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DM Diyabetes Mellitus
MKH Mezenkimal kok hiicre
GM-CSF Graniilosit-makrofaj koloni stimulan faktor
G-CSF Grandilosit koloni stimulan faktor
M-CSF Makrofaj koloni stimulan faktor
IL Interlokin
APG Aclik plazma glukozu
a Alfa
B Beta
0 Delta
€ Epsilon
PP Pankreatik polipeptid
HLA Insan 16kosit antijen
MHC Major histocompatibility complex
TNF-a Tiimdr nekrozis factor- alfa
IFN-y Interfefon- gama
ADA Amerikan Diyabet Birligi
EASD Avrupa Diyabet Arastirma Birligi
IDF Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
NGSP Ulusal Glikohemoglobin Standartizasyon Programi
DCCT Diabet Kontrol ve Komplikasyon Caligmasi
ADVANCE Action in Diabetes and Vascular Disease
ACCORD The Action to Contol Cardiovascular Risk in Diabetes Study
UKPDS The United Kingdom Prospective Diabetes Study
VADT Veterans Affairs Diabetes Trial
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I. GIRIS VE AMAC

Tip 1 Diabetes Mellitus (Tip 1 DM); pankreatik Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin
baz1 genetik HLA alleleriyle iligkili olarak otoimmiin harabiyeti ve kaybiyla seyreden kronik
bir hastaliktir (1). Eksojen insiilin tedavisi, Tip 1 diyabetli hastalarda yasam kalitesini
arttirmak ve diyabetin kronik komplikasyonlarini 6nlemek ya da geciktirmek icin tek
secenektir. Ancak yogun insiilin tedavisinin kronik komplikasyonlari onlemede yeterli
basariya ulasamadig1 gozlenmektedir (2). Pankreas ve pankreasdan elde edilen adacik nakli
kesin tedavi edici yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pankreas naklinin kisitlayici yonleri
nedeniyle (bliylik cerrahi girisim, cerrahi komplikasyonlar, yogun immunsupresif kullanma
zorunlulugu v.b.) adacik nakli son zamanlarda 6n plana ¢ikmistir (3). Pankreasin %2’sinden
daha az bir kismin olusturan adacik hiicrelerinin izole edilerek, daha az invazif yoldan (portal
vene inflizyonla) karacigere nakledilmesine yonelik calismalar 1990°larda hiz kazanmistir. I1k
basarili sonuglar 1990’larin sonunda gelmeye baslamistir; Shapiro ve arkadaglari, 7 tip 1
diyabetli hastanin adacik hiicre naklinden sonra insiilinden bagimsiz hale geldiklerini
aciklamislardir (4).

Pankreas adacik hiicre nakli, tip 1 diyabetli hastalar i¢in yeni ve umut verici bir yontem
olmasima ragmen halen secilmis hastalarda uygulanan deneysel bir prosediirdiir. izolasyon
siirecinde meydana gelen hipoksi ve oksidatif stres, hiicrelerde sitokin aracilt apopitoz ve
nekrozu uyarmakta ve hiicre kaybina neden olabilmektedir (8).

Adacik hiicre naklinin basarisi, dondriin 6zellikleri ve transplante edilen hiicre kitlesiyle
iligkili bulunmustur. Uygun dondr-alict se¢imi, enkapsiilasyon, yeni immiinmodiilator
rejimler, daha fazla miktarda ve saf hiicre elde etmeye yonelik stratejilerin yani sira adacik
hiicreleriyle birlikte adacik hiicrelerinin yagsam siirelerini uzatmaya yardime1 olacak ikinci bir
hiicre tipinin belirlenmesi bu ¢alismalardan bazilarini olusturur (6,7). ikinci hiicre tipi olarak
iizerinde en ¢ok ¢alisilan hiicre grubu Mezenkimal kok hiicre (MKH)’dir.

MKH, kemik iligi ve diger stromal dokulardan kdken alan, gesitli uyaranlarla osteoblastik,
adipositik ve kondrositik seriye doniisebilen fibroblastoid hiicrelerdir. Kemik iligi stromasi ve
diger tliim organ ve dokulardaki stroma olmak iizere baglica iki kaynakta bulunur. MKH
multipotenttir, kikirdak, kemik, kas, tendon, ligament, adipoz doku, sinir hiicreleri, pankreas
beta hiicreleri ve endotele farklilasabilir. MKH bircok biiytime faktoriinii ( GM-CSF, G-CSF,
M-CSF ) ve reseptorlerini, ¢esitli IL ( IL-6,7,8 vb) ve reseptorlerini, hiicre dis1 matriks
proteinleri (kollojen, fibronektin, laminin) ve adezyon molekiillerini sentezleme yetenegine

sahiptir. HLA-DR ve ko-stimiilatér molekiil ifadelenmesi olmadig1 i¢in immiinojeniteleri
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diisiiktir. Hem immiinsupresif etkileri hem de multipotent farklilasma potansiyelleri
nedeniyle hiicresel tedavilerde diger kok hiicre tiirlerine gore daha ¢ok tercih edilirler.

Tiim bu bilgiler 15181nda tip 1 diyabetik sicanlarda adacik hiicre nakli ile es zamanli olarak
pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicre naklinin adacik canliligi ve dolayisiyla diyabetin

tedavisine etkilerini aragtirmay1 amagladik.
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II. GENEL BILGILER
1.Pankreas
1.1Anatomisi ve Embriyolojik gelisimi

Pankreas, ikinci ve tiglincii lomber vertebralar hizasinda yer alan, 15 cm uzunlugunda, 60-140
gram agirhiginda sekretuvar bir organdir. Anatomik olarak bag, uncinate process, boyun,
govde ve kuyruk olarak 5 boliime ayrilir. Embriyolojik olarak, duodenum dorsal ve ventral
tarafinda gelisen iki endodermal tomurcuktan koken alir (8-10). Bu iki pankreatik tomurcuk
endokrin ve ekzokrin hiicrelerden olusan pankreasi olusturmak igin bilyiir ve kaynasir
(Sekill).

Gelisim sirasinda adaciklar1 olusturmak {izere diferansiye olan hiicreler kanallardan pankreas
taslagina go¢ eder (11). Ekzokrin pankreas, duodenum icine sindirim enzimlerinin
salgilanmasint ve tasinmasini saglayan duktal ve asiner hiicrelerden olusan lobiile bir
dokudur. Endokrin hiicreler, Langerhans adaciklar1 igerisinde gruplanmis a, B, 9, &, ve PP
olmak {izere bes ana hiicre tipinden olusur (12). Sonugta pankreasin, ekzokrin ve endokrin

pankreas olmak tizere iki farkli fonksiyonu vardir.

[

Ventral pancreatic Dorsal pancreatic
bud bud

Sekil 1.Pankreasin embriyolojik gelisimi
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1.2 Pankreas gelisiminde rol oynayan transkripsiyon faktorleri

Hem endokrin hem de ekzokrin lineage diferansiyasyon ve spesifikasyon ¢esitli transkripsiyon
faktorleri ile iligkilidir. Pankreatik endoderm Once pankreas ve duodenum homeobox geni 1
(Pdx1) ve sonrasinda pankreas-transkripsiyon faktorii la (Ptfla) ekspresyonu ile isaretlenir
(13,14). Tim transkripsiyon faktorleri pankreas gelisimi icin kritik 6neme sahiptir. Pdxl
duodenum i¢inde oldugu gibi dorsal ve ventral pankreas tomurcuklarinda erken asamada ifade
edilir (15). Daha sonraki asamalarda f hiicrelerinde yliksek derecede eksprese olurken asiner
hiicrelerde diisiik seviyede bulunur (16). Pdx1 seviyesi pankreas i¢indeki diferansiyasyonu
saglayan endokrin ve ekzokrin (asiner ve duktal) progenitdrler arasindaki dengeye ve kontrole
yardimei olur (17). Pdx1 eksik farelerde pankreas gelismez (18,19) ve insanlardaki homolog
mutasyonu pankreas agenezi ile iligkilidir(20). Ptfla erken pankreatik progenitorlerden (dorsal
ve ventral tomurcuklar) eksprese edilen temel bir helix-loop-helix (bHLH) gendir (21).
Yetigkinlerde, sadece asiner hiicrelerinde eksprese edilir (22). Farelerde yapilmis fonksiyon
kayb1 ¢alismalar1 géstermistir ki; Ptfla asiner hiicre gelisimi i¢in gereklidir ve endokrin hiicre
gelisiminde de 6nemli rol oynar (21,23). Insanlarda ise PTF1A gen mutasyonu, pankreas ve

serebellar agenezi ile iliskilidir (24).

Notch sinyali de muhtemelen farklilagmamis pankreas progenitdr popiilasyonun geniglemesine
izin vererek ekzokrin ve endokrin hiicrelerin dengesini diizenlemeye yardimci olur (25-27).
Notch sinyal kaybi, bHLH transkripsiyon faktorii ve neurogenin 3 (Ngn3) tarafindan
isaretlendiginde endokrin lineage gelisimine izin verir (13,25,28). Ng3 eksik farelerde ise
endokrin hiicreler gelismez ve diizensiz asiner polarite gosterir. Ngn3 direkt olarak ndrojenik
diferansiyasyonunu (NeuroD, ayn1 zamanda BETA2 olarak da bilinir) ve diger adacik spesifik

gen bHLH gen ekspresyonunu etkiler (29) (Sekil 2).
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Sekil 2. Farelerde pankreatik lineage (12)
1.3 Ekzokrin Pankreas

Sentroasiner hiicrelerden ve bunlari drene eden duktuslardan olusmaktadir. Gastrik asit ve
gastrointestinal liimendeki yag asitleri tarafindan uyarilan sekretin duktal hiicrelerden su ve
bikarbonat sekresyonu saglamaktadir. Duodenum liimenindeki yag asitleri, peptid ve
aminoasitler tarafindan uyarilarak asiner hiicrelerden sekrete edilen kolesistokinin ise sindirim
enzimlerinin (tripsin, kimotripsin, aminopeptidazlar, elastaz, amilaz, lipaz, fosfolipaz ve

niikleaz) salgilanmasini saglar (30).

1.4 Endokrin Pankreas
Ekzokrin pankreas igerisinde diizenli bir dagilim gostermeden bulunur ve birkag yiiz- birkag
bin endokrin hiicre igeren gesitli biiyiikliikteki Langerhans adaciklarindan olusur. Saglikli
bireylerde yaklagik bir milyon adacik bulunur. Adaciklar 1-2 gram agirliginda olup pankreas
kitlesinin %1-2’ni olusturur (31). Fakat vaskiiler kaynagin yaklasik 2/3’ni alir.
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Adaciklarin boyutu 50-300 mikrometre arasinda degisir ve birkag hiicre tipinden olusur. Bu
hiicreler alfa (a), beta (B), delta (5), epsilon (g), ve PP hiicreleri olup, sirasiyla glukagon,
insiilin, somatostatin, ghrelin ve pankreatik polipeptid hormonlarini salgilar. Beta hiicreleri
adacigin ortasinda lokalizedir ve hiicrelerin en az %70’ni olusturur. Beta hiicreleri diger
hiicreler tarafindan gevrilir (Sekil 3). Tim hiicreler ekstraselliiler bosluk ve gap junction
aracilifiyla birbirleriyle iletisim kurarlar. Bu diizenlenme bir hiicre tipinden salgilanan
hiicresel {iriiniin, diger hiicrelerin fonksiyonunu etkilemesine izin verir. Ornegin beta

hiicrelerinden salgilanan insiilin, alfa hiicrelerinden glukagon salgisini suprese eder.

Beta (p) cell

Alpha (o) cell

PP cell

Delta (3) cell

Capillary

Sekil 3. Langerhans adaciklarinin yapisi

Endokrin pankreas, ekzokrin pankreasa gore 5-10 kat daha fazla kanlanmaktadir. Adacik
icerisindeki kan akimi santralden perifere dogru olmaktadir. Adacik hiicreleri ince yapilarina
ve immiinohistokimyasal 6zelliklerine gore ayirt edilebilir. Beta hiicreleri ¢ok yiizlii piramid
benzeri seklinde, 10x10x8 um boyutlarindadir. Genellikle bol graniilliidiir ve 10.000 kadar
salg1 graniili vardir. 250-300 nm ¢aplarinda iki tiir insiilin graniilii igerirler. Olgun olan
graniillerde, bazen kristal yapili olarak da goriilen, bir elektron yogun ¢ekirdegi ve gevsek
sinirlayict membrant vardir. Olgunlasmamis graniillerde ise, gevsek sinirlayict membrani

yoktur ve orta derece de elektron yogun bir icerik goriiliir. Proinsiilinin biiyiik kisminin
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olgunlagmamis graniiller i¢inde oldugu gosterilmistir (32). Her graniilde insiilinin yani sira
adacik amiloid polipeptidi de dahil 100 kadar peptid de bulunur (33). Endokrin hiicreler

hormonlar1 direkt olarak portal kanala verirler.

1.5 Insiilin Biyosentezi ve Sekresyonu

Insiilin pankreasmn Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerince sentezlenen, depolanan ve
salgilanan, 51 aminoasitten olusan peptid yapida glukoregiilatdr bir hormondur. Insiilin
endoplazmik retikulum ribozomlarinda preproinsulin olarak sentezlenir. Preproinsiilinden
proinsiilin olustuktan sonra golgi aygitinda salgi graniilleri i¢inde paketlenir (Sekil 4).
Proinsiilin esit molar miktarlarda insiilin ve C-peptid icerir. Insiilin salgilanmasi islemi salg
graniillerinin hiicre zan ile flizyonu ve insiilin, C-peptid ve proinsiilin ekzositozunu igerir

(Sekil 5).

Insiilin salgilanmasmin baslica diizenleyicisi glukozdur. Glikoz tasiyicilart (GLUT2)
araciliiyla beta hiicreleri tarafindan alinir. Bu tasiyicilarin ytiksek glukoz konsantrasyonlarina
kronik maruziyet ile ekspresyonlar1 artar (34). Bazal (uyarilmamis) insiilin salgilanmasi 9-14
dakika araliklarla pulsatildir (35). Pulsatil insiilin sekresyonunun kaybi tip 1 diyabet i¢in aday

hastalarda beta-hiicre disfonksiyonunun en erken belirtilerinden biridir (36).

preproinsulin

[}

A D post

\

proinsulin

{ e L

t
/ \ A-chain (21uu)
§ E =1 insulin
C-peptide

(35uu) B-chain (30uu)

Sekil 4. Insiilinin biyosentezi
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= Priming

Insulin
Cl- granules

signals .

Sekil 5. Insiilin Sekresyonu

Insiilin hepatik glukojenolizi, hepatik ve renal glukoneojenezi baskilar, kas ve yag dokusunun

glukoz alimini uyarir.
2. Diyabetes Mellitus

2.1 Tarihcgesi
DM hakkindaki bilgiler M.O. 1500 yillarma kadar uzanmaktadir. Bu donemdeki Misir
papiriislerinde asir1 idrar yapmakla ilgili hastaliktan bahsedilmektedir. Hastalia ilk kez
diyabet (“diabetes=sifon, silizme, siiziilme) adin1 M.S 130-200 yillarinda yasayan
Kapadokya’li hekim Aretheaus vermistir. Willis 1670 yilinda, diyabetiklerin idrarin tath bir

tad1 olmasi1 nedeniyle hastaliga “Diyabetes mellitus (mellitus=bal) adin1 vermistir (37).

1869 yilinda Langerhans, pankreastaki adaciklari tanimlamig, 1893 yilinda Paul Laguesse,

Langerhans tarafindan tanimlanan adaciklarin endokrin fonksiyonu olabilecegini diisiinmiis
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ve bu adaciklar1 Langerhans adaciklart olarak adlandirmistir. Bantig ve Best 1921 yilinda
pankreas ekstresinin kdpeklerdeki yiiksek glukoz diizeyini diislirdiigiinii gostermis, 1922
yilinda ilk kez bir ¢ocuga pankreas ekstresinin enjekte edilmesinin yiiksek kan glukoz
diizeyini diisiirdiigii, glukoziiri ve ketonemiyi engelledigi gosterilmistir (38). Insiilinin
molekiiler yapis1 1950’11 yillarda aydinlatilmis (39-44), 1980 yilinda Bell tarafindan instilin
geni tespit edilmistir (45).
2.2 Tamm

DM, cesitli etiyolojik nedenlerle insiilinin yetersiz salinmasi ve/veya yetersiz etkisi sonucu
ortaya ¢ikan, kronik hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozuklugudur.

DM, etiyopatogenez acisindan oldukca heterojendir, tek bir hastalik tablosu olmayip

etiyoloji, patogenez ve genetik yonden farkliliklar gosteren hastaliklar grubudur.

TABLO 1: Diabetes mellitusun etiyolojik simiflamasi (46)

I. Tip 1 diyabetes mellitus
A. Immun aracihikh (Tip 1A)
B. idiyopatik (Tip 1B)

I1. Tip 2 diyabetes mellitus

II1. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)

IV. Diger spesifik diyabet tipleri

A. B-hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti (monogenik diyabet formlarr)
e 20.Kromozom , HNF-4a (MODY)
* 7. Kromozom, Glukokinaz (MODY2)
e 12. Kromozom, HNF-1a (MODY3)
e 13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)
* 17. Kromozom, HNF-1b (MODYY5)
* 2. Kromozom, NeuroD1 (MODY®6)
*  2.Kromozom, KLF11 (MODY?7)
* 9. Kromozom, CEL (MODY8)
* 7. Kromozom, PAX4 (MODY?9)
. 11. Kromozom, INS (MODY10)
*  Mitokondriyal DNA
. 11. Kromozom, Neonatal DM (Kir6.2, ABCC8, KCNJ11 mutasyonu)
*  Digerleri
B. Insiilinin etkisindeki genetik defektler

*  Leprechaunism
*  Lipoatrofik diyabet
*  Rabson-Mendenhall sendromu
*  Tip A insiilin direnci

® Digerleri
C. Pankreasin ekzokrin doku hastahiklar:
*  Fibrokalkul6z pankreatopati
*  Hemokromatoz
*  Kistik fibroz
*  Neoplazi
*  Pankreatit
*  Travma/pankreatektomi

® Digerleri
D. Endokrinopatiler
*  Akromegali
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*  Aldosteronoma
*  Cushing sendr.
*  Feokromositoma
*  Glukagonoma
*  Hipertiroidi
*  Somatostatinoma
*  Digerleri
E. Ila¢ veya kimyasal ajanlar
*  Atipik anti-psikotikler
*  Anti-viral ilaglar (HIV tedavisi)
*  B-adrenerjik agonistler
*  Diazoksid
*  Fenitoin
*  Glukokortikoidler
*  a-interferon
*  Nikotinik asit
®  Pentamidin
*  Proteaz inhibitdrleri
*  Tiyazid grubu diiiretilkler
*  Tiroid hormonu
*  Vacor
*  Digerleri (post transplant diyabet)
F. immun aracihkl nadir diyabet formlari
*  Anti-insiilin reseptdr antikorlar1
*  Stiff-man sendromu

® Digerleri

G. Diyabetle iliskili genetik sendromlar (Monogenik diyabet formlarr)

e  Alstrom sendr.

*  Down sendr.

*  Friedreich tipi ataksi

*  Huntington korea

e Klinefelter sendr.

*  Laurence-Moon-Biedl sendr.
*  Miyotonik distrofi

*  Porfiria

*  Prader-Willi sendr.

*  Turner sendr.

*  Wolfram (DIDMOAD) sendromu
*  Digerleri

2.3 Diyabetes Mellitus Tanis1

Aglik plazma glukozu (APG) 100-125 mg/dl arasinda ise bozulmus aglik glukozu, oral glukoz

tolerans testi sonrast 2. saat plazma glukozu 140-200 mg/dl arasinda ise glukoz intoleransi

olarak tanimlanir. Poliuri, polidipsi, ketoniiri ve agirlik kaybi ile birlikte, APG 126 mg/dl’nin

tizerinde veya oral glukoz tolerans testinin 2. saat veya rastgele alinan kanda plazma glukoz

degeri 200 mg/dl’nin iizerinde ise DM tanis1 konur (47) (Tablo 2).

2010 yila kadar DM tanisi, plazma glukoz kriterini (APG yada 75 gr. oral glukoz tolerans

testi sonrasi 2. saat plazma glukozu) baz alarak yapilmakta idi. 2009 yilinda, Amerikan

Diyabet Birligi (ADA), Avrupa Diyabet Arastirma Birligi (EASD), Uluslararasi Diyabet

Federasyonu (IDF) dahil oldugu Uluslararasi Uzman Komitesi, diyabet tanisi icin HbAlc esik
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degerini >% 6,50larak kullanilmasini tavsiye etmis ve ADA 2010 klavuzunda bu esik deger
tan1 kriteri olarak kabul edilmistir (48). Tam testi, Ulusal Glikohemoglobin Standartizasyon
Programi1 (NGSP) tarafindan onaylanmis ve Diabet Kontrol ve Komplikasyon Calismasi

(DCCT) referans olctimleri ile standardize edilmis metotlar kullanilarak yapilmalidir.

Tablo 2. Diyabetes Mellitus Tani Kriterleri

Tanimlama Plazma glukoz degeri
(mg/dl)
Rastgele deger (DM semptomlari ile birlikte)
Diyabet >200
Aclik plazma glukozu
Normal <100
Bozulmus aglik glukozu 110-125
Diyabet >126
Oral glukoz tolerans testi (2.Saat)
Normal <140
Bozulmus glukoz toleransi 140-199
Diyabet >200

2.4 Tip 1 Diyabetes Mellitus
Tip 1 DM ciddi insiilin eksikligi ile karakterize olup, yasami siirdiirmek ve ketozisten
korunmak i¢in disaridan insiilin destegine ihtiya¢ duyar. Bu nedenle diyabetin bu formu i¢in
insiiline bagimli diyabet tabiri kullanilmistir. Hastalik genellikle ¢ocukluk yas grubunda
basladigindan “Juvenil diyabet” olarak da tarif edilmistir. Fakat tip 1 diyabet herhangi bir
yasta ortaya ¢ikabilir. Hastalar otoimmun kaynakli tip 1 DM ve idiopatik tip 1 DM olmak

tizere iki ayr1 grupta incelenir (47,48).
2.4.1 Epidemiyoloji

Tip 1 diyabetes mellitus, cocukluk caginin en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir. Nedeni
insiilin {ireten pankreatik beta hiicrelerinin hasar1 sonucu gelisen insiilin eksikligidir.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 'na gore 2011°de tiim diinyada tip 1 ve tip 2 diyabetik
hasta sayist 336 milyon olup bu rakamin 2030 yilinda 552 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (49). Tip 1 diabetes mellitus, A.B.D’de 1 milyondan fazla insani etkilemektedir.
Bu tiim diyabet vakalarinin %10’nu olusturmaktadir (50). Geng¢ populasyonda astimdan sonra
en sik goriilen ikinci kronik hastalik olup her yil en az 13 bin infant, ¢ocuk ve geng eriskine tip
1 diabetes mellitus tanis1 konmaktadir (51). Tiirkiye’de ise, Tiirkiye Istatistik kurumu Adrese
Dayali Niifus Kayit Sistemi (TUIK ADNKS) 2009 verilerine gore diyabetik hasta sayisi
6.503.027 kisidir (52).
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2.4.2 Patogenez

Tip 1A Diabetes Mellitus, Langerhans adaciklarindaki insiilin iireten B hiicrelerinin kronik
otoimmiin hasar1 sonucu gelisir (53). Insiilinin mutlak eksikligi, 6zellikle bozulmus glukoz
homeostazisi ve metabolik disfonksiyon ile sonuclanir (54). Bu proges, genetik olarak yatkin
kisilerde genellikle asemptomatik ve dglisemik olduklari sirada ilerler ve muhtemelen bir yada
daha fazla cevresel ajan tarafindan tetiklenir. Hiperglisemi gelismeden 6nceki bu uzun latent
donem beta hiicre fonksiyonlarinda biiyiik oranda kayip olur (55). Beta hiicrelerinin yaklasik
%80’ni tahrip olmadan diyabet ortaya ¢ikmaz. Bu noktada rezidiiel fonksiyonel B hiicresi halen
mevcuttur, ancak glukoz toleransim1 saglayacak miktarda degildir (Sekil 6). Tip 1B diabetes

mellitus ise otoimmiin olmayan adacik hasarin ifade eder.

Cevresel olaylar

Subklinik B hiicre
disfonksiyonu

50—

Kritik f hiicre kitlesi

Insulin secretion, percent

Klinik tip 1 DM

Zaman

Sekil 6. Tip 1 diabetes mellitus gelisimi

Genetik Yatkinhk: HLA-DQalpha, HLA-DQbeta, HLA-DR, preproinsulin, PTPN22
gen, CTLA-4, interferon-induced helicase, IL2 receptor (CD25), lectin-like gen
(KIA0035), ERBB3e ve 12q’da tanimlanmamis gen dahil ¢ok sayida gendeki
polimorfizmin tip 1A DM riskini etkiledigi raporlanmistir (56-62). Genom iligkili
caligmalardan elde edilen verilerin meta analizinde, artmis tip 1 DM riski ile iligkili dort

riskli lokus (BACH2, PRKCQ, CTSH, C1QTNEF6) belirlenmistir (63).

MHC genleri: Tip 1 DM i¢in major yatkinlik genleri kromozom 6p tizerindeki HLA
bolgesindedir. HLA bdlgesindeki polimorfizm genetik olarak tip 1A DM gelisme
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riskinin %40-50’sinden sorumludur (64). Bu bolgedeki genler makrofaj gibi antijen
sunan hiicrelerin hiicre ylizeyinde bulunan MHC sinif II molekiillerini kodlar. Sinif 1T
MHC molekiillerinin antijen sunma yetenegi, antijen baglama bdlgelerindeki aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Aminoasit substitiisyonu smif I[I MHC molekiilleri i¢in
farkl1 antijenlerin baglanma afinitesini degistirerek immiin yanitin spesifitesini
etkileyebilir ve bu MHC molekiillerine baglanan antijenler T hiicre reseptoriine
baglanarak pankreatik B hiicre hasarini baglatir (Sekil 7). Tip 1A DM olan bireylerin
cogunda HLA DR3 ve/veya DR4 haplotipi vardir. Tip 1A DM ile en kuvvetli iliskiye
DQA1*0301, DQB 1*0302, DQA1*501, DQB1*201 haplotiplerinin sahip oldugu
gosterilmistir (65).

Interleukin-2

Costimulatory
Costimulatory LFA-3 —=—%» (D2 proteins
proteins

Sekil 7. MHC gen aracili beta hiicre hasari

Non-MHC genleri: MHC yatkinlik genlerinin ¢ogu poligenik kalitim gdsteren tip 1
diyabet olusturmak i¢in yeterli degildir (64). Tip 1 DM’e yatkinlikta 6nemli bir
komponenti olmayan, yalnizca uygun MHC alellerinin varliginda bir etkisi olan bazi
MHC genleri bulunur. Ozellikle lenfosit-spesifik tirosin fosfatazdaki (termed lyp,
PTPN22) aminoasit degisikligi ve insiilin geninin promotor bolgesindeki polimorfizm
tip 1 riski ile iliskili bulunmustur (66-69). Sitotoksik T-lenfosit iliskili antijen-4
genindeki bir polimorfizmin 5000 iizerinde hasta igeren 33 calismanin degerlendirildigi
bir meta-analizde tip 1 diyabet riski ile iliskili oldugu gosterilmistir (70). NOD farelerde
(non-obese diabetic mice) insanlardaki tip 1 DM benzer diyabet spontan gelisir ve
Langerhans adaciklarindaki otoimmiin infiltrasyon (insiilitis) fareler 50 giinliikkken

baglar. Pozitif T hiicreler (Th1) NOD farelerde insiilitisin 6nemli bir mediatorii olarak
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goriinmektedir ve anti-interferon gama antikorlar1 ile adaciklardaki destriiksiyon
yavaglatilabilir (71). Interferon gamma-inducing factor (IGIF ya da interlokin-18) ve
interlokin-12 interferon gammanin giiclii indiikleyicileridir. Insulitisin progresyonu bu

iki sitokinin artmis salinimu ile paralel baslar (72).

Otoimmiin faktorler: Diger adacik hiicre tipleri (a, 6, €, ve PP hiicreleri) fonksiyonel
ve embriyolojik olarak beta hiicreleri ile benzer olmalarina ve birgok benzer proteini
eksprese etmelerine ragmen otoimmiin siiregten korunur. Patolojik olarak adaciklar
lenfositler ile infiltredir (insiilitis). Biitiin beta hiicreleri tahrip olduktan sonra
inflamatuar siire¢ durur, adaciklarda atrofi gelisir ve immiinolojik gostergeler kaybolur.
Insanlarda ve tip 1A diyabetik hayvan modelleri (NOD fare ve BB rat) ile yapilan
caligmalarda hiicresel ve humoral immiin sistemde bazi anormallikler saptanmistir.

Bunlar;

(1) Adacik hiicre antikorlar1

(2) Adaciklarda, peripankreatik lenf  nodlarinda  ve sistemik
dolasimda aktive lenfositler

(3) Adacik proteinleri ile stimiile oldugunda prolifere olan T lenfositler

(4) Sitokin salinimi1

Beta hiicreleri timor nekrozis faktor o (TNF-a), interfefon y (IFN-y) ve interlokin 1 (IL-
1) gibi baz1 sitokinlerin toksik etkisine duyarlidir. Beta hiicre oOliimiiniin tam
mekanizmasi bilinmemektedir, ancak nitrik oksit metabolitleri, apopitoz ve dogrudan
CD8+ T hiicre sitotoksisitesi sorumlu faktorler olarak diisiiniilmektedir. Otoantikorlar
hayvanlara verildiginde diyabet olusturmadigindan adacik otoantikorlarinin yikim

stireci ile iligkili olmadig1 diistintilmektedir (73).

Yapilan c¢aligmalardapankreas beta hiicrelerinde, otoimmiin adacik hasarinin baglamasi
ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayan cesitli otoantijenler belirlenmistir (74,75). Bunlar
insiilin, glutamik asit dekarboksilaz (GAD), insililinoma-associated protein-2 (IA-2),
zinc transporter (ZnT8)’dir. NOD fare modeli iizerinde yapilan ¢alismalar
proinsiilin/insiilinin otoantikorlar i¢in primer hedef oldugunu goéstermektedir (76-78).
Yani insiilin haricindeki diger otoantijenler beta hiicresine spesifik degildir. Teorilere

gore beta hiicre hasarindaki otoimmiin siire¢, dogrudan beta hiicresinde baslamakta ve
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hasar ilerledik¢e diger adacik molekiillerine yayilmakta ve bu da bir dizi sekonder

otoantijeni ortaya ¢ikarmaktadir (73).

Cevresel faktorler: Cevresel etkiler tip 1 diyabet gelisiminde 6nemli bir faktordiir.
Viriisler dogrudan bulas ile beta hiicrelerini yok ederek ya da bu hiicrelere karsi
otoimmiin bir saldir1 tetikleyerek hayvan modellerinde diyabete neden olabilir (79). Tip
1 diyabetik 75 hastada yapilan otopsi ¢aligmasinda hastalarin pankreas dokusunda
Coxsackie, Epstein-Barr viriisii, kabakulak veya sitomegaloviriisiin neden oldugu akut
veya inatci enfeksiyona dair higbir kanit bulunamamistir. Bununla birlikte diyabetin
bazi alisilmadik bigimleri Coxsackie virlisii varligi ile iliskili bulunmustur (80).
Cocukluk ¢ag1 asilarinin tip 1 diyabet gelisimi ile iliskili olabilecegi endisesi olmustur.
Ancak, agilanma ile tip 1 diyabet gelisme riski arasinda bir iligkili bulunamamustir. inek
stitli, Omega-3 yag asitleri ve igme sularindaki nitrat konsantrasyonu da tip 1 diyabet

gelisiminde etkisi oldugu diisiiniilen diyet ile iliskili faktorlerdir
2.5 Tedavi

2.5.1 Insiilin Tedavisi
Insiilinin normalde viicutta enerji dengesinin saglanmasinda ve devaminda énemli gorevleri
vardir. Insiilin reseptorlerini aktive ederek intravaskiiler mesafedeki glukozun intraseliiler
hiicrelere girisini saglamaktadir. Hiicre i¢ine giren glukoz enerji kaynag: olarak kullanildig:
gibi Ozellikle karaciger, kas dokusu ve bobrekte glikojen olarak depo edilmekte veya
lipogenezi aktive ederek lipid sentezini artirmaktadir. insiilin aym zamanda karacigerden
glukozun salmimini inhibe ederek hepatik glikojen birikimine katki saglamaktadir. Insiilinin
protein metabolizmasi1 {lizerine de direkt ve indirekt etkileri mevcuttur. Hiicrelerin

biliylimesinde ve proliferasyonunda da dnemli gorevleri vardir (81).

1920°li y1llarda kesfedilen insiilin tip 1 diyabet tedavisinde ¢ig1r agmistir. Ozellikle son 20 yil
icindeki gelismelerle sigir ve domuz insiilinlerinin yerini rekombinan DNA teknolojisiyle
iretilen insan insiilini almistir. Giiniimiiz teknolojisi ile insiilin analoglarindaki yapisal
degisiklikler sayesinde etki siireleri degistirilip insan fizyolojisi taklit edilmeye
calisilmaktadir. Genel kullanim sekli olan subkiitan yol disinda oral, inhaler ve ultrasonik
transdermal insiilin tedavileri konusunda ¢aligmalar devam etmektedir (82). Tip 1 diyabetik

hastalarda tercih edilen yogun insiilin tedavisi hepatik glikoz ¢ikisini baskilayacak bazal

24



insiilin ile postprandiyal hiperglisemiyi karsilayacak 6giin oncesi bolus insiilinlerin verilmesi

seklinde uygulanmaktadir (30).

Tablo 3. En Sik Kullamlan Insiilin Cesitleri ve Ozellikleri (81)

Insiilin tipi Etki baslama siiresi  Zirve etki zamam1  Toplam etki
siiresi

Kristalize insiilin 30 dakika 2,5-5 saat 5-8 saat
NPH insiilin 1-2 saat 4-14 saat 10 ila >24 saat

Huzlh etkili analoglar

Lispro <30 dakika 0,5-1,5 saat < 6 saat
Aspart <15 dakika 40-50 dakika 3-5 saat
Glulisin <15 dakika 55 dakika < 6 saat

Uzun etkili analoglar

Glarjin 1-2 saat Gergek bir zirve etkisi yoktur 24 saat

Detemir 1-2 saat Gergek bir zirve etkisi yoktur 24 saat

3. Alternatif Tedavi Yontemleri

Tip 1 DM 1922 yilinda Banting tarafindan insiilinin kesfinden 6nce 6liimciil bir hastalikti.
Bununla beraber, insiilinin parenteral bir tedavi olmasi, siki kan sekeri kontrolil i¢in yakindan
monitorize edilmesi ve iyi bir diyet yonetimi gerekliligi esastir. DCCT (The Diabetes Control
and Complication Trials) ¢aligsmasi ile yogun insiilin tedavisinin tip 1 diyabetin uzun dénem
komplikasyonlarint engelledigi hatta siki glisemik kontrol ile albiiminiiri ve retinopati
progresyonunda azalma oldugu gosterildi (2). Ancak, mevcut ¢cogu insiilin formiilasyonu ile
endokrin pankreasin insiilin iireten beta hiicrelerinin dogal diizenleyici yetenekleri taklit
edilemez (83). Tedaviye ragmen tip 1 diyabetik hastalarin ¢ogunda normal kan sekeri
diizeylerine ulagilamamakta ve yiiksek kan sekeri seviyeleri, korlik, son donem bobrek
yetmezligi ve amputasyonlara neden olan organ hasari ile sonuglanabilmektedir. Ozellikle
insiilin tedavisine sekonder gelisen hipoglisemik ataklar bu hastalardaki yasam kalitesini
diistirmektedir (84,85). Birgok tip 1 diyabetik hastada siki glisemik kontrol, hipoglisemi
duyarsizligi, diisiik kan sekerini anlamada yetersizlik nedeniyle Oliimciil olabilir ve bu
hastalarda hipoglisemi sonucu mortalite %10’dur (86,87). Bu nedenle giiniimiizde alternatif
veya ek tedavilere ihtiyag duyulmustur. Bu amagla, tim pankreas tranplantasyonu veya
allojenik adacik hiicre nakli ile elde edilen beta hiicre replasman ile fizyolojik glukoz

homeostazisi saglanmaya calisilmaktadir.
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3.1 Pankreas Transplantasyonu

Pankreas transplantasyonu ilk defa 1893 yilinda Dr. Watson —Williams ve Mr. Hansant
tarafindan koyun pankreasinin ketoasidozlu gen¢ bir erkegin subkutan dokusuna transplante
edilmesiyle gerceklestirilmistir (88). Ancak hasta ¢ocuk 3 giin sonra Slmiistiir. Ik basarili
pankreas transplantasyonu 1966 yilinda son donem diyabetik nefropatisi olan 2 hastaya bobrek
nakli ile es zamanl yapilmistir (89). Hastalardan birinde transplantasyon sonrasi yaklasik 2 ay
boyunca normale yakin glisemi elde edilmistir (90). Basarili bir bobrek nakli gecgirmis tip 1
diyabetik hastalar bobrek nakli sonrasi pankreas nakli i¢in adaydirlar. Ayrica, normal bobrek
fonksiyonuna sahip, ciddi hipoglisemi duyarsizlig1 ve glisemik labilitesi olan tip 1 diayabetik
hastalar yalnizca pankreas nakli ile tedavi edilmistir (54). Hem es zamanli pankreas ve bobrek
nakli hem de yalniz pankreas nakli, yasam kalitesini artirir, hiperglisemi ile iliskili
komplikasyonlar1 azaltir ve diyabetik nodropatiyi geri g¢evirir veya azaltir (90). Ancak bu
faydalarla birlikte kronik immunsupresyon, cerrahi komplikasyonlar ve greft rejeksiyonu riski
de beraberinde gelir (91). Insiilinden bagimsizlik eszamanli pankreas ve bobrek alicilarinin %
85’inde ve soliter pankreas nakli alicilarinda ise yaklasik % 80'inde korunurken, nakilden bir
yil sonra alicilarin hayatta kalma orani, alic1 kategorileri arasinda % 95’1 agsmaktadir. Pankreas
transplantasyonu tip 1 diyabetik hastalarda insiilin bagimsizligin1 saglar, ancak biiylik bir

ameliyat ve yasam boyu immiinosupresyon gerektirir (92).
3.2 Adacik Transplantasyonu

Adacik naklinin avantaji, pankreas naklinde oldugu gibi major bir cerrahi gerekmemesidir.
Ancak izole adaciklar da pankreas naklindeki gibi immunsupresyona ragmen immunolojik
rejeksiyona duyarlidir. Adacik Nakli Isbirligi Kayit (Collaborative Islet Transplant Registry:
CITR) raporuna gore, adacik transplantasyonunun periprosediirel komplikasyonlarinin
pankreas naklinden yaklasik 20 kat daha az morbidite riski vardir (54). Adacik naklinin diger
bir avantaji, tiim pankreas transplantasyonu i¢in kullanilamaz donér pankreaslarindan gelen

saglikli adaciklar izole edilebilir (93)

1972 yilinda izole adacik naklinin, kemirgenlerde diyabeti basarili bir sekilde geri ¢evirdigi
gosterilmistir (94,95). 20 yil sonra 1990 yilinda Scharp ve arkadaglar1 bir vakada yaklagik 1 ay
siireyle klinik olarak insiilin bagimsizligir saglamislardir (88). Bu basar1 1989 yilinda Dr.
Camillo Ricordi tarafindan Ricordi ¢emberinin gelistirilmesi ile miimkiin olmustur. O

zamandan beri izole adaciklarin inokiilasyon i¢in bir yer olarak portal ven ve karaciger se¢imi
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(96), insan pankreas adacik izolasyonu i¢in otomatik bir yontem kullanilmasi (97) ve adacik
izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in kullanilan kollajenaz enzim karisimindaki iyilestirmeler elde
edilmis bir takim asamalardir. 2000 yilinda Edmonton grubu tarafindan yapilan adacik nakli
caligmalar1 doniim noktas1 oldu ve 7 tip diyabetik hastanin diyabetinin basarili bir sekilde
diizeldigi gosterildi (98). 1 yillik izlemin sonunda, yedi hastalanin tiimii insiilin bagimsizdi,
serum glukoz diizeyleri daha az dalgalanma gdstermis ve higbiri ciddi hipoglisemi atagi
yasamamigti. Ancak uzun donem izlemde ilerleyici beta hiicre kayb1 ve tekrar diyabet ortaya
cikti. 2004 yilinda Edmonton grubu tarafindan yliriitiilen 65 hastadan olusan bir ¢alismada,
kismi greft fonksiyonu hastalarin yiizde 80'inde kalict olmasina ragmen, 5 yilda hastalarin

sadece yilizde 10'u insiilin bagimsiz kalmistir (99).

2001 yilinda kurulan Ortak Adacik Nakli Rejistrisi, Tiim Amerika ve Kanada’da ve Avrupa ile
Avustralya’da bulunan bazi transplant merkezlerindeki verileri toplayarak analiz etmistir. 2009
raporu 412 allograft alicinin verilerini icermekte idi. Adacik alicilarinin ¢ogunda, bazilar1 dort
adacik inflizyonu tlizerinde olmakla beraber ek adacik infiizyonuna ihtiya¢ duyulmustur. Total
inflizyon sayis1 géz Online alinmaksizin, 3 yillik takipte, alicilarin yaklasik %27’si insiilin
bagimsiz, %30’u oSlgiilebilir c-peptit degerleri ile insiilin bagimli, %27 sinde ise Olgiilebilir c-
peptid tespit edilememistir (Ortak Adacik Nakli Rejistrine verileri girilen hastalardan elde
edilen sonuglara gore). 2005 yilindan sonra adacik nakli yapilan alicilarin, 1994-2004 yillar
arasinda nakil yapilanlara gore insiilinden bagimsizligin ¢ok daha uzun oldugu gériilmiis, bu
sonu¢ da gelismis adacik izolasyon ydntemlerine ve transplantasyon sonrasi artmis adacik
canlilifi oranlarina baglanmigtir. Tim adacik transplantasyon alicilarinda instilinden
bagimsizlik orani transplantasyon sonrast 6. Ayda %55°den 4. Yilda %]16’ya diigmektedir.
Tersine, adacik fonksiyon kaybi orami ise 6. Ayda %12’den 4. Yilda %42’ye cikmaktadir.
Genel olarak 5 yillik insiilin bagimsizlik orani ise yaklasik olarak %10’dur (100,101).

3.2.1 Adacik Kaybi

Adacik kaybini nakil oncesi ve sonrast donemde etkileyen ¢ok sayida faktor vardir (tablo 4).
Greft fonksiyon kaybi immunsupresif ilaglarin toksisitesi, immiin rejeksiyon ve adacik

prekiirsorlerinin yetersizligi gibi ¢esitli faktorlere bagli olabilir.
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Tablo 4. Adacik Kaybina Etki Eden Faktorler

Adacik verim ve kalitesini etkileyen faktorler

Verici ozellikleri
Organ alim1
Koruma ve ulagim
Izolasyon teknikleri
Kiiltiir kosullari

Transplantasyon sirasi ve sonrasinda, transplante hiicre kitlesi kaybina etki eden faktorler

Hizli kan aracili inflamatuar reaksiyon
Otoimmiinite niiksii

Immunsupresif ilaglarin toksisitesi
Allorejeksiyon

Glukotoksisite

Hepatik yaglanma

= Transplantasyon oncesi ve transplantasyon sirasinda etkili faktorler
Donor 6zellikleri, dondr pankreasin elde edilmesi, tasima sirasinda pankreasin korunmasi,
kullanilan adacik izolasyon prosediirii ve kiiltiir kosullar1 adaciklarin say1 ve kalitesinde
onemli etkiye sahip faktorlerdir (99). Adacik kitlesinin %60’dan fazlasi1 nakilden sonraki ilk
birka¢ giinde kaybolur. Birden fazla adacik nakli yerine biiylik bir adacik kitlesinin kullanimi
kalan beta hiicre kitlesinin daha biiyiik olmasina ve dolayisiyla daha biiyiik olasilikla insiilin
bagimsizligia yol acgar (88). Ayrica, adacik, karaciger portal sisteminin kan bilesenleri ile
dogrudan temas ettiginde pihtilasma ve kompleman sisteminin hizli aktivasyonu ile
karakterize anlik kan aracili iltihabi reaksiyon tetiklenmektedir (102). Bu nedenle adacik
transplantasyon sonuglarini gelistirmek i¢in en iyi yolun, adacik transplantasyonu sirasinda ve
hemen sonrasinda gelisen inflamatuar reaksiyonun oOnlenmesi ile miimkiin olabilecegini

diisiinilmektedir.

= Transplantasyon sonrasinda etkili faktorler

Portal ven igerisine infiize edildikten sonra adaciklar, karacigere ulagmaktadir. Burada yeni
cevrelerine uyum saglamalart gerekir ve olumsuz kosullarla kars1 karsiya gelirler. Adaciklar,
inflizyon sonrasinda hemen, ilaglara ve glukoz gibi portal sistemde periferik dolasimdan daha
yiiksek konsantrasyonda bulunan besinlere maruz kalirlar ve bu da adacik fonksiyonunu

olumsuz etkileyebilir. En potansiyel sorunlardan biri immunsupresif ilaglarin verilmesini
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gerektiren akut rejeksiyondur. Ne yazik ki, kalsindrin inhibitdrii ve steroid gibi bazi
immiinsupresif ilaglar, [ hiicre fonksiyonunu olumsuz etkileyebilir (103). Glukoz
metabolizmas1 iizerinde daha az etkiye sahip immiinsupresif ilaglar kullanmak ve
glukotoksisiteden kaginmak i¢in siki glisemik kontrol yapmak gibi 6nlemler, adaciklarin iyi bir
baslangi¢ yapmasina yardimci olabilir (104). Ek olarak, karacigerdeki toksik ilag¢ seviyeleri ve
ani kan aracili inflamatuar reaksiyondan kaginacak, transplante dokunun vaskiilaritesini
iyilestirecek ve portal sitesinin sakincalari, yani erken donem adacik kaybi ve giivenilir greft
izlenmesinde gii¢liik nedeniyle alternatif implantasyon yerleri arastirilmaktadir. Akciger, dalak,
bobrek kapsiilii, omental pos, subkutan doku, kemik, pankreas, intramiiskiiler, beyin, testis ve

timus alternatif yerlerdir (99) (Sekil 8).
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Sekil 6. Adacik implantasyonu i¢in alternatif yerler (88)

Adacik revaskiilarizasyonu birkac¢ hafta i¢inde ortaya ¢ikar, ama karaciger igine transplante
edilen adaciklarda, adacik i¢i damar ag1 daha az gelisir (105). Bu nedenle, erken red olmasa
bile adacik greftleri, transplantasyon sonrasi bir aydan {i¢ aya kadar maksimal etkinlige

ulasamayabilirler. Ug aya kadar adacik etkinligi belirgin hale gelir, ancak hastalarin ortalama
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olarak sadece yarist 15 ay insiilin bagimsiz olarak kalir (106). Kronik allogreft rejeksiyon, uzun
donem greft yetmezliginin potansiyel bir nedenidir (105). Otoimmiinite de tekrarlayabilir,
clinkii otoantijenlere pozitif T hiicre yanitlar1 ile adacik alicilarmin, tim greft islevini
kaybetmesi daha olasidir (107). Dahasi, B hiicreleri iizerinde immunosupresif ilaglarin uzun

donem toksik etkileri de biiyiik bir 6neme sahiptir.

Dolayistyla  adaciklarin  hayatta kaliminda artis ya da transplante adaciklarin
revaskularizasyonunda artis adacik nakil sonuglarinda diizelme saglayacaktir. Adacik
graftlerinde inflamasyonun kontrolii mezenkimal kok hiicreler (MKH) ile beraber adacik
transplantasyonu ile elde edilebilir. Ciinkii bu hiicrelerin immunmodiilator ve rejeneratif
ozellikleri vardir. Ayrica anti-inflamatuar proteinler salgilar ve T ve B lenfositlerin aktivitesini

baskilarlar.

4. Mezenkimal Kok Hiicre

Kemik iligi ve diger stromal dokulardan koken alan, ¢esitli uyaranlarla osteoblastik, adipositik
ve kondrositik seri hiicrelerine doniisebilen fibroblastoid hiicrelere mezenkimal kok hiicre

(MKH) denir (108). Baslica iki kaynakta bulunur;

1- Kemik iligi stromasi

2- Diger tiim organ ve dokulardaki stroma

MKH’ler multipotent olup kikirdak, kemik, kas, tendon, ligament, adipoz doku, ndron,
pankreas beta hiicreleri ve endotele farklilagabilirler. Elde edilen MKH’lerin kdkenleri ne
olursa olsun biyolojik ve fonksiyonel 0Ozellikler ¢ok benzerdir (109,110). MKH’lerde
immiinojeniteyi saglayan HLA DR ve ko-stimiilator molekiil ekspresyonu olmadigi igin
immiinojenitesi diigiiktiir. MKH’ler bir¢ok biiytime faktoriinii (GM-CSF, G-CSF, M-CSF) ve
reseptorlerini, ¢esitli interlokinleri (IL-6, IL-7, IL-8 vb.) ve reseptorlerini, hiicre disi1 matriks
proteinleri (kollojen, laminin) ve adezyon molekiillerini sentezleme yetenegine sahiptir (109).
Hemen nakil sonrasinda inflamasyon adacik fonksiyonu kaybinda énemli bir rol oynar. Bu
inflamatuar yanit IFN-y, TNF-a ve IL-1B artist ile karakterizedir. Bu pro-inflamatuar
sitokinlere maruz kalan rodent ve insan adacik hiicreleri glukoza cevap verme yetenegini
kaybeder ve apopitoz markerlar1 artar. Sitokinler B hiicre toksisitesi yaninda makrofaj gibi
immun hiicreleri aktive ederek inflamatuar yanit1 artirabilir. Sitokin ekspresyonunun azalmasi,

makrofaj ve sitokin aktivitesinin inhibisyonu ile transplante edilen adaciklarin fonksiyonunu
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iyilestirir. Boylece, engraftman sirasinda nakil yerinde inflamasyonun minimize edilmesi
adacik greft fonksiyonunu uzatmak ve uzun vadeli insiilin bagimsizligini korumak igin

yardimci olabilir (111).
4.1 Pankreas kokenli mezenkimal kok hiicre

Pankreas kok hiicreleri (PSC) veya pankreasin diger hiicre tiplerinin transdiferansiyasyonu f3
hiicrelerine alternatif bir kaynak saglayabilir (Sekil 9). Yapilan calismalar nakledilen
adaciklarin uzun donem sagkalim gozlemlerine ek olarak invitro pluripotent pankreatik kok
hiicrelerde (PSC) ii¢ ana pankreas boliimiiniin de (duktal epitel, adaciklar ve asiner doku
mevcut) olabilecegini gostermistir. Bu kanit insan ve kemirgen pankreaslar1 ile yapilan
caligmalardan gelmektedir. Bu hiicreler in vitro bireysel hiicrelerden multiple pankreatik
lineage hiicrelere farklilagirlar ve in vivo transplantasyonu takiben pankreatik endokrin ve

asiner hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olabilirler (112).
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III. GEREC VE YONTEM

Etik kurul onay: alindiktan sonra deney i¢in 3-3,5 aylik 100 adet Wistar albino cinsi rat
kullanildz.

1.Pankreasin ¢cikarilmasi ve Saflastirilmasi
1.1 Kullanilan Kimyasal malzemeler
* Hanks Balanced Salt Solution (HBSS or Hanks BSS) — LONZA- veya Biological
* RPMI Without L- glutamin LONZA- BE12-167F
* Fetal Bovine Serum (FBS) (heat inactivated) -PAA D17602E
* 1M HEPES Buffer—LONZA 17737F
* Penicillin/Streptomycin (pen/strep) -LONZA 17602L
* Ficoll solution — Biochrom L6113
* Kollegenaz tip V SIGMA-C9263
* Dithizone (DTZ) -SIGMA-D5130
* Dimethylsulfoxide (DMSO) — SIGMA- SID8418
» Utraglutamine LONZA BE17-605E/U1

1.2 Kullanilan Soliisyonlar

* RPMI 1640 (+) soliisyonunun hazirlanmasi:

500 mL lik RPMI 1640 without L-Glutamine soliisyonunun igerisinden 60 mL alinir.
Geriye kalan 440 mL soliisyonun iizerine 50 mL FBS, 5 mL L-Glutamine, 5 mL Pen-
Strep-Amp ilave edilerek +4 °C de saklanir. 1 hafta igerisinde tiiketilir.

* RPMI 1640 (-) soliisyonunun hazirlanmasi:

500 mL lik RPMI 1640 without L-Glutamine soliisyonunun igerisinden 10 mL alinir.
Geriye kalan 490 mL soliisyonun {izerine 5 mL L-Glutamine ve 5 mL Pen-Strep-Amp
ilave edilerek +4 °C de saklanacaktir. 1 hafta igerisinde tiiketilir.

e  HBSS (+) soliisyonunun hazirlanmasi:

500 mL lik HBSS soliisyonunun igerisinden 60 mL alinir. Geriye kalan 440 mL
soliisyonun tizerine 50 mL FBS, 5 mL L-Glutamine, 5 mL Pen-Strep-Amp ilave

edilerek +4 °C de saklanir. 1 hafta igerisinde tiiketilir.
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* Kollejenaz enzim soliisyonunun hazirlanmasi:

100 mg kollejenaz, 50 mL ye HBSS (-) soliisyonu ile tamamlanir, 0,22 um lik
filtrelerden gegirilerek -20 °C de saklanir. 1 hafta igerisinde tiiketilir.

1.3 Fluoresan Boyalarin Hazirlanmasi
a) Stok Propidium lodide soliisyonu (750 uM) :
5 mg PI, 10 mL PBS (pH 7.,4) soliisyonu igerisinde ¢oziilerek hazirlanir. +4 °C
de altiminyum folyo saril1 kapta 3 ay siire ile saklanabilir.
b) Stok Fluorescein diacetate soliisyonu (24 pM):
1 mg FDA, 100 mL asetonda ¢6ziiniir. -20 °C de aliiminyum folyo sarili kapta

3 ay siire ile saklanabilir.

1.4 Pankreasin Cikarilmasi:
Ketamin (90 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) karigimi her sigana kilograma 0,Img gelecek
sekilde verilerek uyutuldu. Ratin abdominal bolgesindeki tiiyler temizlenip %70 alkol ile
silindi ve Linea alba hizasindan kesildi. Karaciger kraniyele ¢ekildi ve iizerine bir gazli bez
yerlestirildi. Ortak safra kanalinin duodenuma birlestigi uca hemostat klemp yerlestirildi.
Kanalin karaciger ucuna bir kesik atild1 ve bu kesikten PES0 katateri ile ortak safra kanalina
girildi. PES50 tiipiiniin diger ucuna kollajenaz enzim soliisyonu ¢ekilmis enjektor yerlestirildi
ve PES0 araciligiyla 7cc soguk enzim soliisyonu enjekte edilerek pankreasin tamami sisirildi.
Kalbe giden damarlara kesik atilarak kansizlastirma islemi uygulandi. Pensetler yardimriyla

hizl1 bir sekilde pankreas ¢evre doku organlardan ayrildi ve 50 mL“lik falkon tiipiine alind1.
1.5 Adaciklarin Saflastirilmasi

Pankreaslar c¢ikartildiktan hemen sonra, 37°C su banyosunda 18 dakika enzimatik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, tiip i¢cindeki pankreaslarin iizerine HBSS (+) ile
35 ml’ye tamamlandi ve 20 saniye kuvvetlice ¢alkandi. 1300 rpm 3dakika 4°C santrifiij edildi
ve slipernatant atildi.  Siipernatan iizeri 35 mL’ye HBSS (+) soliisyonu ile tamamlandi, 1300
rpm de yavas frende 3 dakika santrifiij edildi ve olusan siispansiyon 450 um capinda porlari
olan celik filtreden gegirilerek 50 mL‘lik falcon tiipe siiziilerek alindi. 1300 rpm de 3 dakika
santrifiij islemi tekrarlandi. Siipernatani atilirarak tiim peletler bir falcon tiipte birlestirildi.
Pelet 50 mL ye kadar RPMI/FBS ile tamamlandi ve 1300 rpm de 3 dakika santrifiij yapildi.

Stipernatani atild1 ve tizerine 50 mL serumsuz medium eklenerek 1300 rpm’de 3 dakika
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santrifiij yapildi. Siipernatan atildi, 15 ml serumsuz RPMI eklendi. 3 adet 15’lik falkon tiipe
5’er mL olarak konulurak 15 ml. ye serumsuz RPMI ile tamamlandi. 1300 rpm de 3 dakika
santrifiij yapild, siipernatami atild1 ve tiipler ters cevrilerek peletler iyice kurutuldu. Uzerine
10 mL’ye kadar ficoll eklendi ve 2400 rpm de 20 dakika santrifiij edildi. Dansite yogunlugu
nedeniyle orta kisimda kalan adacik hiicreleri pastor pipeti ile alinip bagka bir 50 mL’lik tiipe
RPMI (+) ile tamamlanarak koyuldu. 1300 rpm de 3 dakika santrifiij yapilarak siipernatani
alindi. 25 ml ye kadar serumsuz mediumu eklenip 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi ve
ayni islem bir kez daha tekrarlandi. Daha sonra 15 mL’lik falkon tiiplerine handpicking ile
inverted bir mikroskop yardimiyla 500 adet hiicre alind1 ve 1200 rpm de santrifiij edildi ve 2
kere daha hiicreler RPMI 1640 (+) ile yikandi. Laminar akim altinda T25 kiiltiir flasklarina
alinan adacik hiicreleri iizerine 5 mL RPMI (+) 0,22 ‘lik filtreden gegirilerek eklendi. 48 saat

sonra adacik hiicrelerine PI/FDA ile canlilik boyamasi yapild

1.6 Adacik Hiicre Safliginin Belirlenmesi

Adacik hiicre saflig1 ditiazon (DTZ) boyamasi ile 151k mikroskobu altinda degerlendirildi.

1.7 Adacik Hiicrelerin Canliliginin Belirlenmesi:

Adacik hiicrelerin canliligi (floresan diasetat [FDA]) ve (propidium iyodiir [PI]) floresan
bilesiklerinin kullanimi ile degerlendirildi. PI pozitif hiicrelerin, FDA pozitif hiicrelere gore
relatif yiizdeleri adacik hiicre canliliginin yari kantitatif analizinin yapilmasina imkan
saglayacaktir. Kiigiik petri kabmnin igerisine 918 uL PBS (pH 7,4) soliisyonu koyuldu. Uzerine
90 uL adacik ornegi koyuldu. 20 pL. FDA stok soliisyonundan, 20 pL de PI stok
sollisyonundan ilave edilerek karanlik ortamda 5 dakika saklandi ve fluoresan mikroskobunda
40 X biylitmede degerlendirildi. Kullanilan fluoresan boyalarin yeni derigimleri 0,46 uM
FDA ve 14,34 uM PI oldu.

2.Pankreastan Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonunun ve Tanimlanmasi

Sicanlarin anestezi altinda yapilan abdominal kesiden sonra duktuslari belirlenip, ampulla
vateri klemlenip daha 6nceden hazirlanan kollejenaz Tip V’den 10ml verilerek pankreaslar
sigirildi. Taze adaciklar ( yaklasik 20 adacik / cm?2 ) 25 cm2 doku kiiltiirli kaplarinda standart
kosullar altinda medium 2 (RPMI 1640 + 200 mg / dlt glukoz + % 10 fetal bovin serum + 100
IU / mlt penisilin-100 mcg / mlt streptomisin + 2 mmol /L L- glutemine) ile kiiltiire edildi.
Kiiltlirtin 13-15. giinlinden sonra hiicreler tek tabakali hale ( % 70 influency ) ulast1 (pasaj 0 )

ve sonraki pasajlar buna gore adlandirildi. Pasaj i¢in tripsin-EDTA C soliisyonu kullanilip
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hiicreler 1x108 cell / cm® olacak sekilde T75lik flasklara ekildikten sonra 3 giinde bir besi
yeri degisikligi yapildi. 3-15 giin sonra koloni olusturan hiicreler akim sitometri cihazinda
CD29 (integrin B 1 chain; Ha2/5; fl uorescein isothiocyanate, FITC), CD45 and CD90 (Thy-
1/Thy-1.1-FITC) ve onlarin izotip kontrollerine (IgG2a K; FITC) kars1 antikor ile

tanimlandi.

3. Ratlarin Diyabet Yapilmasi

Ratlara 45 mg/kg dozunda streptozotosin Ph=4,5 olacak sekilde hazirlanan taze sitrat tamponu
ile ¢cozdiiriilerek verildi. 72 saat sonra hayvanlarin kan sekerlerine bakildi ve kan sekeri 350
mg/dl’ yi gecen sicanlar diyabetik kabul edilip deneye dahil edildi. Siganlarin 10 giinliik
diyabetik takipleri yapildiktan sonra adacik hiicre transplantasyonu yapildu.

4. Adacik Hiicre Transplantasyonu

4.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

* Grup 1 (Kontrol grubu ): Bu gruba sadece Portal ven igerisinden PBS

gonderildi.
¢  Grup 2 (MKH grubu): Bu gruba 600.000 adacik kokenli MKH portal venden

verildi.

*  Grup 3 (Adacik grubu): Bu gruba 1500 adacik portal venden verildi.

* Grup 4 (Adacik+tMKH grubu): Bu gruba 1500 adacik ve 600.000 adacik
kokenli MKH portal venden verildi.

Her bir gruba baslamadan 6nce 1 mL kan 6rnegi alinarak (100 pL aprotinin eklenerek) C
peptid diizeyi i¢in serumlar1 ayrildi. Analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Millipore
USA ELISA kitleri kullanilarak sandvi¢ ELISA yontemi ile c¢alisildi. Enzim aktivitesi

spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

4.2 Hayvanlarin Hazirlanmasi
Adacik hiicreleri kiiltiirden ¢ikarildiktan sonra 1 kere RPMI (+) ile yikandi ve 1 mL’lik
enjektorlere (40-60 IU) ¢ekildi. MKH gruplar icin hiicreler direkt (40-60 IU) 1 mL’ lik
enjektore ¢ekildi. Adacik + MKH grubu i¢in hiicreler birlikte (40-60 IU) 1 mL’ lik enjektore
cekildi. Hayvanin ketamin ksilasin ile diisiik dozda anesteziye alindi, karin bdlgesi tras edildi.
Kiiciik bir kesik atilarak pankreas ve portal ven bulundu ve Portal vene 23 G’ lik mavi uglu

katater ile girildi. Daha 6nceden 1 mL enjektdr iginde hazirlanan hiicreler kataterin ucuna
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takilarak portal venden igeri verildi. Hiicre enjekte edildikten hemen sonra daha Onceden
ayarlanan spone gel bastirilarak kanama durduruldu. 5 dakika bekledikten sonra spone gel

cekildi ve hayvanin i¢ ve dis derisi ayr1 ayri dikilerek cerrahi islem tamamlandi.

4.3. Hayvanlarin Kan Sekeri Takibi
Transplantasyondan hemen sonra ve 7 giin boyunca giinliik saat 09:00-10:00 aras1 kan sekeri
Olgtimii (glukometre ile) yapildi. 7. giinden sonra, 3 giin araliklarla kan sekeri dl¢imii
yapilmaya devam edildi. 8. 15. 21 ve 28. giinlerde aglik kan sekeri Ol¢iildii. Diger giinlerde
tokluk kan sekeri takibi yapildi. 30. giin deney sonlandirildi.

4.4 Deneyin Sonlandirilmasi
Transplantasyondan 30 giin sonra hayvanlara ketamin ksilasin ile letal dozda anestezi yapildi
ve kan Ornekleri alindi. Kan alindiktan sonra karaciger ve pankreaslart %10’luk formol

icerisine alinarak deney sonlandirildi.

5. IPGTT (intraperitonal Glukoz Tolerans Testi)

27. transplantasyon giliniinde hayvanlar a¢ birakildi (su igebilirler). 12-18 saatlik acliktan
sonra hayvanlarin aclik kan sekeri oOlgiildii. %30°luk glukoz hazirlanir. Her hayvan igin
kilogram basina 2 gr glukoz intraperitoneal olarak verildi. 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda glukometre ile kan sekerlerine bakild1.

6. Histolojik Analiz

Karaciger ornekleri Hematoksilen-Eozin ile boyanma sonrasinda konvansiyonel mikroskopta
(OLYMPUS CX41, JAPAN, TOKYO) pankreas adacik morfolojisi i¢in degerlendirmeye
alindi. Mevcut 30 rat karacigerinden her birinden 3’ er kesit alinarak incelenmeye dahil edildi.
Karaciger ornekleri adacik hiicre varligi, adaciklarin her birinin yaklasik kag¢ hiicreden
olustugu, adacik hiicrelerinde degenerasyon (sitoplazmik vakuolizasyon ) varligi, adacik
cevresi karaciger histoloji anomalisi, (steatozis, hepatositlerde sisme, kalsifikasyon varligi
/varsa lokalizasyonu, amiloid birikimi) inflamasyon varlii ve varsa yogunluguna gore
degerlendirme yapildi.

Pankreas Orneklerinin tamami incelemeye alindi. H&E boyama sonrasinda 151k
mikroskobunda (OLYMPUS CX41, JAPAN, TOKYO) pankreas adacik morfolojisi sayisal
acidan ve morfolojik ac¢idan degerlendirmeye alindi. Pankreas Orneklemlerindeki tiim

gruplarda adaciklar sayildi.
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7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 for Windows programi kullanildi. Tanimlayici istatistikler;
kategorik degiskenler i¢in say1 ve ylizde, sayisal degiskenler i¢cin ortalama, ortanca, standart
sapma, minimum ve maksimum seklinde verildi. Bagimsiz sayisal degiskenlerin ¢oklu grup
karsilagtirmalarinda normal dagilim kosulu saglanmadigi durumda Kruskal Wallis, ikili grup
karsilagtirmalarinda normal dagilim kosulu saglanmayan durumda Mann Whitney U test
istatistigi kullanildi. Alt grup analizlerinde bonferroni diizeltmesi ile Mann Whitney U testi
kullanildi. Tekrarli 6l¢iim analizlerinde Wilcoxon-Signed Rank Test ve Repeated Measures
Testi kulland1. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p degerinin 0,05 ten kiiciik olmasi (p<0.05)

durumu olarak kabul edildi.
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V. BULGULAR
5.1. Florasan Boyama ile Canlilik Degerlendirmeleri

Calismada elde edilen adaciklarin canliliklari, transplantasyon 6ncesi FDA/PI ile boyanarak
degerlendirildi. Canlilik oranlar1 ortalamalari, adacik transplantasyonu yapilan grup 3
(Adacik)’de %86,0+2,2 ve grup 4 (Adacik+Mezenkimal kok hiicre)’de %84,1+1,7 ( p=0,393)

olup gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmad1 (Sekil 1).
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Sekil 11. Grup 3 ve Grup 4 Adacik canlilik oranlari
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Green Image Component: % 86,9126 Red Image Component: % 13.0874

Sekil 12. Grup 3 (Adacik transplantasyonu) FDA/PI ile boyanan adaciklarin Matlab’da
hazirlanan program ile yapilan analizleri sonrasi elde edilen canlilik yiizdelerinin ortalamalar:

canlilik sonuglar1 (%86,0£2,2)
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Sekil 13. Grup 4 (Adacik+MKH transplantasyonu) FDA/PI ile boyanan adaciklarin
Matlab’da hazirlanan program ile yapilan analizleri sonrasi elde edilen canlilik yiizdelerinin

ortalamalar1 (%84,1+1,7)
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5.2. Gruplarin kan sekeri ortalamalar:

(Calisma baslangicinda (0.giin) gruplar arasinda kan sekeri diizeyi ortalamalarinda istatistiksel
anlamli fark saptanmadi (p=0,076). Takip eden Ol¢limlerde kan sekeri ortalamalarinda
istatistiksel anlamli fark saptandi (siras1 ile p<0,001, p<0,001, p=0,001, p=0,005, p<0,001,
p<0,001). Bu fark 3, 5, 21 ve 30. giinlerde grup 1 (kontrol) ve grup 2 (mezenkimal kok
hiicre)’de, grup 3 (adacik) ve grup 4 (adacik+mezenkimal kok hiicre)’e gore istatistiksel
anlamli ytiksekti. 7. Giin kan sekeri ortalamalar1 kontrol grubunda adacik+mezenkimal kok
hiicre grubuna, mezenkimal kok hiicre grubunda da adacik ve adacik+mezenkimal kok hiicre
gruplarina gore istatistiksel anlamli ytiksekti. 15. giinde mezenkimal kok hiicre grubunda,
adacik+mezenkimal kok hiicre grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksekti. Kan sekeri diizeyi
ortalamalarinin zamanla degisimi istatistiksel anlamliyd:r (p=0,001). Gruplar arasinda kan

sekeri diizeyi ortalamasimin zamanla degisiminde de istatistiksel anlamli fark saptandi

(p=0,027) (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarin kan sekeri ortalamalari

(Ort.£SD) Adacik +
Mezenkimal Mezenkimal
Kontrol kok hiicre Adacik kok hiicre p*

Kan sekeri (0. giin) 573,1+162,2 557,5+167,1 614,6+155,5 436,6+31,8 0,076
Kan sekeri (3. giin) 555,9+166,9 615,9+165,4°  209,0+123,3 158,1+38,5%  <0,001
Kan sekeri (5. giin) 523,5+179,4 627,14166,0°  213,4+144,5 157,9452,3°  <0,001
Kan sekeri (7. giin) 550,0+169,4¢ 618,5£193,1°  255,6+205,0°  195,6£1032° 0,001
Kan gekeri (15. giin) 534,0+182,7 646,3+133,2¢ 353,1+224,4 289,3+140,7° 0,005
Kan sekeri (21. giin) 614,4+136,8 738,0:£0,0 ¢ 296,5£210,0°  265,6+123,5  <0,001
Kan sekeri (30. giin) 607,3+136,4 738,0+0,0 327,3+196,4°  2433+138,5  <0,001
p** 0,027

* Kruskal Wallis

** Repeated Measures

“ Kontrol grubundan farkl

b Mezenkimal kék hiicre grubundan farkli

“ Adacik 1 grubundan farki

! Adacik +Mezenkimal kék hiicre grubundan farkl
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Gruplar arasinda kan sekeri ortalamalarindaki degisim, 0. giin ile 3. giin ve 15. giin ile 21. giin

arasinda farkliydi (sirasi ile p<0,001, p=0,023) (Tablo 6).

Tablo 6. Kan sekeri ortalamalarinda giinlere gére degisim

P
Kan sekeri (0. giin) vs Kan sekeri (3. giin) <0,001
Kan sekeri (3. giin) vs Kan sekeri (5. giin) 0,527
Kan sekeri (5. giin) vs Kan sekeri (7. giin) 0,642
Kan sekeri (7. giin) vs Kan sekeri (15. giin) 0,119
Kan sekeri (15. giin) vs Kan sekeri (21. 0.023
giin) ’
Kan) sekeri (21. giin) vs Kan sekeri (30. 0.282
giin ’

Adacik ve adacik+mezenkimal kok hiicre grubunda kontrol ve mezenkimal kok hiicre
grubuna gore kan sekeri ortalamasindaki degisim istatistiksel anlamliydi (siras1 ile p=0,001,
p<0,001, p<0,001, p<0,001). Kontrol ile mezenkimal kok hiicre grubundaki degisimler ve
adacik ile adacik+mezenkimal kok hiicre grubundaki degisimler ise birbirinden istatistiksel

anlamli farkli degildi (p=0,485, p=0,575) (Tablo 7)

Tablo 7. Gruplar arasinda kan sekeri ortalamasindaki degisim

Kontrol Mezenkimal kok hiicre Adacik

Mezenkimal kok hiicre 0,485
Adacik 0,001 <0,001
Adacik+ Mezenkimal kok hiicre <0,001 <0,001 0,575
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Sekil 14. Gruplarin kan sekeri ortalamalar1

5.3. Intraperitoneal glukoz tolerans testi sonuclarinin degerlendirilmesi

Gruplar arasinda intraperitoneal glukoz tolerans testi (IPGTT) kan sekeri ortalamalarinda
istatistiksel anlamli fark saptanmadi, ancak beklendigi gibi kan sekerinin  zamanla
degisimindeki fark istatistiksel anlamliydi (p<0,001). Bu fark 0.dakika ile 30. dakika ve 90.
dakika ve 120. dakika arasindaydi. Gruplar arasinda ise IPGTT kan sekeri ortalamalarinin
zamanla degisiminde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo 8).

Tablo 8. Intraperitoneal glukoz tolerans testi kan sekeri sonuglari

(Ort.£SD) Adacik+
Mezenkimal Mezenkimal

Kontrol  kok hiicre Adacik kok hiicre p*
IPGTT (0. dk) 136,1£65,6 164,4+123,2 117,1+51,1 78,5+9,5 0,107
IPGTT (30. dk) 395,9+161,6 529,0+£202,7 460,8+173,4  377,6+69,1 0,358
IPGTT (60. dk) 384,6+£152,8 470,3£130,7 373+114,9 449,5493.9 0,455
IPGTT (90. dk) 374,6+£152,3 455,3+141,6 381,9+82,2  459,1£72,6 0,316
IPGTT (120.dk) 335,4+141,5 414,5+167,2 379,5+£87,0  385,6+£37.,4 0,883
p** 0,108
* Kruskal Wallis
** Repeated Measures
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Sekil 15. IPGTT kan sekeri ortalamalari
5.4 Transplantasyon dncesi ve sonrasi c-peptid diizeylerinin degerlendirilmesi

Gruplar arasinda transplantasyon Oncesi ve transplantasyondan 30 giin sonra c-peptid diizeyi
ortalamalarinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi. Kontrol grubunda c-peptid diizeyi
ortalamasinin, transplantasyon oncesi diizeyine gore transplantasyondan 30 giin sonra 6lgiilen
diizeyindeki diisiis istatistiksel anlamliydi (p=0,036). Diger gruplardaki o6l¢iimlerin
degisiminde istatistiksel anlamli fark saptanmadi (siras1 ile p=0,293, p=0,398, p=0,093)
(Tablo 9).

Tablo 9. C-peptid sonuglari

(Ort.£SD) Adacik+
Mezenkimal Mezenkimal
Kontrol kok hiicre Adacik kok hiicre p

C-peptid ilk ol¢iim 161,4£88,0 110,7£35,4 122,1+17,5 133,9+34,5 0,510
C-peptid son ol¢iim 96,6+£17,8  126,5£55,9 111,1£29,7 113,4+33,1 0,574
p* 0,036 0,293 0,398 0,093
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Sekil 16. C-peptid sonuglari

5.5. Histolojik degerlendirme

Deney sonlandirildiktan sonra yapilan histolojik incelemeye gore ratlarin pankreasindaki
ortalama adacik sayisi, kontrol grubunda 7,3+2,6, mezenkimal kok hiicre grubunda 12,0+4,0,
adacik grubunda 15,3+5,8 ve adacik + mezenkimal kok hiicre grubunda 19,5+4,6 olarak
saptand1 (Sekil 17). Gruplar arasinda pankreas adacik sayisi ortalamalarinda bu fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001). Pankreas adacik sayis1 ortalamasi kontrol grubunda,
adacik ve adacik + mezenkimal kok hiicre grubuna gore, mezenkimal kok hiicre grubu

ortalamasi ise adacik+ mezenkimal kok hiicre grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

T
ilk dlgiim

T
Son olgiim

diisiiktii (sirast ile p=0,004, p=0,001, p=0,006).
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Sekil 17. Pankreas ortalama adacik sayisi

Adacik transplantasyonu yapilan gruplarda (grup3 ve grup 4) adacik odak sayisi ve
adaciklarda hiicre sayisi ortalamalarinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi. Bu gruplarda
(grup3 ve grup 4) yapilan karacigerdeki histolojik degerlendirmeye gore;  periislet
hepatositlerde sisme adacik grubunda minimal, adacik + mezenkimal kok hiicre grubunda ise
orta derece saptandi (Sekil 18, 19,20,21). Adacik hiicrelerinde vakualizasyon ve inflamasyon
ise iki grupta da minimaldi (Tablo 10). iki grupta da steatoz gériilmedi. Grup 1 (kontrol) ve
grup 2 (mezenkimal kok hiicre)’deki ratlarin karacigerlerinin histolojik incelemesinde ise

dejeneratif degisiklikler izlendi (Sekil 22,23).

Tablo 10. Rat karacigerlerinin histolojik degerlendirme sonuglari

Adacik + Mezenkimal

Adacik kok hiicre p
Adacik odak sayis1 (Ort.£SD) 5,9+1,6 4,8+0,9 0,085
Adaciklarda hiicre sayisi
(Ort.+SD) 37,649,4 34,5+4 0,791
Periislethepatositlerde sisme (n) 8 (Minimal) 8 (Orta) -
Adacik vakualizasyonu (n) 8 (Minimal) 8 (Minimal) -
Inflamasyon (n) 8 (Minimal) 8 (Minimal) -
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Sekil 18. Grup 3 (adacik taransplantasyonu) Karaciger histolojisi
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Sekil 19. Grup 3 (Adacik transplantasyonu) Pankreas histolojisi
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Sekil 20. Grup 4 (Adacik+MKH transplantasyonu) Karaciger histolojisi
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Sekil 21. Grup 4 (Adacik+MKH transplantasyonu) Pankreas histolojisi

50



Sekil 23. Karacigerde parankimal degisiklikler
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V. TARTISMA

Diyabet mellitus (DM), Uluslararasi Diyabet Federasyonu (IDF) ’na gore 2011°de tiim
diinyada 336 milyon insanin etkilendigi epidemiyolojik bir problemdir. Bu durum, beta hiicre
rejenerasyonundaki yetmezlik nedeniyle beta hiicre populasyonundaki major kaybin klinik
sonucudur (113). DM, yasam kalitesini ve sliresini azaltan, kronik hiperglisemiye bagli
mikrovaskiiler (nefropati, retinopati ve ndropati) ve aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi hayati organlar tehdit eden makrovaskiiler komplikasyonlarlarla seyreden, dnemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir. Iyi glisemik kontroliin hem mortalite hem de diyabet
komplikasyonlar1 iizerine etkisinin degerlendirildigi 1tanesi (DCCT) tip 1 DM, 4 tanesi
(UKPPS, ADVANCE, ACCORD, VADT) tip 2 DM hastalarda yapilmis toplam 5 biiyiik
caligma vardir. Bu ¢aligmalar sonucunda goriildii ki; giiniimiizde yogun insiilin tedavisi ile
stk1 glisemik kontrol saglanmaya c¢alisilsa da diyabetin komplikasyonlar1 tam olarak
onlenememektedir. Cilinkii mevcut ¢ogu insiilin formiilasyonu ile endokrin pankreasin insiilin
iireten beta hiicrelerinin dogal diizenleyici yetenekleri taklit edilemez (83). Ilerleyici beta
hiicre hasar1 nedeniyle siki glisemik kontrol elde etmek de giderek daha zor hale gelir. Bu
durum giinlimiizde alternatif veya ek tedavilere ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur. Bu
amagcla, tiim pankreas tranplantasyonu veya allojenik adacik hiicre nakli ile elde edilen beta
hiicre replasmani ile fizyolojik glukoz homeostazisi saglanmaya calisilmaktadir. Bu amacla
uygulanan hem es zamanli pankreas ve bobrek nakli hem de yalmiz pankreas nakli, yasam
kalitesini artirir, hiperglisemi ile iligkili komplikasyonlar1 azaltir ve diyabetik noropatiyi geri
cevirir veya azaltir (88). Ancak bu faydalarla birlikte kronik immunsupresyon, cerrahi
komplikasyonlar ve greft rejeksiyonu riski de beraberinde gelir (91). Pankreas adacik
naklinde ise, pankreas naklinde oldugu gibi major bir cerrahi gerekmemektedir. Ancak,
adacik naklinde klinik uygulamalarda donor yetersizligi, transplante dokunun etkin olmayan
engraftman1 ve uzun donemde adacik fonksiyon kaybi  gibi Onemli problemlerle
karsilagilmaktadir. Bu durum adacik kaybini Onlemeye yonelik birtakim yontemler
denenmesine neden olmustur. Adaciklar1 immiin sistemden korumay1 basarabilmek amaciyla
yapilan deneysel calismalarda, adacik nakil bolgesi olarak immiin sistemden korunmus
oldugu bilinen bolgeler secilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, gercekte bu bolgelerin, grefti
immiin sistemden uzak tutarak degil, yiliksek oranda FasL sentezleyerek grefte kars1 koruma

saglandig1 belirlenmistir (114).
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Adacik sagkalimi uzatmak amaciyla denenen baska bir yaklagim da adaciklarin nakilden 6nce
kapsiille kaplanmasidir. Bu amagla gelistirilen mikro ve makro enkapsiilasyon yontemi,
adaciklar i¢in potansiyel immun izolasyon ile giivenli ve de oksijen ve besin agisindan zengin
bir ortam saglayabilir. Adacik kapsiilleme umut verici olmasina ragmen, biyouyumluluk,
etkisiz immiin koruma, hipoksi ve nakil sonrasi enflamasyon gibi zorluklar nedeniyle

kullanimi kisitlanmastir. (88).

Dondr dokusundaki yetersizlik adaciklarin sagkalimi iizerine etkili diger bir fakftordiir.
Adacik kitlesinin %60’dan fazlas1 nakilden sonraki ilk birka¢ giinde kaybolur. Birden fazla
adacik nakli yerine biiylik bir adacik kitlesinin kullanimi kalan beta hiicre kitlesinin daha
biiyiik olmasina ve dolayisiyla daha biiylik olasilikla insiilin bagimsizligia yol acar (88).
Immunojenik ¢evre, adaciklarin inflamasyona yanit1 ve vaskularizasyon yetersizligine bagl
iskemi adacik kaybina katkida bulunan baslica sebeblerdir (115). Embriyonik gelisim
sirasinda adacik hiicreleri kan damarlarindan sinyal alir ve bundan etkilenir. Vaskiiler
sinyaller primitif pankreatik dokularin hem proliferasyon hem de diferansiyasyonuna katkida
bulunur. Adaciklar toplam pankreas dokusunun %1-2’ni olusturur fakat vaskiiler kaynagin
yaklagik 2/3°ni alir. Kan damarlarindan besin ve oksijen temin edilmesinin yanisira vaskiiler
sinyal ve adacik hiicre kitlesi arasinda da gii¢lii bir korelasyon vardir. Rivas Carrillo ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada beta hiicre hasarindan sonra endotel hiicrelerinin adacik
rejenerasyonu ve kok hiicre proliferasyonunu destekledigini gézlenmistir (113). Bu nedenle,
transplante adaciklarin revaskularizasyonunda artis adacik nakil sonuglarinda diizelme

saglayacaktir.

Hemen nakil sonrasinda inflamasyon adacik fonksiyonu kaybinda énemli bir rol oynar. Bu
inflamatuar yanit IFN-y, TNF-a ve IL-1B artis1 ile karakterizedir. Bu pro-inflamatuar
sitokinlere maruz kalan rodent ve insan adacik hiicreleri glukoza cevap verme yetenegini
kaybeder ve apopitoz markerlar1 artar. Sitokinler B hiicre toksisitesi yaninda makrofaj gibi
immun hiicreleri aktive ederek inflamatuar yanit1 artirabilir. Sitokin expresyonunun azalmast,
makrofaj ve sitokin aktivitesinin inhibisyonu ile transplante edilen adaciklarin fonksiyonunu
iyilestirir. BOylece, engraftman sirasinda nakil yerinde inflamasyonun minimize edilmesi
adacik greft fonksiyonunu uzatmak ve uzun vadeli insiilin bagimsizligin1 korumak ig¢in

yardimci olabilir. (111).
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MKH’ler, adult progenitor hiicrelerdir, in vitro kosullarda c¢ogalirlar ve mezenkimal hiicre
tiplerine diferansiye olurlar. Bu hiicrelerin immunmodiilator ve rejeneratif 6zellikleri vardir.
Ayrica anti-inflamatuar proteinler salgilar ve T ve B lenfositlerin aktivitesini baskilar, doku
sagkalimi, anjiogenezin stimulasyonu ve doku engraftmanini kolaylastiran growth faktorler
salgilar. MKH, salgiladiklart bu solubl trofik faktorler ile komsu hiicreleri etkileyerek ve
lokalize immun supresif etkileri yoluyla doku tamirinde major rol oynarlar. MKH’ler bu
ozellikleri ile tranplante adaciklarin hayatta kaliminin diizeltilmesinde miikemmel adaylardir.
Bu nedenle, adacik greftlerinde inflamasyonun kontrolii MKH’ler ile adaciklarin es zamanl

transplantasyonu ile elde edilebilir (111, 115).

Calismamizda elde edilen pankreas Langerhans adacik hiicrelerinin transplantasyon dncesi
canliliklari, fluoresan mikroskopisi ile dl¢iimler yapilarak test edildi ve Matlab programi ile
FDA/PI boyalarimin tutulumlar1 yilizde olarak hesaplandi. Elde edilen adacik hiicrelerinin

fonksiyonel olarak incelenmesi de intraperitoneal glikoz stimulasyon testi ile yapildi.

Fetal gelisim sirasinda, pankreas adacik progenitdr hiicreler endokrin pankreasin tiim
hiicrelerinin kaynagidir. Ancak bu pankreas adacik progenitdr hiicrelerinin yaralanma sonrasi
pankreas hiicrelerinin kaynagi olup olmadig: belirsizdir. In vitro progenitér hiicrelerin B-
benzeri hiicrelere indiiklenmis farklilagmasina alternatif kaynaklar vardir. Bu amag i¢in
kullanilan potansiyel hiicre popiilasyonu mezenkimal kok hiicrelerdir (MKH) (116). Birkag
calismada adacik greftleri igeren farkli transplantasyon modellerinde MKH’lerin faydali
etkilerine dikkat ¢ekilmis. Calismamizda STZ ile diyabetik yapilmis ratlarda adacik hiicre
nakli ile es zamanl olarak pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicre naklinin adacik
canlili1 ve dolayisiyla diyabetin tedavisine etkileri incelendi. Caligmamizin sonuglarina gore;
STZ ile hiperglisemik yapilan ratlarda tek bagina MKH transplantasyonu, c-peptid diizeyleri
ve pankreastaki ortalama adacik sayisina bakildiginda ne pankreatik beta hiicre
rejenerasyonunu artirarak ne de diger parakrin etkiler yoluyla hiperglisemiyi geri ¢cevirmede
yeterli degildi. Kontrol grubunun calisma baslangict ve 30 giin sonra bakilan c-peptid
diizeylerindeki anlamli diisiis ilerleyici beta hiicre hasarini gostermektedir. Adacik+MKH
transplantasyonu hiperglisemi indiiklendikten 1 ay sonra c-peptid diizeylerine gore beta hiicre
kitlesi iizerine anlamli etkisi yoktu. Daha 6nce yapilan ¢calismalarda, salgilanan sitokinler veya
metalloproteinazlar araciligrtyla transplantasyondan sonra adacik sagkaliminda artisin
MKH’lerin immunsupresif 06zelliklerinden oldugu gosterilmis. Bu mekanizma allojenik

greftler i¢in gegerli olabilir, fakat sinjeneik transplantation modelinde MKH faydali etkilerini
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aciklamada immunmodiilasyon tek basina olasi degildir. Es zamanli adacik+ MKH
transplantasyon modelinde adacik hiicre canliligini ve fonksiyonu iizerine pozitif etkileri olan
farkl1 trofik faktorler MKH tarafindan salgilanir. in vitro deneylerinde MKH ko-kiiltiiriiniin
adacik ATP igerigini modiile etmek yoluyla insiilin salgi fonksiyonlarini diizelttigi ve anti-
apopitotik genleri upregiile ederek adacik viabilitesini artirdigi gosterilmistir (117,118). Bu
etkiler, transplantasyon sonrasinda glisemik kontrolii saglarken revaskiilarizyonun artirilmast
ve fonksiyonlarin korunmasi yoluyla adacik engraftmaninin etkin sekilde desteklenmesinde
onemlidir (119.120). Calismamiza gore bu faktdrler tek basina MKH’lerin faydali etkilerini
aciklamada yetersizdir. Transplantasyondan 30 giin sonra her ne kadar greft dokusunda
insiilin igerigi c¢alisiilmamasina ragmen kan sekerlerinin istatistiksel anlamli olmasa da
adacik+MKH grubunda daha iyi olmasi greft fonksiyonlar1 ilizerine MKH’lerin artmis

etkilerine bagl olabilir.

IPGTT sonuglarina bakildiginda bozulmus glukoz toleransinin derecesinin tiim gruplarda
benzer oldugu goriilmektedir. Bu transplante edilen adacik greftindeki kitlenin minimal
olmasi ve dolayisiyla diisiik insiilin igeriginin bir sonucu olabilir. Bu nedenle glukoz tolerans
testi hiperglisemik farelerde yapilmamalidir. MKH’ler hipergliseminin diizelmesinde etkilidir
fakat hiperglisemi gelistikten sonra adacik transplantasyonu ile karsilastirildiginda islevselligi

artirmaz.

Adaciklar hazir oksijen ve glukoza ulasabilecekleri ve tirettikleri insiilini hedef dokulara
gonderebilecekleri saglam vaskiiler bir kaynaga ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle adacik
nakillerinin biiyiik ¢cogunlugu portal ven sistemi i¢ine perkiitan olarak yapilir. Hepatositler
lobiil icinde periferden merkeze dogru yonelen kordonlar olustururlar. Hiicre kordonlari
arasinda karaciger siniizoidleri yer alir. Siniizoidler endotel ve makrofa;j tipinde tek sira hiicre
ile doseli genis kapiller yapilardan ibarettir. Normalde hepatik siniizoidal perfiizyon basinct
diistiktiir. Bu prekapiller-postkapiller rezistansin ¢ok yiiksek olmasina baghdir. Bu sayede
sinlizoidler portal perfiizyon artisindan ve presiniizoidal rezistans artisindan kaynaklanan
basing dalgalanmalarindan korunmus olur. Hepatositlerdeki hiicre hasar1 hiicresel sigme,
balonlasma ya da hiicre 6liimii seklinde olabilir. Calismamizda rat karacigerlerinin histolojik
incelemesinde adacik transplantasyon grubuna gore adacik+MKH transplantasyon grubunda
adacik etrafindaki hepatositlerde sigmenin orta derecede olmasi verilen hiicre miktarinin daha
fazla olmasi nedeniyle siniizoidal basinci artirarak yaptigi hepatosit hasarina bagl olabilir.

Beta hiicreleri lizerine MKH’lerin koruyucu etkilerinin altta yatan mekanizmalarinin hiicre
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olimii yolaklarinin zayiflatilmasi ve dogal adacik morfolojisinin korunmasi ile iligkili
oldugunu diistiniilmektedir (111). Son ¢alismalarda MKH pankreas mikrogevresini gelistiren
ve endojen pankreas kok hiicrelerinin genislemesini tesvik eden ¢esitli trofik sitokinler
iiretebildigini gostermistir (121,122). Calismamizda da rat pankreaslarinin histolojik
incelemesinde pankreastaki ortalama adacik sayisinin adacik+MKH grubunda daha yiiksek
saptanmasinda bu mekanizmalar etkili olabilir.

Sonug olarak, mezenkimal kok hiicreler tek basina streptozosin ile indiiklenen diyabeti geri
cevirme kapasitesine sahip degildi. Ancak bu grupta, adaciklarin mezenkimal kok hiicre ile
birlikte verilmesi adacik greftlerinin sagkalimmi uzatmada fayda sagladi.Klinik adacik
transplantasyonunda adacikla birlikte mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun Tip 1

DM’de insiilin bagimsiz hasta oranini arttirmada faydali olabilecegi diistintildii.
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VI. OZET

Pankreas adacik hiicre nakli, tip 1 diyabetli hastalar i¢in yeni ve umut verici bir yontem
olmasina ragmen halen secilmis hastalarda uygulanan deneysel bir prosediirdiir. Adacik hiicre
naklinin basarisi, dondriin 6zellikleri ve transplante edilen hiicre kitlesiyle iligkili
bulunmustur. Adacik hiicreleriyle birlikte adacik hiicrelerinin yagam siirelerini uzatmaya
yardimci olacak ikinci bir hiicre tipinin belirlenmesi adacik hiicrelerinin sagkalimini
artirmaya yonelik ¢alismalardan biridir. ikinci hiicre tipi olarak iizerinde en ¢ok ¢alisilan
hiicre grubu mezenkimal kok hiicre (MKH) dir. Hem immiinsupresif etkileri hem de
multipotent farklilasma potansiyelleri nedeniyle hiicresel tedavilerde diger kok hiicre tiirlerine

gore daha ¢ok tercih edilirler.

Biz ¢alismamizda in vivo tip 1 diyabetik ratlarda adacik hiicre nakli ile es zamanl olarak
pankreas kaynakli mezenkimal kok hiicre naklinin adacik canlilifi ve dolayisiyla diyabetin
tedavisine etkilerini  arastirmay1 amagladik. Rat pankreas adaciklari izole edilip pankreas
kokenli mezenkimal kok hiicreler in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltildiktan sonra streptozosin
ile diyabetik yapilmig ratlara transplante edildi. Transplantasyon 6ncesi adacik hiicrelerinin
canlilig1 floresein diasetat (FDA) ve propidyum iyot (PI) kullanilarak floresan mikroskobu ile
degerlendirildi. Adacik morfolojisi transplantasyondan 30 giin sonra deney gruplarindaki tiim
ratlar sakrifiye edilerek degerlendirildi. Es zamanli adacik ve pankreas kdkenli mezenkimal
kok hiicre transplantasyonu ile daha iyi glisemik kontrol saglandi. Ayrica pankreastaki

ortalama adacik hiicre sayis1 daha fazla saptandi.
Bu c¢alisma es =zamanli adacitk ve pankreas kokenli mezenkimal kok hiicre

transplantasyonunun 6zellikle pankreasta, MKH’lerin hem pankreas mikrogevresini gelistirip

hem de endojen pankreas kok hiicrelerinin genislemesini tesvik ettigini desteklemektedir.
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VII. ABSTRACT

Although pancreatic islet cell transplantation is a new and promising method for type 1
diabetic patients, it is still an experimental procedure performed in selected patient
population. Success of islet cell transplantation has been found to be associated with donor
characteristics and transplanted cell mass. Determination of a second type of cell in addition
to islet cells, which would prolong the survival of islet cells, is one of the studies performed
for the enhancement of survival of islet cells. Mesenchymal stem cells (MSC) are the cell
group the studies have been mostly performed on. They are more frequently preferred in
cellular therapies than the other types of stem cell due both to their immunsupressive effects

and to their multipotent differentiation potential.

The present study aimed to in vivo investigate effects of simultaneous transplantation of
pancreatic mesenchymal stem cell and islet cells on vitality of the islet cells thus on the
treatment of diabetes in type 1 diabetic rats. Rat pancreatic islets were isolated, pancreatic
mesenchymal stem cells were augmented in in vitro culture media, and then they were
transplanted into the rats, which have been made diabetic by stereptozotocin. Pre-
transplantation vitality of islet cells was evaluated by fluorescence microscope using
fluorescein diacetate (FDA) and propidium iodine (PI). Islet morphology was evaluated
following sacrification of all rats in the experiment group 30 days after the transplantation.
Better glycemic control was provided with simultaneous transplantation of islet and
pancreatic mesenchymal stem cells. Moreover, the mean number of islet cells in the pancreas

was found higher.
The present study corroborates that simultaneous transplantation of islet cells and pancreatic

mesencymal cells both improves the microenvironment of MSCs particularly in the pancreas

and encourages expansion of endogenous pancreatic stem cells.
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