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1. GIRIS

Diyabet (DM) tiim diinyada milyonlarca insani1 etkileyen, artan kiiresel yayginlik ve
insidans1 olan hem endokrinolojik hem de metabolik bozukluktur (ADA, 2017).
Multifaktoriyel ve kronik bir hastalik olmasi sebebiyle saglik sistemi maliyetleri,
hasta sakatligi ve erken oliimle iliskili kayiplardan kaynaklanan dolayli maliyetler,
bakimi i¢in harcanan zaman, uzun vadeli mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar ve bunlarla iliskili maliyet a¢isindan degerlendirildiginde biiyiik bir
ekonomik yiik olusturur. Amerika’da 2016 yili itibartyla 86 milyon kisi prediyabet,
29 milyondan fazla kisi de diyabet hastas1 olarak agiklanmistir ve bu durum tip 2
diyabet ve diger kronik hastaliklar1 riskini artiran ciddi bir saglik sorunudur. Diyabet,
ABD'de 2013'te 6liim nedenleri arasinda yedinci siradadir (CDC, 2017). American
Diyabetes Association (ADA) verilerine gore 20 yasin altinda yaklagik 208.000
Amerikali diyabet tanisi almistir ve bu oran niifusun yaklasik %0.25'ini
olusturmaktadir. 2008-2009 yillar1 arasinda, genclerde diyabet teshisi konan yillik
insidansin tip 1 diyabetli hastalarda 18.436, tip 2 diyabetli hastalarda ise 5.089
oldugu tahmin edilmektedir (ADA, 2017).

Biiytik bir saglik sorunu olan DM tedavisiyle ilgili olarak degisik tedavi yontemleri
uygulanmakta ve gelistirilmekte olup, bunlar arasinda pankreas adacik nakilleri,
eksojen insiilin uygulamalari ve kok hiicre tedavileri bulunmaktadir. Son yillarda
tizerinde yapilan ¢aligmalarla alternatif bir tedavi yontemi olarak diisiiniilmekte olan
kok hiicre tedavisi biiyiik bir umut olarak goriilmektedir. Kok hiicrelerin viicudun
hasarli bolgelerinin yenilenmesinde bir kaynak olusturarak, diyabet gibi kendini
yenileme ve onarma kapasitesi olmayan hiicrelerin kaybina bagli olarak gelisen
hastaliklarin tedavisi i¢in, ¢alismalarinin yapilabilece8i ortaya konmustur. Ancak
nakledilen kok hiicrelerin dokuda farkli hiicrelere diferansiye olma potansiyeli, kok
hiicrelerin alic1 tarafindan reddedilmesi, farklilagtirma protokollerinin ¢ok yetersiz
olmas1 nedeniyle halen kok hiicre tedavisi sadece umut veren bir tedavi olmaktan
ileri gidememis ama deneysel anlamda c¢ok farkli caligsmalar yapilmistir ve
yapilmaktadir. DM tedavisinde temel amag¢ glisemik kontrolun saglanmasi, akut

komplikasyon gelisim riskinin azaltilmasi, mikrovaskuler ve makrovaskuler kronik



komplikasyonlarin dnlenmesi, eslik eden diger sorunlarin diizeltilmesi ve bdylelikle

diyabetlide yasam kalitesinin yiikseltilmesidir (Nicholson, 2011).

Diyabet tedavisi ¢alismalari ile ilgili yapmis oldugumuz literatiir taramasinda daha
cok insulin tedavisinin bagka antidiyabetiklerle kombine kullaniminda elde edilen
sonuclarin karsilastirilmis oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda ¢ok daha az sayida
olmak tizere primer hiicre kiiltiir hatlar1 kullanilmak suretiyle yapilmis kok hiicre
calismalar1 oldugu belirlenmistir. Bu projemizde klasik Tip 1 DM tedavisinde
kullanilan insulinin gerek tek basma gerekse mezensimal kok hiicrelerin
intrapankreatik enjeksiyonu ile farelerin kliniklerinde hem biyokimyasal hem de

histolojik anlamda ne tiir degisiklikler yaptigin1 belirlemeyi amagladik.

Bu caligmanin intrapankreatik enjeksiyon yoluyla MKH verilmesi nedeniyle farkli
konseptte bir calisma olmasi nedeniyle baska calismalara fikir saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.



1.1. Pankreas

1.1.1. Pankreas Anatomisi
Pankreas L 1-2 vertebra

hizasinda, retroperitoneal
olarak transvers yerlesimli,
D diizgiin ve lobiile yapida,

sarimtrak -hafif kirmizimsi

Pancreas renkte, uZunlugu Ortalama
(Tail)

17-22 cm, genisligi 4 cm

Cancer
scomacn | Kalmhigr 1-1,5 cm, agirhig:
pancreas (Bodyy  Oftalama  90-100gr  bir
organ olup, bas, boyun,

Superior mesenteric

Adeey govde, kuyruk ve

Pancreas (Head) Superior mesenteric
Vein

Sekil 1.1. Pankreasin Komsuluklari

processus uncinatus adl1 bir de aksesuar lobu ile birlikte anatomik olarak 5 boliimde
incelenebilir. Bursa omentalis, mide ve colon transversum’un arka tarafinda bulunur
ve duodenum’un olusturdugu kavsin iginden solda dalaga kadar transvers olarak
uzanir. Onde sagdan sola dogru; transvers kolon ve transvers mezokolon, bursa
omentalis ve mide ile, arkada sagdan sola dogru; koledok, v. porta hepatis ve v.
lienalis, v. kava inferior, v. mezenterika superior, aort, sol bobrek ve dalak yer alir
(Sekil 1.1).

1) Bas: Duodenum’un C harfine benzer kavsin iginde, V. Mesenterica superior’un
saginda olup pankreasin en genis boliimiidiir. Alt kisminda asagiya ve orta ¢izgiye

dogru uzanan processus uncinatus denilen bir ¢ikintisi bulunur.

2) Boyun: Pankreasin boyun kismi, siiperior mezenterik damarlarin gegtigi alan ile
portal venin baslangici arasindaki bolge olarak tanimlanabilir. Caput pancreatis ile
corpus pancreatis boliimleri arasinda yer alir ve pankreasin en kisa ve en dar

boliimiinii olusturur.



3) Govde: L1 ve L2 vertabralar hizasinda, viicut orta hattinin sol -yukarisinda yer
alan parga olup, prizmaya benzer sekilde ii¢ yiize ve ii¢ kenara sahiptir. Pankreas
govdesi arkada aorta, siiperior mezenterik arterin baglangi¢ noktasi, diyafragmanin

sol kurusu, sol bobrek ve damarlari, sol adrenal bez ve splenik venle iligkilidir.

4) Kuyruk: Corpus pancreatis’in sol tarafa devami seklindedir. Tamamen periton ile

kaplhdir. Sekli ve uzunlugu sahislar arasinda farklilik gosterir.

5) Unsinat c¢ikinti: Pankreas basinin solundan asagt dogru uzanir, siiperior
mezenterik damarlarin arkasindan, aorta ve inferior vena kavanin 6niinden devam

eder.

Pankreatik Kanallar, Pankreas ekzokrin salgisin1 pars descendens duodeni’ye
ductus pancreaticus ve ductus pancreaticus accessorius denilen iki kanal vasitasi ile
bosaltir. Duktus pankreatikus major (Wirsung kanali), kuyruk boliimiinden baslar ve
yolu boyunca bir¢ok dallar alarak caput pancreatis’e kadar gelir ve papilla duodeni
major’a agilirlar. Duktus pankreatikus accessorius (Santorini kanali), 5-6 cm
uzunlugunda pankreasin ikinci kanali olup %4-10 oraninda goriiliir. Pankreas basinin

ist boliimiinii drene eder, papilla duodeni mindr {izerinden duodenuma agilir.

Duodenal Papilla (Vater Papillasi), Duodenal papilla koledogun intramural

parcasinin ug¢ kismidir. Duodenumun 2. kitasinin posteromedial devamindadir.

Pankreasin Innervasyonu; Pankreasin sempatik ve parasempatik innervasyonu
vardir. Pankreas sekresyonu dogrudan vagusun parasempatik etki ile uyarilmasi
sonucunda veya mideden asit saliniminin artmasina bagli olarak dolayli olarak
gerceklesir. Coliak ganglion sempatik ve parasempatik innervasyonun merkezidir.
Parasempatik etki pankreas ekzokrin salgisini arttirirken, sempatik etki azaltir.

Somatostatin, glukagon, pankreatik polipeptid tarafindan inhibe olur.



1.1.2. Pankreas Histolojisi

Pankreas hem endokrin hem de ekzokrin salgi yapan bir bezdir. Ekzokrin bolimii

sindirim enzimleri salgilar, ductus pancreaticus aracilifiyla duodenum’a bosaltir.

Resim 1.1. Pankreas'in histolojik goriiniimii. Hematoksilen-Eozin x20

Endokrin bolim ise ekzokrin bezler arasina dagilmis bulunan Langerhans
adaciklari’ndan olusur ve tiim bezin %2’lik bir kismin1 yapar (Resim 1.1). Pankreas
distan zayif bir kapsiille ile sarilmigtir. Kapsiilden ayrilan ince septumlar organi lob
ve lobcuk’lara ayirir. Kuyruktan baslayip bas kismima dogru salgilayan hiicrelerin
tim Ozelliklerini gosterir. Zimogen graniillerin miktar1 ve igerigi sindirim fazina
bagli olarak degisir. Asinusun merkezinde yassi sekilli sentro asiner hiicreler
bulunur, bunlar ilk akitict kanal olan duktus intercalated’lerin baslangicini yapan
hiicrelerdir (Resim 1.2). Sentro asiner hiicreler ergastoplazma ve sekret graniilleri

icermezler. Korpus glandula (asinus) ¢ok uzun olan ductus intercalated ile devam



eder, pars striata bulunmaz. Intercalad ductuslar lobcuklar arasi birleserek

interlobuler ductusu

yaparlar. Bunlar
birleserek Wirsung ve
Santoroni kanallarin
meydana getirirler. Bu
kanallar prizmatik
hiicrelerle doselidir.
Dogrudan  duodenuma
| acilirlar ya da karaciger
ve safra kesesinden
gelen  kanal (ductus
choledokus) ile
birleserek, Vater’in
hepatopankreatik

papilla’s1 ad1 verilen

L i 1 ‘ - w7 oy
Resim 1.2. Pankreas’in asinus yapisinin histolojik goriinimil.
Hematoksilen-Eozin x20

(diger adi; diverticulum duodeni) yerde duodenuma agilirlar. Papillanin etrafinda
duodenumun diiz kasindan olusan biiziicii bir tabaka (Oddi sifinkteri) bulunur. Bu
sifinkterin gorevi duodenuma akan safra ve pankreas salgisin1 kontrol etmektir.
Pankreas enzimleri barsaklardaki sindirim islemi i¢in ¢ok gereklidir. Uretilen baslica
enzimler; tripsinojen, Kimotripsinojen, karboksipeptidaz, ribonukleaz,
deoksiribonukleaz, lipaz, fosfolipaz A, triasilgliserol, elastaz ve amilaz’dir. Uretilen
bu enzimlerin ¢ogu asiner hiicrelerin sitoplazmasi i¢inde proenzim olarak depo edilir,
bunlar ancak salgilandiktan sonra, duodenum ig¢inde aktiflesirler. Bu durum
pankreasin enzimlerin eritici etkisinden korunmasini saglar. Baslica iki hormon
tarafindan kontrol edilir. Bunlar duodenum mukozasindaki enteroendokrin hiicreler
tarafindan iretilen sekretin ve kolekistokinin’dir. Sekretin pankreas kanal
hiicrelerindeki  reseptorlere, kolekistokinin ise; bez gbévdesi hiicrelerindeki

reseptorlere baglanarak iglevlerini yerine getirir. N. vagus’un uyarilmasi da pankreas



salgisint artirir. Once sekretin’in etkisiyle pankreas kanal hiicreleri (bilhassa duktus
interkalated hiicreleri); bikarbonattan zengin, enzim aktivitesi yoniinden fakir bol bir
sivt salgilarlar. Kanal hiicreleri tarafindan salgilanan bu salgi (duodenum
submukozasindaki Brunner bezlerinin alkali salgisiyla birlikte) asidik kimusu
ndtralize eder. Daha sonra kolekistokinin etkisiyle bez govdesinde yapilan enzimden
zengin salg1 duodenuma bosaltilir. Endokrin pankreas’t Langerhans adaciklari (insula
pancreaticus) adi1 verilen degisik boyutlardaki hiicre gruplar1 olusturur. Hematoksilen
eozin boyamasinda endokrin hiicre gruplar1 daha koyu boyanan ekzokrin pankreas

boliimiine gore soluk goriiniimleriyle ayirt edilirler.

Bu endokrin hiicrelerin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 sdyledir:

1) o hiicreleri: Langerhans adacigi hiicre populasyonunun %15-20sini olustururlar,
cogunlukla adaciklarin periferinde bulunan bu hiicreler glukagon hormonu
salgilarlar, bu hormon kan sekeri diizeyinde bir azalma oldugu zaman salgilanir ve
kan sekeri diizeyini yiikseltir. Glukagon ayrica karaciger hiicrelerinden hepatik

lipaz’1 sitimiile ederek yag hiicrelerinden yaglarin mobilize olmasini da saglar.

2) P hiicreleri: %60-80’ini yaparlar, adacigin orta kisimlarinda yerlesiktirler, o
hiicrelerinden daha biiyiiktiirler. Beta hiicreleri insiilin hormonu salgilarlar. Kan
sekeri dlizeyinde bir artis insiilin salinimini sitimiile eder. Karacigerde, iskelet kasi,
kalp kasi hiicrelerinde ve yag dokusunda kan sekerinin glikoza doniistiiriilerek

depolanmasin1 ve bdylece kan seker diizeyinin diismesini saglar.

3) o hiicreleri: Az (%5-10) sayida, periferik yerlesimlidirler, somatostatin hormonu
salgilarlar. Bu hormon; insulin ve glukagon salinmasini parakrin bir sekilde inhibe
eder, ekzokrin pankreas enzimlerinin salinmasini, mide pariyetal hiicrelerinden HCI
salinmasini, enteroendokrin hiicrelerden gastrin salinmasini, safra kesesinin
kasilmasini inhibe eder. Somatostatin hipotalamusta da {iretilir ve 6n hipofizden

biliylime hormonu salinimini inhibe eder.

4) F hiicreleri (ya da PP hiicreleri): Pankreatik polipeptid salgilarlar. Bu salgy;

somatostatin salgilanmasini inhibe eder, pankreasin dis salgisin1 inhibe eder, safra



kesesinin gevsemesine neden olarak duodenuma bosaltilan safra salgisinin

azalmasini saglar.

5) D-1 Hiicreleri: Vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) salgilarlar, barsaklarin
motilitesini ve sekresyon aktivitesini etkileyerek pankreas dis salgisini sitimiile

ederler.

6) EC Hiicreleri: Secretin, motilin, suptance-P gibi maddeler salgilarlar, sekretin
lokal olarak bikarbonat salinimini ve pankreas enzimlerini tesvik eder, motilin mide

ve barsak hareketlerini arttirir, substance-P ise norotransmitter 6zelliklere sahiptir.

1.1.3. Pankreas Embriyolojisi

Pankreas, fetal hayatin dordiincii haftasinda 6n barsagin kaudal kismindan ve i¢
yiiziinii déseyen endodermden kdken alan arka ve on pankreas tomurcuklarindan
gelisir. Arka pankreas tomurcugu dorsal mezenterin icinde iken On pankreas
tomurcugu ise koledogun yakinindadir. Her iki ¢ikint1 da saga doner, bu hareketiyle
o6n tomurcuk, arka tomurcugun hemen altina ve arkasma gelir, bdylece ventral
pankreasin ¢iktig1 noktanin yaninda tomurcuklarin parankim ve kanal sistemleri

kaynasarak birlesir. Daha sonra duodenum dondiikge pankreas da sola kayar.

Eriskinde sadece basin

Pancreas - Embryolo
— kaudal kism1 ve process-sus

uncinatus on pancreas

Formation Rotation Fusion

kaynaklidir. Basin kranial
parcasi, govdenin timii ve
kuyruk arka pankreastan
. cikar.  Arka  pankreas
‘I'J"::::frt'a“;fl‘r'";';“ Hr::::rrilmc kanalinin distalinin biiyiik
kismi on pankreas

kanalinin tamami ile

birlesir ve ana pankreas

kanalini (Wirsung)

Sekil 1.2. Pankreas’in embriyonik dénemde gelisimi olusturur.



Arka pankreas kanalinin proksimal kismi ya tiimiiyle oblitere olur ya da kiiciik bir
kistm aksesuar kanal (Santorini) olarak kalir. insanlarm %5-10’unda ventral ve
dorsal pankreas kanallar1 birlesmez ve duodenuma ayri ayri agilir ve pankreas
bolgelerinin ¢ogu Santorini kanali ile minor papillaya agilir. Sadece ventral
pankreasin kii¢iik bir kismi1 safra kanali ile ortak olarak papilla vateriye acilir (Sekil
1.2) (Slack, 1995).

Pankreas gelisiminin molekiil denetimi, dorsal aorta endoteli ve notokord tarafindan
yapilan fibroblast biiytime faktorii 2 (FGF 2) ve transforming growth faktor-beta
(TGF-b) ailesinin bir {iyesi olan aktivin barsak endoderminde SHH ekspresyonunu
baskilar. Boylece pankreas tomurcugunun gelismesini saglar. On tomurcuk visseral
mezodermden gelisir, pankreatik ve doudenal homebax 1 (PDX) geninin
ekspresyonu artar. Pankreasin endokrin hiicrelerinin olusumu bir ¢ift PAX-4 ve
homebax gen ekspresyonu sayesinde gergeklesmektedir. Her iki geni eksprese eden
hiicreler B, & ve F hiicreleri, sadece PAX 6 eksprese edenler ise o hiicrelerine

doniistir.

1.1.4. Pankreas Fizyolojisi

Pankreas ekzokrin ve endokrin salgi yapan karma bir bezdir. Biiyiik bir kismim
olusturan asini bolimii sindirim enzimlerinin yapim ve salgilanmasindan sorumlu
iken, diger boliimii Langerhans adaciklan adi verilen endokrin hiicre gruplarindan
olusur ve glukoz metabolizmasinda Onemli rol oynayan insiilin ve glukagon
salgilanir. Pankreasin sindirim sivist incebarsagm st boliimiindeki kimusun
uyarisiyla  salgilanir, salgilanan proteolitik enzimler tripsin, kimotripsin,
karboksipeptidaz ve elastazdir. Bu enzimler inaktif tripsinojen, kimotripsinojen,
prokarboksipeptidaz ve proelastaz olarak salgilanirlar ve barsaga dokiilene kadar
inaktif haldedirler. Duodenum mukoza hiicrelerinden salgilanan enterokinaz
tripsinojenin tripsine ddlisiimiinde rol oynar, tripsin de kimotripsinojeni aktif
kimotripsine dontistiiriir. Karbonhidratlar, pankreatik amilaz tarafindan sindirilir.
Pankreatik lipaz, kolesterol esteraz ve fosfolipaz yag sindiriminde, riboniikleaz ve
deoksiriboniikleaz ise niikleik asitlerin yikiminda rol oynayan enzimlerdir.

Bikarbonat iyonlar1 ve su salgida bulunan diger iki 6nemli komponentdir.



Pankreas salgisinin diizenlenmesi hem sinirsel hem de hormonal yol ile olur. Sinirsel
yol vagus ile, hormonal yol ise sekretin ve kolesistokinin araciligi ile baglar. Sekretin
ile pankreastan bol miktarda bikarbonat ve su salgilanir iken kolesistokinin ile
sindirim enzimleri salgilanir. Diger norokrin ajanlar asetilkolin, vazoaktif intestinal
polipeptid, gastrin salgilatict peptid, substant P olarak sayilabilir. Pankreasin

ekzokrin salgisinin inhibisyonu ise somatostatin tarafindan saglanir.

Pankreasin bir diger 6nemli fonksiyonu ise kan sekeri seviyesinin diizenlenmesini
saglayan endokrin fonksiyonudur. Tiim pankreasin %]1ini kapsar ve yuvarlak, siki,
damarlanmasi fazla, bag dokusu az olan adaciklar seklindeki Langerhans
adaciklarindan olusur. Pankreasda yaklasik 1.000.000 adacik vardir, capr 0.1- 0.2
mm olup, endodermal orjinlidir. Adaciklarin yapisina bakildiginda glukagon
salgilayan o hiicreleri (%20), insiilin salgilayan B hiicreleri (%68), somatostatin
salgilayan o hiicreleri (%10), PP (pankreatik polipeptid hiicreleri) (%2), serotonin

hiicreleri endokrin fonksiyonu yerine getirirler (Guyton, 2017).

1.1.5. Pankreas’la ilgili hastahklar

1.1.5.1. Tiimoral bozukluklar

Pankreasta goriilen tlimoral endokrin bozukluklar arasinda Konjenital Anomaliler,
DM, Pankreasin Endokrin Neoplazmlar1 (PEN) ve Az Differansiye Endokrin

Tiimorler goriilmektedir.

e Nesidiodisplazi; Konjenital Anomalilerden olan kiiglik, diizensiz dagilimlar
gosteren adacik hiicre topluluklarinin sayist artmistir. Beta hiicrelerinin
niikleus biiytikliikleri ve DNA igeriginde artig goriiliir.

o Nesidioblastozis; konjenital adacik hiperplazisi, adaciklarda biiyiime ve
instilin salgilayan hiicrelerde hipertrofi goriiliir.

e Pelioziste; yalnizca adaciklarin damar yapilarinda konjesyon ve dilatasyon
vardr.

e Pankreasin Endokrin Neoplazmlar (PEN); pankreas tiimorlerinin %1 ini
olusturur, pankreasin endokrin hiicrelerinden koéken alir, ¢ogunlugu iyi

diferansiyedir.
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e Insiilinoma; Biitiin pankreatik neoplazmlarimn %35-40’n1 olusturur, siklikla
govde, kuyrukta lokalizedir.
e Gastrinoma; Malign gastrinomalar biitiin pankreatik endokrin tiimorlerin

%20’ sini olusturur.3/4'i glandin bas kismin da lokalizedir.

Bunlarin disinda Vipoma, biitiin pankreatik tiimorlerin %5-10’nunu olustururlar,
govde ve kuyruk kisminda lokalizedirler. Glukoganoma, %80 maligndir.
Fonksiyonel tiimorlerin %10°nunu, biitiin endokrin tiimorlerin %5’ini olustururlar.
Somatositatinoma, %75’ maligndir. 3/5’i bas kisminda lokalizedir. Az
Differansiye Endokrin Tiimoérler ise, kiigiik hiicreli karsinomlardir. Genellikle

pankreas bas1 yerlesimlidir ve ¢evreye infiltratifdir.

1.1.5.2. Pankreas’in Endokrin bozukluklar
Pankreas’in endokrin bozukluklari i¢inde en yaygin bilinen ve tezimizin konusunu da

olusturan hastalik Diyabetes Mellitus’tur.

Diyabetes Mellitus’un Tanimi;

Amerikan Diyabet Birligi (2004) “American Diyabetes Association” (ADA)
tanimlamasina gore Diyabet (DM), insiilin hormonunun sekresyonundaki ve/veya
etkisindeki azalmaya bagli olarak ortaya ¢ikan karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda bozuklukla karakterize, siirekli tibb1 bakim gerektiren, kronik bir
metabolizma hastaligidir. (Diyabetes Mellitus Ve Komplikasyonlarinin Tani, Tedavi
ve Izlem Klavuzu, 2009) Klasik semptomlar1 ¢ok su igme “polydypsia”, ¢ok sik
idrara ¢ikma “polyuria” ve kilo kaybidir. Bazen bulanik gorme ve ¢ok yemek yeme
“polyphagia” da bu semptomlara eslik eder. (Aguayo-Mazzucato, 2010) Tedavi ile
kontrol saglanamadigi takdirde hiperglisemi akut komplikasyonlar ile 6liime yol
acabilir, uzun dénemde mikrovaskuler ve makrovaskuler kronik komplikasyonlar
sonucunda gelisen, korliikk, felg, noropati, bobrek yetmezligi, kalp hastaligi ve
amputasyonlar1 kapsayan diyabet problemleri hastalarin yasam kalitesini bozar
(Mancio, 2015).

Diyabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi;

Tiim diinyada Diyabetes Mellitus prevalansinda son yillarda goriilen belirgin artigin

yakin gelecekte de devam edecegi tahmin edilmektedir. Uluslararasi Diyabet
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Federasyonu (IDF) verilerine gore 2013 yili itibari ile diinyadaki diyabetli hasta
sayist 382 milyon iken bu sayinin 2035 yilinda %55 oraninda artarak 592 milyona
ulasacagi ongoriilmektedir. Ulkemizde yapilan TURDEP-II calismasinda diyabet
sikliginin %13,7’ye ulastig1 ve son 12 yilda diyabet oraninin %90 artig1 saptanmustir.
(TURDEP-II Calismas: (Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi-II). Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’ ne gére 2030
yilinda diyabetin 6liim nedenleri iginde 7. sirada olacagi tahmin edilmektedir (CDC,

2017).

Diyabetes Mellitus’un Tanis1

Diyabet i¢in 2003 ve 2010 yilinda yapilan revizyonlar sonucunda 4 tani kriteri su
sekildedir: (TUE Physician Guidelines Information to Support the Decisions of TUE
Committees Diabetes Mellitus, 2015).

e Aclik plazma glukozu (APG) 126 mg/dl’den biiyiik veya esit olmalidir. A¢lik
en az 8 saat siireyle gida aliminin olmadig siireyi belirtmektedir.

e 75 gr glukozla yapilan oral glikoz tolerans testinin (OGTT) 2. saatinde
plazma glikozunun 200 mg/dl’den biiyiik veya esit olmasi

e Diyabet klasik semptomlar1 ve rasgele oOlgiilen plazma glikozunun 200
mg/dl’den biiylik veya esit olmasi. Rasgele kelimesi giiniin herhangi bir
saatini, diyabet Klasik semptomlari da poliiiri, polidipsi, polifaji veya
istahsizlik, halsizlik, ¢abuk yorulma, agiz kurulugu, noktiiri gibi semptomlari
kastetmektedir.

e Standardize metotlarla Olgiilmiis glikozillenmis hemoglobin Alc diizeyi

%6.5’ten biiyiik veya esit (= 48 mmol/mol) olmalidir.

Fruktozamin testi glikozillenmis albuminin seviyesini 6lger. (Hom, 1998; Mealey ve
Oates 2006) Diyabetes mellitus etiyolojisi goz oOniinde bulundurularak A.D.A.
tarafindan su sekilde smiflandirilmistir (ADA, 2017).
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Diyabetes Mellitus’un Simiflandirmasi
1. Prediyabet

Daha 6nce “’Siirda Diyabet™ ya da “’Latent Diyabet™ diye anilan IGT ve IFG artik
“’Prediyabet™ olarak kabul edilmektedir. Her ikisi de diyabet ve kardiyovaskiiler
hastalik i¢in 6nemli risk faktorleridir. ADA ve EASD 2007 yilinda yayinlanan son
konsensus raporlarinda, 2003 yilindaki revizyona uygun olarak normal APG {ist
smirinin 100 mg/dl olmasint ve IFG/IGT kriterlerinin ve bu bozukluklar ig¢in

kullanilan ,,Prediyabet™ terimin degismemesi gerektigini savunmaktadir.
2. Tip 1 Diyabetes Mellitus

Juvenil baslangic diyabet olarak da bilinen Tip 1 diyabet, Langerhans adaciklar
olarak adlandirilan, pankreasin insiilin tireten B hiicrelerinin otoimmiin yikimidan
kaynaklanir. Yasa bagh olarak B hiicre kitlesinin %40-85’inde kayip goriiliir. Sonug
olarak, insiilin yoklugunda, glikoz hiicrenin igine giremez ve kanda birikir.
Hastaligin gelismesine gii¢lii bir genetik yatkinlik ge¢misi sahiptir ancak heniiz tam
olarak  anlagilamayan ¢evresel faktorlerin onun baglangicint  tetikledigi
disiiniilmektedir. B hiicrelerinin ablasyonunun bir sonucu olarak, kan sekeri
seviyelerini kontrol etmek i¢in insiilin uygulamas: gereklidir. Tip 1 diyabetliler
giinde bir¢ok kez insiilin kullanmal1 ve kan sekeri konsantrasyonlarini tam yasamlari
boyunca giinde 3-4 kez test etmelidir. Hayat kurtarict olmasina ragmen, bu miidahale
vaskiiler dejenerasyon, korlik ve bobrek yetmezligi gibi uzun vadeli
komplikasyonlar1 6nlemek i¢in yetersizdir. Bu nedenle, alternatif yaklagimlar aramak
son derece klinik 6nem tagimaktadir (Bonner ve ark., 2000; Dominguez-Bendala ve
ark., 2011). Mutlak insulin eksikligi vardir. Hastalarin %90’inda otoimmun (tip 1A),
%10 kadarinda nonimmun (tipIB) B hiicre yikimi vardir (Diyabetes Mellitus Ve

Komplikasyonlarmin Tani, Tedavi ve izlem Klavuzu, 2009).

a. Tip 1A diyabet: Riskli doku grubu yatkinligi zemininde gevresel tetikleyici
faktorler (virus, toksin, emosyonel stres vs.) ile tetiklenen otoimmunitenin
pankreas B hiicrelerini harap etmesi sonucu asagidakilerden bir veya daha
fazlasinin varligi, Tip 1 baslangicinin Ongoriiciileri olarak degerlendirilir

(Diabetes Care, 2016; Fakhfakh, 2011). Bunlar, Adacik hiicre otoantikorlar
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(ICAs), insiilin otoantikorlar1 (IAA), Glutamik asit dekarboksilaz enzimine
(GAD) kars1 otoantikorlar, tirosin fosfatazlar1 1A-2 ve IA-2 beta'ya karsi
otoantikorlar ve ZnT8 (¢inko transporter antikorlar1)’dir.

b. Tip 1B diyabet: Otoimmunite disindaki bazi nedenlerden dolay1r mutlak
insulin eksikligi sonucu gelisir. Otoantikorlar saptanmaz, nadir goriiliir.
(Ichinose, 2007) Tip 1 diyabetin  kalittimi Non-Mendelian’dir, en giiglii
yatkinlik genleri 6p21.3 kromozomunda HLA (Human Lokosit Antijeni)
bolgesinde lokalizedir (IDDM1) ve &zellikle HLA-DQB1, DRB1 ve
DQA1"in diyabetle iligkili oldugu gosterilmistir (Bluestone ve ark., 2010).

Kesin olarak iliskilendirilememekle birlikte birgok ¢evresel faktoriin genetik olan
kisilerde otoimmiin siireci tetikledigi 6ne stirlilmistiir; virtisler (ensefalomiyokardit
viriisii, Rubella viriis, Retroviriis, Reoviriis Tip 1,3, sitomegalovirus, Kabakulak
viriisleri), bakteriyel bazi toksinler (Streptozotosin (STZ), Alloxan, Vacor),
nitrosamin tiirevleri, nitritler ve diyetin (emzirme 6mriiniin kisaltilmasi, inek siitiine
erken giris, malnutrisyon) rol aldigi belirtilmistir (Filippi ark., 2008; Weintrob ve
ark., 2001).

3. Tip 2 Diyabet

Tiim DM tiplerinin %90-95’ini olusturur. (International Diabetes Federation, 2014)
Insiilinin yetersizligine ve/veya insiilinin etkiledigi reseptdrlerin bozukluguna baglh
gelismektedir. Genetik yatkinligin yaninda ilerlemis yas, fazla kilo alimi ve
hareketsizlik diyabete yakalanma riskini arttirmaktadir (Potdar ve ark., 2016; Nolan
ve ark., 2011).

4. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

Gebelik diyabeti, gebeliklerin%7'sinde goriilen ve hem anne hem de fetusta
potansiyel risk olusturan bir durumdur. (Hasdemir ve ark., 2014) Gebeligin genellikle
ikinci ve {glincii trimesterde geligir. Patogenezde insiilin direncinin artmasi

sorumludur (Ben-Haroush ve ark., 2004).
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5. Diger spesifik diyabet tipleri

B-hiicre fonksiyonlarmin genetik defekti (Monogenik diyabet formlari), insiilin
etkisindeki  genetik  defektler, pankreasin  ekzokrin doku  hastaliklari,
endokrinopatiler, ilag veya kimyasal ajanlar, immun aracilikli nadir diyabet formlari

ve diyabetle iligkili genetik sendromlar (Monogenik diyabet formlar1)’dir.

Otoimmun Diyabet: B hiicrelerinin dogal yapisi genetik ve ¢evresel faktorlerle
bozulur, sitokin ya da antijenik peptitleri salgilayarak immiin sistem elemanlarini
uyarir, HLA Class I molekiilleri hipereksprese olur. CD8+ sitotoksik T lenfositleri
aktive olur ve B hiicrelerine karsi nonspesifik immiin aktivasyonu baslatir, meydana
gelen insiilitis B hiicre 6liimii ile sonlanir. (Bluestone ve ark., 2010) Son yillarda
otoimmiin T hiicreleri ile reaksiyona giren bir ¢ok B-hiicre antijeninin ayirici
tanisinda klinik kullanimda en yaygin olarak kullanilan otoantikorlar “adacik hiicresi
sitoplazmik  otoantikorlar1  (ICA), “glutamik asid dekarboksilaza karsi
antikorlar(Anti-GAD ya da GADA), “insiilin otoantikorlar1 (IAA), “anti-tirozin
fosfataz antikoru(ICA-512 veya IA-2A; insiilinoma ile ilislkili otoantikorlar)”,“anti-
fogrin antikoru (IA-2B; insiilinoma ile ilislkili 2f otoantikor)” ve son zamanlarda
tanmlanan “¢inko transporter antikorlart (ZnT8A)” ve stres proteinleri (heat shock
protein-hsp 65)’dir (Salman ve ark., 2011; Schranz ve ark., 2004; Paronen ve ark.,
2004).

Diyabetes Mellitus Komplikasyonlari

Diyabetin akut komplikasyonlar1 hipoglisemi, diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik
non-ketotik koma iken, diyabetin kronik komplikasyonlari nefropati, retinopati,
kardiyo vaskiiler semptomlar ve seksiiel bozukluklardir (Pileggi ve ark., 2001; Couri
ve ark., 2006; Katuchova ve ark., 2012; Paek ve ark., 2014). Hipoglisemi, Diyabetin
en sik goriilen komplikasyonudur. Insiilin ile tedavi edilen hastalarda gériiliir. Kan
glukoz diizeyi 70 mg/dl civarma indiginde hipoglisemik adrenerjik semptomlar
(terleme, tagikardi, anksiyete, solukluk, bulant1 ve aglik hissi) hissedilmeye baslar
(ADA 2017). Diyabetik Ketoasidoz (DKA), insiilin ile kontra insiiler hormonlar
(glukagon, katekolaminler, kortizol ve biiyiime hormonu) arasindaki oranin, insiilin

aleyhine degismesi sonucu olusan, diyabetin akut ve metabolik bir
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komplikasyonudur (Diyabetes Mellitus Ve Komplikasyonlarinin Tani, Tedavi ve
[zlem Klavuzu, 2009).

1.1.6. Kok Hiicre Kavrami

Kok hiicrelerin 6zellikleri arasinda sinirsiz ¢ogalabilme, kendilerini yenileyebilme,
kendilerinden baska hiicrelere farklilasabilme, hasarli dokuya verildiginde dokuyu
onarabilme vardir. (Bose ve ark., 2014) Rejeneratif tipta birgok hiicre tipine
farklilasarak ¢ogalabilmeleri, ¢ok miktarda bulunmalari, kolay elde edilebilmeleri,
giivenli ve etkin sekilde alicilara nakledilebilmeleri nedeniyle tercih edilmektedir

(fKatuchova ve ark., 2015).

Farklilagsma kapasitelerine gére kok hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent,
oligopotent ve unipotent olarak adlandirilir. Totipotent kok hiicreler, bir organizmay1
olusturma kapasitesine sahip hiicrelerdir ve gobek kordonu, amniyon kesesi,
Wharton jeli ve plasentay1 olusturarak pluripotent, multipotent ve unipotent 6zellik
gosterebilirler. Pluripotent kok hiicreler, tim germ yapraklarina (endoderm,
ektoderm, mezoderm) ait dokular olusturabilirler fakat bir organizmay1 olusturacak
yetenekleri yoktur. Multipotent kok hiicreler, farklilagsmasi daha sinirli sayida olup
insan viicudunda sadece birkag hiicre tiirline dontisebilir. Unipotent hiicreler, tek bir

hiicre grubuna farklilagsma yetenegi olan hiicrelerdir (Fortier, 2005; Can, 2008).

Kok hiicrelerin baglica ii¢ temel 6zelligi vardir.

1) Self-renewal (kendini yenileyebilme): Ozellesmeden ¢ogalarak, organ ve
dokulara 6zgii 6ncii hiicrelere doniisebilmekte ve boliinme esnasinda bir yandan
oncii hiicreye farklilasacak olan hiicreyi iiretirken diger yandan kendi yedegini
almaktadirlar. En 6nemlisi asimetrik hiicre boliinmesi olmakla birlikte mikro
cevre (nis), hiicre-hiicre temaslari, adezyon molekiilleri, hiicreler aras1 baglanti
kompleksleri, ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiyiime faktorleri ve sinyal
yolaklar1 hiicre kaderini belirler (Can, 2008).

2) Plastisite (farklilagsma): Olgun bir hiicre olmak i¢in gergeklesen biyokimyasal ve
fenotipik olaylarmn tiimiidiir ve gerceklesmesinde gen ifadesinin yonlendirmesi ya

da kendi programi rol oynar. Plastisite bir hiicrenin koken aldigr dokudan bagka
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bir dokuya farklilasabilme ozelligidir (Sahin ve ark., 2005). En Onemli
mekanizma epigenetik kontroldiir ve bunlar1 birbirinden ayiran etken gen
ifadesidir. Kok hiicre, Onciil hiicre ya da ozellesmis hiicre mi olacagi buna
baglidir. DNA ve histon metilasyonunun rolii 6nemlidir (Can, 2008; Rossant,
2008; Santos F ve ark., 2002).

3) Pluripotensi (kokliilik): Ug¢ germ yapragi ve tiirevlerine farklilasabilme
yetenegidir. Hiicrelerin yiizeyinde yer alan, hiicrede sinyal yolaklar1 veya hiicre-
hiicre yapisma belirtegleri kullanilarak kok hiicre tipi  belirlenebilir. Bu
belirteglerden birgogu farklilasma kiimeleri (Clusters of differentiation; CD)
olarak bir baslik altinda toplanmustir (Weissman, 2000; Cavaleri ve ark., 2009).

1.1.6.1 Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler elde edildikleri kaynagina gére embriyonik kok hiicreler ve embriyonik
olmayan kok hiicreler olarak ikiye ayrilirlar. Embriyonik kok hiicreler, embriyonun
erken gelisim siirecinde blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicrelerdir.
Embriyonik olmayan kok hiicreler ise; eriskin kok hiicreler, fetlis kok hiicreleri,
kadavradan elde edilen kok hiicreler, gobek kordonu ve plasenta kok hiicreleridir

(Can, 2014).

1) Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Blastokist agsamasindaki embriyonun i¢ hiicre kitlesinde yer alan, pluripotent
karakterde, farklilasmadan simirsiz béliinebilme kapasitesindedir (Can, 2014;
Kirschstein, 2001).

2) Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler (Yetiskin Kok Hiicreler)

Hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre (MKH)’ler en ¢ok calisilanlar olup
multipotent o6zellikte, kas ve iskelet sistemi, kalp ve damar sistemi, sinir sistemi,
sindirim sistemi, epitel doku, testis ve ovaryum kok hiicreleri unipotent 6zellikteki
diger yetiskin kok hiicrelerdir (Can, 2014).
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2.1. Hematopetik kok hiicreler (HKH)

Kendi kendine yenileyebilme ve biitiin matir kan hiicrelerine farklilasabilme
ozellikleri vardir. Kemik iligi, periferik kan, kordon kani ve fetal karacigerden elde
edilebilirler. Yiizey belirtecleri baslica, CD34, CD14, CD45 ve CD133’diir (Wang ve
ark., 1997; Miiller-Sieburg ve ark., 2002).

2.2. Stromal (Mezenkimal) kok hiicreler (MKH)

Erigkin vaziyette kok hiicre olup hiicrelerin bag dokularinda bulunur. Yag, kemik,
kikirdak, kas, tendon, ligament gibi farkli hiicrelere doniisebilme, plastik yiizeye
yapismasl ve in vitro ¢ogalabilmesi, stromal karakterindeki yilizey antijenlerini
tasimast ve multipotent farklilasma (adipojenik, kondrojenik ve osteojenik)
kapasitesine sahip olmasi nedeniyle MKH denilmektedir (Matur ve Solmaz, 2011,
Ra ve ark., 2011; Kim ve ark., 2012; Baer ve Geiger, 2012; Kirschstein, 2001).
Farklilasma ile c¢oziinebilen faktorler salgilayarak doku ve organ birlesmesine
yardimci olarak gen aktarimini saglar. Hasarli doku tarafindan salgilanan sitokinlere
dogru hareket ederek immiinmodiilatdr, antiapoptotik, antiinflamatuvar ve
angiogenik rol oynarlar (Dominici ve ark., 2012; Matur ve Solmaz, 2011; Ra ve ark.,
2011; Li ve ark., 2014). 2008 yilinda Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi
(ISCT)’nin fikir birligiyle MKH olarak siniflandirmak igin; hiicrelerin kiiltiir
ortaminda plastik yiizeye tutunabilmeleri, yiizeylerinde CD105 (SH2), CD73
(SH3/4) ve CD90 gibi hematopoetik olmayan hiicre yiizey belirteclerini eksprese
ederlerken, CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR (insan
16kosit antijeni-DR) gibi tipik hematopoetik belirtecleri eksprese etmemeleri, in vitro

ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilagabilmeleri gerekmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim acisindan avantajlari; ilgili doku
hiicrelerinin gelisim ve fonksiyonuna stromal destek ile katki saglamalari, yiiksek
farklilagsma 6zelligiyle hasarli hiicre ile fiizyon yetenegi olmasi, ¢oziinebilen faktorler
(Unal ve ark., 2008) ile hiicre/doku tamiri, migrasyon 6zellikleri ile hasarli dokuya
ulasabilme, ¢ogunlukla immiinsiipresif/non-immiinojenik o6zellikte olmalari, gen

transferi kolayligi nedeniyle gen tedavisi i¢in uygun olmalari, enzimler (or.
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Lizozomal enzim) salgilayarak kalitsal hastaliklardaki enzim defektlerinin yerine

koyulabilme potansiyeli iken,

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim a¢isindan en 6nemli dezavantajlari;
sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle in vitro kiltir ortaminda haftalarca siiren
kiiltiirlerde ¢ogaltilmasi, ciddi bir teknoloji, alt yapi, deneyim gerektirmesi ve
maliyetinin fazla olmasidir. Bu islem i¢in gerekli tiim in vitro islemlerin uluslararasi
kabul edilmis standartlarda iyi liretim uygulamalar1 nedeniyle az sayida merkezde
klinik kullanima uygun mezenkimal kok hiicre liretimi yapilmaktadir ve literatiirde
bildirilen hasta sayisi olduk¢a azdir (Dominguez-Bendela ve ark., 2012; Ankrum ve
ark., 2010).

En ¢ok kullanilan MKH kaynaklar1; Kemik 1ligi Kokenli Kok Hiicreler (BM-MSC),
Adipoz Doku Kokenli Kok Hiicreler (ASCs), Warton Jeli Kokenli Kok Hiicreler
(WJ-MSCs), Kas Kokenli Kok Hiicreler (M-MSCs), Deri Kokenli Kok Hiicreler
(SSCs), Periosteum Kokenli Kok Hiicreler (P-MSCs), Sinoviyal Membran Kdkenli
Kok Hiicreler (SM-MSCs), Trabekiiler Kemik Kokenli Kok Hiicreler (TB-MSCs),
Peridontal Ligament Kokenli Kok Hiicreler (PDL-SCs)’dir.

Organlarda yerlesik kok hiicreler: Bulunduklari dokuda hiicre 6liimii veya doku
hasar1 meydana geldiginde kismen dokuyu tamir ederler. Beyin, spinal kord, dis
kokii, kan damarlari, ¢izgili kas, derinin epitel tabakasi, sindirim sistemi, kornea,

retina, karaciger ve pankreas ornek olarak verilebilir.

Kanser Kok Hiicreleri: Cesitli kanser hiicresi tiplerinde, hiicrelerin, kok hiicrelerde
de bulunan yiizey belirteclerine sahip olduklar1 gosterilmistir. Kanser hiicrelerinin
kok hiicreler ile olan benzerlikleri, asimetrik hiicre boliinmesi 6zelligi gostermeleri,
kendini yenileme i¢in kullanilan Wnt, Sonic Hedgehog (SHH), Notch gibi ortak
sinyal yolaklarina sahip olmalari, benzer transkripsiyon faktorleri (Oct-4, Nanog,
Sox2, Nodal, KIf4 gibi) eksprese etmeleri, ilaglara karsi direng gdstermeleri,
metastaz ve belirli bir bolgeye yerlesme ile ilgili ortak ylizey reseptorlerine (CXC4,
CD133, c-kit, c-met) sahip olmalar1 seklinde 6zetlenebilir. Kok hiicrelerin kendini
yenileme ve asimetrik bdoliinme oOzellikleri, kanser hiicresindeki telomeraz

aktivitesindeki artisla birlesince hiicrelerin malign karakter kazanip gé¢ etmeleri
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(metastaz), apopitozu engellemeleri, hiicre zarindaki tasiyict mekanizmalari
degistirmeleri ve tutunmadan biiyiiyebilmeleri gibi nitelikler belirginlesir ki bunlar
kanser tiimor hiicrelerinin de 6zellikleridir. Bunlarin yani sira 6zellikle embriyonik
kok hiicrelerde varligi bilinen bazi hiicre sinyal yolaklarinin ve bunlarda rol alan
proteinlerin bazi kanser tiirlerindeki asir1 diizeye eristigi veya bozuldugu ortaya

cikartlmistir.

1.1.6.2. KoKk hiicrelerin klinikte uygulama alanlari

Mezenkimal kok hiicreler farkli hiicre tiplerine doniisiim kapasitelerinin yaninda
immiin baskilayic1 ve trofik etki potansiyeline sahip olma 6zellikleri nedeniyle 1990
yilindan beri klinik kullanima uygunluguyla ilgili bir¢cok calisma gerceklestirilmistir.
Ik olarak kanserli hastalarda kemik iligini desteklemesi amaciyla klinikte kullanilan
MKH’ler daha sonra Graft Versus Host Hastaligi (GVHD), Crohn hastaligi basta
olmak tizere organ nakillerinde, akut ve kronik bobrek yetmezliginde, tip 2 diyabet,
osteoartrit, MS gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmigtir. Konu ile ilgili
deneyimler arttik¢a tedaviler iizerine etkilerinin artmasi1 beklenmektedir (Gorabi ve
ark., 2016; Li ve ark., 2015; Brooke ve ark., 2007).

Erken baslangi¢ yasindan dolayr "juvenil diabet" olarak adlandirilan Tip 1 diyabet
(T1D), pankreastaki insiilin tireten beta hiicrelerinin otoimmiin yikimindan
kaynaklanan diyabetes mellitus tiiriidiir ve toplam diyabetik popiilasyonun %5-
10'unu etkiler. Giiniimiizde tedavide ilk olarak tercih edilen pankreas nakli, nakil
bekleyen hasta sayis1 fazlaligt ve verici pankreasin smirli tedarikinden dolay1
sinirhdir.  T1D'nin  baskin tedavisi olan insiilin enjeksiyonu, hiperglisemiyi
iyilestirmek igin etkili olmakla birlikte otoimmiiniteyi azaltmak ve kaybedilen
adaciklart yenilemek icin etkilili degildir. Son yillardaki arastirmalar MKH'lerin
implantasyonunun insiilin iireten hiicrelere direkt transdiferentasyon yoluyla degil,
parakrin etkileri yoluyla glikoz seviyelerini diigiirdiigiinii gostermistir. Bu nedenle,
bu hiicreler pankreatik adaciklar ile kotransplantasyon sonrasi seker hastaligim
kontrol etmek ic¢in pro-anjiyojenik ve immiinomodiilator etkiler kullanabilirler.
MKH'er, kemik iliginde, yag dokusunda, gobek kordonu kani ve bircok diger

dokuda bulunan yetiskin kok hiicrelerinin tiiriidiir. Kendini yenileme potansiyeli ve
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transdifferentasyon kabiliyeti olan MKH'ler, in vitro olarak genisletilebilir ve

nispeten daha az ¢abayla cesitli hiicre soylarina yonlendirilebilir.

MKH'ler, iy1 tanimlanmis hipoimmunojenisite ve immiin modiilator etki gosterirler.
Tiim bu 6zellikler MKH'leri Tip 1 Diyabet tedavisinde cazip kilmaktadir (Brooke ve
ark., 2007; Li ve ark., 2015; Madec ve ark., 2009; Ankrum ve ark., 2010). Ancak
giiniimiizde halen diyabet tedavisine yonelik MKH nakli ¢alismalar1 deneysel
asamadadir ve elde edilen sonuglar, metabolik isleyisi ¢cok yonlii olan diyabet icin
yeterli goriilmemekte, cesitli fizyolojik unsurlar degerlendirilerek daha ¢ok veri ile

karsilastirilmasi gerektirmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Kurul

Calismamiz kapsaminda o&ncelikle Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik
Kurulu'ndan (AKUHADYEK) 49533702/169 sayr numarali etik calisma onay1

alindi.

2.2. Kimyasal Maddeler

Calismamizda Xylene, Saf Alkol, %90 Alkol, %80 Alkol, %70 Alkol, Harris
Hematoksilen ve PBS Tablet SIGMA-ALDRICH’den; Eosin Y, Sitrat Buffer, Ultra
V Block, Primer Antibody Enhancer, HRP Polymer, AEC Single Solution ve Su
Bazli Kapatma Solusyonu THERMO-SCIENTIFIC’den; Hidrojen Peroksit ve
Mayers Hematoksilen ADR’den; PAS Kit ve Entellan MERCK’den; Anti-GFP
Antikor ABCAM(ab290) Firmasindan temin edilmistir.

2.3. Deney Hayvanlari
2.3.1. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi ve Saklanmasi

Calismamizda agirliklart 250-300 gm arasinda degisen toplam 24 adet Wistar -
Albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar 21+1°C sicaklik ve %45-55 nem olan
ortamda 12/12 1s1k siklusu g6z oniinde bulundurularak polikarbon kafeslerde Afyon

Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde beslendi ve biiyiitiildii.

2.3.2. Deney Gruplari

Bu hayvanlar oncelikle her grupta 6 hayvan olacak sekilde asagidaki gosterildigi

lizere 4 gruba ayrilmistir;
Grup 1. STZ Grubu (Diabetus Mellitus Olusturulan) (n=6)

Bu gruptaki hayvanlara Streptozocin metodu ile diyabet modeli olusturmak icin

kullanilan metod uygulanmak suretiyle hayvanlar diyabetize edildi.

Grup 2. STZ+Insiilin (i.p) Uygulama Grubu (n=6)
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Diyabetize edilmis ratlara 0,5 IU/Kg insiilin dozu i.p. uygulanan grup
Grup 3. STZ+GFP Isaretli MKH (i.p) (n=6)

Diyabetize edilmis ratlara MKH 1 milyon hiicre/Iml miktarda MKH

intrapankraetik olarak uygulanan grup
Grup 4. STZ+Insiilin (i.p) +GFP Isaretli MKH (i.p) (n=6).

Diyabetize edilen hayvanlara hem 1 milyon hiicre/Iml MKH intrapankreatik, hem de

0,5 IU/kg insiilin dozu i.p. Insulin eszamanl1 uygulanan grup.

2.3.3. Deney protokolii
2.3.3.1. Ratlarn Diyabetize etme

Calismada ratlarda diabet olusturmak icin Streptozosin (STZ) protokolii kullanildi
(Ventura-Sobrevilla J ve ark.2011). Bu protokole gore taze ve buz iizerinde
hazirlanmis Sitrat tampon igerisinde 50 mg/mL streptozotosin (STZ) olacak sekilde
STZ tartilip ¢ozdiiriilerek, ratlara agirliklarina uygun olacak hacimlerde 50 mg/kg
dozunda periton i¢i (iP) yolla tek doz uygulandi. Diyabet olustugu 22 giin boyunca
her giin kuyruk kani dl¢limii ile ispatlandiktan sonra gruplar olusturuldu. Hayvanlar
uygun kosullarda saklandi ve beslendikten sonra ¢alismada 4 grup olusturuldu.
Diyabet olustugunu ispat etmek i¢in Streptozosin verildikten sonra her giin kuyruk
veninden Olcililen kan glukoz seviyesi 200-300 mg/dL’den biiylikse bu siganlar
diyabetik kabul edildi. Asagida STZ uygulanan grupta yer alan ratlarin kan glikoz

seviyesindeki degerler verilmistir.

2.3.3.2. insulin dozu hazirlama

Deney siiresince diyabet olusturulmus ratlarda hizl etkili insiilinden (humolog) 1 ml
(100 TU) alinarak, 199 ml serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek her mililitresinde 0,5
IU instilin bulunan ¢ozelti hazirlandi ve her bir ratin o anki agirligi belirlendikten

sonra ratlara i.p. yolla 0,5 1U/kg dozunda uyguland:.
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2.3.3.3. MKH hiicreleri eldesi

Calismada KOGEM arastirma ve uygulama merkez laboratuvarlarinda lentiviral

uygulama ile GFP isaretlemesi yapilmis Mezenkimal kok hiicre hatti satin alindi.

2.3.3.3.1. Hiicre Kiiltiirii ve Deneysel Prosediirler

Hiicre hatt1 %10 FBS (Fetal Buzagi Serum), 100 iinite / ml penisilin ve 100 ug / ml
streptomisin ile destekli DMEM: F12 ile hazirlandi ve 37 °C' de %5 CO2 ortaminda
inkiibe edildi. MKH hiicreleri 75 ¢cm2 flasklara ekildi ve deneylerden 1-2 giin 6nce
biiylimeye birakildi. Konfluans oran1 %70-80 elde edildiginde, kiiltlir ortami, 20 uM
BaP (C20H12>%96 saf) igeren yeni bir taze medyum ile 48 saat siireyle degistirildi.
BaP ilk once siilfoksit (DMSO) icinde ¢oziildii ve daha sonra DMSO’nun final
konsantrasyonu %0.1’den daha az olacak sekilde kiiltiir ortamina eklendi. Medyum,
BaP’1n sabit konsantrasyonunu korumak i¢in giinliik olarak degistirildi. Tripan Blue
testi ile hiicre viabilitesi 6l¢iildi. MKH hiicreleri ise hayvanlarin diyabetize oldugu
kesinlestikten sonraki giin 600.000 hiicre olacak sekilde i.p olarak tek dozda verildi
(Resim 2.1).

Resim 2.1. Deneklere intrapankreatik MKH enjeksiyonu
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2.3.4. Deney Hayvanlarindan Orneklerin Alinmasi

Deney sonunda gruplardaki hayvanlar dekapite edildi. Biyokimyasal analiz ve
parametrik degerlendirme i¢in ratlardan kan alinarak, kan glukoz ve insiilin diizeyleri
AKU Tip Fakiiltesi Biyokimya AD laboratuvarlarinda analiz edildi. Pankreas dokusu
cikartildiktan sonra histokimyasal olarak Hematoksilen Eozin, immunohistokimyasal
olarak GFP boyamas1 yapildi. Bu sayede MKH dagilimi da takip edilebildi.

2.4. Histolojik Degerlendirme

2.4.1. Histolojik Takip

Alinan pankreas %10 Noétral Formalin i¢ine konularak 3 fikse edildi. Sirasiyla %70,
%80, %90’lik alkollerde ve 2 kez saf alkolde 45’er dakika, sonrasinda Xylene
soliisyonunda 15 dakika. ve 30 dakika, sivi parafinde 2 kez 1 saat bekletildi. Parafin
bloklara gomiildii. Bu bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerden
rutin boyama i¢in normal lam {istline, immunohistokimyasal incelemeler igin
polilizinli lam {izerine kesitler alindi. Normal lamlara alinan kesitler deparafinize
edildikten sonra genel degerlendirme i¢cin Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Polilizinli
lamlar iizerine alinan kesitler GFP ile immunohistokimyasal olarak boyandi.

Boyanan kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi.

2.4.2. Histokimyasal Boyama

Elde edilen kesitlerde dokular genel histolojik degerlendirme igin Hematoksilen

Eozin boyamasi ile boyandi.

1. Deparafinizasyon
e Dokular parafinden arinmasi igin 65 OC lik etiivde 1 gece bekletildi.
e Ertesi sabah 2 saat Xylene soliisyonunda bekletilerek preparatlar
temizlendi.
2. Rehidratasyon
o Saf alkolde 1 dakika
e %90 alkolde 1 dakika
e %80 alkolde 1 dakika
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e %70 alkolde 1 dakika
e (Cesme suyunda yikama
3. Boyama
e Hematoksilen 3 dakika
4. Akarsuda bolca yikand1
5. Boyama
e FEozin 2 dakika
6. Dehidratasyon
e %70 alkolde yikama
e %80 alkolde yikama
e %90 alkolde yikama
e Saf alkolde yikama
7. Xylene soliisyonunda bekletildi
8. Entellan ile kapatildi.

2.4.3. immunohistokimyasal Boyama

1. Deparafinizasyon
a. Dokular parafinden temizlenmeleri i¢in 65 °C lik etiivde 1 gece
bekletildi.
b. Ertesi sabah 2 saat Xylene soliisyonunda bekletilerek preparatlar
temizlendi.
2. Rehidratasyon
a. Saf alkolde 2 kez, 5 dakika
b. %90 alkolde 5 dakika
c. %80 alkolde 5 dakika
d. %70 alkolde 5 dakika
e. Distile suda yikama 5 dakika
3. Antijen Retrieval:
a. Antikorlarin alindigr firmanm oOnerileri dogrultusunda lamlar sitrat
buffer (pH 6.0) ile mikrodalgada 26 dakika kaynatildi.
b. Sitrat buffer i¢inde disarida 20 dakika sogutuldu.
4. PBS ile 3 kez yikandi.
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5. 12 dakika %3 Metanol+Hidrojen peroksitte bekleterek preparatlardaki
peroksidaz aktivitesinin kaldirilmasi saglandi.

6. PBS ile 2 kez yikand.

7. Hidrofobik kalem (PAPPEN) ile dokularin ¢evresini ¢izildi.

8. Sekonder HRP kit i¢indeki Protein blok damlatilip oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Zemin boyamasinin giderilmesi saglandi.

9. PBSile 1 kez yikand.

10. Isaretleme

11. Primer antikor 1:50 oranda sulandirildi ve lamlarin iizerine damlatildi.

12. Buzdolabinda 1 gece inkiibe edildi.

13. Ertesi sabah alinarak oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

14. PBS ile 3 kez yikand.

15. Antijen Antikor Reaksiyonunu belirleme

16. HRP conjugate damlatilip oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

17. PBS ile 4 kez yikand.

18. Renklendirme

19. AEC single soliisyon damlatilip oda sicakliginda 10-12 dakika bekletildi.

20. Distile suda bekletildi.

21. Z1it Boyama

22. Mayers Hematoksilen’de 25 saniye bekletilerek zit boyama yapildi.

23. Cesme suyu ile 2 kez yikandi.

24. Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatilmasi.

2.5. Preparatlarin Degerlendirilmesi ve Goriintii Analizi

Histokimyasal olarak Hematoksilen Eozin ile boyanan preparatlarda tiim gruplarda
151k mikroskobu altinda genel histolojik degerlendirme yapildi. Ancak bilindigi lizere
1 kesitteki pankreas dokusu biiylikliigli deneyde rat kullanilmasi1 nedeniyle kiigiik
oldugu i¢in Langerhans adacik sayisi istatistiksel olarak karsilastirilma yapilabilme
degerlerinin ¢ok altinda kaldig: i¢in istatistiksel olarak degerlendirme yapilmayip
sadece genel histolojik 6zellikler degerlerlendirildi. Bu amacla dokulardaki infiltratif
hiicre gocli, Odem, dejeneratif hiicre varligi/oran1 ve neovaskiilarizasyon

degerlendirildi.
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Immunohistokimyasal boyamada ise pankreas yapisinda bulunan GFP isaretli
mezengimal kok hiicrelerin pankreas i¢i dagilimlar incelenerek yapilan enjeksiyon

sonucu verilen MKH’lerin pankreas i¢inde yerlesiik olup olmadiklar teyit edildi.

2.6. Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal olarak tiim gruplarda kan glukoz degerleri Roche/Hitachi cobas ¢ kit
ve kan insiilin diizeyleri ECLIA (Electrokemiliiminesans immiinolojik testi) Elecsys,

cobas e kit sistemleri ile invitro olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Ratlarin diyabetize edilmesi ve sonrasinda tedavi uygulamalar1 islemlerinde her
grupta kuyruk kanindan alman kan Orneklerinde yapilan gilinlik AKS

degerlendirilmesinde asagidaki degerler elde edildi.

STZ Grubu 21 Glnltk AKS Degerleri
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Sekil 3.1. STZ Grubu 21 Giinlik AKS Degerleri

STZ+INS Grubu 21 Guinliik AKS Degerleri
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Sekil 3.2. STZ+INS Grubu 21 Giinliik AKS Degerleri
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STZ+MKH 21 Glinlik AKS Degerleri
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Sekil 3.3. STZ+MKH Grubu 21 Giinliik AKS Degerleri

STZ+MKH+INS Grubu 21 Giinliik AKS Degerleri
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Sekil 3.4. STZ+MKH+INS Grubu 21 Giinliik AKS Degerleri

Hematoksilen Eozin ile boyanan pankreas dokusunun histolojik inceleme sonucu
kesitler ayri ayri 1s1ik mikroskobu altinda degerlendirildiginde STZ ile diyabet
olusturulmus diyabetik gruptaki ratlarin kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda
diyabetik grupta Langerhans adaciklarinin daha kii¢iik ve sayisinin daha az oldugu
tespit edildi (Resim 3.1).
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Insiilin verilen diyabetik ratlarin degerlendirilmesinde ise STZ kaynakli diyabetik
grup ile karsilastirildiginda, adacik sayisinda degisim olmadigi parankim {izerinde
belirgin dikkati ¢eken bir yapisal diizelme olmadig1 az sayida yeni damar olusumu

oldugu tespit edildi (Resim 3.2).

Sadece MKH verilen G3 grubu diyabetize ratlarda ise pankreas i¢in az sayida olsada
stromanin yapisinda belirgin bir degisiklik olmadig1 adacik hiicrelerinin hala kiiglik
ve az sayida oldugu diger yandan olumlu bulgu olarak sadece yeni damar
olusumlarinin G2 grubuna gore daha belirgin oldugu goriintiilendi (Resim 3.3).
Bununla birlikte, hem MKH verilen hemde Insulin uygulanan diyabetize ratlarin
pankreas dokularinin incelenmesinde stromanin nispeten daha homojen oldugu
neovaskiilarizasyonun nispeten daha artmis oldugu ve Langerhans adaciklarinin
gerek yapisinin ve gerekse hiicresel yapilanmasinin diger gruplara gére daha iyi
oldugu gozlendi (Resim 3.4). Yapilan incelemede nekrotik dejeneratif asiner hiicreler
veya adacik hiicre olmadigi ve asinus yapisinda Odemin azaldigi ve

neovaskiilarizasyonun belirginlestigi gézlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Gruplar arasinda histolojik degisikliklerin semikantitatif degerlendirilmesi

Odem Neovaskiilazisyon Inflamatuar Nekrotik hiicre | Toplam
hiicre gogii varligi
G1 STZ grubu + - + - 2
G2 STZ+INS grubu + + - - 2
G3 STZ+MKH grubu + ++ - - 3
G4 STZ+MKH+INS + +++ - - 4
grubu
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Resim 3.1. STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda pankreas dokusunun gériinimii (Hematoksilen
Eozin. X10)

Resim 3.2. SZ ile diyabet olusturulmus ve Insulin uygulanmis ratlarda pankreas dokusunun
goriiniimii (Hematoksilen Eozin. X10)
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Resim 3.3. STZ ile diyabet 1u$turulmu§ ve MKH Verlmis ratlarda paeas dokusunun goriinimii
(Hematoksilen Eozin. X10)

Resim 3.4. STZ ile diyabet olusturulmus ve Insulin ve MKH uygulanmis ratlarda pankreas dokusunun
goriiniimii (Hematoksilen Eozin. X10)
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Anti-GFP antikorlar ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonucu elde edilen
GFP isaretli MKH hiicrelerinin boyanmasinda ise STZ ile diyabet olusturulmus G1
grubu ratlarda (Resim 3.5) ve sadece insiilin ile tedavi goren diyabetik ratlarin
oldugu G2 grubunda hig¢bir GFP isaretli MKH’ye (Resim 3.6) rastlanmadi ki zaten
bu gruplara hiicre enjeksiyonu yapilmadigi i¢in bu normal bir bulgu olarak kabul
edildi. Zaten calismada olas1 bir teknik hatanin kontrolii i¢in bu gruptakiler,
beklenmemesine karsin, GFP boyamasi ile diger gruplarlarla es zamanli boyandi.
Grup 3’te yer alan ve MKH uygulanan hayvanlarin pankreas dokularinin
incelenmesinde ise stromada yayilmis halde GFP isaretli MKH’ler gozlemlendi
(Resim 3.7). Diger yandan pankreasa yakin lenf nodlarinda da hiicrelerin bir
kismmin mevcut oldugu gozlendi (Resim 3.8). Dolayisiyla intrapankreatik
enjeksiyonun insiilin enjektoriiniin boyutu gézoniine alindiginda dogru batin lojuna
yapildigina karar verildi. Insulin ve MKH uygulanan diyabetik ratlarda ise
Langerhans adaciklart i¢inde GFP isaretli MKH’ler gézlemlendi (Resim 3.9).

Diger yandan Grup 4’te yer alan ratlarda neovaskiilarizasyonun belirgin olmasi,
Langerhans adaciklarinin daha iri olup diizenli bir hiicre yapilanmasina sahip olmasi
verilen hiicrelerin istenen bdlgelere yerlesip hiicresel anlamda olumlu rejenerasyon
olusturdugunu ve pankreas dokusunda reperasyon olusturdugunu ortaya koymustur
(Resim 3.10). Bununla birlikte, kan seker degerlerinde diismenin sadece insiilin
uygulanan gruplarda olmasi ama MKH uygulanan grupta olmamasi ve yatay seyir
gostermesi dokularda rejenerasyon ve reperasyonuna bagli bir kan sekeri
diistikliiglinin MKH bagimli olmadigin1 ve insiilin bagimli oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica Tablo 3.2°deki veriler esliginde instilin seviyeleri degerlendirildi.
STZ grubunda serum insiilin diizeylerinde anlamli bir azalma gézlemlenirken, MSC
ile tedavi edilen grupta serum insiilin diizeylerinde bir degisiklik gézlemlenmedi. Bu
bakimdan degerlendirilme yapildiginda ¢alismanin sonucu olarak; diyabetik ratlarda
MKH hiicreleri sadece stromal hiicrelerde ve adacik yapilanmasinda olumlu yonde
katki yapmasina karsin, insiilin diizeyinde degisiklige neden olmadigini ortaya

koymustur.
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Resim 3.5. STZ uygulanan gruptaki ratlarda GFP isaretli MKH hiicrelerini gostermek igin yapilan
GFP boyamasi (anti-GFP primer antikor x10)

Resim 3.6. G2 gruptaki Insulin verilen diyabetize ratlarda GFP isaretli MKH hiicrelerini gdstermek
i¢in yapilan GFP boyamas1 (anti-GFP primer antikor x10)
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Resim 3.7. G3 gruptaki MKH verilen diyabetize ratlarda GFP isaretli MKH hiicrelerinin stromada
goriiniimii (anti-GFP primer antikor x10) (— immiinopozitif hiicreler)

Resim 3.8. G3 gruptaki MKH verilen diyabetize ratlarda GFP isaretli MKH hiicrelerinin pankreasa
yakin lenf nodunda gériiniimii (anti-GFP primer antikor x10) (— immiinopozitif hiicreler)
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Resim 3.9. G4 gruptaki insulin ve MKH verilen diyabetize ratlarda GFP isaretli MKH hiicrelerinin
pankreas yapisindaki Langerhans adaciklar1 yapisinda goriiniimii (anti-GFP primer antikor x10)
(—immiinopozitif hiicreler)

Tablo 3.2. Insulin tablosu

Gl 11,80 11,70 11,20 12,20 12,10 12.0
G2 103 105 102 108 107 104
G3 35 36 32 40 38 37

G4 101 103 100 106 105 102
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Sekil 3.5. G1, G2, G3 ve G4 gruplarindaki serum Insulin seviyeleri
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5. TARTISMA

Diyabet (DM), insiilinin eksikligi ya da etkisindeki defektler nedeniyle organizmanin
karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, siirekli bakim
gerektiren, kronik metabolizma hastaligidir. Juvenil baslangicli diyabet olarak da
bilinen Tip 1 Diyabet, pankreastaki insiilin {ireten B hiicrelerin immiin aracili yikimi
sonucu olusur ve B hiicre tahribati geri doniisiimsiizdiir. Sonu¢ olarak, normalde
insiilin iireten pankreasin adacik hiicreleri yok edilir, glikoz hiicrelere giremez ve
kanda glikoz birikir (Beati ve ark., 1997). Kandaki glukoz seviyesinin anormal
derecedeki yiiksek miktar1 kalic1 gorme bozuklugu, felg, néropati, bobrek yetmezligi,
kalp hastalig1 ve ampiitasyonlar1 kapsayan diyabet komplikasyonlarmin ¢ogundan
sorumludur (Chen ve ark., 2004). Diyabetin goriilme sikliginin artis1 ve yol acgtigi
yilksek maliyet, akut ve kronik donemde olusturdugu mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar1 géz oniinde bulunduruldugunda, giin igerisinde
glisemik kontrol saglanmali ve hastalik iyi tedavi edilmelidir. Tip 1 Diyabetin
giiniimiizde kesin bir tedavisi olmamasi ile birlikte en yaygin kullanilan klinik tedavi
uygulamas1 ekzojen kaynakli insiilin replasmanidir (Bellin ve ark., 2012). Insiilin
tedavisine ragmen, hastada insulin direncinin artmast ve uzun siireli insiilin
kullanimina ragmen kan sekerinin kontroliiniin tam olarak saglanamamasina bagh
gec diyabetik komplikasyonlarin gelismesi, morbidite ve mortalite oranlarim
arttirmaktadir. Bu nedenle hastalifin tedavisi i¢in giliniimiizde alternatif tedaviler
aragtirma ihtiyact bulunmaktadir. Bu uygulamalar i¢inde pankreas adacik nakilleri,
eksojen insiilin uygulamalar1 ve kok hiicre tedavileri bulunmaktadir. Son yillarda
lizerinde yapilan ¢aligmalarla alternatif bir tedavi yontemi olarak diisiiniilmekte olan
kok hiicre tabanli yerine koyma tedavileri yer almaktadir. Arastirmacilar adaciklarda
B hiicrelerinin rejeneratif potansiyelinin arttirilmasiyla otoimmun 3 hiicre hasarini
karsilayabilecegini ve sonugta Tip 1 Diyabetin tedavisi i¢in alternatif bir model
olabilecegini diisiinmektedirler (Lechner 2002; Banerjee, 2003). Farkli stratejiler
izlenilmesine ragmen bu calismalarda ortak amag diyabetik hayvan modellerinde
intrapankreatik ya da adaciklarda kok veya onciil hiicrelerinin varliinin devam
ettigini gostermek, bu onciil veya kok hiicrelerin degisen kosullara yanit olarak

intrapankreatik f hiicre rejenerasyonuna katki saglayip saglamadiklarini test etmek
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ve P hiicre rejenerasyonunun ya da neogenenezin diyabet tablosuna olasi etkilerini
aragtirmaktir. Osteositlere, adipositlere ve kondrositlere mezodermal soyuna 6zgii
farklilasan eriskin kok hiicreler olan MKH'lerin izolasyon, hipo-immiinojenisite ve
immiinomodiilator 6zellikleri, yetiskin kok hiicre bazli tedavi i¢in ideal bir aday ve
bunlarin  gen  tasiyicilart  olarak  kullanilmasint  saglar. MKH'lerin
immiinomodulatorler olarak kullanimi hiicre / organ nakli, doku onarimi, otoimmiin
hastaliklar ve GVHD o6nlenmesinde arastirilmistir. Bugiline kadar yapilan diyabetik
hayvan modeli ¢alismalarinda MKH (Ezquer ve ark., 2012; Wu ve ark., 2014,
Ezquer ve ark., 2008), stellat hiicresi (Zhang ve ark., 2014), noralkrest (Grapensparr
ve ark., 2015) gibi farkli hiicrelerle birlikte adacik hiicrelerinin bobrek kapsiilii,
portal ven, omentum gibi farkli viicut bolgelerine nakilleri yapilmis, adacik hiicre
kitlesini destekleyici 6zellikte biyouyumlu doku iskeleti (skafold) kullanilmistir
(Coronel ve Stabler, 2013). Ayrica embriyonik kok hiicre ve indiiklenmis pluripotent
kok hiicre kdkenli beta hiicrelerinin in-vitro ortamda iiretilmesine yonelik ¢aligmalar
yapilmistir (Pagliuca ve ark., 2014; Rezania ve ark., 2014). MKH ile adacik
hiicresinin birlikte yapildig1 transplantasyon c¢aligmalarinda, MKH’lerin cesitli
biiyiime faktorlerini salgiladigi, salgilanan bu faktorlerin kanlanmayi artirdigi,
MKH’lerin beta hiicre proliferasyonunu uyardigi, greftin apoptosisini azalttidi,
immiin hiicrelerin greftin infiltrasyonuna aktivasyonunu ve pro-inflamatuvar
sitokinlerin salinimini engelledigi ortaya konmustur (Mahgoub ve ark., 2004;
Figliuzzi ve ark., 2009; Mundra ve ark., 2013). Ancak MKH’lerle ilgili bir diger
onemli sorun, biiyiime ve farklilagsma arasindaki hassas dengeyi korumaktir. Iyi
prolifere olan hiicreler, insiilini verimli bir sekilde tiretemedigi gibi ve insiilin
tiretenler, iyi ¢ogalamayabilir (Levine, 2001). Ayrica bazi ¢aligmalarda kok hiicre
tedavisi alan ratlarda, malign transformasyonlarin gozlemlenmesi ve kok hiicrelerin
alict tarafindan reddedilmesi gibi durumlar nedeniyle insanlarda kok hiicre
tedavisinin tamamen giivenli oldugunu sdyleyemeyiz (Dastan ve ark., 2009). Kok
hiicrelerinin nakil sonrast erken donemde yetersiz oksijenlenmesi, besin kaynaginin
azalmasi, zayif damarlanma profili, immiin cevap gibi olumsuz sartlarin olusturdugu
hiicresel stres sonucu kaybedilmesi (Miao ve ark., 2006) nedeniyle birgok nakil

modelleri gelistirilmistir.
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Kok hiicre uygulamak suretiyle yapilan deneysel DM tedavi calismalarinda farkli
metodolojiler kullanilmistir. Bu ¢alismalarda farkli kaynakli kok hiicreler (MKH,
hiicre, a hiicre transplantlar1) yaninda total Langerhans adacik nakilleride yapilmustir.
Bu ¢alismalarda genelde hiicrelerin verilis yoluyla organa veya adacik igine damarsal
kaynakli veya mikrocerrahi ile olmustur. Ancak ¢alismamizda farkli bir yaklasim
gosterip satin aldigimiz isaretli kok hiicreleri direkt intrapankreatik inokiilasyonla rat
viicuduna aktardik. Bu farkli yaklagimda tartisma konularimiz iginde
degerlendirilmis bir parametredir. Calismamizin ana o6gesi olan “DM’li ratlarda,
MKH hiicrelerinin direkt inokiilasyonla gerek tek basina ve gerekse insulinle
kombine uygulanmasimin sonuglar1” literatiirdeki calismalarin metodolojisi ve
sonuclar ile karsilastirildiginda calismamizda belli bir takim limitasyonlar ve elde
edilen degerlerde istenen etkinin almamadigi goriilmektedir. Ornegin insulin
uygulanan ratlarda insiilin etkisine baglhit AKS’de diisiis gayet net ve diizenli olmasina
karsin (Sekil 4) sadece MKH uygulanan gruplarda AKS degerinde disiis
gbzlenmemesi (Sekil 5) ve bunlarin yaninda hem MKH hemde Insiilin uygulanan
gruplarda (Sekil 6) AKS’deki diisiisiin sadece insiilin uygulanan gruplardaki kan
orneklerinde elde edilen AKS egrisine paralellik gostermesi ¢alismada kullanilan
MKH’lerin tedaviye etkinliginin olmadigimi gostermektedir. Aslinda bu g¢aligmada
kaynak sikintis1 nedeniyle sadece tek doz MKH uygulandig icin daha gercekci
sonuglar1 elde etmek icin farkli dozlarda MKH uygulanan gruplar olusturulmasi
gercekte daha saglikli sonuglar almamiza firsat saglayacaktir. Bu nedenle
calismamizda elde ettigimiz hali hazirdaki bulgular daha sonra yapmayi

planladigimiz daha kapsamli bir ¢aligsma i¢in zemin teskil edecektir.

Calismamizda elde edilen bulgular degerlendirildiginde; sonucglar1 anlamli olan kok
hiicre nakil denemelerinde MKH uygulama sonrasi pankreas dokusunda yeni damar
olusumunda artis olmasi oOnemli bir kriter olarak kabul edilmistir. Bizim
calismamizda da bilhassa MKH ve INS uygulanan grupta neovaskiilarizasyonun
belirgin derecede artmasi bu c¢alismalardan elde edilen bulgulart destekler
niteliktedir. Miao ve ark yaptig1 calismada hipoksi gibi stres altinda kalan greftlerde
doku tutma riskinin az oldugunu gostermislerdirki, vaskiilarizasyonun az olmasi
dokunun stres altina girmesine neden olacag: i¢in bu klinik tabloya neden olacaktir.

Ancak caligmamizda vaskiilarizasyonun fazla olmasi ¢alismamizin deneysel anlamda
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basarili oldugunu gostermektedir. Ayrica deney sirasinda kullandigimiz MKH’lerin
pankreas iginde olup olmadiklarini kesin olarak belirlemek amaciyla deney
oncesinde kullanilacak MKH hiicrelerinin GFP ile isaretlenmesi ve sonrasinda
inokiile edilmesi bizim ig¢in biiyiikk katkilar saglamistir. Yaptigimiz GFP immun
boyamasiyla sekillerlerde goriildiigii tizere verdigimiz hiicrelerin kesinlikle pankreas
icinde oldugunu gormekteyiz. Hatta bu hiicrelerin pankreas yaninda g¢evre lenf
nodlarinda da olmasi bize verilen dozun ashinda yeterli oldugunu da
diisindiirmektedir. Calismamizda elde ettigimiz bulgularin bu nedenlerle giivenilir

olup yaptigimiz islemlerin dogru sonuglarini aldigimizi diisiinmekteyiz.

Diger yandan MKH ve INS uygulanan Grup 4 hayvanlarda pankreas dokusunda
belirgin histopatolojik iyilesme goriilmesi langerhans adacik sayisinda ve hacminde
artis olmast langerhans adaciklarinda farkli morfolojilerde hiicrelerin mevcut
oldugunun belirlenmesi bizim i¢cin MKH uygulamasmin INS verilmesi ile
desteklenmesi durumunda daha effektif bir doku iyilesmesi oldugunu gostermektedir.
Ancak sadece MKH uygulanan hiicrelerde bu tarz etkinin olmamasi bize MKH
etkisinin potansiyalize edilmesi zorunlulugunu go6stermektedir. Diger yandan
verdigimiz GFP isaretli MKH’larin pankreas doku rejenerasyon ve reperasyonuna
katkida bulundugunu gozlemlesekte, elde edilen AKS degerleri bu iyilesme
stirecinde yeni saglikli morfolojiler gosteren ama insulin salgist yapmayan hiicreler
olustugunu diislindiirmektedir. Ciinkii insiilin olmayan gruplarda AKS degeri
etkilenmemektedir. Zaten morfolojik olarak pankreas i¢inde saglikli hiicreler
gorsekte bunlarin ne tiir hiicreler olduklarini ortaya koymak i¢in ileri boyama
teknikleri gereksinimi oldugu muhakkaktir. Bilindigi tizere MKH’ler diferensiyasyon
yetenegi yiiksek hiicreler oldugu icin pankreas iginde baska tip hiicrelerede

farklilagsmis olabilirler.
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SONUC

Sonug olarak Tip 1 diyabet olusturulan ratlarda MKH hiicrelerinin intrapankreatik
enjeksiyonu pancreas dokusunda tek basmma anlamli bir morfolojik degisiklik
yapmamasina karsin insulinle birlikte verilmesinin dokuda belirgin rejeneratif ve
reperatif etkilere sahip oldugu goriilmektedir. Bu nedenle MKH hiicrelerinin
intrapankreatik uygulanmasinda tedaviye katki olabilecegini diistinmek yanlis
Olmayacaktir kanaatindeyiz. Bu hem Onciill hemde tez ¢alismasinin Onemli
limitasyonu olan sadece 21 giinliik tedavi uygulamanin sonraki ¢alismalarda daha
uzun siirelere c¢ikartilmak suretiyle daha saglikli  sonuglar alinabilecegini
disiinmekteyiz.  Elde edilen bulgulara gore MKH’lerin 21 giinliikk siire¢ iginde
sadece parankimal ve daha az oranda Langerhans adaciklarinda iyilesme yapmasi
MKH’lerin organa uygulama yolunun da gozden gecirilmesi gerekliligini
dogurmaktadir. Tim veriler gozoniine alindiginda MKH’lerin intrapankreatik
uygulanmasinda doku rejenerasyon ve reperasyonuna katkida bulundugu ancak

hormonal iyilesmeye katkis1 olmadigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Deneysel Tip 1 Diabet Olusturulmus Ratlarda Mezensimal Kok Hiicre Tedavisi

ile insiilin Tedavisinin Karsilastirilmasi

Beta hiicre harabiyetiyle karakterize diyabet diinya ¢capinda mortalite ve morbiditenin
en Oonemli nedenlerinin basinda gelmektedir. Gliniimiizde en yaygin klinik tedavi
uygulamasi olarak ekzojen kaynakli insiilin replasmani kullanilmaktadir. Bununla
birlikte uzun siireli insiilin kullanimmin meydana getirdigi komplikasyonlar
nedeniyle alternatif tedavi sekilleri arastirilmaktadir. MKH tedavisi bu uygulamalar
icinde tizerinde calisilan yoOntemlerden birisidir. Ancak kok hiicre uygulamasi
sonrasinda multifaktériyel olumsuz sartlarin olusturdugu hiicresel stres nedeniyle
meydana gelen hiicre kayb1 kok hiicre tedavisi modellerinin gelistirilmesine yonelik
bir arastirma alaninin dogmasina neden olmustur. Caligmamizda MKH'lerin erkek
albino sicanlarinda Streptozotosin ile indiiklenen diyabet {izerindeki -etkisini,
potansiyel terapotik etkisini ve insan hastaliklarinda olas1 uygulamalarini kesfetmeyi
amagcladik.

Bu arastirmada 24 erkek Wistar albino cinsi rat (250 - 300 gram) kullanildi. Dort
gruba ayrildi: Grup I (Diyabetik grup), Grup 2 (Insiilin tedavisi alan diyabetik grup),
Grup 3 (MKH ile tedavi edilen diyabetik grup) ve Grup 4 (MKH ve Insiilinle tedavi
edilen diyabetik grup). Diyabet modeli, STZ'nin (50 mg / kg) intraperitonal
enjeksiyonu ile olusturuldu. MKH, Grup 3 ve Grup 4’te sican pankreasina
intrapankreatik olarak tek seferde enjekte edildi ve ii¢ hafta sonra biitlin deney
gruplart  sakrifiye edildi. Deney siiresince tiim deneklerin kan glikoz ve insulin
seviyeleri ol¢iildii.

Sonu¢ olarak MKH tedavisi istatiksel olarak anlamli olmamasina karsin Tip 1
diyabet olusturulan ratlarda dokusal diizeyde 6nemli rejeneratif yeteneklere sahipti.
Fonksiyonel anlamda bu etkinliginin de oldugu gézlemlendi. Bu sontuglar 1s18inda
MKH tedavisinin saglikli pankreas morfolojisinin kazanilmasininda ve Tip 1 Diyabet
tedavisinde ek bir tedavi uygulamasi olarak kullanilabilecegi diisiiniildii. Tip 1
diyabet vakalarinda histopatolojik iyilesme yoniinde katki yapmasina karsin bu
etkinin viicut icin daha efektif olmasi icin ek bir molekiile ihtiya¢ oldugunu
diisiinmekteyiz. Calismamizin sonuglar1 bu molekiiliin erken kisa donemde insiilin
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicreler, Streptozotosin, Diyabetik Rat,
Insiilin
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SUMMARY

The Comparison of Mesenchymal Stem Cell Therapy and Insulin Therapy in

the Experimental Type 1 Diabetic Rats

Diabetes characterized by beta cell destruction is one of the most important causes of
mortality and morbidity worldwide. Today, exogenous insulin replacement is the
most common clinical treatment. However, alternative treatment modalities are
investigated due to complications caused by prolonged use of insulin. MCH therapy
is one of the methods studied in these applications. However, cell loss resulting from
cellular stress caused by multifactorial adverse conditions after stem cell
administration has led to the emergence of a research area for the development of
stem cell therapy models. In our study, we aimed to explore the effect of MSCs on
Streptozotocin-induced diabetes in male albino rats, their potential therapeutic effect
and possible applications in human diseases.

In this study, 24 male Wistar albino rats (250 - 300 grams) were used. It was divided
into four groups: Group | (Diabetic group), Group 2 (Diabetic group receiving
insulin therapy), Group 3 (MDC-treated diabetic group) and Group 4 (MSC and
Insulin-treated diabetic group). The model of diabetes was generated by
intraperitoneal injection of STZ (50 mg / kg). MSCs were injected intrapancetically
in the rat pancreas in Group 3 and Group 4 at one time and all experimental groups
were sacrificed three weeks later. Blood glucose and insulin levels of all subjects
were measured during the experiment.

In conclusion, although the treatment of MCD was not statistically significant, it had
significant regenerative abilities at the textural level in rats with Type 1 diabetes. In
the light of these results, it was thought that MSC treatment could be used as an
additional treatment in the treatment of Type 1 Diabetes and in obtaining healthy
pancreatic morphology. We believe that there is a need for an additional molecule to
make this effect more effective for the body, although it contributes to
histopathological recovery in patients with type 1 diabetes. The results of our study
indicate that this molecule is early short-term insulin.

Key Words: Mesenchymal Stem Cells, Streptozotocin, Diabetic Rat, Insulin
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