekrar sitozole geçip ER ilişkili protein bozulmasını (ERAD) aktif hale getirir  

 

Hücrede çalışan bu sıralı mekanizma ile hücre kendini yaşamda tutmayı, üretkenliğini dü-

zenli sürdürmeyi ve bulunduğu canlı içerisindeki sorumluluğunu devam ettirmek için çalışır. 
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2.6. Şaperonlar 

 
2.6.1. Moleküler şaperonlar 

 

Hücrelerde, sentezlenen proteinlerin yanlış katlanma ve birikmesini önleyip doğru katlanma-

sını kolaylaştırmak  için, moleküler şaperon olan ısı-şoku proteinleri ve GRP78 proteinlerin-

den oluşan kompleks bir kalite kontrol sistemi gelişmiştir. Şaperonlar, her hücre oluşumu ve 

hücre bölünmesinde mevcut olup, protein denge ve stres durumlarında önemli bir göreve 

sahiptir [23]. 

 

Moleküler şaperonlar ve ısı şok proteinleri alt tabaka etkileşmeleri ile anlaşılabilir ve sınıf-

landırılabilirler. Bunlar birbirinden bağımsız olarak proteinlerin hatalı katlanmasını engeller 

ve yığılmasına karşı koruyabilir. Isı-şoku proteinlerinden majör olanlar: Hsp104, Hsp90, 

Hsp70, Hsp60, Hsp40 ve küçük Hsp’ler (Hsp27)’dir [24]. Stresle yanlış katlanan proteinlerin 

çökmesi sonra tekrar açılarak yeniden katlamasında kullanılan bu ATP bağımlı şaperonlar 

için kararlılıklarında çeşitli rolleri vardır. 

 

GRP78, ER stres sensörlerinden IRE1, PERK  ve ATF6 nın aktiflik mekanizmasını kontrol 

ederek hücre ölümüne karşı koyabilme özelliğine sahip bir majör moleküler şaperondur [25, 

26]. Pek çok doku tiplerinde GRP78 in hücre yüzeylerinde eksprese edildiği bilinmektedir. 

GRP78’in bozukluğunda aterosklerotik, trombotik ve oto-immün hastalıkların ortaya çıktığı 

gözlenmiştir [27]. 

 

2.6.2. Kimyasal şaperonlar 

 

Kimyasal şaperonların, in vitro ve in vivo ortamda protein katlanmasını artırdığı ve in vivo 

ortamda da proteinin agregasyonu bastırdığını gösterilmiştir [28]. Kimyasal şaperonlar, far-

makolojik şaperonların aksine daha yüksek konsantrasyonlarda etki göstermektedir. Bu yüz-

den insanlarda tedavi edici ajanlar olarak kullanmaya fazla yanaşılmamıştır [29]. Yapılan 

çalışmalarda, 4-PBA,Na (C10H11NaO2, 4-Fenilbütirat) ve TUDCA (C26H45NO6S, Taurourso-

deoksikolik Asit)’nın hücrelerde ER stresini hafiflettiği gözlenmiştir. Bu bileşiklerin obez ve 

diyabetli farelerde uygulanmasıyla, hipergliseminin normalleşmesi, insülin duyarlılığının 
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düzelmesi, yağlı karaciğer hastalığının çözümlenmesi ve karaciğer, kas ve yağ dokuda insü-

lin etkisinin artması ile sonuçlanmıştır [30]. Proteinlerin katlanıp şekillenmesinde kimyasal 

yapıları ve özelliklerinin önemi büyüktür (Şekil 2.4; Şekil 2,5; Çizelge 2.1; Çizelge 2.2). 

 

 
 
Şekil 2.4. Sodyum fenilbütiratın yapısı 

 

Çizelge 2.1. Sodyum 4-fenilbutirat’ın kimyasal özellikleri (PubChem) 

 
Molekül Formülü C10H11NaO2 

Molekül İsmi Sodyum fenilbütirat 

Molekül Kütlesi 186,18 g/mol 

Erime sıcaklığı 214-216 °C 

Yoğunluğu 1,09 g/cm3 

Çözünürlüğü 25 mg/mL, suda 
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Şekil 2.5. TUDCA’nın yapısı 

 
Çizelge 2.2. Tauroursodeoksikolikasit’in kimyasal özellikleri (PubChem) 

 
Molekül Formülü C26H45NO6S 

Molekül İsmi Tauroursodeoksikolik asit 

Molekül Kütlesi 499,70 g/mol 

Erime sıcaklığı 173-175 ° C 

Yoğunluğu 1,21 g/cm3 

Çözünürlüğü 10 mg/mL, suda 

 

2.7. Kaynak Araştırması 

 

2.7.1. Adacık hücre çalışmalarına ait kaynak araştırmaları 

 

Camillo Ricordi ve arkadaşları, Amerika Birleşik Devletleri’nde bulunan “Diabetes Research 

Institute” de yapılan adacık hücre çalışmaları referans alınarak adacık hücre saflaştırma yön-

temleri geliştirmeye çalışmışlardır. Çalışmalarında, sıçandan adacık hücresi saflaştırma yön-

teminde kollajenaz tipV enzimi kullanımı ile adacıklar dokudan ayrıştırılıp farklı yoğunluk-

taki kimyasal maddelerinin kullanımıyla da asiner hücrelerden uzaklaşmasıyla gerçekleşen 

saflaştırma yöntemini kullanmışlardır [31]. 
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Saskia Erbel ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, insandan yaptıkları adak hücre saflaştır-

ması sonrası hücrelerin en fazla üç hafta hayatta kalabildiklerini göstermişler. Üçüncü hafta-

dan sonra izlenilen adacık hücre fonksiyonunun bozulmasıyla artan ER stresi sonrası hücre 

ölümlerinde artış gözlemişlerdir [32]. 

 

Ghorbani Rostam ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, farelerden izole ettikleri adacık ve 

beta hücrelerini daha fazla yaşatmayı amaçlamışlardır. 4°C ve 23°C’da RPMI’da tuttukları 

hücrelerin canlılık analizleri sonucunda adacık hücrelerinin performans ve canlılığını koru-

mada en verimli sıcaklığın 4°C olduğunu belirtmişlerdir [33]. 

 

Hua Yang ve arkadaşları, adacık hücrelerinin nakil öncesi dönemde, uzun dönemli fonksiyon 

ve canlılığını korumak için çalışma yapmışlardır. Sonucunda, kollajen ve agaroz ile kaplan-

mış, sıçandan elde ettikleri adacık hücrelerinin 40 haftaya kadar verimli olabildiklerini gös-

termişlerdir [34]. 

 

Gopalakrishnan Loganathan ve arkadaşları, insana nakletmek için domuzdan elde edilen ada-

cık hücrelerinin verimini artırmayı amaçlamışlardır. Soya fasulyesi yağı ile zenginleştirilmiş 

besinle beslenen genç domuzlardan elde edilen adacık hücre veriminin diğer gruplara göre 

daha iyi sonuç verdiğini göstermişlerdir [35]. 

 

Nacher M. ve arkadaşlarının yaptığı, adacık hücrelerinin yaşamını artırma çalışmasında, in-

san adacık hücrelerini insan serumu ile kültüre etmişlerdir. Sonucunda, adacık hücrelerinin 

canlılığında, yaşam süresinde ve fonksiyonunda olumlu sonuçlar almışlardır [36]. 

 

Montane J. ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, oksidatif stres ve ER stresinin tip 2 diyabetli 

hastalarda adacık hücresindeki beta hücrelerini öldürdüğü hipotezini kurmuşlardır [37]. 

 

2.7.2. Kimyasal şaperon çalışmalarına ait kaynak araştırmaları 

 

Umut Özcan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, kimyasal şaperonlardan TUDCA ve 4-

PBA’nın tip 2 diyabetli obez farelerde kan glukozunu ve ER stresini düşürdüğünü göster-

meye çalışmışlardır. Bir hücrede gerçekleşen protein katlanmasında yaşanan problem sonrası  
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oluşan yüksek ER stresinin, hücre sağ kalımının devamı için düşürülmesi gerektiğini ve bu 

ER stresinin azalmasında, hücre içindeki moleküler şaperonlar ile birlikte kimyasal şaperon-

ların da takviyesinin hücre yaşam süresini artırdığını bulmuşlardır [38]. 

 

Zhu Q. ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, sıçan adacık hücrelerinden elde edilen beta hüc-

relerinde ER stresini düşürmeyi hedeflemişlerdir. Hücre kültüründe kullanılan TUDCA kim-

yasalı ile beta hücrelerindeki ER stresinde düzelmenin görüldüğünü ve ATF4/CHOP  hücre 

ölüm yolağının aktifliğini durdurduğunu açıklamışlardır [39]. 

 

Choi SE. ve arkadaşlarının  yaptığı çalışmada, serbest yağ asitlerinin insülin salınımını boz-

duğunu ve bunun ER stresini durdurmaya çalışan 4-PBA kimyasalı ile tedavi edilebildiğini 

gösterilmiştir [40]. 

 

Cadavez L. ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, beta hücre fonksiyonu bozulan tip 2 diya-

betli hastalarda, kimyasal şaperonlardan TUDCA ve 4-PBA’nın ER stresini azalttığı ve in-

sülin salınımını artırdığı açıklanmıştır [41]. 

 

da-Silva WS. ve arkadaşları, kimyasal şaperonlardan TUDCA ve 4-PBA’nın metabolizma-

daki tiroit hormon aktivasyonunu ve enerji tüketimini hızlandırdığını göstermişlerdir [42]. 

 

Humere C. ve arkadaşları, sıçanlardaki kalp fibroblastında hücresel bozukluğa neden olan 

ER stresinin tapsigarginle indükleyerek, 4-PBA kimyasal şaperonu ile tedavi edilebildiğini 

açıklamışlardır [43]. 

 

Zhu M. ve arkadaşları, DTZ ile diyabet edilmiş sıçanlardaki beta hücrelerinin, ağız yoluyla 

verilen 4-PBA kimyasalı aracılığıyla canlılığını koruduğunu göstermişlerdir [44]. 

 

Kemter E. ve arkadaşları, böbrek hastalıkları ile ilgili yaptıkları in vitro fare çalışmasında, 4-

PBA kimyasalının kullanımının böbrek fonksiyonlarının iyileşmesinde olumlu sonuç verdi-

ğini raporlamışlardır [45]. 
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Koyama M. ve arkadaşlarının akciğer atardamarında gerçekleşen yüksek tansiyonu iyileştir-

mek amaçlı yaptıkları fare çalışmasında, 4-PBA kimyasalının uygulanmasıyla bu hastalığın 

tedavi edilebildiğini göstermişlerdir [46]. 

 

Zhang H. ve arkadaşları, böbrek epitel hücrelerinden NRK-52E hücre hattına verilen ER stres 

tetikleyicileri sonrasında, 4-PBA kimyasalını hücre kültürüne ekleyerek IRE1 ve ATF6 yo-

laklarının aktifliğini kaybettiklerini göstermişlerdir [47]. 

 

Hua Y. ve arkadaşları, insan makrofaj hücre kültürüne ekledikleri ER stres tetikleyicisi tuni-

kamisin kimyasalı ile lipit tutulum oranında artış görmüşlerdir. Bu hücre kültürüne eklenen 

TUDCA kimyasalı ile artış gösteren lipit tutulumunun inhibe edildiği gösterilmiştir [48]. 

 

Yan F. ve arkadaşları, subaraknoid kanamasının tedavisi için sıçanlarda çalışma yapmışlar-

dır. SAH.84 kodlu bu kanama hastalığına sahip özel sıçanlara damar yolu ile TUDCA kim-

yasalı vermişler ve sonucunda beyindeki bu kanamanın azaldığını gözlemleyerek kanamanın 

ER stresi ile ilişkili olduğu yorumunu yapmışlardır [49]. 

 

Rodrigues CM. ve arkadaşlarının, kanamalı felci tedavi etme amaçlı yaptıkları çalışmada, bu 

hastalığı oluşturdukları sıçana damar yolu ile TUDCA kimyasalının verilmesi sonrasında nö-

ronal koruma sayesinde iyileşmeye olumlu etki yaptığını gösterilmişlerdir [50]. 

 

Ramalho RM. ve arkadaşlarının alzaymır hastalığının tedavisi üzerine farelerin nöroblastoma 

hücreleri ile yaptıkları çalışmada, hücre ölümüne neden olan p53 proteinin aşırı üretilmesine 

karşılık TUDCA kimyasalı uygulamasıyla hücre ölümünde azalma gözlemlemişler [51]. 
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3. DENEYSEL KISIM  

 
3.1. Deneylerde Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 
Bu tezin deneysel kısmında kullanılan kimyasal maddelerin isimleri ve temin edildikleri üre-

tici firmalar Çizelge 3.1’de verilmiştir. Kullandığımız tüm kimyasal maddeler analitik saf-

lıktadır. 

 

Çizelge 3.1. Deneysel kısımda kullanılan kimyasal maddelerin isimleri ve temin edildikleri      

                    üretici firmalar 

 
Kimyasal Madde Temin Edilen Üretici 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 iyodür  Sigma 

Polivinil pirolidon iyot Dermosept 

Saf su ELGA LabWater 

 
3.2.  Deneylerde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

 

TUDCA çözeltisi: Tauroursodeoksikolik asit uygun miktarlarda tartılarak RPMI’da çözüldü, 

hazırlanan çözeltinin pH’sı 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile 7.4’e ayarlandı. Çözelti oda sı-

caklığında saklandı.  
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4-PBA çözeltisi: 4-Fenilbütirat uygun miktarlarda tartılarak RPMI’da çözüldü, hazırlanan 

çözeltinin pH’sı 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile 7.4’e ayarlandı. Çözelti oda sıcaklığında 

saklandı. 

 

Kollajenaz TipV Enzimi: Hayvan başına 8 mg enzim tartılarak +4 °C soğukluktaki HBSS 

çözeltisi ile çözülerek +4 °C’ de buzdolabında en fazla 1 saat süre sınırıyla saklandı.  

 

DTZ: 100 mg Dithizone tartılarak 20 mL Dimetil sülfoksit (DMSO, (CH3)2SO) ile çözüldü. 

Hazırlanan çözeltiye 30 mL HBSS çözeltisi ilave edilerek seyreltildi ve 0,4 µm çapındaki 

filtre ile süzülerek oda sıcaklığında saklandı. 

 

3.3.  Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

 

3.3.1.  Ameliyat masası 

 

Sıçanlara uygulanan genel anestezi ardından, pankreasın sıçandan çıkarılana kadar geçen sü-

reç de 37 °C lik sıcaklığı korumak için ayarlanmış metal masa ile Adacell Araştırma Mer-

kezi’nde çalışılmıştır. 

 

3.3.2.  Ameliyat mikroskobu 

 

Leica marka, M620 model ameliyat mikroskobu kullanılarak cerrahi işlemler Adacell Araş-

tırma Merkezi’nde uygulanmıştır. 

 

3.3.3.  Biyolojik güvenlik kabini 

 

Adacık hücre saflaştırma ve kültüre hazırlama aşamalarında kullanılan, partikül ve mikro 

organizma sayısının, sıcaklığın, nem oranının, taze hava miktarının, ortam hava basıncının, 

hava hareketlerinin ve buna benzer parametrelerin kontrol altında tutulmasını sağlayan, Me-

tisafe marka, class 2 model cihaz ile çalışılma basamağı Adacell Araştırma Merkezi’nde ger-

çekleştirilmiştir. 
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3.3.4. Santrifüj cihazı 

 

Adacık hücre saflaştırma ve kültüre hazırlama aşamalarında kullanılan, hızlanma, frenleme 

ve sıcaklık ayarı yapılabilme özelliği bulunan Hettich Rotanta marka, 460R model santrijüj 

cihazı ile Adacell Araştırma Merkezi’nde çalışılmıştır. 
 

3.3.5. Hücre inkübatörü 

 

Adacık hücrelerinin besi ortamı sağlandıktan sonra 37 °C lik sıcaklık ve %5 lik CO2 hava 

salınımı ile hücre yaşamasını sağlayan Panasonic marka, MCO-230AIC-PE model hücre in-

kübatörü ile Adacell Araştırma Merkezi’nde çalışılmıştır. 

 

3.3.6. Hücre mikroskobu 

 

Adacık hücre canlılığının incelenmesi için kullanılan, floresan boyalı hücrelerin ışımasını 

algılayan Leica marka, AM6000 model hücre mikroskobu ile Adacell Araştırma Mer-

kezi’nde çalışılmıştır. 

 

3.3.7. pH metre 

 

pH ölçümleri METTLER TOLEDO marka, S 220 model pH-iyonmetre ile ile Adacell Araş-

tırma Merkezi’nde çalışılmıştır. 

 

3.3.8.  Mikro pipet 

 

Hücre sayımları ve toplamaları 0,2 µL-1,0 mL aralıklarındaki Axygen marka ±0,005 µL has-

sasiyeti olan mikropipetler ile Adacell Araştırma Merkezi’nde çalışılmıştır. 

 

3.3.9. Hassas terazi 

 

Kimyasal maddelerin kütle ölçümleri Mettler Toledo marka, ML104T model cihaz ile ile 

Adacell Araştırma Merkezi’nde çalışılmıştır. 
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3.4. Sıçanlardan Pankreas Adacık Hücre Saflaştırılması 

 
3.4.1. Çalışılacak deney hayvanlarının özelliklerinin belirlenmesi  

 

Yaş ortalaması 3 aylık olan, 190-260 g kütleye sahip olan, erkek cinsiyetinde ve Wistar al-

bino türünden olan 20 adet sıçan ile çalışma planlanmıştır. Deneyler, Ankara Dışkapı Yıldı-

rım Beyazıt Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (Ek-

1, Protokol No: 2015-15) izin alınmasından sonra, Adacell, Pankreas Adacık Hücre Araş-

tırma Merkezi Laboratuvarında Ek-2 de mevcut olan belge ile çalışma yapıldı. Sıçanlar, 

elektronik olarak otomatize edilmiş sistem yardımıyla 12 saat karanlık, 12 saat aydınlık sağ-

layan, HEPA (yüksek verimli partikül filtresi) filtreli havalandırma sistemine sahip, 23±2 °C 

sıcaklığında, %45±10 bağıl nem değerinde olan laboratuvar ortamında hayvanların barın-

ması sağlanmıştır (Resim 3.1). Hayvanlar standart pellet yemi ve steril su kullanılarak bes-

lenmesi sağlanmıştır. Deneyler süresince yerel etik kurulca istenilen şartlara uygun olarak 

deneyler gerçekleştirilmiştir. 

 

 
 
Resim 3.1. Deney hayvanları laboratuvarındaki sıçanların konumlanması 
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3.4.2. Sıçan pankreasının elde edilmesi 

 

Ketamin/Ksilazin anestezik maddesinin (hacimce 1/9 oranında karışımı yapılarak) kas ara-

sına enjektör ile verilmesiyle uyutulan sıçanların karın boşluğu bölgesindeki tüyler tıraş ma-

kinesi ile temizlenip antiseptik olan batikon (polivinil pirolidon-iyot) ile alan silinir. Karın 

bölgesinin derisi pens yardımıyla kaldırılıp cerrahi makas ile kesilir ve deri altı dokusu makas 

ile aralanır (Resim 3.2). Göğüs kafesine el ile baskı uygulanarak karaciğerin dışarı çıkarıl-

ması gerçekleştirilir. Karaciğerde bir kanama gerçekleşmemesi için karaciğer gazlı beze sa-

rılır ve pankreas ve on iki parmak barsağı bağlantısında olan duktus kanalı, cerrahi mikros-

kop yardımıyla belirginleştirilerek kıskaç ile sıkıştırılır. Duktus kanalının kalınlığına göre 

26G ya da 22G damar yol açma seti (intraket) ile duktusa girilerek, her bir pankreas başına 

7 mL (1 mg/mL derişiminde) soğuk (+4oC) kollajenaz tipV enzimi verilir (Resim 3.3). Ta-

mamı verildikten sonra, sıçanın aort damarı kesilerek sıçan öldürülür. Bu işlem yapıldığında 

pankreasın kanlanması önlenmiş olur. Pankreas bağlantılı olduğu doku ve organlardan makas 

yardımıyla kesilerek 50 mL’lik deney tüpünün içerisine alınır ve buza gömülür. Bu paket-

leme sonrasında doku, hayvan laboratuvarından hücre saflaştırma laboratuvarına taşınır.  

 

 
Resim 3.2. Abdominal bölgenin kesilmesi 
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Resim 3.3. Pankreasın kollajenaz tipV enzimi ile şişirilmesi 

 
3.4.3. Sıçan pankreasından adacık hücre elde etmesi 

 

Pankreasa gönderilen kollajenaz tipV enziminin aktif hale gelmesi için yaklaşık bir saat ön-

ceden hazır hale getirilen 37oC da ki su banyosunda pankreaslar 18 dakika bekletilerek organ 

içindeki enzimin aktifleşmesi sağlanır. Bu inkübasyon sonrasında tüp içindeki pankreas 30 

saniye kadar elde çalkalanarak homojen hale getirilir. 

 

Hücredeki enzimatik sindirimi durdurması için ve hücrenin ozmotik basıncını ile pH’sını 

ayarlayan özel üretim HBSS (Hank's Balanced Salt Solution, Lonza) çözeltisinden 25 mL 

çalışma tüpüne eklenir ve kuvvetlice çalkalanır.  

 

Santrifüj, 1300 rpm de 3 dakika ve 4oC’a ayarlanarak ürün yüklemesi yapılır ve çalıştırılır. 

Santrifüj sonrasında oluşan sıvı kısım pipetleme yöntemi ile tüp içerisinden alınarak atılır. 

Pellet elde hafifce çalkalanarak, karışması gerçekleştirilir. Tüp içine 25 mL soğuk HBSS 

çözeltisinden ekleme, santrifüjleme ve sıvının atılma işlem tekrarı 2 kez daha gerçekleştirilir 

ve böylece pankreasın parçalanmasını sağlayan enzimin sistemden uzaklaşması sağlanır. Ka-

rışım üzerine 50 mL soğuk HBSS çözeltisi eklenir ve kuvvetlice çalkalanır.  
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425 µm çapında delikleri bulunan çelikten üretilmiş elek sistemi yardımıyla bu parçalanmış 

pankreas dokusu 50 mL’lik falkon tüp içerisine süzülür (Resim 3.4.). Süzme işlemi sonrası 

dokuya ait yağ artıkları elek üzerinde kalarak bu atıklardan kurulmuş olunur. Süzüntü, 1300 

rpm’de 3 dakika ve 3/9 hız, 1/9 fren sistemi ile 4oC’de santrifüj edilir. Yukarıda kalan sıvı 

kısım pipetleme yardımı ile uzaklaştırılarak atılır. Tüpün dibinde biriken pellet çalkalanarak 

karışması sağlanır. Pankreasın içindeki kollajen doku ve hücreler arası bağların koparılması 

sonrasında elde edilen ekzokrin hücrelerin ve adacık hücrelerinin birbirinden ayrılması için 

bir deney tüpü içinde iki farklı yoğunluk katmanı oluşturularak adacıkların diğer hücreden 

ayrılması sağlanır (Resim 3.5.).  

 

Elde edilen pellet içine ilk yoğunluk katmanı olan 5 mL Biocoll 1100 g/mL ilave edilip çal-

kalanarak homojenlik sağlanır. Üzerine yavaşça 10 mL Biocoll 1077 g/mL solüsyonu ilave 

edilir. Son olarak 10 mL RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Lonza) solüsyonu 

ilave edilir. Santrifüj cihazı ile 2400 rpm’de 20 dakika ve 4oC’da santrifüj edilir. Yoğunluk-

ların arasındaki RPMI 1640 çözeltisinden oluşan tabaka içinde adacık hücreleri yerlerini alır. 

Plastik pipet yardımı ile bu tabaka üzerindeki adacık hücreleri toplanarak HBSS çözeltisi 

bulunan yeni tüplere transfer işlemi gerçekleştirilir.  

 

Hücre için toksik etki oluşturacak bu yoğunluk farkını meydana getiren kimyasallardan kur-

tulmak için hücreler HBSS çözeltisi ile yıkanıp 1300 rpm’de 3 dakika ve 3/9 hız, 1/9 fren 

sistemi ile 4oC’de santrifüj edilir. Tüp içerisindeki çökeltide elde etmek istediğimiz adacık 

hücreleri mevcut olmaktadır. Çökelti üzerindeki sıvı çekilip atıldıktan sonra dipteki hücreler 

kullanıma hazır adacık hücreleri olup mikroskopta incelmeye alınır (Resim 3.6.). 
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Resim 3.4.  Pankreas adacık hücrelerinin süzülmesi 

 

 
 
Resim 3.5. Yoğunluk farkı oluşum sonrası adacık hücrelerinin konumlanma durumu 
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3.4.4. Adacık hücrelerinin sayımı 

 

Elde edilen adacık hücrelerinin kesinliğini ve sayısını belirlemek için, adacık hücre içinde 

bulunan beta hücrelerinden salgılanan insülin hormonundaki çinko şelatına bağlanan Dit-

hizone (DTZ) boyası kullanılır. Bağlanma sonrası mikroskop ile bakılarak kırmızı renk alan 

adacık hücreleri kontrol edilir (Resim 3.7.). Steril pipet ile hücreler alınıp 10x35 mm boyun-

daki ölçekli hücre sayma kaplarına alınır.  

 

Adacık hücreleri, DTZ kimyasal maddesi ile boyandıktan sonra, ters tip mikroskop ile bo-

yutlarına göre 10 X’lik büyütmede tüm adacık hücreleri sayılarak deney defterine hangi bo-

yutta kaç adacık olduğu not edilir. Farklı boyutlardaki adacık hücrelerinin sayısını belirleme 

için adacık eşdeğeri hesabı (IEQ) ile sayım yapılır. Bu hesaplamada, çapı 150 µm olan stan-

dart bir adacık hücresi standart olarak alınıp tüm adacıkların sayım hesabı bu boyuta göre 

yapılır. 50 µm’den daha küçük hücre parçalarının toplam hacme katkı yapmadığı düşünül-

düğünden hesaba katılmaz. 50 µm’den büyük adacıklar sayılır ve IEQ hesabı için oluşturul-

muş bir çizelge yardımıyla adacık sayısı standart faktörlerle çarpılarak hesaplanır. 

 

 
 
Resim 3.6. İzole edilen adacık hücresi 



26 
!

 
 
Resim 3.7. Adacık hücresinin DTZ ile boyama görüntüsü 

 

3.5. Sıçanlardan Pankreas Adacık Hücrelerinin Kimyasal Şaperonlar ile Muamelesi 

 
3.5.1. Adacık hücre kültür çözeltisi için kimyasal şaperonların hazırlanması 

 

TUDCA kimyasalı Calbiochem’dan ve 4-PBA kimyasalı Ucyclyd Pharma firmasından temin 

edilmiş olup her ikisi de oda sıcaklığında, nemden uzak ortamda depolanmıştır.  

 

250 µM, 500 µM, 750 µM, 1000 µM, 1250 µM ve 1500 µM’lık TUDCA ve 4-PBA kimya-

salları ayrı ayrı RPMI hücre kültür çözeltisinde çözülerek steril ortamda hazır hale getiril-

miştir. Seri dilüsyon yapılarak hazırlanan bu çözeltilerden her bir gruptan üç tekrar (n=3) 

olacak şekilde kontrol grubuna karşı hücre besi kaplarına konularak hazır hale getirilir. 
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3.5.2. Adacık hücrelerinin kimyasal şaperonlar ile muamelesi 

 

0. Saat, 24. saat ve 48. saat deney grupları Çizelge 3.2.’deki gibi, her bir gruba paralel 3 grup 

(n=3) oluşturularak toplamda 81 çalışmalık grup oluşturuldu. RPMI hücre kültüründe bulu-

nan pankreas adacık hücreleri her bir kültür kabına yaklaşık 50 adacık gelecek şekilde toplam 

81 hücre kültür kabına uygulama gerçekleştirildi. Tüm hücre kültür kapları 37 °C’deki hücre 

inkübatör cihazına yerleştirildi. 

 

Çizelge 3.2. Kontrol ve deney grupları 

 
Kontrol Grubu Deney Grupları 

0. Saat Kontrol 0. Saat TUDCA 

250 µm , 500 µM , 750 µM  

1000 µM , 1250 µM, 1500 µM  

0. Saat 4-PBA 

250 µm , 500 µM , 750 µM  

1000 µM , 1250 µM, 1500 µM  

24.Saat Kontrol 

 

24.Saat TUDCA 24.Saat 4-PBA 

48.Saat Kontrol 

 

48.Saat TUDCA 48.Saat 4-PBA 

 
3.6. Adacık Hücre Canlılıklarının Floresan Mikroskop ile Değerlendirilmesi ve Analizi 

 

Adacık hücre canlılıklarının değerlendirilmesinde kullanılan boyalardan floresein diasetat 

(FDA) ve propidyum iyodür (PI) seçildi. Karanlık ortamda, 1,5 mL’lik bir plastik deney tü-

pünde 25 µL PI, 25 µL FDA çözeltileri ve 950 µL aseton ile karıştırılarak boya karışımı 

hazırlandı. Hücre canlılığına bakmak için ilk kültür kabı alındı ve taze olarak hazırlanan 

PI/FDA karışımı hücre kültürünün içine eklendi. FDA hücre membranını boyayarak 490nm 

dalga boyunda, PI ise ölü hücre membranından içeri girip nükleik asitleri boyayarak 536nm 

dalga boyunda ışıma yaparlar (Resim 3.8.). Yeşil renkli ışıma, hücre canlılığını gösterirken 

kırmızı renkli ışıma hücre ölümünü göstermektedir. Bakılan tüm hücrelerin fotoğrafları çe- 
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kildi ve hücre canlılık analizleri Matlab programı kullanılarak değerlendirildi. Her bir hücre-

nin yeşil ve kırmızı floresan ışımaları üst üste getirilerek program aracılığıyla renk yüzdele-

rini hesapladı (Resim 3.9.). 

 

 
 
Resim 3.8. Floresan mikroskop ile hücre canlılığının görüntülenmesi 

 

 
 
Resim 3.9. Matlab programı ile hücre canlılığının hesaplanması.  
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3.7. İstatiksel Analiz  

 

Sonuçlar, ANOVA programı yardımıyla, istatistiksel yöntem olarak tek yönlü varyans ana-

lizi (OneWay ANOVA) ile değerlendirildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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4. DENEY SONUÇLARI VE TARTIŞMA 

 
4.1. Kontrol Grubu Canlılık Deney Sonuçları ve Tartışma 

 

Kontrol grubunda, Çizelge 3.3.’de planlandığı üzere 0., 24. ve 48. saatlerdeki canlılık sonuç-

larında değişimler incelendi ve Resim 4.1 ile Şekil 4.1’de sonuçlandığı gibi 48. saatte hücre 

canlılığı %82,5’e düştü. Canlılık oranındaki bu düşüş adacık hücre verimliliğinin azalmasına 

da sebebiyet vermektedir.   

 

Kontrol grubundaki adacık hücre canlılığının 48. saatindeki görülen bu hücre canlılığındaki 

azalmanın nedenlerinden biride yanlış protein katlanmasıyla oluşan ER stres aracılı hücre 

ölümüdür [58]. Adacık hücrelerinin pankreastan saflaştırılması sonrasında beklenen bu ER 

stresi kaynaklı hücre ölümü, CHOP ve XBP1s gibi proteinlerin aktif hale gelmesiyle gerçek-

leşir [59]. 

 
Şekil 4.1. Kontrol grubu 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık oranı 
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılıklarının floresan mik- 
                   roskop görüntüsü 
 
4.2. TUDCA Grubu Canlılık Deney Sonuçları ve Tartışma 

 

Bu çalışma, Çizelge 3.3.’de planlandığı üzere, 10– 45 arasındaki deney gruplarına ait hücre-

lere verilen farklı derişimler deki TUDCA kimyasalının 0., 24. ve 48. saatlerdeki saatlerdeki 

canlılık sonuçlarında ki değişimler incelenerek, Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 

4.6 ve Şekil 4.7 çizildi. Şekillerde de görüldüğü gibi 24. ve 48. saatlerdeki %92 ve %96’lık 

sonuç ile istatistik olarak en anlamlı (p<0,05) hücre canlılığı,1000 µM derişimdeki TUDCA 

kimyasalı uygulanan hücrelerde tespit edildi (Resim 4.2; Şekil 4.5). 

 

Literatürdeki TUDCA kimyasalı ile yapılan insan ve hayvan deneylerinde de görüldüğü 

üzere hücre canlılığını korumada rolünün olduğu belirtilmiştir [60-63]. Farklı derişimler deki 

TUDCA kimyasalı ile yapılan çalışmalarımızda, tüm sonuçlarımızın adacık hücre canlılığını 

artırmadığı görülmektedir. Dolayısıyla, bu çalışmamız sonucunda adacık hücre canlılığını 

artırmak için kullanılacak TUDCA kimyasalının miktarı tayin edilmiş oldu. 
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Şekil 4.2.  250 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık   
                  oranı 
 

 
 

Şekil 4.3.  500 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                 oranı 

 

 



34 
!

 
 

Şekil 4.4.  750 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                 oranı 

 

 
 

Şekil 4.5.  1000 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                  oranı 
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Şekil 4.6.  1250 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                  oranı 

 

 
 

Şekil 4.7.  1500 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                  oranı 
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Resim 4.2. 1000 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlı- 
                  lıklarının floresan mikroskop görüntüsü 
 

4.2.1. 900 µM ve 1100 µM TUDCA canlılık deney sonuçları ve tartışma 

 

TUDCA gruplarında yapılan çalışma sonucunda pozitif olarak en anlamlı sonuç 1000 µM 

derişimdeki TUDCA grubunda bulunmuştur. Fakat 1000 µM TUDCA grubunun bir alt çalış-

ması olan 750 µM ve bir üst çalışması olan 1250µM derişimdeki grupların 48. saatteki can-

lılıklarının 1000 µM’a göre fazla fark oluşturması dikkat çekmiştir. Dolayısıyla bu gruptaki 

çalışmanın yorumlanabilmesi için Çizelge 4.1.’de görüldüğü gibi, 1000µM’ın 100 µM dü-

şüğü ve 100 µM fazlası olan 900 µM’lık ve 1100 µM’lık, 0. Saat, 24. saat ve 48. saat deney 

gruplarına paralel 3 grup (n=3) oluşturularak toplamda 21 çalışmalık grup oluşturuldu. 

 

Bu iki grubun çalışma sonuçları kendi aralarında ve kontrole karşı değerlendirildiğinde 1000 

µM TUDCA grubu kadar anlamlı pozitif bir canlılık sonucu verememiştir. 

 

Çizelge 4.1. 900 µM ve 1100 µM TUDCA, Kontrol ve deney grupları 

 
Kontrol Grubu Deney Grupları 

0. Saat Kontrol 0. Saat TUDCA 

900µM ve 1100 µM  

24.Saat Kontrol 24.Saat TUDCA 

48.Saat Kontrol 48.Saat TUDCA 
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Şekil 4.8.  İlave çalışma, Kontrol grubu 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık oranı 

 

 
 

Şekil 4.9.  İlave çalışma, 900 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki  
                 hücre canlılık oranı 
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Şekil 4.10.  İlave çalışma, 1100 µM derişimdeki TUDCA grubunun 0., 24. ve 48. Saatler 
                   deki hücre canlılık oranı 
 
4.3. 4-PBA Grubu Canlılık Deney Sonuçları ve Tartışma 

 

Bu çalışmada, Çizelge 3.3.’de planlandığı üzere, 46– 81 arasındaki deney gruplarına ait hüc-

relere verilen 4-PBA kimyasalının 0., 24. ve 48. saatlerdeki canlılık sonuçlarında ki değişim-

ler incelenerek, Şekil 4.11, Şekil 4.12, Şekil 4.13, Şekil 4.14, Şekil 4.15 ve Şekil 4.16 çizildi. 

Şekillerde de görüldüğü gibi 24. ve 48. saatlerdeki %95 ve %97’lik sonuç ile istatistik olarak 

en anlamlı (p<0,05) hücre canlılığı, 500µM derişimdeki 4-PBA kimyasalı eklenen hücrelerde 

tespit edildi (Resim 4.3; Şekil 4.12). 

 

4-PBA’nın farklı derişimde, farklı hücre kültürlerine uygulanmasına ilişkin yapılan çalış-

malarda da görüldüğü üzere tüm hücre gruplarındaki canlılığı bizim yaptığımız deneydeki-

ler gibi olumlu  sonuçlar vermiştir [64, 65]. 4-PBA, aktif olarak üre döngüsü bozukluğu, 

kistik fibrozis, kalp-damar hastalığı ve sinir hücre ölümlerinin tedavisinde kullanılmakta 

olup, yaptığımız bu çalışma sonucunda adacık hücre nakil çalışmalarında da  kullanılması 

için yol gösterici olmuştur [66-70]. 
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Şekil 4.11.  250µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık             
                   oranı 

 

 
Şekil 4.12.  500µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık            
                   oranı 
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Şekil 4.13. 750µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                  oranı. 

 

 
Şekil 4.14. 1000µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                   oranı 
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Şekil 4.15. 1250µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                   oranı 
 

 

 
Şekil 4.16. 1500µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılık  
                   oranı 
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Resim 4.3. 500µM derişimdeki 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatlerdeki hücre canlılıkları- 
                  nın floresan mikroskop görüntüsü 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Bu çalışmada kullandığımız TUDCA ve 4-PBA kimyasal şaperonların belirli dozlarda kul-

lanımı, sıçan pankreas adacık hücre canlılığı üzerine olumlu katkısı olduğunu göstermiştir. 

Bu dozların, hücre ölümlerini durdurmasındaki en büyük etkenlerin protein katlanmasını iyi-

leştirmesi ve katlanmayan proteinlerin parçalanması için ubikütine göndermesi olarak dü-

şünmekteyiz.  

 

Çalışmamızda sıçan pankreas adacık hücrelerinin canlılıklarını denemek için florasan mik-

roskobu kullanıldı. FDA/PI boyalarının adacık hücrelerdeki konumlanma ve reaksiyonu ile 

canlılık yüzdeleri hesaplandı. Bu hesaplamadan yola çıkılarak, hücrelerin 1 mM derişimdeki 

TUDCA çözeltisi ile 500 µM derişimdeki 4-PBA çözeltisinin adacık hücre canlılığını iyileş-

tirmek için en ideal doz seçimi olduğu belirlenmiştir.  

 

Kimyasal şaperonlar ile yapılan tüm in vivo veya in vitro çalışmaların tümünde ER stresinin 

azaldığı gözlenmiştir [38, 59-62]. Fakat, bizim çalışmamızda Şekil 5.1’de görüldüğü üzere 

250 µM TUDCA grubunun adacık hücre kültürüne ilavesi sürecindeki 48. saatte, kontrol 

grubuna kıyasla canlılığını artırmaması, literatür araştırma sonuçlarına göre farklı bir yakla-

şım oluşturmuştur. Bu sonuç ışığında, in vivo veya in vitro tedavi amaçlı TUDCA çalışmala-

rında, uygulama öncesi doz belirleme yapılması gerekliliği ortaya çıkmıştır. 4-PBA çalışma-

larımızın sonuçları göz ününe alındığında, tüm grupların adacık hücre canlılığında kontrol 

grubuna göre daha olumlu olduğu yorumu yapılabilmektedir. 4-PBA çalışmamızda, TUDCA 

grubunda karşılaşıldığı gibi adacık hücre canlılığını değiştirmeyecek bir derişim ile karşıla-

şılmamış olup, uygulanan tüm derişimlerin canlılığı artırmasıyla literatürdeki diğer 4-

PBA’çalışmalarına benzer sonuçlar elde edilmiştir [38, 64, 65]. 
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Şekil 5.1. Uygulanan tüm derişimdeki TUDCA ve 4-PBA grubunun 0., 24. ve 48. saatler 
                deki hücre canlılık oranın kontrol grubu ile karşılaştırması 
 

Literatürde, in vitro adacık hücre canlılığını koruma ve artırma amaçlı, belli derişimdeki kim-

yasal şaperonlar ile yapılan detaylı ilk çalışma olarak, elde ettiğimiz sonuçlardaki canlılıkla-

rın artışı, hücrelerdeki ER stresini azaltarak programlanmış hücre ölümünde düşüşe neden 

olduğu gözlenmiştir.  

 

Dünyada, tip1 diyabetli hastalara alternatif bir tedavi seçeneği olarak uygulanan adacık hücre 

naklinde, hücresel düzeyde bu kimyasal maddeler ile yapılacak bir iyileştirmenin, nakledile-

cek adacık hücre canlılığında ve uzun vadeli işlevlerinde iyileştirme sağlayabileceği öngö-

rülmektedir. 
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