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ONSOZ

Beni yiiksek lisansa kabul eden, giiler yiizii, hosgoriisii ve iyi niyetiyle oldugu kadar
korumac1 yaklasimiyla her zaman destek olan ama herseyden 6nemlisi bilimsel anlamda
bugiinlere gelmemi saglayan biricik danisman hocami hediye eden degerli hocam Prof.
Dr. Sehnaz BOLKENT ¢ tesekkiir ederim.

Danmisman hocam Dog¢. Dr. Selda GEZGINCI-OKTAYOGLU igin hangi ciimleyi
yazarsam yazayim ona karsi hissettigim sevgiyi, saygiy1, minneti anlatabilecek bir s6z
bulamam. Calismaya ve isine olan sevgisinin ve merakinin yaninda her tiirlii davranisiyla
ornek aldigim, danigman hocam oldugu icin kendimi c¢ok sansli hissettigim, yeri
geldiginde danismanligim disinda arkadasim, ablam hatta annem gibi oldugu i¢in ona ne
kadar tesekkiir etsem azdir.

Laboratuvarlarinda  immiinfluoresan mikroskobu ve goriintileme cihazlarini
kullandigimiz, PTEN antikorlarim1 bizimle paylasan degerli hocam Prof. Dr. Fiisun
OZTAY’a, ChiP tekniginde ultrasonikatér cihazini kullandigimiz Dog. Dr. Sibel
OZDEN’e ve ne zaman ihtiyacim olsa yardimini esirgemeyen, giiler yiiziiyle etrafa nese
sacan sevgili hocam Yard. Dog. Dr. Serap SANCAR-BAS’a ¢ok tesekkiir ederim.

Manevi destekleriyle her zaman yanimda olan ve her tiirli nazimi ¢eken canim
arkadaslarrm Uzman Biyolog Ozgecan KAYALAR’a, kahkahalariyla her daim
laboratuvarimizi inleten Biyolog Merve Yildirim’a, ekip arkadasim Biyolog Ertan
CELIK e, Biyolog Sevgi BINAY a, Biyolog Cansu OZAL’a, aramiza yeni katilsa da
kendini kisa stirede sevdiren Biyolog Ezgi SARI’ya, laboratuvarimizin pamuk prensesi,
Biyolog Suna BEKTAS’a ve yiiksek lisansa basladigim glinden bu yana su an uzakta olsa
bile her zaman yanimdaymisc¢asina yardimini, dostlugunu hissettiren Uzman Biyolog
Neziha BESIKTEPE ye ¢ok tesekkiir ederim.

Ayn1 zamanda S961 molekiiliinii bize hediye edip ulastiran Novo Nordisk firmasindan
Dr. Lauge Schiffer’a ve qRT-PCR cihazlarim1 kullanmamiza izin veren MedSanTek
firmasina da tesekkiir ederim.

Hayatta yaptigim biitiin segimlerde beni her tiirlii destekleyen ve arkamda duran, onlarin

cocugu oldugum igin cok sanslt hissettigim, canim ailem annem Hiilya ERCIN’e, babam
Tahir ERCIN’e ve sevgili kardesim Eyiip Emre ERCIN’e tesekkiir ederim.

Haziran, 2017 Merve ERCIN
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SiIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler
%

uL

AU

dL

mg

mL

mM

Kisaltmalar

AKT/PKB
AMPK
ATP
BSA
ChiP
DAG
DCF
DCFDA
DEPC
DKK-1
DMSO
E

EKH
ELISA
ERK
FBS
FITC
FM

G

G+
GDM
GIP
GLP-1
Glut
Grbl0
GSIS
GSK3
HES-1

Aciklama
- Yiizde

:Mikrolitre
- Arbitrary Unit
: Desilitre
: Miligram

: Mililitre

: Milimolar

- Nanogram
: Santigrat derece
: Pikomolar

. Alfa

: Beta

: Delta

: Epsilon

Aciklama

: Protein Kinaz B
: AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz

:Adenozin Trifosfat
> S1gir Serum Albumin

: Kromatin Immiinpresipitasyon

: Diagilgliserol

: Diklorfloresin

: Diklorofloresin Diasetat
: Dietilpirokarbonat

: Dickkopf-1

: Dimetilstilfoksid
: Embriyonik giin
: Embriyonik Kok Hiicre

: Enzim Bagli Immiinosorbent Teknigi

. Hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen kinaz

: Fotal Sigir Serumu

: Floresans Izotiosiyanat
: Tam Medyum

: Glukoz

: Glukoz+Insiilin
: Gestasyonal Diyabet

: Gastrik Inhibitor Peptid
: Glukagon Benzeri Peptid-1
- Glukoz Tastyicisi

. Biliylime Faktdrii reseptoriine Bagli Protein 10

: Glukoz ile Uyarilan Insiilin Sekresyonu
: Glikojen Sentaz kinaz 3
: Hairy Enhancer of Split-1



HRP > Yaban Turbu Peroksidazi

1P3 : Inositol 1, 4, 5 trifosfat

IR : Insiilin Reseptérii

IRS : Insiilin Reseptdr Substrat:

IRTK : Insiilin Reseptdr Tirozin Kinaz

| : Insiilin

ins . Insiilin geni

ip : Immiinpresipitasyon

iPS : Uyarilmis pluripotent Kok hiicreler
JAK : Janus Kinaz

L : Leptin

LepR : Leptin Reseptorii

MafA, B : Musculoa Fibrosarcoma Oncogene Family Protein A, B
MAPK : Mitojen ile Aktive Olan Protein Kinaz
MEM : Minimum Esansiyel Medyum
MKH : Mezenkimal Kok Hiicre

MRNA : Haberci RNA

NeuroD : Noral Farklilasma 1

NGF : Noral Biiylime Faktorii

Ngn3 : Norogenin 3

N-kaderin : Noral Kaderin

NKXx : NK homeobox

PAK-MKH : Pankreatik Ada Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicreler
Pax : Paired Box

PC-1 : Plazma Membran Proteini-1

PDK-1 : Piirivat Dehidrogenaz Kinaz 1

Pdx1 : Pankreas-Duodenum Transkripsiyon Faktorii 1
PI3K : Fosfotidilinositol 3 Kinaz

PIP2 : Fosfotidil insositol 4,5 bifosfat

PLC : Fosfolipaz C

PTEN : Fosfotaz ve Tensin Homologu

Ptfl : Pankreas Transkripsiyon Faktorii 1

PTP1B : Protein Fosfataz 1B

gRT-PCR - Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RAS - Sigan Sarcoma

ROS - Reaktif Oksijen Tiirleri

Ser - Serin

Shh : Sonic Hedgehog

SIRNA : Susturucu RNA

SOCS3 : Sitokin Sinyalinin Baskilayicis1 3
Src : Src Homologu Tasiyan Protein
STAT - Transkripsiyonun Sinyal Doniistiiriicii ve Aktivatorii
T1D : Tip 1 Diyabet

T2D : Tip 2 Diyabet

TCA - Trikarboksilik Asit

TCF7L2 - Transkripsiyon Faktorii 7 Benzeri 2
Thr : Threonin

Tyr : Tirozin

WNT : Wingless ve Int1’in Bilesimi



YKH

. Yetiskin Kok Hiicre

Xi



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

INSULIN DIRENCI GELISIMINDE PANKREATIK B-HUCRE
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Danmisman : Dog. Dr. Selda Oktayoglu

Bu ¢aligmanin amaci, tip2 diyabetik bireylerin aglik kan 6rneklerinde glukoz ve insiilin
seviyelerinin yiikselmesi ile belirlenen insiilin direnci ve 6zellikle obeziteye bagl olarak
gelisen aghik kan oOrneklerinde leptin seviyelerinin yilikselmesi ile belirlenen leptin
direncinin in vitro sartlarda taklit edilerek, bu uyaranlarin pankreatik adacik kaynakli
mezenkimal kok hiicre (PAK-MKH)’leri beta hiicrelerine farklilagtirma olasiliginin
arastirilmasi ve ilgili molekiiler mekanizmanin ortaya konmasidir.

Bu amacla PAK-MKH’lere 24 saat siireyle 20 mM glukoz, 1 nM insiilin ve 0,5 ng/mL
leptin uygulandi. Beta hiicre farklilagmasinin tespit edilebilmesi i¢in insiilin liretiminde
rol alan transkripsiyon faktorleri veya beta hiicrelerine 6zgiin proteinler olan Pdx-1, Pax4,
Nkx2.2, Nkx6.1 ve ins2 genlerinin ekspresyon seviyeleri gercek zamanli geri ¢evrim
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemiyle gosterildi. Gen ekspresyonu
diizeyinde insiilin tiretimi ile ilgili elde edilen bulgular, insiilin® hiicrelerin oraninin akim
sitometrik analizi ile desteklendi. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin tiretiminde meydana
gelen artis bir farklilagsma belirteci olarak kullanildi ve ROS fireten hiicrelerin orani
DCFDA" hiicrelerin akim sitometrik analizi ile gOsterildi. Ayrica, yeni farklilasan beta
hiicrelerinin fonksiyon edinimi, ylikselen glukoz uyarisina yanit olarak salinan insiilin
seviyelerinin enzim bagli immiinosorbent teknigi ile belirlenmesi yoluyla gosterildi. p-
IRS1 (Ser307), PTEN ve p-AKT (Ser473) seviyelerinde meydana gelen artisa kargin p-
IRS1 (Try) seviyesinin azalmasi insiilin direnci belirteci olarak kabul edilirken, SOCS3
seviyesindeki artis leptin direnci goOstergesi olarak kullanildi. Bu belirteglerin
seviyelerindeki degisimler western emdirimi teknigi ile gosterildi. PI3K/AKT sinyal
yolaginin negatif bir diizenleyicisi olan PTEN’in bu mekanizmadaki olasi rolii bu
molekiiliin farmakolojik bir inhibitérii olan bpV(HOpic) uygulanmasi yolu ile arastirildi.
Aktivitesi AKT sinyali ile diizenlenen p-GSK-3p (Ser9 ve Try216) ve [-katenin
seviyelerindeki degisimler western emdirimi yontemiyle gosterildi. B-katenin’in N-
kaderin ile olan etkilesimi immunopresipitasyon yontemini takiben western emdirimi
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teknigi ile gosterildi. Ilaveten insiilin ve leptin sinyalinde énemli bir molekiil olan Tub’un
membran, sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlardaki seviyelerinin western emdirimi teknigi
ile gosterilmesi sonucunda bu proteinin aktivasyonu ile ilgili fikir edinildi. B-katenin’in
Tub ile olasi etkilesimi immunopresipitasyon yontemini takiben western emdirimi teknigi
ile arastirildi. B-katenin ve Tub’un bu mekanizmadaki rolleri 6zgiin susturucu RNA’lar
kullanilarak teyit edildi. B-katenin ve Tub genlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisimler qRT-PCR teknigi ile gdsterildi. Tub’un insiilin sentezinde 6nemli rol oynayan
transkripsiyon faktorleri olan insl, ins2, pdxl ve MafA iiretimindeki olasi rolleri
kromozom immiinopresipitasyon teknigiyle arastirildi.

Sonug olarak, uyaran uygulanan tiim gruplarda beta hiicre farklilasmasinin baglamasi s6z
konusu olmakla birlikte, insiilin ve leptinin birlikte uygulandig1 grupta yeni olusan beta
hiicrelerinin ¢ok daha yiiksek oranda oldugu, hiicrelerin farklilasmanin daha ileri
asamasinda ve daha olgun oldugu tespit edildi. Ancak, yeni olusan beta hiicreleri
fonksiyonel degildi. Bu gruptaki hiicrelerde yiiksek oranda SOCS3, p-IRS1 (Ser307) ve
PTEN, diisiik oranda p-IRS1 (Try) varligi ile birlikte p-AKT (Ser473) seviyesinin
degismedigi tespit edildi. Bu bulgular PAK-MKH’lere insiilin ve leptinin birlikte
uygulanmasi sonucu insiilin ve leptin direncinin gelistigini gostermektedir. Yiiksek
oranda olgun beta hiicrelerinin olugsmasini uyaran bu sinyal yolaginda esasen AKT/GSK-
3p/B-katenin ve Tub’un rol aldig1 gosterildi. B-katenin ve Tub’un nukleusta birbirine
baglandiklari tespit edildi. Ayrica, Tub’un insiilin sentezinde anahtar rol oynayan insl,
ins2, pdx1 ve MafA genlerinin promotor bolgelerine baglandigi tespit edildi.

Bu bulgular, tip2 diyabet gelisiminin ilk basamagi olan kompenzasyon agamasinda PAK-
MKH’lerde gelisen insiilin ve leptin direncinin beta hiicre farklilasmasini belirgin olarak
artirdigint agikga ortaya koymaktadir. Bu farklilasmanin engellenebilmesi amaciyla
AKT/GSK-3B/B-katenin ve Ozellikle Tub’u inhibe eden yeni terdpatik ajanlarin
gelistirilebilmesi tip2 diyabet gelisiminin Onlenebilmesi acisindan 6nemli bir adim
olabilme potansiyeli tasimaktadir. Diger taraftan, pankreatik beta hiicrelerinin sayica
azaldig1 tip2 diyabetin ileri seviyeleri veya beta hiicrelerinin hemen hi¢ bulunmadig: tip1
diyabetin tedavisi i¢in ise tersine AKT/GSK-3[/B-katenin ve 6zellikle Tub’u aktive eden
yeni terdpatik ajanlarin gelistirilebilmesi yoluyla endojen PAK-MKH’lerden yeni beta
hiicrelerinin olusturulmasi yoluyla bu hastaliklarin tedavisine yeni bir bakis agisi
kazandirabilinir.

Haziran 2017, 115 sayfa.

Anahtar kelimeler: B-katenin, insiilin direnci, leptin direnci, pankreatik adacik kaynakl
mezenkimal kok hiicre, Tub.
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The purpose of this study is to investigate the molecular mechanism of pancreatic xivort
-derived mesenchymal stem cell (PID-MSC) differentiation into beta cells in presence of
insulin and leptin resistance stimulators by mimicing insulin resistance which is
determined by the elevation of glucose and insulin levels in fasting blood samples, and
leptin resistance which is determined by the elevation of leptin levels in fasting blood
samples especially due to obesity, in type 2 diabetic patients.

xivort hexiv aim, 20 mM glucose, 1 nM insulin and 0.5 ng/mL leptin were administered
to PID-MSCs for 24 hours. Expression levels of the pdx-1, pax4, nkx2.2, nkx6.1 and ins2
genes, which are specific transcription factors involved in insulin production or beta cell-
specific proteins, have been demonstrated by the real time reverse transcription-
polimerase chain reaction (QRT-PCR) method for detecting beta cell differentiation.
Findings related to insulin production at the level of gene expression were supported by
flow cytometric analysis of the insulin® cell ratio. The increase in the production of
reactive oxygen species (ROS) was used as a differentiation indicator and the ratio of
ROS producing cells was shown by flow cytometric analysis of DCFDA" cells. Function
acquisition of newly differentiating beta cells was also demonstrated by determining the
level of insulin release in response to elevated glucose stimulation by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). The increase in SOCS3 level was used as a leptin
resistance indicator, while the decrease in p-IRS1 (Try) level versus the increase in p-
IRS1 (Ser307), PTEN and p-AKT (Ser473) levels were used as insulin resistance
markers. The changes in the levels of these markers were indicated by western blotting.
The possible role of PTEN, a negative xivort hexivr of the PI3BK/AKT signaling, was
investigated by the application of bpV (Hopic), a pharmacological xivort hexivr of this
molecule. Changes in p-GSK-3B (Ser9 and Try216) and p-catenin levels were
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demonstrated by western blotting. The interaction of B-catenin with N-cadherin was
demonstrated by immunoprecipitation followed by western blotting. In addition, the level
of Tub, which is an important molecule in insulin and leptin pathway, in plasma
membrane, cytoplasm, and nuclear fractions demonstrated by western blotting. The
possible interaction of B-catenin with Tub was investigated by immunoprecipitation
followed by western blotting. The roles of B-catenin and Tub in this mechanism were
confirmed using specific silencer RNAs. Changes in expression levels of B-catenin and
Tub genes were shown by qRT-PCR technique. Possible roles of Tub in the production
of insl, ins2, pdxl and MafA, which are important transcription factors in insulin
synthesis, were investigated by chromosome immunoprecipitation technique.

As the result, it was determined that beta cell differentiation was stimulated in all groups,
while in the group in which insulin and leptin were applied together, it was found that the
newly formed beta cells were much higher, the differentiation was more advanced and
they were more mature. However, newly formed beta cells were not functional. It was
found that in the cells of this group the level of p-AKT (Ser473) did not change while
SOCS3, p-IRS1 (Ser307) and PTEN levels were increased p-IRS1 (Try) level was
decreased. These findings suggest that combined administration of insulin and leptin to
PID-MSCs results in the development of the insulin and leptin resistance. It was shown
that this signaling pathway, which stimulates the formation of mature beta cells at a high
rate, is mainly mediated by AKT/GSK-3p/B-catenin and Tub. B-catenin and Tub were
linked to each other in the nucleus under this condition. It was also found that Tub binded
to promoter regions of insl, ins2, pdx1 and MafA genes, which play key roles in insulin
synthesis.

These findings clearly demonstrate that insulin and leptin resistance developed in PID-
MSCs in the first stage of the type 2 diabetes development, markedly increases beta cell
differentiation. The ability to develop new therapeutic agents that inhibit AKT/GSK-
3p/B-catenin and in particular Tub with the aim of beta cell differentiation inhibition has
the potential to be an important step in the prevention of the development of type 2
diabetes. Inversely, endogenous PID-MSCs can be differentiated into beta cells through
the development of new therapeutic agents that activate AKT/GSK-3p/B-catenin and in
particular Tub, xvort he treatment of advanced type 2 diabetes, in which pancreatic beta
cells are reduced, or type 1 diabetes, in which beta cells are almost never found.

June 2017, 115 pages.

Keywords: B-catenin, insulin resistance, leptin resistance, pancreatic islet-derived
mesenchymal stem cell, Tub.
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1. GIRIS

Diyabet, diinya ¢apinda en sik rastlanan metabolik hastaliklardan biridir ve diyabetik
bireylerin sayisi katlanarak artmaktadir. Her iki tip diyabet i¢in uygulanmakta olan
tedaviler arasinda yer alan ekzojen insiilin veya hipoglisemik ajan uygulamalar yalnizca
semptomlar1 geriletmekte, ancak kesin tedavi i¢in yetersiz kalmaktadir. Bu durum, beta
hiicre sayisinin artirilmasi veya rejeneratif tedavi gibi yeni terapotik stratejilerin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Son yillarda arastirmalar hiicresel tedavi tizerinde
yogunlagsmaktadir. Hiicresel tedavi kapsaminda kadavralarin pankreaslarindan elde
edilen beta hiicreleri hastalara transplante edilmekte ise de, elde edilen hiicrelerin sayica
yetersizligi ve transplantasyon sonrasi immiin red reaksiyonlarinin gelismesi sebebiyle
bu tedavi kisitlanmaktadir. Son yillarda ¢alismalar, hastanin kendisinden izole edilen
mezenkimal kok hiicre (MKH)’lerin ve uyarilmig pluripotent kok hiicrelerin beta
hiicrelerine farklilagtirilarak hastaya tekrar transplantasyonu {lizerine odaklanmuistir.
Hiicre transplantasyonuna alternatif bir yaklasim olarak hastanin pankreasinda bulunan
endojen beta hiicre kiitlesinin biiylime faktorii uygulamalariyla artirilmasi diisiintilebilir.
Her iki yaklasimin uygulanabilmesi i¢in pankreatik beta hiicre kiitlesini diizenleyen
molekiiler mekanizmanin aydinlatilmas1 gerekmektedir. Tip2 diyabetin baslangici olarak
bilinen kompenzasyon asamasinda meydana gelen hiperinsiilinemi ve hiperglisemi ile
paralel olarak artan leptin seviyeleri ile birlikte pankreatik adaciklardaki beta hiicrelerinin
kiitlesinin de arttig1 bilinmektedir. Ancak, halen yeni olusan beta hiicrelerinin kaynagi ve

dolayistyla olusum mekanizmalar: tam olarak aydinlatilamamastir.

Bu caligmanin ¢ikis noktasi, kompenzasyon asamasinda yeni olusan beta hiicrelerinin
PAK-MKH kaynakli olabileceginin diisiiniilmesidir. Bu sebeple kompenzasyonun
gelismesine sebep olan {i¢ ana araci olan glukoz, leptin ve insiilin iizerine odaklanilmistir.
Hiperglisemik sartlarda leptin ve insiilin tarafindan diizenlenen PAK-MKH’lerin beta
hiicrelerine farklilasmasinda rol oynayabilecek anahtar molekiillere giden yolun leptin ve

insiilin reseptori ile uyarilan ve ayn1 zamanda hiicre farklilasmasinda etkili olabilecek bir



yolak olabilecegi diislincesindeyiz. Bu ¢alisma kapsaminda gerceklestirdigimiz ¢ok yonlii
molekiiler arastirmalar bu ortak yolagin anahtar molekiillerinin GSK3-f tarafindan
uyarilan ve hiicre farklilasmasini sonug¢landirabilecek 6zellige sahip olan B-katenin ile
GSK3-B’dan bagimsiz olarak beta hiicre farklilasmasini meydana getirebilecek bir bagka

transkripsiyon faktorii olan Tub olabilecegini gostermektedir.

Bu calisma ile ulasilmak istenen hedef, tip2 diyabetin gelismesinde ilk basamak olan
kompenzasyon asamasinda meydana gelen beta hiicre kiitlesindeki artisin PAK-MKH
kaynakli oldugunun acik¢a ortaya konarak farklilasmada rol oynayan molekiiler
aracilarin tespit edilebilmesidir. Kompenzasyon asamasinin temel aktorleri olan leptin,
glukoz ve insiilini PAK-MKH’lere uygulayarak olusturdugumuz in vitro modelde tespit
edecegimiz tek bir molekiiliin bile endojen beta hiicre kiitlesinin artirilmast i¢in dnemli
olduguna ve tedavide kullanilabilecek yeni molekiillerin gelistirilebilmesi i¢in temel
olusturabilecegine inaniyoruz. Yaptigimiz kapsaml literatiir taramasi sonucunda PAK-
MKH’ler {izerine yapilmis herhangi bir leptin uygulamasinin olmadig: tespit edildi.
Dolayisiyla, bu ¢alismada elde edilen tiim bulgular ilk kez literatiirde yer alacaktir. Bu
calisma kapsaminda elde edilen sonuglar, tip2 diyabet gelisiminin ilk basamagi olan
kompenzasyonun engellenebilmesi i¢in belirlenen molekiilleri hedefleyen yeni terapotik

ajanlarin gelistirilebilmesi agisindan oldukca 6nemlidir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. DIYABET

Diyabet giinlimiizde 382 milyon insandan fazlasini etkilemektedir ve bu saymnin 2035
yilinda 592 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir (Uluslararast Diyabet Federasyonu).
Insiilin hormonunda ya da etkisindeki yetersizlik sonucu olusan diyabet hastaligi
hiperglisemiye bagli olarak gelismektedir ve karbonhidrat, yag, protein
metabolizmasindaki  bozukluklarin  hastalik  gelisiminin ilerleyen seviyelerinde
gozlenmesi nedeniyle metabolik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Diyabet; tip 1, tip
2 ve gebelik diyabeti (gestasyonel diabetes mellitus, GDM) olmak iizere baslica ti¢ gruba
ayrilir. Diyabetli hastalarin ¢ogunlugunu tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalar olusturmaktadir
(Amerikan Diyabet Dernegi, 2009).

Tip 1 diyabet (T1D), insiilin iireten pankreatik beta hiicrelerinin otoimmiin sistem
tarafindan tahribi sonucunda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir ve iki ana evreden olusur:
Birincisi, insiilitis olarak adlandirilir ve adaciga T-lenfositlerin invazyonu séz konusu
olup beta hiicre hedefli bir siirectir. ikinci evrede ise, beta hiicrelerinin yikimi
gerceklestiginden insiilin {iretimi bu asamadan sonra gergeklesemez. Insiilin yoklugunda,
glukoz insiiline duyarli hiicrelere giremez ve kanda glukoz birikimi gozlenir (Weir ve

Bonner, 2004).

Tip 2 diyabet (T2D) tiim diyabet olgularmnin %90’dan fazlasin1 olusturmaktadir ve en
yaygin goriilen diyabet formudur. T2D’nin birgok O6liimciil patofizyolojik sonuglari
nedeniyle morbidite ve mortalite oranlar giin gectikce artmaktadir. T2D kardiyovaskiiler
sistem, bobrek, retina ve periferik sinir sistemini de kapsayan genis etkili
komplikasyonlara yol agar (Genuth ve dig., 2003). T2D metabolik hastaliklarin 6nemli
bir grubunu olusturmaktadir, kronik hiperglisemi ve hiperinsiilinemi ile karakterize edilir.
Leptin yetersizligi veya leptin direnci, T2D gelisiminde rol almaktadir (Kalra ve dig.,
1999). iskelet kasi, karaciger ve yag dokusu gibi periferal dokularda insiilinin
fonksiyonunda meydana gelen azalma insiilin direnci olarak bilinir ve T2D’nin gelismesi
ve ilerlemesinin ana etkeni olarak kabul edilmektedir (Leahy ve dig., 2010). Hastaligin

erken evrelerinde insiilin direncine bagli olarak pankreatik beta hiicre kiitlesi ve



fonksiyonunda artis meydana gelir (Chang-Chen ve dig., 2008) ve genellikle bu durum
hastaligin tanisinin konabilmesini uzun yillar geciktirebilmektedir. Beta hiicreleri, insiilin
direncinin artmasit durumunda glukotoksisite ve lipotoksisite varliginda gelisen
endoplazmik retikulum stresi gibi farkli hiicresel mekanizmalar yoluyla 6lmektedir

(Bensellam ve dig., 2012).

Obezite, metabolik sendrom ve diyabet hastaliklar1 ortak birgok molekiiler mekanizmay1
icerir. Bu hastaliklar birden fazla gen arasindaki etkilesimler, hiicresel sinyal
molekiillerinin dinamigi ve karmasik iligkilerinin ¢evresel faktorlere bagli olarak
degismesi sonucu uzun siireler sonunda gelisir. Obezite, diinyada milyonlarca kisiyi
etkilemektedir ve hiperinsiilinemi, hiperleptinemi ve ada hacminin artmasi ile karakterize
olmasinin yaninda hipertansiyon, ateroskleroz, insiilin direnci ve diyabeti de kapsayan

bir¢ok hastalik ile iliskilidir (Kyrou ve dig., 2014).

Kanda uzun siire yiiksek seviyelerde bulunan glukozun seviyeleri ancak insiiline duyarl
hiicreler tarafindan alinarak disiiriilebileceginden hiperglisemik bireylerde normalden
¢ok daha fazla insiiline ihtiya¢ vardir. Boyle bir durumda pankreatik adalarda yerlesen
beta hiicrelerinin tirettigi insiilin yetersiz kaldigindan daha yiiksek insiilin gereksinimini
karsilayabilmek icin beta hiicre sayis1 artar. Diyabet gelisiminin ilk agsamasi olarak bilinen
ve kompenzasyon fazi olarak isimlendirilen bu asamada meydana gelen yeni beta
hiicrelerinin olusum mekanizmasinin iyi anlagilmasi hastaligin erken tanisi ve yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilebilmesi bakimindan oldukg¢a onemlidir (Weir ve Bonner-Weir,
2004).

2.2.  PANKREATIK GELIiSIM VE BETA HUCRE FARKLILASMASI
Pankreas gelisimi siirecinde beta hiicre farklilagsmasi temel olarak 4 basamaktan olusur

(Bendala, 2009);

1) Kesin endoderm/bagirsak epitelinin olusumu
2) Pankreatik farklilagsma
3) Endokrin 6zgilinlesme

4) Beta hiicre farklilasmasi



Embriyonik gelisimin gastrulasyon asamasini takiben endoderm, mezoderm ve ektoderm
olmak iizere ii¢ germ tabakasi olusur. Ilkel bagirsak endodermden gelisir ve aldig
sinyallere bagli olarak karaciger, pankreas ve bagirsagi olusturur. Kesin endodermin 6n
pargasindan kokenlenen 6n bagirsak pankreas, karaciger ve akcigeri olusturur. Bagirsak
endodermi ve onu ¢evreleyen mezoderm arasindaki etkilesim birincil olarak Sonic
Hedgehog (Shh) sinyalizasyonu araciligi ile olur. Shh bagirsak epitelinde yiiksek oranda
iretilirken Ptf1a(p48)/Pdx 1 bolgesinde regiilasyonu baskilanir ve bu bélgede embriyonik
gelisimin 8. giiniinde (E8) pankreas olusur (Roberts ve dig., 1995; 1998; de Santa Barbara
ve dig., 2003).

Pankreatik hiicrelerin  6zgilinlesmesi belirli transkripsiyon faktorleri tarafindan

yonlendirilir. Bu transkripsiyon faktorleri asagida detayli olarak aciklanmaistir.

2.2.1. Pdx1

Yetiskinlerde oOzellikle beta hiicrelerinde bulunur ve insilin geninin promotoriine
baglanarak anlatimini diizenler (Iratni ve dig., 2002). Pdx1, embriyonik gelisim siirecinde
ilk olarak on bagirsak endoderminde gozlenir (E8.5, E10). E10. giine kadar dorsal ve
pankreatik tomurcuklarda ekspresyonu goriilen Pdx1, El1. giinde yeni olusan beta
hiicrelerinde baskilanir (Jonsson ve dig., 1995). Pankreas gelisimindeki 6nemli roliiniin
yani sira Pdx 1, yetiskin beta hiicrelerinin fenotipik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi agisindan
da 6nemlidir (Ahlgren ve dig., 1998; Li ve dig., 2005). Pdx1, bu fonksiyonlarindan dolay1
kok hiicrelerin beta hiicrelerine farklilasma ¢alismalarinda 6nemli bir belirte¢ ve hedef

olarak kullanilmaktadir (Bendala, 2009).

2.2.2. Ptfla (p48)

Ptfla pankreas 6zgiin transkripsiyon faktorii 1’in o alt tinitesidir. Temel helix-loop-helix
ozelligine sahip bir proteindir. P48 iiretmeyen hayvanlarin ekzokrin pankreas dokularinin
gelismedigi gosterilmistir. Bu bulgu p48’in asinar doku gelisiminde anahtar bir
diizenleyici oldugunu diisiindiirmektedir (Cockell ve dig., 1989). P48 ayni zamanda
pankreatik gelisimin baslamasini saglar (Kumar ve Melton, 2003; Kubo ve dig., 2004).
Xenopus’larda Pdx1 ve Ptfla’nin ekspresyonunun ektopik pankreatik olusumu igin

yeterli oldugu gosterilmistir (Afelik ve dig., 20006).



Endokrin farklilasma Notch sinyali araciligiyla gerceklesen lateral inhibisyon ile
meydana gelir (Chitnis, 1995). Notch reseptoriiniin aktivasyonu ile Hairy enhancer of
split-1 (HES-1) geninin aktivasyonu gergeklesir. Bu da proendokrin gen olan nérogenin3
(Ngn3)’iin ekspresyonunu baskilar. HES-1 ayni1 zamanda Notch ligandlarin1 da baskilar,
ancak bu baskilanma tam degildir. Bazal seviyede ligand tiretimi goriiliir. Aktif Notch
sinyali varken ileri farklilasma gozlenmez. Bu yolagin aktivasyonu genellikle

proliferasyonla iliskilidir.

2.2.3. Ngn3

Endokrin progenitor hiicre belirteci olan Ngn3, Notch sinyalinin baskilanmasiyla artar
(Apelqvist ve dig., 1999; Jensen ve dig., 2000). Ngn3* hiicrelerin ada kaynakli hiicrelerin
tiimiinii verebildigi gozlenmistir (Bendala, 2009). Ngn3™ fareler ada yapisi olusturmadan
dogmustur (Gradwohl ve dig., 2000). Ngn3’iin pankreatik progenitor hiicrelerde erken
ekspresyonu bu hiicrelerin glukagon iireten hiicrelere farklilasmasini, adenoviral
ekspresyonu noroendokrin farklilasmaya (Apelqvist ve dig., 1997), ektopik ekspresyonu
ise mezenkimde kiimelenmis endokrin hiicrelere farklilagsmaya neden olmustur (Grapin-

Botton ve dig., 2001).

2.2.4. Beta2/NeuroD

Beta hiicresi transaktivatorii 2 (BETA2)/NeuroD iiretmeyen farelerde beta hiicre
sayisinda 6nemli bir azalma, ada morfogenezinde bozulma ve ekzokrin pankreasta bazi
anormallikler gozlenmistir (Naya ve dig., 1997). Bu faktor ge¢ endokrin hiicre gelisimi
i¢in gereklidir. Ornegin, beta hiicreleri fonksiyonel olgunluga erismek ve korumak igin

NeuroD’ye ihtiyag duyarlar (Huang ve dig., 2000).

2.2.5. Nkx2

NK2 homeobox 2 (Nkx2) geni birgok dokunun farklilasmasinda rol alir (Price, 1993).
Nkx2.2 ekspresyonu hem ventral sinir sisteminde hem de olgun alfa, beta ve PP
hiicrelerinde gozlenmistir. Nkx2.2 bulunmayan mutant farelerde beta hiicrelerinin
olmadig1 ve diger endokrin hiicre sayilarinda da azalma oldugu goézlenmistir. Nkx2.2
iiretmeyen hayvanlarda, pankreatik Ozellesmede Pdx1 ekspresyonu etkilenmezken,
ikincil geciste Pdx1 sinyalinde gii¢lii bir azalma oldugu gozlenmistir. Bu gdzlem
sonucunda Nkx2.2’nin beta hiicrelerinin terminal farklilagmasi i¢in gerekli oldugu

distintilmistiir (Sussel ve dig., 1998).



2.2.6. Nkx6.1

Nkx6.1 diger bir NK homeodomain ailesi liyesidir ve hem pankreas hem de merkezi sinir
sisteminde tretilir (Rudnick ve dig., 1996). Nkx6.1 ekspresyonu ilk olarak E10.5’ta
pankreatik epitelde belirlenmistir. E15.5’ta Pdx1veya Ngn3* hiicrelerde kolokalizedir.
Nkx6.1 tliretmeyen hayvanlarda beta hiicrelerinde sayica azalma oldugu, Nkx2.2’nin
ekspresyonunun etkilenmedigi goézlenmistir ki bu bulgu pankreatik gelisim siirecinde

Nkx2.2’nin Nkx6.1’den 6nce etkin oldugunu diistindiirmiistiir (Sander ve dig., 2000).

2.2.7. Pax4

Eslestirilmis kutu-iceren gen 4 (Pax4) “eslestirilmis kutu” denen bir motif tasiyan
multigen ailesinin bir dyesidir (Walther ve dig., 1991). Pax4 ekspresyonu ilk olarak
E9.5’ta gozlenir daha sonra bu ekspresyon sadece beta hiicreleri ile sinirlanir. Pax4
iretmeyen hayvanlarda beta ve delta hiicrelerinin gelismedigi, ancak normalde
bulunandan daha fazla oranda alfa hiicrelerinin bulundugu goézlenmistir. Birgok
caligmada Pax4’tin Ngn3’lin bir hedefi oldugu gozlenmistir (Heremans ve dig., 2002;
Smith ve dig., 2003; Sosa-Pineda ve dig., 2004). Pax4 ve Arx arasindaki denge alfa ve
beta hiicrelerinin gelisimini yonlendirir (Collombat ve dig., 2003; Heller ve dig., 2005).

2.2.8. Pax6

Pax6 hem gelisen pankreasta hem de olgun pankreasin alfa, beta veya delta hiicrelerinde
eksprese edilirken asinar dokuda ekspresyonu gozlenmez (Turque ve dig., 1994; Sander
ve dig., 1997). Pax6 iiretmeyen farelerde pankreatik hormon iireten hiicrelerin hepsinde

azalma gozlenmistir (St-Onge ve dig., 1997).

2.2.9. Arx

Arx ekspresyonu ilk olarak pankreatik taslagin proliferatif epitelinde belirlense de sonraki
asamalarda endokrin hiicre tipleri ile sinirlanmaktadir. Ngn3 iiretmeyen hayvanlar Arx
eksprese etmezler (Collombat ve dig., 2003). Arx” mutantlar alfa hiicresinden yoksundur
buna karsin delta hiicre sayisinda artis gozlenir. Pax4/Arx mutant hayvanlarda ise alfa ve
beta hiiceleri delta hiicreleri ile yer degistirmistir. E.12.5’¢ kadar mutant embriyolarda
glukagon™ hiicreler belirlenmis oldugundan, Arx’in erken alfa hiicre farklilasmasi igin
gerekli olmadig1 diistiniilmiistiir. Bu da Arx’in asil roliiniin ikincil gegiste oldugunu
disiindiirmektedir. Arx, alfa hiicre farklilasmasimni uyarir, beta ve delta hiicre

farklilasmasini ise antagonize eder (Collombat ve dig., 2005).



2.2.10. MafA/MafB
Maf transkripsiyon faktorleri pankreasin birgok farklilasma asamasiyla iliskilidir

(Kawauchi ve dig., 1999; Ochi ve dig., 2004). Pankreasta en iyi tanimlanan Maf faktorleri
MafA ve MafB’dir ve bunlar &zellikle sirasiyla beta ve alfa hiicrelerinde gozlenir
(Nishimura ve dig., 2006). Beta hiicrelerinin olgunlasmasinda, fonksiyon ediniminde ve
yasamlarini siirdiirmelerinde MafB’nin MafA’ya degisimi 6nemlidir (Nishimura ve dig.,
2006). Ayrica, MafB beta hiicrelerinin olgunlagsmasinda rol alan Pdx1, Nkx6.1 ve
Glut2’nin regiilasyonu i¢in 6nemlidir (Artner ve dig., 2007).

Endokrin pankreatik gelisimi yonlendiren ve yukarida detayli bir sekilde agiklanan
transkripsiyon faktorlerinin farklilasma siirecindeki rolleri Sekil 2.1:’de semalandirilarak

Ozetlenmistir.

ISL1, PAX6 ; NKX6.1 or NKX6.2 PAX6"
PAX4" PAX6, HNF33

PAX4 (Olgunlagmamys
NKX2.2
MAFA

NKX6.1, PDX1, ISL1 Olgun
MAFA, PBX1, HLXB9 B -htcresi

Sekil 2.1: Pankreatik endokrin hiicre farklilagsmasi siirecinde eksprese edilen transkripsiyon
faktorlerinin semasi (Efrat, 2010°dan alinmugtir).



2.3.  PANKREASIN ANATOMISi VE FONKSIYONU

Pankreas endokrin ve ekzokrin fonksiyonlara sahip bir organdir. Pankreas tam olarak
belirgin olmayan ii¢ bolgeden olusur. Kalin bolge bas, daha incelen kisim kuyruk bu iki
bolge arasinda kalan alan ise govde olarak adlandirilir ki bu da boyun denen bir bolge ile

basa baglanir. Abdomenin posterior duvarinda, midenin altinda enine konumlanmistir ve

ince bagirsagin duedonum bolgesine baglanir (Gray, 1918).

duodenum govde

Sekil 2.2: Pankreasin anatomisi (Bendala, 2009’dan alinmistir).

Organin yaklasik %90-95°1 ekzokrin dokudan olusur ve temel goérevi duedonuma sindirim
enzimlerini salgilamaktir. Salgilanan enzimler inaktif formdadir ve ince bagirsak
limeninde bulunan diger proteazlarla etkilestikleri zaman aktive olurlar. Boylece asinar
hiicrelerin kendi salgiladiklart enzimler tarafindan sindirimi Onlenmis olur. Duktal
hiicreler ise bikarbonat iyonu salgilarlar. Bu olay sekretin denen hormon tarafindan
diizenlenen bir biyokimyasal siirectir ve gastrik asit sekresyonu sonucu degisen duedonal

pH’y1 diizenler (Bendala, 2009).

Pankreasin endokrin pargas1 Langerhans adalar1 denen hiicre kiimelerinden olusur. Bu
adalar ilk olarak 1869 yilinda Alman biyolog Paul Langerhans tarafindan kesfedilmistir.
Adalar, alfa (), beta (B), delta (A), PP ve epsilon (¢) olmak iizere 5 tip hiicreden olusur.
Bu hiicreler sirastyla glukagon, insiilin, somatostatin ve ghrelin hormonlarin salgilarlar.

Pankreasin endokrin parcasi glukoz homeostazini saglamaktan sorumludur ve bunu
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insiilin ve glukagon hormonlarii kana salgilayarak gerceklestirir. Insiilin, proinsiilin
denen prekiirsor proteinin kesilmesi sonucunda olusan iki zincirli bir polipeptiddir. Beta
hiicreleri bu hormonu glukoza cevaben salgilar. Insiilin glukozun sistematik olarak
almimini saglayarak kan glukoz seviyesini diisiiriir. Karacigerde alinan glukoz glikojene
doniistiiriilerek depo edilir (Bollen ve dig., 1998; Agius, 2008). Glukoz seviyeleri diigiik
iken ise alfa hiicreleri insiiline zit calisan glukagon hormonu salgilarlar. Boylece
karacigerde glikojenin glukoza pargalandiktan sonra kana verilmesi saglanarak kandaki
glukoz seviyesi artar (Hems ve Whitton, 1980; Boden, 2004).

Sekil 2.3: Pankreasin histolojik organizasyonu. Duktal sistem (C) asinar hiicrelerin (A)
sekresyonunu toplar, Langerhans adalar1 (B) asinar dokunun arasina dagilmistir.
(Bendala, 2009°dan alinmustir).

2.4. KOKHUCRELER

Diyabetin hiicresel tedavisine iligkin bir¢cok caligsma yiiriitilmektedir. Bunlardan bazilari;
yapay pankreas iiretilmesi, pankreas transplantasyonu, ada transplantasyonu, hiicre
kokenli tedaviler, gen tedavileri ve rejeneratif tedavilerdir. Her yontemin kendi igerisinde
kisitlamalar1 bulunmaktadir; dondr yetersizligi, immun baskilayici ilaglarin zararlari,
hiicre kokenli tedavide saf hiicre nesillerinin elde edilme zorlugu bunlar arasinda
sayilabilir. Ancak, tiim bu tedavilerin tabaninda insiilin salgilayan beta hiicrelerinin

yerine konmas1 yatmaktadir ve beta hiicrelerinin kaynag: ve elde edilme yollarina iligkin
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cesitli goriis ve calismalar bulunmaktadir. Arastirmalar igerisinde izole edilip kiiltiire
edilen kok hiicrelerin ya da yetigkin veya fetal pankreas dokusundan elde edilen ada 6nciil
hiicrelerinin kullanimina iliskin yaklasimlar bulunmaktadir (Cilaker-Micili ve Ozogul,
2007). Bazi arastiricilar ada kok hiicrelerine benzer hiicrelerin pankreas kanalinda veya
adaciklarda bulunabilecegini diistinmektedirler (Grapin-Botton, 2001; Karaoz ve dig.,
2010).

Diyabetin tedavisinde kullanilmak iizere embriyonik kok hiicreler, uyarilmis pluripotent
kok hiicreler, MKH’ler gibi birgok kok hiicre tiirli onerilmistir (Chhabra ve dig., 2013,;
Lilly ve dig., 2016).

Kok hiicreler kendini yenileme, degisik tipte hiicrelere farklilasma (potensi) ve klon
olusturma yetenegine (klonalite), sahip hiicrelerdir (Smith, 2001; Weissman ve dig.,
2001). Kok hiicreler asimetrik boliinme yoluyla bir yandan kendi yedegini (kendini
yenileme) meydana getirirken, diger yandan yenilenecek dokunun gereksinimi olan ve
farklilasma yoniinde ilerleyecek olan hiicrelere doniisiirler. Kok hiicreler, gelisimsel
potansiyellerine gore totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent olmak
tizere gruplara ayrilirlar. Totipotent hiicreler her ii¢ germ tabakasina ait hiicreleri ve
ekstraembriyonik dokular1 olusturabilir. Pluripotent hiicreler ektoderm, mezoderm ve
endoderm kokenli organlari igeren uygun embriyoyu olusturabilirler. Multipotent kok
hiicreler, sadece organin dokuya 6zgilin progenitorlerine farklilasabilirler. Unipotent ya
da oligopotent kok/progenitor hiicreler ise sadece bir ya da bir ka¢ fonksiyonel hiicre

tipini olusturabilirler (Can, 2014).

Memelilerde zigotun 5-6 kez boliinmesiyle blastokist olusur, bu asamadaki hiicreler
sirayla Once ara olusumlari, sonra da kalici olan biitiin dokular1 ve organlar1 olusturmak
tizere giderek cogalir (proliferasyon), kararlanir (determinasyon) ve farklilasir
(differensiyasyon). Bir blastokistin i¢ hiicre kitlesinde yer alan hiicreler embriyonik kok
hiicreler (EKH) olarak adlandirilir. Bu hiicreler pluripotent 6zelliktedir yani embriyodan
kokenlenecek olan biitiin doku ve organlar1 verebilirler. Ancak yiiksek telomeraz
aktivitelerinden dolay1 kontrolsiiz ¢ogalma ile tiimor hiicresine doniisme olasiliklar1 da

yiiksektir (Can, 2014).
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Ote yandan, gelismekte olan organizmada embriyonik kok hiicreler bulunmaz. Ancak,
basta kemik iligi olmak flizere, cesitli organlarda ve bu organlarin belirli doku
bolgelerinde, gerektiginde kendini cogaltabilen, kararlanabilen ve farklilasabilen hiicreler
bulunur. Bunlara yetiskin kok hiicreleri (YKH) veya dokuya 6zgii kok hiicreler denir. Bu
hiicreler genellikle pluripotent 6zellikte degildir (Can, 2014).

Kok hiicre populasyonu kendini yenileme ve hiicre farklilagsmasi arasindaki dengeye
baghdir (Weissman ve dig., 2001). Kok hiicreler “nis” adi verilen 6zellesmis bir
mikrogevrede bulunurlar. Burada kok hiicreleri kendini yenileme kapasitelerini korumak
amaciyla sessiz evrede tutacak olan 6zel kosullar bulunur (Ito ve Suda, 2014). Diger
yandan hiicre metabolizmasi bir hiicrenin proliferasyonuna, farklilasmasina ya da sessiz
evrede kalip kalmamasina karar verebilir. Zigot, ¢cok hiicreli organizmaya gelisirken
embriyoda, erken pluripotent kok hiicrelerde, eriskin kok hiicrelerinde, doku
progenitorlerinde ve son olarak olgun eriskin dokularda hizli hiicre biiylimesi, doku
formasyonu ve organogenez igin farkli metabolik gereksinimlere ihtiya¢ vardir (Wanet

ve dig., 2015).

Kendini yenileme Farklilagmig hiicreler

Metabolik ihtiyaclar

e
4
o Farklilagma »CO) ..... > @ ’rv

Kararlanmig

Kok hiicre EARR SF
progenitor hiicre
Kok hucre belirteci Pozitif Negatif
Farklilagma belirteci Negatif Pozitif
Glikoliz
Oksidatif
Fosforilasyon

Sekil 2.4: Kok hiicrelerin farklilasma stirecinde glikoliz ve oksidatif fosforilasyon degisimi (Ito
ve Suda, 2014’den alinmustir).

Sessiz evrede bulunan MKH’ler, artan hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ne karsi
hassastirlar ve hayat boyu yenilenme kapasitelerini koruyabilmek amaciyla ROS’un

olusturdugu hiicresel hasardan uzak dururlar (Rossi ve dig., 2008; Suda ve dig., 2011).
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MKH’ler in vivo ortamda hipoksik kosullarda bulunur. Farklilasmis olan osteoblast
hiicrelerine kiyasla MKH’ler, glikolitik enzimleri yiiksek oranda eksprese ederken,
oksidatif fosforilasyon igin gerekli olan enzimleri diisiik oranda tiretirler. MKH’ler
terminal farklilagmasini tamamlamis somatik hiicrelerden farkli olarak enerji ihtiyaclarini

karsilayabilmek i¢in daha ¢ok glikolizi tercih ederler (Chen ve dig., 2008).

Glukoz, metabolik siiregte, glikoliz ile piirivata metabolize olur. Piirivat ise ya laktat
dehidrogenaz enzimi ile laktata ya da mitokondride piirivat dehidrogenaz tarafindan
trikarboksilik asit dongiisiinde kullanilmak {izere asetil-CoA’ya dekarboksile olur.
Piirivatin laktat ya da asetil CoA’ya doniismesi oksijen varligina gore degisir. Hipoksik
kosullar altinda asetil CoA {iretimi azalirken piirivat laktata dontistiiriiliir. Oksijen varligi
disinda diger bir degisken de hiicresel biiyiime ve proliferasyondur. Biiyiime,
makromolekiillerin ve ATP’nin iiretimine ihtiya¢ duyar. Bazi kanser hiicrelerinde bu
Warburg etkisi ile gergeklesir. Warburg etkisi, normoksik kosullara ragmen artmis
glikoliz ile tanimlanir (Lunt ve dig., 2011). Normoksik kosullar altinda ROS’un artist
MKH’leri hipoksiye bagli sessiz evreden ¢ikarip onlar1 daha proliferatif bir asamaya
sokar. Bu da, kok hiicre farklilasmasini baglatmak i¢in ortak bir mekanizma olabilir.
Oksidatif fosforilasyondan glikolize gegis, farklilasmis somatik hiicrelerin uyarilmisg
pluripotent kok hiicrelerine (iPS) doniistiiriilmesi sirasinda da goriiliir ve metabolik
yeniden programlamanin bir gostergesidir (Folmes ve dig., 2011; Shyh-Chang ve dig.,
2013).
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Proliferasyonda kok hiicreler Farklilagmada kok hiicreler
Glikoliz Oksidatif fosforilasyon

Glukoz Glukoz

Glugz 6P Glikoliz GluKoz-6P *

Laktat «=— pijrjvat

Laktat CD Pirivat

0,

Oksidatif
fosfonlasyo

Oksidatif
fosforilasyon

Kok hiicre Farklilagmig

Farklilagma -— - hiicreler

okt [ SOMatik hiicreler

*— Yeniden programlama

Sekil 2.5: Kok hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi asamalarinda meydana gelen metabolik
degisimin sematik ¢izimi ( Sart, ve dig., 2014’den alinmustir).

2.5, INSULIN SINYALI VE ILISKiLI MOLEKULLER

2.5.1. Pankreatik B-hiicrelerinde Insiilin Sentezi

Insiilin geni ins1, 11. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir ve 6nciil proinsiilini kodlar
(Owerbach ve dig., 1980). Proinsiilin, prohormon degistiriciler (PC1 ve PC2) tarafindan
proteolitik modifikasyona ugrar ve ekzoproteaz karboksipeptidaz E, molekiiliin C-peptid
adi1 verilen merkez bolgesini keserek ¢ikarir (Steiner ve dig., 1996; Goodge ve Hutton,
2000). Geri kalan iki par¢a A-zinciri (21 amino asit) ve B-zinciri (30 amino asit) olarak
adlandirilir. A-zinciri i¢ disiilfid bag: tasir ve B-zincirine iki disiilfid bagi ile baglanir.
Boylece 58 kDa agirliginda olan insiilin molekiilii olusur. Pankreatik beta hiicreleri
insiilini sentezler ve salinmaya hazir bir sekilde sekresyon graniillerinde depolar. Insiilin
genellikle yemek sonrasinda salinir. Glukoz, amino asitler ve inkretinler (Gastrik
inhibitér peptid (GIP) ve glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)) insiilin sekresyonunu
tetikler. Glukoz beta hiicrelerine glukoz tasiyicist 2 (GLUT2) ile girer ve ATP
iiretebilmek icin glikoliz ve solunum siklusuna katilir. ATP’deki artis ATP-bagimh
potasyum (Katp) kanallarinin kapanmasini saglar ve hiicre depolarize olur. Beta

hiicrelerinin depolarizasyonu voltaj-bagimli kalsiyum (Ca*?) kanallarinin agilmasini ve
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Ca*? akisini saglar. Ca*? seviyesindeki bu artis fosfolipaz C (PLC)’yi aktive eder ve bir
membran fosfolipidi olan fosfolipid inositol 4,5-bifosfat1 (PIP.) inositol 1,4,5-trifosfat
(IP3) ve diagilgliserole (DAG) pargalar. IP3 daha sonra endoplazmik retikulum (ER)’dan
Ca*? salinimini saglayarak hiicre i¢i Ca*? seviyesini artirir, bu da daha 6nce sentezlenmis
ve sekresyon vesikiilleri i¢ginde depolanmig olan insiilinin ekzositozunu saglar (Rutter,

2001) .

A
proinsulin
Instlin
s s s Azincr
| 4 4 e B zinciri
il PC1 3 —C zincirl
PC2
KarboksipeptidazE
B alfa alt birimi|
i beta alt birimli
. disalfid bagh
Hiicre Digt
Lkl R R RN I‘llll\ll
Y2y B LEBEEELEEEERE B A a Yy
Hiicre ici
e ——

Sekil 2.6: (A) Proinsiilin ve insiilinin sematik gdsterimi, (B) Insiilin reseptériiniin alt birimleri
(Sun, 2009’dan almmustir).

2.5.2. Insiilin Reseptoriiniin Aktivasyonu ve Regiilasyonu
Insiilin sinyalizasyonu insiilinin reseptdriine baglanmasi ile baslar. Insiilin reseptérii (IR)

350 kDa agirliginda tetramerik bir transmembran glikoproteindir ve her biri 135 kDa
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agirliginda olan iki a alt {linitesi ile her biri 95 kDa agirliginda olan iki 3 alt {initesinden
olusur. Bu alt iiniteler disiilfid bag ile birbirine baghdir. a-B kompleksleri a-altiiniteleri
arasinda disiilfid bag1 olusturarak dimerize olurlar ve béylece saglam bir tetramerik IR
olusur (Lawrence ve dig., 2007). IR, reseptor tirozin kinaz ailesine mensuptur. Bu
enzimler fosfat gruplarim diger proteinlerin tirozin kalintilarina aktarirlar. insiilin IR ’nin
ekstrasellular a-alt tinitelerine baglanir ve B-alt iinitelerinin aktivasyonu araciligiyla
otofosforilasyon saglanip tam katalitik fonksiyon kazanilir (Kahn ve Folli, 1993; Lee ve
Pilch, 1994). IR aktivitesi bircok mekanizma tarafindan diizenlenir. Protein tirozin
fosfataz 1B (PTP1B) gibi tirozin fosfatazlar direkt olarak IR ile etkilesime girer ve IR’nin
onemli rezidiilerinden fosfat kopararak aktivitesini baskilar. PTP1B iiretmeyen farelerde
insiilin duyarliliginda artis oldugu gosterilmistir (Elchelby ve dig., 1999). IR’nin kinaz
aktivitesi, sitokin sinyal baskilayicisi-1 ve 3 (SOCS1 ve 3), biiytime faktorii reseptoriine
bagli protein 10 (Grb10) ve hiicre plazma membran proteini-1 (PC-1) gibi proteinlerin
fiziksel olarak IR ve insiilin reseptor substratt (IRS) arasindaki etkilesimi

engellemesinden etkilenir (Ueki ve dig., 2004).

2.5.3. Insiilin Reseptor Substrat (IRS)

Insiilin reseptdr substratlar1 1-6 (IRS1-6) ve Src-homoloji-2 gibi bircok IR substrati
bulunmaktadir. IRS proteinleri N-terminal bolgelerinde fosfotirozin-baglanma (PTB)
bolgesi ve pleckstrin-homoloji bolgesi bulundururlar. Bu bélgeler IR’ye yiiksek afinite
gosterirler ve IR’ye baglanmadan sorumludurlar. IR proteininin merkez ve C-terminal
bolgeleri ise IR tarafindan fosforillenebilen birgok protein tirozin fosforilasyon bdlgesi
icerirler (Taniguchi ve dig., 2006). IRS proteinleri ekspresyon profillerine gore farklilik
gosterirler. IRS1 liretmeyen farelerde beta hiicrelerinde glukoza cevaben uyarilan insiilin
sekresyonunda bozukluklar ve insiilin ekspresyonunda iki kata kadar azalma gozlenmistir
(Kulkarni ve dig., 1999). /n vitro arastirmalarda IRS1’in glukoz almimiyla yakindan
iligkili oldugu goézlenmistir (Huang ve dig., 2005). IRS1’in yetmisin iizerinde serin
fosforilasyon bolgesi bulunmaktadir ve artan serin fosforilasyonu siklikla insiilin direnci
asamasinda  gozlenmektedir. Mayalarda IRS1’in  307. Serin  kalintisindan

fosforillenmesinin IR ile etkilesimini bozdugu gosterilmistir (Aguirre ve dig., 2000).

Schiffer ve arkadaslari (2008),
GSLDESFYDWFERQLGGGSGGSSLEEEWAQIQCEVWG RGCPSY peptid dizisine
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sahip olan S961 molekiiliinii, biyosentetik olarak E. coli’de iiretmistir. Bu molekiil insiilin
reseptor antagonistidir ve IR’ye insiiline oranla 30-1000 kat daha fazla segiciligi

oldugundan insiilin reseptoriine baglanarak insiilin direncine sebep olur.

2.5.4. Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin, reseptdriine baglandiginda reseptdriin belirli tirozin bakiyeleri otofosforillenir ve
IRS fosforilasyonu gergeklesir (Cheatham ve Kahn, 1995). Insiilin reseptoriiniin kinaz
aktivitesi araciligiyla iki farkli sinyal yolagi olan PI3-K/Akt ve Ras/Mitojen ile aktive
olan protein kinaz (MAPK) yolaklar1 uyarilir. Bu sinyal yolaklar1 gen ekspresyonu, hiicre
dongiisii, hiicre proliferasyonu ve vesikiil trafigi gibi farkli hiicresel siiregleri diizenler.
Bu siiregler ile iliskili olarak glukoz, lipid ve protein metabolizmas1 bozukluklar ile
kanser ve diger patolojiler gelisebilmektedir (Nandi ve dig., 2004). Insiilin ile uyarilan
sinyal yolagi Sekil 2.7:’de 6zetlenmistir.

insiilin

Sekil 2.7: insiilin sinyal yolaginin sematik gdsterimi. IRS: Insiilin reseptdr substrati; Glut: Glukoz
tastyicisi; Grb: Biliyiime faktor reseptoriine bagl protein; She: Src homologu tasiyan
protein; PTEN: Fosfataz ve tensin homologu; PDK1: Piirivat dehidrogenaz kinaz,
izoenzim 1; pAKT/PKB: Protein kinaz B.
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2.6. LEPTIN VE ILISKIiLi SINYAL YOLAKLARI

Obez bireylerde leptin seviyelerinde artis gozlenir (Kulkarni ve dig., 1999). Leptin, obese
(Ob) geninin bir iriinii olan 16 kDa agirhiginda bir hormondur, birincil olarak adipoz
dokudan salinir ve viicut agirligininin diizenlenmesinde rol alir. Leptin reseptorii (LEPR),
smif I sitokin reseptdr ailesine aittir ve bes izoformu bulunur. Dérdiiniin ilk 862 amino
asit dizisi aymidir, karboksi terminal bolgelerinin uzunluguna ve dizisine gore farklilik
gosterirler. Besinci izoform ise ¢oziinebilen ya da salgilanan izoformdur, leptine baglanip
kan dolasiminda dolasir ve transmembran bolge tasimaz. insanlarda siganlardan farkli
olarak bu c¢oziinebilen izoformun transkripti bulunmaz. LEPR c¢doziinebilen izoform,
transmembran izoformun proteolitik kesilmesi sonucunda olusur. Uzun LEPR izoformu
(LEPRDb) biitiin leptin sinyal yolaklarini aktive eden formdur (Chua ve dig., 1996; 1997).
Kisa izoformun (LEPRa) fonksiyonu ise leptine baglanip kan-beyin bariyerinde
tasinmasini saglamaktir (Li ve dig., 2013). Her bes izoform N-terminal ekstrasellular

bolge icerir ve bu bolge ligandin baglanmasi i¢in gereklidir.

Leptin, beta hiicrelerinde insiilin salinimini, glukoz taginmasini, ATP seviyelerini baskilar
ve ATP bagimli potasyum kanallarimi aktive ederek hiperpolarizasyona sebep olur
(Kieffer ve dig., 1997; Seufert ve dig., 1999; Lam ve dig., 2004). Insiilin, adipoz dokunun
artmasini saglayip leptin, sentez ve salinimini artirirken, leptin insiilin salinimini inhibe

eder (Kieffer ve Habener, 2000).

2.6.1. JAK/STAT Yolag

Leptinin LEPRb’ye baglanmasiyla Janus Kinaz-2 (JAK2) aktive olur ve LEPRD’yi
birgok tirozin bakiyesinden fosforiller (Eyckerman ve dig., 2000). p-LEPRb (Tyr985),
SHP2’ye baganarak ERK yolaginin aktivasyonunu baslatir (Banks ve dig., 2000). Beyine
spesifik SHP2 delesyonunun leptin direnci ve obeziteye neden oldugunun tespit edilmesi
leptinin  fonksiyonlarin1 gosterebilmesi igin LEPRb/SHP2/ERK yolaginin gerekli
oldugunu diigiindlirmiistiir (Zhang ve dig., 2004). p-LEPRD (Tyr985) ayni zamanda leptin
sinyalinin negatif yonde diizenleyen SOCS3’e de baglanir (Bjorbak ve dig., 2000). p-
LEPRb (Tyr1077) Sinyal Kuvvetlendirici ve Aktivator Transkripsiyon (STAT) 5’e
baglanir (Gong ve dig., 2007). p-LEPRb (Tyr1138) JAK2’nin STAT3’ii fosforilleyerek
aktivasyonunu saglar (Banks ve dig., 2000). JAK2/STAT3 yolag: leptin etkisinin en iyi
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bilinen yolagidir. Farelerde beyine spesifik STAT3 delesyonu leptin direnci ve obezite
ile sonuglanir (Gao ve dig., 2004). Bu bulgu, leptinin enerji dengesi ve viicut agirhigini
korumasinda JAK2/STAT3 yolagmin etkin oldugunu gostermektedir. STAT ailesi
tiyelerinin fosforillenmesiyle bu proteinler nukleusa gegerek gen transkripsiyonunu
diizenler (Seufert, 2004). Ayrica, leptin hipotalamusta yer alan arkuat nukleustaki
noronlarin membraninda yerlesen reseptoriine baglandiginda benzer bir sekilde
JAK/STAT yolag araciligiyla, hem yag asidi oksidasyonunu uyarma yoluyla enerji
kullanimini artirarak hem de istah1 kapatarak viicut agirliginin azalmasina neden olur (Cui
ve dig., 2017). Leptin ile uyarilan JAK/STAT aracili sinyal yolagi Sekil 2.8:’de

Ozetlenmistir.

Hiicre digi

Hicre ici

(p B X
G R A S1ans?
> Geri bildirim|
inhibisyonu

-+
Diger proteinler

(NPY, POMC)

Sekil 2.8: Leptin sinyalinin sematik gosterimi. Leptinin reseptorii Ob-Rb’ye baglanmasiyla JAK2
aktivasyonu ve reseptor dimerizasyonu uyarilir. Béylece Ob-Rb’nin hiicre i¢i kisminin
JAK?2 tarafindan fosforillenmesiyle STAT3 fosforillenip aktiflesir. Aktif STAT3
nukleusa gecer ve SOCS3’lin de dahil oldugu hedef genlerin transkripsiyonunu saglar.
SOCS3, hem PI3K hem de STAT3 yolaklarinin negatif diizenleyicisidir (Sahu, 2011°den
uyarlanmigtir).
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2.6.2.Tub

Insiilin ve leptin sinyalinde rol oynayan yeni bir protein tanimlanmistir (Prada ve dig.,
2013). Bu proteinin iiretilmesinden sorumlu olan Tub geninde spontan mutasyon olan
fareler “tubby” olarak adlandirilmis ve obezite ile iligkili olarak insiilin direnci tasidiklari
belirlenmistir (Coyle ve dig., 2008). Tubby fareler kilo artis1 ile beraber kanlarinda
yiiksek insiilin seviyesi gostermelerine (hiperinsiilinemik) karsin normal kan glukoz

seviyelerine (normoglisemik) sahiptirler (Coleman ve Eicher, 1990; Wang ve dig., 2006).

Tub proteini birincil olarak merkezi sinir sisteminde (van Vliet-Ostaptchouk ve dig.,
2008) iiretilmektedir. Pankreatik B-hiicreleri ile néronal hiicreler bir¢ok benzer biyolojik
ozellige sahiptir. Ornegin; norotrofik bir faktor olan NGF ve reseptdr sistemleri bu
hiicrelerde de tanimlanmistir ve bu sistemin beta hiicreleri i¢in en az insiilin kadar 6nemli
oldugu onceki ¢aligmalarimizda gosterilmistir (Gezginci-Oktayoglu ve Bolkent, 2011;
Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2012). Ayrica leptine duyarli dokular arasinda yer alan
beyaz yag dokusunda da yiiksek oranda Tub proteini bulundugu gosterilmisitr (Prada ve
dig., 2013).

Tub proteinin fonksiyonlar1 sadece birka¢ caligmada arastirilmistir: Boggon ve
arkadaglar1 (1999) korunmus Tub proteinin karboksi u¢ bolgesinin DNA’ya baglanan
yapida oldugunu ve amino terminal kisminin transkripsiyonun diizenlenmesini
saglayabilecegini One silirmiistiir. Ayrica, aym ekip, primer ndronlarda 5-HT2c
reseptOrlerinin serotonin ile aktivasyonunda Tub proteinin plazma zarindan nukleusa go¢
ettigini gostererek hipotezlerini kanitlamiglardir. Tub, fosfotidilinositol 4,5-bifosfat
izerinden plazma membranina baghdir. Sinyaller G-protein bagli reseptdrler tarafindan
Gog’ yu fosforiller ve fosfolipaz C-f aktivitesi ile Tub serbest kalip transkripsiyon faktorii
olarak gorev alabilecegi niikleusa goc eder (Ikeda ve dig., 2002).

Tub’un in vivo ve in vitro sartlar altinda insiilin reseptdr tirozin kinaz (IRTK) ve leptin
reseptor (LEPRD) ile iliskili JAK?2 tarafindan fosforlanarak aktive oldugu gosterilmistir
(Tkeda ve dig., 2002; Prada ve dig., 2013). Leptin ya da insiilin enjeksiyonu sonucu
nukleusa go¢ eden Tub, insiilin ve leptinin enerji dengesi ve glukoz metabolizmasinin

kontroliinde anahtar role sahiptir (Prada ve dig., 2013), Kapeller ve arkadaslar1 (1999)
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Tub genini hamster ovaryum hiicrelerine transfekte ederek stabil olarak insiilin reseptorii

ekspresyonunu saglamayi basarmistir.

2.6.3.Fosfoinositid 3-Kinaz (PI13K)-AKT Sinyal Yolag:

Leptinin etkiledigi bir diger yolak fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolagidir ki bu yolak
insiilin tarafindan da aktive edilir. Ning ve arkadaslar1 (2006) bu etkinin protein ve lipid
fosfataz PTEN (tensin homolojisine sahip fosfataz)’in inhibisyonunu kapsadigini
gostermistir.  PTEN,  fosfatidilinositol ~ (3,4,5)  trifosfat  (PtdIns(3,4,5P3)’mn
defosforilasyonunu saglayarak bu molekiiliin seviyelerinin azalmasina neden olur.
Leptin, PtdIns(3,4,5P3)’1 artirarak ATP’ye bagimli potasyum kanallarinin
aktivasyonunda artisa, beta hiicrelerinin plazma membraninda hiperpolarizasyona ve
dolayisiyla glukozla uyarilan insiilin sekresyonu (GSIS) inhibisyonuna neden olur.
PTEN, PI3K/Akt sinyal yolaginin negatif bir diizenleyicisidir (Wijesekara ve dig., 2005).
PTEN’in bu potansiyel roliit Wang ve arkadaslar1 (2010) tarafindan leptin hasarli ob/ob
tip 2 diyabetli farelerde PTEN delesyonunun beta hiicrelerinin fonksiyonunu ve kiitlesini
korudugunun gosterilmesiyle desteklenmistir. Bu bulgular, Onceki hipotezlerin
genisleyerek dogrulanmasini ve beta hiicreleri ile adipoz doku arasinda var olan iki yonlii
hormonal iliskinin agik¢a ortaya konarak asir1 yaglanmanin pankreatik fonksiyon

bozukluklarina neden oldugunu diistindliirmiistiir.

2.6.4.Wnt/p-katenin Sinyal Yolag:

Bu yolagin birgok bileseni pankreatik beta hiicre proliferasyonunda, normal kolesterol
metabolizmasinda, glukoz ile uyarilan insiilin sekresyonu ve glukagon benzeri peptid 1
(GLP-1) iiretilmesinde rol alir. Caligmalar Wnt sinyal yolaginin bir {iyesi olan
transkripsiyon faktorii7 benzeri 2 (TCF7L2) geninin tip 2 diyabete yatkinlik ile iligkili
oldugunu ve bu gende tespit edilen tiim mutasyonlarin tip 2 diyabet gelisme riski ile cok
yakindan iliskili oldugunu gostermistir. Ayrica, Wnt-5b’nin polimorfizmlerinin de tip 2

diyabet i¢in yiiksek risk olusturdugu bildirilmistir (Sun ve dig., 2009).

Wnt proteinleri hiicrede bilinen ii¢ yolagi etkinlestirirler. i.) Wnt/B-katenin yolagy,
kanonik Wnt yolagi olarak ta bilinir. Kisaca, Wnt uyaris1t GSK-3p, kazein kinaz-lo, APC

ve Aksin’den olusan B-katenin fosforilasyon kompleksinin dagilmasina, B-katenin’in
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nukleusa gog¢ etmesine ve TCF transkripsiyon faktoriine baglanarak Wnt hedefli genlerin
ekspresyonuna yol agmaktadir. ii.) Planar Hiicre Kutuplasma Yolag1 (PKHY),
gelismekte olan epitel tabakalarinin embriyoda dogru eksende kutuplagsmalarini saglar ve
Rho ailesi GTPaz’lar tarafindan kontrol edilir; iii.) Wnt/kalsiyum yolagy, hiicre iginde
kalsiyum iyonu artigin1 uyarir. Wnt proteinleri bu i{i¢ yolakta da 6nce Frizzled ailesinden
olan hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanir. Frizzled ailesi reseptorleri G proteinine kenetli

reseptorlerdir (Can, 2014).

B-katenin’in sinyal yolaklarindaki etkisi sadece Wnt bagimli degildir. B-katenin ayni
zamanda kaderin tabanli adhezyon sisteminin 6nemli bir bilesenidir. Kaderin/katenin
tabanli adhezyon sistemi birbiriyle iliskili olan hiicreler arasinda biiyiik 6neme sahiptir
(Howard ve dig., 2011). Mezenkimal kok hiicrelerin plazma membraninda yer alan N-
kaderin B-catenin’e baglanir (Ouyang ve dig., 2013). Farklilasmaya giden hiicrelerin
adhezyon sistemlerinde degisiklikler meydana gelir. Bunun sonucunda B-katenin serbest
kalir. Serbest kalan B-katenin Wnt sinyaline bagimli olmaksizin ayni yolakta etkisini
gosterebilir (Bienz, 2005). Omegin; N-kaderin’den ayrilan B-katenin nukleusa gecerek

transkripsiyonda rol oynar (Kam ve Quaranta, 2009).

Wnt/B-Katenin sinyalinin progenitdr hiicrelerin proliferasyonunun devamliliginin
saglanmasinda dnemli oldugu bilinmektedir (Chenn ve Walsh, 2000). Ilging olarak,
Whnt/B-Katenin sinyalinin kok hiicrelerin noral farklilasmasinin gergeklesmesi igin de
gerekli oldugu saptanmistir (Muroyama ve dig., 2004). Wnt/B-katenin sinyaline yanit
olarak gelisen bu zit hiicresel olaylarin agiklanabilmesi igin gelistirilen bir modelde [3-
katenin-CBP-aracil1 transkripsiyonun hiicre proliferasyonu igin; [-katenin/p300-aracili
transkripsiyonun ise farklilasma programinin baslamasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir

(Teo ve dig., 2005).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu c¢alismada ekibimizin Onceki projeleri kapsaminda eriskin erkek Wistar albino
siganlarin pankreatik adaciklarindan izole edilip karakterize edilen PAK-MKH’ler (4-10.
Pasaj) kullanilmistir. Bu hiicrelerin izolasyonu Eberhardt ve arkadaslarinin (2006)
yayinladiklari protokole gore kisaca su sekilde yapilmistir: Eriskin siganlar (250-300 gr)
ketazol (200 mg/kg, Richterpharma) ile bayiltilarak, pankreatik kanal araciligi ile
kollagenaz (1 mg/mL, Roche) uygulanmistir. Adalar, ficoll gradiyent santrifugasyonu ile
ekzokrin kisimdan ayrildiktan (Gezginci-Oktayoglu ve dig. 2012; 2015) sonra tam
medyum i¢inde bir kiiltiir flaskina ekilerek pankreatik kok hiicrelerin ayrilmasi ve kiiltiir
flaskina tutunarak ¢ogalmasi beklenmistir. %70 konfluensiye ulagmis olan kok hiicreler
(Pasaj 0) fosfat tamponu ile yikandiktan sonra %0,25 tripsin-etilen diamin tetra asetik asit
(Tripsin-EDTA) solusyonunun uygulanmasiyla tutunmus olduklari flaskin yuzeyinden
kaldirilmis ve pasajlar devam ettirilmistir. PAK-MKH’lerin karakterizasyonu igin i.)
Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonunda varlik veya yokluklar1 anahtar veri
olarak kabul edilen 7 yiizey antijeni 6zgiin antikorlariyla isaretlenerek, akim sitometrik
analiz ile bu antijenleri eksprese eden hiicrelerin yogunlugu belirlenmistir. Bu belirtecler:
CD29 (Integrin-B1 zinciri Ha2/5), CD45, CD54, CD90 (Thy-1/Thy-1.1), CD106’dur.
Negatif kontrol olan CD45 tasiyan hiicreler <%0,5 iken, pozitif belirtecler, >%99 olan
hiicre populasyonlar1 deneye alinmistir. ii.) Mezenkimal kok hiicrelerin en sik kullanilan
sitoplazmik belirtecleri olan Vimentin, CD105/Endoglin, Fibronektin ve Nestin
proteinleri western emdirimi teknigiyle gosterilmistir. iii.) Kok hiicrelerin 6nemli bir
ozelligi olan farklilasma yeteneginin gosterilmesi i¢cin %80 konfluensiye ulasmis olan
Pasaj 3 hiicrelerinin pankreatik beta hiicrelerine, adipositlere ve osteositlere farklilasma
yetenekleri uygun protokoller kullanilarak gosterilmistir. iv.) Kok hiicrelerin karakteristik
Ozelligi olarak bilinen yiiksek proliferasyon kapasiteleri 1., 4., 7., 11., 14. ve 17. giinlerde
WST-1  (4-3-4-lodophenyl-2-4-nirophenyl-2H-5-tetrazolio-1,3-benzene  disulfonate)
uygulamasiyla Olgiilmiistiir. Tiim bu testler sonucunda izole edilen PAK-MKH’lerin
yiksek saflikta, saglikli ve fonksiyonel olduguna karar verilerek deneyler
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada iki farkli eriskin sigandan izole edilen PAK-MKH’ler
kullanild1. Hiicreler 1s1yla inaktive edilmis %15 fetal sigir serumu (FBS; Lifetech), %1
antibiyotik karigimi (100 tnite/mL, penisilin G100, 100 ul/mL, streptamisin, PES;
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Lifetech) ve %1 L-glutamin (200 nM, Lifetech) iceren modifiye edilmis Eagle medyumda
(MEM; Gibco)’da, 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibatorde kiiltiire edildiler
(Karaoz ve dig., 2010).

3.1.1. Hiicrelere Uygulanan Maddelerin Hazirlanisi:

Glukozun Coziinmesi ve Doz Tayini

Ana stok olarak 1 M glukoz (Sigma) MEM igerisinde hazirlandiktan sonra 5, 10, 15, 20,
25 ve 30 mM konsantrasyonlarina sulandirilarak uygun ¢alisma dozu WST-1 hiicre

canlilik testi ile belirlendi.

Insiilinin Coziinmesi ve Doz Tayini

Ana stok olarak 10 uM insiilin (Sigma) sekilde MEM igerisinde hazirlandiktan sonra 1,
10 ve 100 nM konsantrasyonlarina sulandirilarak uygun calisma dozu WST-1 hiicre

canlilik testi ile belirlendi.

Leptinin Coziinmesi ve Doz Tavini

Ana stok olarak 1 mg leptin (L) (Sigma), 1 mL, 20 mM Tris HCI pH 8.0 (Sigma)
tamponunda ¢oziilerek hazirlandi. Ana stok, 0.5, 1, 1.5, 2 ng/mL konsantrasyonlarina

sulandirilarak uygun ¢alisma dozu WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlendi.
Deney sartlari:

Tam Medyum (FM): %10 FBS+ MEM

Tam Medyum + Leptin (FM+L): 0,5 ng/mL Leptin +%10 FBS+ MEM
Glukoz (G): 20 mM Glukoz+%10 FBS+ MEM

Glukoz + Leptin (G+L): 0,5 ng/mL Leptin+ 20 mM glukoz+ %10 FBS+ MEM
Insiilin (I): 1 nM insulin+%10 FBS+ MEM

Insiilin + Leptin (I+L): 0,5 ng/mL Leptin+ 1 nM insiilin+ %10 FBS+ MEM

Glukoz + Insiilin (G+i): 20 mM glukoz+ 1nM insiilin+ %10 FBS+ MEM
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Glukoz + Insiilin + Leptin (G+i+L): 0,5 ng/mL Leptin+ 20 mM glukoz+ 1 nM
insiilint%10 FBS+ MEM

XAV 939°in Coziinmesi ve Doz Tayini

5 mg XAV (Santa Cruz), 16 mL DMSO’da ¢6ziildii ve 5 uM konsantrasyonda hiicrelere
uygulandi. XAV deney sartlarindan 1 saat 6nce hiicrelere uygulanarak 6n inhibisyon
saglandi. Daha sonra deney medyumlarina tekrar XAV eklenerek 24 saat standart kiiltiir
sartlarinda inkiibe edildi.

DKK-1’in Coziinmesi ve Doz Tayini

DKK-1 (R&D Systems), %0,1 sigir serum albumin igeren steril PBS’te 100 pg/mL
konsantrasyonda hazirlandi. DKK-1 deney sartlarindan 1 saat 6nce hiicrelere uygulanarak
On inhibisyon saglandi. Daha sonra deney medyumlarina tekrar DKK-1 eklenerek 24 saat

standart kiiltlir sartlarinda inkiibe edildi.

bpv-(HOpic)’in Coziinmesi ve Doz Tavini

Bpv-(HOpic) (Santa Cruz), stok soliisyonu 1mM konsantrasyonda DMSO’da ¢6ziilerek
hazirlandi. 6 kuyulu kiltir kaplarna ekilmis olan hiicrelere 1, 2, 3, 4 ve 5 uM
konsantrasyonlarda uygulandi. 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerden lizat
elde edildi. Elde edilen lizatlarda uygun inhibisyon dozunu belirleyebilmek igin p-AKT
(Serd73) seviyeleri western emdirimi teknigi ile gosterildi. Bpv-(Hopic), PTEN
inhibitorii oldugundan dolayr p-AKT inhibisyonuna neden olmaktadir. PTEN’de p-
AKT’yi inhibe eder. PTEN, Bpv-(HOpic) ile inhibe edildigi zaman p-AKT (Ser473)

seviyelerinin artmasi beklenir.

S961°in Coziinmesi ve Doz Tavini

S961 (Novo Nordisk), 1uM konsantrasyonda saf suda hazirlandi. 6 kuyulu kiiltiir
kaplarina ekilmis olan hiicrelere 1, 10, 100 ve 1000 pM konsantrasyonlarda tam medyum

icerisinde uygulandi. 24 saat kiiltiire edilen hiicrelerden lizat elde edildi. S961, insiilin
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reseptOor antagonisti oldugundan dolay:1 insiilin direncine sebep olup insiilin sinyal
yolagini inhibe eder. Dolayisiyla S961’in doz tayini i¢in p-AKT (Ser473) protein

diizeylerine western emdirimi yontemi ile bakildi.

3.2. HUCRE CANLILIK TESTI (WST-1)

Bu testin prensibi suda ¢oziinen tetrazoliyum tuzu (WST-1)’nun mitokondriyal
dehidrogenazlar tarafindan agik sar1 renkli formazana doniistiiriilmesidir. Olusan
formazan hiicrelerden kiiltir medyumuna salinir ve 420-480 nm dalga boyunda
maksimum absorbans verir. Formazanin miktar1 direkt olarak canli hiicre sayisi ile

iliskilidir (Wakai ve dig., 2015).

Deney sartlart PAK-MKH’lere 24 saat uygulandiktan sonra, uygulanan maddelerin
hiicreler iizerindeki toksik veya proliferatif etkilerinin test edilmesi amaciyla WST-1
(Roche) kullanildi. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5000 adet ekilen hiicrelere 10 pL WST-
1 uygulandi ve 4 saat boyunca 37 °C’de, %5 CO2ve %95 nem iceren etiivde inkiibe edildi.
Bu inkiibasyon periyodundan sonra mikroplaka okuyucuda (BioTek pQuant) 420-480 nm

dalga boyunda olusan formazan miktar1 6lgtildii.

3.3. GEN EKSPRESYONU ANALIZLERI

Deney sartlari, PAK-MKH’lere 24 saat siireyle uygulandiktan sonra beta hiicre
farklilagmasi gen anlatimi diizeyinde ger¢cek zamanli geri ¢evrim polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) teknigi kullanilarak gosterildi. Bu teknik 5 basamakta
gergeklestirildi:

3.3.1. RNA izolasyonu

PAK-MKH’ler 6 kuyulu kiiltiir kaplarma ekildi. Hiicreler kiiltiir kaplarinin yiizeyini
doldurduktan sonra deney medyumlar1 koyuldu ve 24 saat sonra medyum kaldirilip soguk
PBS ile yikandiktan sonra Trizol Reagent (Sigma) uygulandi ve pipetajlanarak
homojenizasyon yapildi. Hiicresel igerik ependorf tiiplere alind1 ve kloroform eklendi.
12.000 rpm’de 10 dk. +4 °C’de santrifiij yapildi. Seffaf kloroform fazi toplandi ve baska

bir ependorf tiipe aktarildi. Uzerine izopropanol ekilendikten sonra 12.000 rpm’de +4



27

°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve peletin {izerine %78 etanol
eklenerek 7600 rpm’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 yavasca dokiildiikten
sonra tiipte kalan etanoliin ugmasi i¢in tiipler, 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Kuruyan
tiiplerin tizerine %1 dietilpirokarbonat (DEPC; Sigma) igeren su koyuldu. Elde edilen
nukleik asit karisimindaki RNA’nin saflagtirilmasi igin DNaz (Ambion) eklenerek, 37
°C’de 30 dakika inkiibe edildi ve 15 mM EDTA (Sigma) 75 °C’de 5 dakika uygulanarak
DNAaz’1n inhibisyonu saglandi.

3.3.2. RNA Miktarimin Belirlenmesi

Izolasyondan sonra elde edilen RNA miktar1 Qubit RNA Assay Kit (Invitrogen) ile
iireticisinin talimatlarina gore fluorimetrik olarak Olgiildii. Kisaca; kitte bulunan
fluorometrik boya soliisyonu 1:200 diliisyonda hazirlandi ve standartlar 1:20, 6rnekler ise
1:200 diliisyonda bu boya soliisyonunun igine sulandirilip 2 dakika oda 1sisinda,
karanlikta inkiibe edildikten sonra RNA miktarlar1 (ng/mL) Qubit 2.0 (Invitrogen)

cihazinda olgiildi.

3.3.3. cDNA Eldesi

Saf olarak elde edilen RNA, Superscript 11l First Strand Synthesis Kit (Invitrogen)
kullanilarak ¢cDNA’ya ¢evirildi. Her 6rnekten 1 pg RNA cDNA’ya cevrilmek {izere
isleme alindi. cCDNA eldesi i¢in gergeklestirilen basamaklar Sekil 3. 1:‘de 6zetlenmistir.
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RNA + Primer + dNTP'ler (10 pL)
65 °C'de 5 dk.

Denatlirasyon:
En az 1 dk. buz Gizerinde bekletilir
Baglanma: Oligo(dT),q ya da GSP Random Hekzamerler

10 pL cDNA Sentez Mix'inden eklenir 10 pL cDNA Sentez Mix'inden eklenir

|

25 °C'de 10 dk.

}

cDNA Sentezi: 50 °C'de 50 dk.
Reaksiyonun Sonlandirilmasi: 85 °C'de 5 dk.
RNA'nin Uzaklastirimasi: 1 pL RNaz H eklenir

37 °C'de 20 dk.

PCR Amplifikasyonu: 200 ng cDNA PCR icin kullanilir.

Sekil 3.1: RNA’dan ¢cDNA’ya ¢evrim prosediiriiniin 6zeti (Superscript III Strand Synthesis Kit
(Invitrogen)’in kullanma kilavuzundan terctime edilmistir).

3.3.4. ¢cDNA Miktarimin Belirlenmesi

CDNA miktar1 Qubit ssDNA Assay Kit (Invitrogen) ile {ireticisinin talimatlarina gore
fluorimetrik olarak olgiildii. Kisaca; kitte bulunan fluorometrik boya soliisyonu 1:200
diliisyonda hazirland1 ve standartlar 1:20, 6rnekler ise 1:200 diliisyonda olacak sekilde
bu boya soliisyonuna eklenip 2 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi. cDNA
miktarlari (ng/mL) Qubit 2.0 (Invitrogen) cihazinda belirlendi.

3.3.5. gRT-PCR ile gen ekspresyon analizi

PAK-MKH’lerin uygulanan sartlar altinda beta hiicrelerine farklilasma olasiligi, Tablo
3.1:’de verilmis olan, beta hiicrelerine 6zgiin genlerin ekspresyon seviyelerinin qRT-PCR
teknigi ile belirlenmesi ile tespit edildi. Bu iglem i¢in 200 ng cDNA, 25 pLL TagMan Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) ve primertprob karisimi (Applied
Biosystems) PCR tiiplerine eklenerek iireticinin talimatlarina uygun olarak gRT-PCR
islemi gerceklestirildi. Kontrol olarak ACTB geni kullanildi. Uygulanan qRT-PCR

asamalar1 Tablo 3.3:’de verilmistir.
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Tablo 3.1:Gen ekspresyonu analizleri igin yapilan gRT-PCRyonteminde kullanilan primer ve
prob karigimlari ile elde edilen iiriinlerin katalog numaralari ve olusan iiriinlerin amplikon

uzunluklari.
Gen Katalog Numarasi Amplikon Uzunlugu
ins2 Rn01774648 g1 148
Pdx1 Rn00755591_m1 53
Nkx6.1 Rn00581973_ml 69
Nkx2.2 Rn04244749 ml 78
Pax6 Rn00443072_m1 56
Pax4 Rn01646603_gl 68
ACTB Ambion, 4387430 -

Tablo 3.2: gRT PCR igin gerekli reaksiyon igeriginin hazirlanist.

50 pL hacim i¢in reaksiyon basina (uL)

PCR Reaksiyon Karisim Icerigi
Tek Reaksiyon

TagMan Gen Ekspresyon Assay 2.5
(Primerler)
TagMan Gen Ekspresyon Master Mix 25
(MM)
cDNA (200 ng) Degisir!
RNaz igermeyen su 50 pL- cDNA miktar1
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Tablo 3.3: gRT-PCR basamaklari.

qRT-PCR Asamalari Sicaklik Zaman
cDNA Denatiirasyonu | 95 °C 5 dk.
Primerlerin DNA 65 °C 10 dk.
Zincirlarine

Baglanmasi

Uzamave 5’ 72 °C 50 dk.
ekzonukleaz aktivite

Siklusun 85 °C 5dk.
tamamlanmasi ve

triinlerin olusmasi

3.4. AKIM SITOMETRiIK ANALIiZLER

3.4.1. Insiilin Ureten Hiicre Oranlarinin Belirlenmesi

Bu yontem i¢in; 6 kuyulu kiltir kaplarina ekilen PAK-MKH’ler, kap yiizeyini
doldurduktan sonra deney sartlari, XAV veya DKK-1 24 saat siireyle uygulandi. Medyum
kaldirilip 30 giin boyunca normal kiiltiir medyumu olan %15 FBS’li MEM uygulandi.
Burada amag, 24 saat icinde baslayan farklilasmanin terminal doneme eriserek olgun beta
hiicrelerinin gelisimini tamamlamalarini saglamakti. 30. giiniin sonunda hiicreler Tripsin-
EDTA (Sigma) ile kaldirildi ve %2 paraformaldehit (Merck) ile +4°C’de 10 dakika fikse
edildikten sonra %0,5 Triton X-100 (Sigma) igeren PBS’te 10 dakika boyunca
permeabilize edildi. Sonrasinda 1:10 oraninda FBS iginde sulandirilan instilin antikoru
(Santa Cruz) ile calkalayici iizerinde 30 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibasyonu
saglandi. Primer antikor uygulanmasindan sonra hiicreler PBS ile yikandi. FITC bagh
anti-tavsan sekonder antikor (Invitrogen) 1:10 oraninda, karanlikta, oda 1sisinda, 30
dakika boyunca uygulandi. PBS ile yikandi ve FACS Calibur (BD) cihazinda FL1
kanalinda analize alindi (Hui ve dig., 2001). Net fluoresan yogunluk hesaplanirken
orneklerin fluoresans yogunlugundan yalnizca sekonder antikor uygulanan hiicrelerin

fluoresans yogunlugu ¢ikarildi.
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3.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri Seviyelerinin Belirlenmesi

Hiicre i¢ine gecebilen 2°, 7° —diklorofloresin diasetat (DCFDA) boyasi hidroksil, peroksil
ve diger reaktif oksijen tirleri (ROS)’nin iiretim seviyelerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. DCFDA hiicreye girdikten sonra hiicresel esterazlar tarafindan
fluoresans olmayan bir bilesene deasetilize olur. Sonra ROS tarafindan 2°, 7° —
diklorofloresine (DCF) okside olur. DCF yiiksek oranda fluoresandir ve DCF yogunlugu

akim sitometri cihazi ile 6l¢iilebilir.

6 kuyulu kiiltir kaplarina ekildikten sonra 24 saat boyunca deney medyumlarina maruz
kalan hiicreler 30 giin siireyle normal medyumlarinda inkiibe edildi. Daha sonra %0,25
tripsin-EDTA ile kaldirilip 5x10* hiicre olacak sekilde akim sitometri tiiplerine alind.
FBS’nin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in hiicreler bir kez PBS ile yikandi ve tiiplere 100
uL FBS icermeyen MEM ile 10 ng/ml DCFDA eklenerek 30 dakika boyunca karanlikta
standart kiiltiir sartlarinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler FACS
Calibur cihazinda (BD), FL1 kanalinda analize alindi. Net fluoresan yogunluk
hesaplanirken tam medyum uygulanmis olan hiicrelerin fluoresans yogunlugu 1 kabul
edilip diger sartlardaki ROS iiretim seviyeleri, FM’ye oranla kathi degisiklik olarak
hesaplandi.

3.,5. INSULIN SEKRESYON TESTI

Farklilasan beta hiicrelerinin fonksiyon edinimini test etmek amaciyla bu hiicrelerin
yiikselen glukoza cevaben insiilin salabilme kapasiteleri 6lciildii. Bu amagla madde
uygulamasindan 30 giin sonra hiicreler PBS ile yikandi, 5,5 mM glukoz ve %0,5 BSA
iceren DMEM’de iki saat siireyle inkiibe edildiler. Kiiltiir medyumu toplandiktan sonra
hiicreler PBS ile yikandi ve 25 mM glukoz iceren DMEM’de iki saat siireyle inkiibe
edildiler. Toplanan medyumlarin insiilin seviyeleri Sandvi¢ ELISA teknigi ile Kitin
(Milipore) 6ngordiigii protokol uygulanarak belirlendi. Hiicrelerin icerdigi toplam protein
miktar1 Bradford testi ile hesaplandi ve insiilin seviyeleri protein seviyelerine oranlanarak

normalizasyon yapildi (Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2012).
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3.6. WESTERN EMDIRiMi YONTEMI
Bu yontem 5 basamakta gerceklestirildi.

3.6.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

3.6.1.1. Sitoplazmik Fraksiyonun Hazirlanmasi

Hiicreler T75 flaska ekildi ve hiicreler flaskin yiizeyini doldurduktan sonra deney
medyumlari 24 saat siire ile uygulandi. Hiicreler Tripsin-EDTA uygulanarak tutunduklari
yiizeyden kaldirildi. PBS (Ca ve Mg igcermeyen, pH 7.4) ile yikandiktan sonra 1500 rpm
hizda 5 dakika santrifiij edildi. Pelete proteaz inhibititérii (Roche-Complete Mini)
eklenmis lizis tamponu (Invitrogen) uygulandi. Buz tizerinde tutulan tiip 10 dakikada bir
kez vortekslenerek 30 dakika boyunca inkiibasyon devam ettirildi. Buzda bekleterek
sogutmak kosuluyla 5 saniye siireyle 5 kez ultrasonikasyon yaparak homjenizasyon
islemi tamamlandi. +4 °C’de 13.000 rpm hizda 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Stipernatant sitoplazmik fraksiyon olarak kullanildi. Pelet ise nuklear fraksiyonu elde

edebilmek i¢in kullanildi.

3.6.1.2. Niiklear Fraksiyonun Hazirlanmasi

Bu yontem i¢in, buz iizerinde pelete lizis solusyonu [5 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 1,5 mM Magnezyum Kloriir (MgClz), 0,2 mM
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), 0,5 mM Ditiotreitol (DTT), %26 Gliserol (v/v),
4,6 M Sodyum Kloriir (NaCl) pH:7,9)] eklendi, boylece nuklear zarlarin pargalanarak
DNA’nin soliisyona ge¢mesi saglandi. Buzda bekleterek sogutmak kosuluyla 5 saniye
siireyle 10 kez ultrasonikasyon yaparak homojenizasyon islemi tamamlandi. Tiipler, 30
dakika buz tlizerinde bekletilip 24.000 g’de 20 dakika siireyle 4 °C’de santrifiij edildi ve

supernatant nuklear fraksiyon olarak kullanildi (Abcam protokol kitapg¢igi).

3.6.1.3 Membran Fraksiyonunun Hazirlanmasi

Bu yontem Mem-Per Plus Membran Protein Extraction Kit (Thermo) prosediiriine gore
yapildi. Kisaca T75 flaska ekilmis olan hiicreler kaziyict yardimiyla kazinip
permeabilizasyon tamponuna alindi. Daha sonra 16.000 g’de 15 dk santrifiijlenen
hiicrelere solubilization tamponu koyuldu ve 30 dk. boyunca calkalayicida devamli
calkalanmasi saglandi. Tekrar 16.000 g’de 15 dk. +4 °C’de santrifiijlendi. Siipernatant

toplanip Bradford yontemi ile proteinlerin miktar1 hesaplandi.


http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/nuclear%20fractionation%20protocol.pdf
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3.6.2. Bradford Yontemi ile Protein Miktar Ol¢iimii

Bu testin prensibi Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlerin arjinin gibi
temel ve aromatik amino asitleri ile reaksiyona girerek renk degistirmesidir. Bu boya
asidik kosullarda kirmizi renklidir. Test edilen proteine baglandiginda ise maviye dontigiir

ve olusan renk 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir.

Bradford Boyasinin Hazirlanisi: 25 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 12,5 ml % 95
etanolde ¢ozilindiiriiliip, 25 mL % 85 fosforik asit (H3sPO4) eklendikten sonra, hazirlanan

boya ¢ozeltisi fitre kagid ile siiziiliir ve oda sicakliginda saklanir.

Standart Cozeltilerin Hazirlanisi:

1,46 mg/mL Bovine serum albumin (BSA)’den 80, 40, 20, 10 ve 8 upg/mL
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirland1. Ornekler 1:100 oraninda ultra saf su ile
sulandirtlip 160 pL 6rnek + 40 plL Bradford boyasi olacak sekilde 96 kuyulu
mikroplakalara eklenip, 5 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda (Biotek-
pquant) 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Standart grafik kullanilarak

protein miktarlar1 hesaplandi

3.6.3. Protein Orneklerinin Hazirlanmas1 ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE)

Her bir deney sartinin sitoplazmik, nuklear ve membran 6rneklerinden alinan 50 pg

protein Oncelikle B-merkaptoetanol (Bio-Rad) igeren laemmli soliisyonu ile karigtirilip

100 °C’de 5 dakika siireyle kuru blok 1siticida (Techne, Dri-Block) kaynatilarak

proteinlerin denature olmasi saglandi. Ornekler Tablo 3.4:°de detayli olarak verilen %7,5

ve %10’luk SDS-PAGE jellere yiiklendi.
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Tablo 3.4: SDS-PAGE jellerin hazirlanisi.

Malzemeler % 10 Alt Jel % 7,5 Alt Jel %3 Ust Jel

% 30, 1:27 Bis-|3.33mL 2.5mL 550 uL
Akrilamid (Bio-Rad)

pH 8.8 Tris HCI (Bio- | 2.5 mL 2.5mL -
Rad)

pH 68 Tris-HCI | - - 980 uL
(Bio-Rad)

%10 SDS 100 pL 100 L 50 uL

% 10 APS | 66 pL 66 pL 50 puL
(Amonyum persiilfat)
(Bio-Rad)

TEMED (N,N,N’,N’ [ 5 uL 5uL 7 uL
Tetra Etilen
Metilendiamin) (Bio-
Rad)

Jeller MiniProteon Tetra (Bio-Rad) dikey elektroforez sistemine yerlestirilip, 70 voltta
30 dakika, 100 voltta 45 dakika ve 120 voltta bitene kadar elektriksel alana maruz
birakildi. Protein bantlarinin molekiiler agirliklarma (8-200 kDa) gore yerlerinin tespit

edilebilmesi i¢in genis aralikli protein standardi (Santa Cruz) kullanildi.

3.6.4. Western Emdirimi
SDS-PAGE ile jelde yiiriitiillerek birbirlerinden ayrilan protein bantlari, 1slak aktarim ile

jelden nitroseliilloz membrana (Santa Cruz), 80 mA,’da 1 gece, +4 °C’de aktarildi.
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3.6.5. Ozgiin Protein Bantlarinin Isaretlemesi ve Goriintiilemesi

Proteinlerin aktarildigi membran, 6zgilin olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla %5
oraninda yagsiz siit tozu (Santa Cruz) igeren TBS-T tamponunda hazirlanan bloklama
sollisyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Membranlar, bloklama iglemi sonrasi
Tablo 3.5:‘de belirtilen ve %2,5 oraninda yagsiz siit tozu igeren TBS-T tamponunda
hazirlanan antikorlar ile bir gece, +4 °C’de inkiibe edildiler. Bu islem sonrasinda
membranlar TBS-T ile yikand1 ve Tablo 3.5:‘de belirtilen sekonder antikorlar 1 saat
siireyle oda sicakliginda uygulandi. Ozgiin protein bantlar;, Luminol (Santa Cruz)
kullanilarak kemiliiminesans olarak goriintir kilindi. Bantlar, Kodak GL1500 jel
goriintiileme sistemi ile goriintiilendi ve Kodak Molecular Imaging Systems yazilim ile
densitometrik analizleri yapildi. Protein 6rneklerine ait bant yogunluklari, sitoplazmik
fraksiyon i¢in B-aktin, niiklear fraksiyon i¢in TFIIB, membran fraksiyonu i¢in pan-
kaderin proteininin yogunluguna normalize edilerek deney sartlari arasinda protein

miktarlarindaki degisimler belirlendi.
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Tablo 3.5: Western Blotlama ve es-immiinpresipitasyon yontemleri igin kullanilan antikorlar ve
sulandirma oranlart.

Antikor Konak Diliisyon Marka
PTEN Tavsan 1:200 Santa Cruz
[-catenin Tavsan 1:500 Santa Cruz
B-actin Fare 1:500 Santa Cruz
SOCS 3 Tavsan 1:1000 CST
p-IRS1 (Ser307) | Tavsan 1:1000 CST

Tub Kegi 1:500 Santa Cruz
p-AKT (Ser473) | Tavsan 1:1000 CST
p-GSK3-B (Ser9) | Tavsan 1:1000 CST
p-GSK3-B Tavsan 1:500 Santa Cruz
(Tyr279/216)

N-cadherin Tavsan 1:500 Santa Cruz
TFIIB Tavsan 1:500 Santa Cruz
Pan-Cadherin Kegi 1:500 Santa Cruz
IRS1 Tavsan 1:500 Santa Cruz
p-Tyr Fare 1:500 Santa Cruz
anti-tavsan Sigir 1:5000 Santa Cruz
anti-kegi Sigir 1:5000 Santa Cruz
anti-fare 1:3000 CST
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3.7.ES- IMMUNOPRESIPIiTASYON TEKNiGi (ES-iP)

Protein-protein etkilesimi arastirmalari igin Es-IP teknigi kullanildi. Bu yontem i¢in 500
ug protein igeren nuklear fraksiyon orneklerine, 10 uLL Tub antikoru eklenerek 1 saat
boyunca 4°C’de ¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi. Daha sonra 20 pL Protein A/G plus
Agaroz boncuklar (Santa Cruz) eklendi ve calkalayici izerinde 4°C’de, bir gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Antikor-boncuk kompleksi 2500 rpm hizda 5 dk. santrifiij edildi.
Pelet, RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer) tamponu ile 4 kez yikandi ve son
yikamadan sonra supernatant atildi ve 40 pL laemmli+p-merkaptoetanol karisimi
uygulanip 5 dakika siire ile, 100°C’de kuru blok isiticida denatiirasyon islemi
uygulandiktan sonra Ornekler, %10 SDS poliakrilamid jele yiiklendi. Nitroseliiloz
membrana aktarimi yapilan protein bantlar1 B-katenin antikoru ile “6zgiin protein
bantlarinin isaretlenmesi ve goriintiilenmesi” kisminda detayli olarak anlatildig: sekilde

gorlintiilemeye alind.

3.8. KROMOZOM IMMUNPRESIPITASYON (CHIP)

Tub’un insiilin tiretiminde fonksiyonel transkripsiyon faktorleri olan insl, ins2, pdx1 ve
MafA genlerinin transkripsiyonunu baslatma olasiliginin gosterilebilmesi i¢in kromozom
immiinopresipitasyon (ChiP) teknigi EZ-ChIP (Millipore) kitinin kullanim talimatina
gore uygulandi. Kisaca, hiicrelere formaldehit uygulamasi ile DNA ve protein capraz
baglantilar1 sabitlendi, DNA c¢apraz baglarin1 200-1000 baz ciftlik (bp) uzunlukta
parcalara ayirmak icin %40 amplifikasyonda 15 pulse ultrasonikasyon uygulamasi
yapilmasini takiben 50 U mikrokokal niikleaz (Thermo) uygulandi. Pargalanan DNA’lar
daha sonra RNaz A uygulamasiyla saflastirildi. Capraz baglanmis protein/DNA’nin
immiinpresipitasyonu Protein G agaroz boncuklar ve ardindan Tub veya B-catenin’e
Ozgiin primer antikorlar uygulanarak gergeklestirildi. Protein/DNA kompleklerindeki
capraz baglar proteinaz K uygulamasiyla agilarak DNA serbestlestirildi. Serbestlesen
DNA’nin  kolonlar ile saflastirilmasindan sonra SYBRgreen kullanilarak DNA
fraksiyonunda qRT-PCR yontemiyle insl, ins2, pdxl ve MafA genlerinin promotor

bolgelerinin varligi aragtirildi.
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Tablo 3.6: ChIP teknigi i¢in kullanilan primerlerin dizileri ve iiriinlerin amplikon biiyiikliikleri

(bp)
Gen Dizi (5°-3) Amplikon
Biiyiikliigii
(bp)
ins2 | Forward GCTCAGCCAAGGACAAGGAGG 19
Reverse GTTACTGAATCCCCACTAG 21
MafA | Forward ACGTCCAATGAGCGCTTTCT 20
Reverse | GCTGAAGCTGTAATTTCCAAACAC 24

insl | Forward | CCAATGAGCGCTTTCTGCAGACTT |24
Reverse | AGGAGAGTACATACGTGCTTGCTG 24
Pdx1 | Forward | AGAGATCAGCCTGCTGAGAGAGAA |24
Reverse | TACTGCTCCTCACTATTCATGGTGGC 26

3.9. SIRNA ILE TRANSFEKSiYON

PAK-MKH’lere Tub ve p-katenin’e 06zgiin siRNA’lar uygulanarak bu genlerin
susturulmasi saglandi ve ardindan hiicre kiiltiirii uygulamalar1 ayni diizende tekrar edildi.
Transfeksiyon iglemi i¢in hiicreler antibiyotiksiz medyum igerisinde 6 kuyulu kiiltiir
kaplarina ekildi. 1,5 mL’lik ependorf igerisinde 150 pL Opti-MEM (Lifetech) ve 50 pM
siRNA koyuldu. Bagka bir ependorfa ise 150 puL Opti-MEM ve 9 pL lipofectamin
(Lifetech) koyuldu. Bu iki ependorfun igerigi karistirlip oda isinda 20 dk. inkiibe
edildikten sonra hiicrelere uygulandi. Tub siRNA (Ambion-4390771), B-katenin SiRNA
(Ambion-AM16708), negatif kontrol siRNA 1-2 (Ambion-4390843, 4390846) ve pozitif
kontrol KIF11 Stealth RNAiI (Ambion-AM4639) ile GAPDH siRNA (Ambion-4390849)
icin ayr1 tiiplerde sulandirma iglemi yapildi. Hiicreler 24 saat 37°C ve %5 CO2’li ortamda
inkiibe edildi. Transfeksiyonun etkinligi pozitif kontrol RNAi uygulanmis hiicrelerin
morfolojilerinin gézlenmesiyle takip edildi. KIF11/Eg5 gen ekspresyonu baskilanmis
hiicreler mitotik duraklamaya girerek yuvarlak sekil aldiklarindan, bu morfoloji
tranfeksiyon isleminin basariyla gergeklestiginin isareti olarak kabul edildi.
Transfeksiyon etkinligi Tub ve B-katenin gen ekspresyon ve protein seviyelerindeki
azalmanin sirastyla qRT-PCR ve western emdirimi teknikleriyle gosterilmesiyle kontrol
edildi. Transfeksiyon islemi yapildiktan 24 saat sonra deney medyumuna insiilin ve leptin

uygulandi. 24 saat deney medyumunda inkiibe edilen hiicreler daha sonra insiilin pozitif
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hiicrelerin akim sitometri cihazinda gosterilebilmesi i¢in 30 giin boyunca tam medyumda
inkiibe edildi.

3.10. IMMUNOFLUORESANS iSARETLEME

1x10° hiicre 12mm boyutlardaki cam lamellerin iizerine ekildi ve deney medyumlar1 24
saat siireyle uygulandi. Hiicreler, PBS ile yikandiktan sonra %4 paraformaldehitte
(Merck) 15 dk oda 1s1sinda fikse edildi. PBS ile yikandi. ikinci bir fiksasyon adimi olarak
methanol (Sigma) 10 dakika boyunca -20°C’de uygulandi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin inaktivasyonu i¢in %0,5 Hidrojen peroksit (H202) eklenerek 20 dakika
calkalandi. Antijen iyilestirme islemi i¢in 4 N Hidrojen Kloriir (HCL) ile 20 dk muamele
edildi. Hiicreler, %2 BSA ve %0,01 triton X-100 igeren PBS ile hazirlanan bloklama
soliisyonunda 45 dakika inkiibe edildi. Antikorlar 1:100 oraninda sulandirilarak +4°C’de
bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicreler, PBS ile yikand1 ve sekonder
antikorlar uygulandi. B-Katenin i¢in cy3-anti-tavsan IgG (Chemicon) (1:300), Tub i¢in
FITC-anti-keci 1gG (Santa Cruz) (1:100) 45 dakika siireyle oda 1sisinda uygulandi.
Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra fluoresans isimalara uygun kapatma soliisyonu
(Dako) ile kapatilip x20 objektif ve x10 okiiler tasiyan fluoresans atagmanli mikroskopta
(Nikon-Ti-S) goriintiilemeye alindi.

3.11. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Elde edilen sonuglar mean+SEM olarak hesaplandi. Graph-Pad Prism 5 programi
kullanilarak One-way ANOVA testini takiben ¢oklu karsilagtirmalar i¢in Tukey post hoc
testi uygulandi. Sadece “Hiicre Canlilik Testi Bulgularinda” Two-way ANOVA testini
takiben ¢oklu karsilastirmalar i¢in Bonferroni post hoc testi uygulandi. p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIK TESTI BULGULARI

In vitro ortamda insiilin direncini taklit edebilmek amaciyla PAK-MKH’lere glukoz,
insiilin ve leptin uygulanmasi planlandi. Hiicreler i¢in toksik olmayan ve hiicre
canliligmin desteklendigi dozlarin WST-1 canlilik testi ile belirlenerek deneyde
kullanilmasi amaglandi. Kok hiicrelerin asimetrik boliinme yoluyla kendilerini yenilerken
ayni zamanda farklilastiklar1 gz 6niinde bulundurularak artmis canli hiicre sayisinin
farklilasmanin bir isareti olabilecegi diisiiniildiiglinden en yiiksek oranda canli hiicre
belirlenen dozlar deney i¢in uygun goriildii. Bazal seviyelerden ileri hiperglisemik
seviyelere kadar (5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) glukoz 24 ve 48 saat siire ile PAK-
MKH’lere uygulandi. Glukoz konsantrasyonlar1 arasinda 24 ve 48. saatte dozlar kontrol
sartt olan FM’ye oranla hiicre canliliginda anlamli bir artis gézlendi (p<0,001). Genel
olarak 24 saat glukoz uygulanan hiicrelerde canliligin daha yiiksek oldugu belirlendi. 24.
saat glukoz uygulanan hiicrelerin canliliklar1 sirasiyla; FM: 1,00+£0,00, 5 mM: 3,02+0,02,
10 mM: 2,87+0,19, 15 mM: 2,4140,24, 20 mM: 3,17+0,09, 25 mM: 2,07+0,10, 30 mM:
1,95+0,08 iken, 48. saat glukoz uygulanan hiicrelerin canliliklar1 sirasiyla; FM:
1,00+0,00, 5 mM: 2,34+0,18, 10 mM: 2,13+0,18, 15 mM: 2,41+0,24, 20 mM: 3,49+0,06,
25 mM: 2,52+0,24, 30 mM: 1,77+0,03 olarak hesaplandi. 24 saat siireyle uygulanan
glukoz konsantrasyonlar: arasinda canli hiicre oraninin en yiiksek oldugu 20 mM glukoz

deneyde kullanilmak i¢in uygun goriildii (Sekil 4.1:(A)).

1, 10 ve 100 nM insiilinin 24 ve 48 saat siireyle PAK-MKH’lere uygulanmasin takiben
yapilan WST-1 testi sonuglarina gore uygulanan dozlardan 1 nM’da hem 24 saatte hem
de 48. saatte anlamli bir artis gézlense de (p<0,001), 24 saatlik uygulamada canli hiicre
oran1 daha yiiksekti. Bundan dolayl, PAK-MKH’lere 24 saat siireyle 1 nM insiilin
uygulanmasi deney i¢in uygun goriildii. 24 saat insiilin uygulanan hiicrelerin canlilik
oranlart sirastyla; FM: 1,00+£0,00, 1 nM: 2,03+0,11, 10 nM: 1,14+0,02, 100 nM:
1,19+£0,02. 48. saat insllin uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 sirasiyla; FM:

1,000,00, 1 nM: 1,9120,04, 10 nM: 1,07+0,03, 100 nM: 1,16+0,01. (Sekil 4.1: (B))

PAK-MKH’lerden elde edilen membran fraksiyonlarinda leptin reseptdrii ObR varlig: ve
seviyesi gosterildi (Sekil 4.1: (C)). Bu hiicrelerin ¢ok diisiik seviyelerde ObR tasidigi

tespit edilerek yiiksek leptin varliginda hizlica leptin sinyalinin kesilebilecegi, yani leptin
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direnci gelisebilecegi ongoriildii. Bu noktadan yola ¢ikarak diisiik konsantrasyonlarda

leptinin hiicrelere denenmesine karar verildi.

0.5, 1, 1.5, 2 ng/mL leptinin PAK-MKH’lere 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi
sonucunda hiicre canliligimmin tim dozlarda, kontrol sartina oranla 24. saatte belirgin
olarak arttig1 gozlendi (p<0,001). 24. saatte uygulanan dozlar arasinda anlamli bir fark
olmadigindan en diisiik doz olan 0,5 ng/mL uygulama dozu olarak secildi. 24 saat leptin
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlari sirastyla; FM: 1,00+0,00, 0,5 ng/mL: 1,72+ 0,14,
1 ng/mL: 1,53+ 0,11, 1,5 ng/mL: 1,70+ 0,12, 2 ng/mL: 1,61+ 0,14. 48 saat leptin
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar sirasiyla; FM: 1,00+0,00, 0,5 ng/mL: 1,00+ 0,04,
1 ng/mL: 1,32+ 0,03, 1,5 ng/mL: 1,27+ 0,04, 2 ng/mL: 1,23+ 0,02 olarak hesaplandi.
(Sekil 4.1: (D))

Tiim deney sartlar1 arasindaki hiicre canlilig1 seviyelerinde 24. saatte FM’ye oranla FM+L
(p<0,05), G (p<0,001) ve G+I (p<0,05) sartlarinda anlamli bir artis belirlendi. Deney
gruplarinda belirlenen canli hiicre oranlar1 sirasiyla FM: 1,00+0,00, FM+L: 1,39+ 0,09,
G: 1,53+ 0,11, G+L: 1,24+0,02, I: 1,12+0,04, I+L: 1,1+0,04, G+i: 1,36+0,02, G+i+L:
1,11+0,03 olarak hesaplandi (Sekil 4.1: (E)).
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Sekil 4.1: (A) 24 ve 48. saat siireyle 5-30 mM glukoz uygulamasinin PAK-MKH’lerin canlilig
tizerindeki etkileri, (B) 1-100 nM insiilin uygulamasinin PAK-MKH’lerin canliligt
tizerindeki etkileri, (C) PAK-MKH membran fraksiyonunda ObR bandi, (D) 24 ve 48.
saatteki 0,5- 2 ng/mL leptin uygulamasinin PAK-MKH’lerin canlilig1 izerine etkileri, (E)
Secilen uygulama dozlari ile olusturulan tiim deney sartlarinin PAK-MKH’lerin canlilig
iizerine etkileri verilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 FM’ye gore.
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4.2. BETA HUCRE FARKLILASMASI iLE iLGILi BULGULAR

Tam medyum (FM), leptin (0,5 ng/mL; FM+L), glukoz (20 mM; G), glukoz+leptin
(G+L), insiilin (InM; 1), insiilintleptin (I+L), glukoz+insilin (G+i) ve
glukoz+insiilin+leptin (G++L), 24 saat siireyle PAK-MKH’lere uygulandi. Deney
stiresinin sonunda hiicrelerden RNA izolasyonu yapilarak ins2, nkx2.2, nkx6.1, pdx1, ve
pax4 genlerinin ekspresyonu qRT-PCR yontemi ile arastirildi. Elde edilen sonuglar
uyaranlarin PAK-MKH’leri beta hiicre farklilagsmasina yonlendirdigini, ancak
farklilasmanin I+L grubunda olgunlagsma seviyesinde iken, diger gruplarda erken

asamada oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 4.2: (A)).

Farklilasmanin erken asamalarinda insiilin tiretimi ile ilgili transkripsiyon faktorlerinin
gen ekspresyonu tespit edilmis olsa da olgun insiilin proteininin {liretilmesi uzun zaman
almaktadir. Olgun beta hiicrelerinin 6zgiin belirteci olan insiilin tiretiminin gosterilmesi
terminal farklilasmanin tespiti igin sarttir. Bu amagla insiilin® hiicreler madde
uygulamasini takiben 30 giin sonra akim sitometri teknigi ile tespit edildi. Sonug olarak
uygulanan maddelerin, beta hiicre farklilasmasini uyardigi, ancak insiilin+leptin
uygulamasinin belirgin olarak daha fazla oranda farklilasmaya neden oldugu tespit edildi.
Leptin uygulamasinin genel olarak beta hiicre farklilagmasini artirdigi, ancak glukoz ile
birlikte leptin uygulanmasinin bu etkiyi engelledigi belirlendi. Glukoz ile birlikte
uygulanan leptine ilaveten insiilin uygulanmasinin glukozun bu etkisini ortadan kaldirdig:
gozlendi. Belirlenen insiilin® hiicre populasyonu oranlar1 (%) sirasiyla; FM: 0,00+ 0,00,
FM+L: 10,50+1,45, G: 21,43+2,83, G+L: 19,33+0,90, I: 15,58+1,58, I+L: 35,25+2,18,
G+l: 15,43+1,21, G+i+L: 19,29+1,28"dir (Sekil 4.2: (B)).

Farklilagan beta hiicrelerinin fonksiyon edinimini test etmek amaciyla yiikselen glukoz
seviyelerine cevaben yiikselen seviyelerde insiilin salabilme kapasiteleri 6lgiildii. Bu
amacla madde uygulamasindan 30 giin sonra hiicreler serum icermeyen 5.5 mM/L glukoz
ve %0,5 BSA igeren DMEM iki saat siireyle inkiibe edildi. Elde edilen bulgular yeni
olusan beta hiicrelerinin fonksiyonel olmadigin1 gostermektedir. Diger taraftan
instiilin+leptin uygulanan hiicrelerde bazal insiilin salintmindaki farklilik, bu grupta daha

fazla beta hiicresi bulundugunu destekler nitelikteydi (Sekil 4.2: (C)).
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Sekil 4.2: Beta hiicre farklilagmasi. (A) Beta hiicre farklilagmasi ile ilgili genlerin ekspresyonunu
gosteren gRT-PCR ile elde edilen iiriinlerin bantlar1 goriintiilenmistir. En ileri seviyede
beta hiicre farklilasma belirteclerini tastyan grup olan I+L kirmuzi dikdértgen igine
alinmistir. (B) Akim sitometrik insiilin* hiicre sayisin1 (%) gosteren histogram plotu ve
ilgili grafik verilmistir. (C) 5.5 mM ve 25 mM glukoz uygulandiktan sonra medyuma
salinan insiilin miktarlar1 (ng/pg protein) verilmistir. *p<0,05, ***p<0,001 FM’ye gore;
#n<0,001 I’ye gore, ®*°p<0,001 FM+L’e gore, #%p<0,001 I+L’e gore .
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4.3. REAKTIF OKSIJEN TURLERININ URETIiMINDEKI DEGISIKLiKLER iLE
ILGILI BULGULAR

Yiikselen ROS seviyeleri kok hiicre farklilasmasi belirteci olarak kullanildi. ROS
seviyelerindeki degisimler akim sitometri yontemi ile deney sartlar1 uygulandiktan 30 giin
sonra hiicrelere uygulanan ROS indiikatori DCFH-DA kullanilarak o6lgiildi. FM+L
(p<0,01), G (p<0,001), i+L (p<0,001) ve G+I+L (p<0,01) gruplarinda ROS seviyelerinde
FM’ye oranla anlamli bir artis belirlendi. Leptin uygulamasinin genel olarak ROS
tiretimini artirdigl, ancak glukoz ile birlikte leptin uygulanmasinin bu etkiyi engelledigi
belirlendi (p<0,05). Glukoz ile birlikte uygulanan leptine ilaveten insiilin uygulamasinin
glukozun bu etkisini ortadan kaldirdig1 gozlendi. Hiicrelerde olgiilen ROS seviyeleri
strastyla; FM: 1,00+£0,00, FM+L: 1,95+0,15, G: 2,40+0.13, G+L: 1,68+0,21, I: 1,38+0,15,
[+L: 2,28+0,09, G+1: 1,56+0,07, G+I+L: 2,00+0,14 olarak hesapland: (Sekil 4.3:)
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Sekil 4.3: Deney sartlarinin PAK-MKH’lerde ROS iiretimi iizerine etkisi, (A) Akim sitometrik
DCF fluoresans yogunlugunun (Kath artis) gosteren dot plot grafikler, (B) Analiz
sonuglarin1 yansitan grafik, **p<0,01, ***p<0,001 FM’ye gore, ¥p<0,05 G’ye gore,
#p<0,01 I’ye gore, 'p<0,05 G+L’ye gore
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4.4. INSULIN DIRENCI KONTROLU S961 ILE ILGILI BULGULAR

Uygulanan deney sartlarindan hangilerinin PAK-MKH’lerde insiilin direnci gelisimine
neden oldugunun gosterilebilmesi amaciyla bir insiilin reseptor antagonisti olan S961
molekiilii pozitif kontrol olarak hiicrelere uygulandi. 24 saat siireyle, 1, 10, 100 ve 1000
pM S961 uygulanan hiicrelerden elde edilen lizatlarda insiilin sinyalinin ana molekiilii
olan p-AKT (Ser473)’lin protein seviyelerindeki degisim western emdirimi yontemi ile
belirlendi. Sonu¢ olarak 100 pM S961 uygulanan hiicrelerde p-AKT (Ser473)
seviyelerinde FM’ye oranla anlamli bir azalma gozlendiginden (p<0,01) deneylere bu doz
ile devam edilmesi uygun goriildii. p-AKT (Serd73) seviyelerindeki degisim sirasiyla;
FM: 0,58+0,00, 1 pM: 0,47+0,04, 10 pM: 0,47+0,01, 100 pM: 0,28+0,03, 1000 pM:
0,54+0,03 olarak belirlendi (Sekil 4.4: (A)).

p-AKT (Serd73) seviyelerindeki azalmanin yani sira insiilin direng belirteci olarak
gosterilen p-IRS1 (Ser307), SOCS3 ve PTEN seviyelerinde meydana gelen degisimler de
belirlendi. Sonu¢ olarak p-IRS1 (Ser307) seviyelerinde (FM: 0,05+0,01, S961:
0,10+0,01) ve PTEN protein seviyelerinde (FM: 0,59+0,07, S961: 1,27+0,16) FM’ye
oranla artis goézlenirken (sirasiyla; p<0,05 ve p<0,05) SOCS3 protein seviyelerinde
anlamli bir azalma goriildii (p<0,05) (FM: 0,97+0,03, S961: 0,60+0,10) (Sekil 4.4: (B))

S961 uygulanan hiicrelerde p-IRS1 (Tyr) seviyelerinde meydana gelen degisimin
gosterilmesi i¢in ise es immiinpresipitasyon teknigi kullanildi. FM’ye oranla S961
uygulanan hiicrelerde p-IRS1 (Tyr) seviyelerinde FM’ye oranla bir fark gézlenmedi
(Sekil 4.4: (C)).

S961 ile PAK-MKH’lerde gelisen insiilin direncinin hiicre farklilagsmasi ve ROS {iretimi
acisindan meydana getirdigi degisimlerin gozlenebilmesi amaciyla akim sitometri
yontemiyle insiilin® ve ROS iireten hiicre oranlar1 belirlendi. Elde edilen bulgulara gore
hem insiilin® hiicre sayisinda (%) (FM: 0,00+0,00, S961: 23,76+3,73) hem de ROS
tiretiminde (FM: 1,00+0,00, S961: 2,23+0,26) FM’ye oranla anlamli bir artis gozlendi
(p<0,05) (Sekil 4.4: (E)).
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Sekil 4.4: S961°in molekiiler diizeyde insiilin direnci belirtecleri tizerine olan etkisi. (A) 1-1000
pM S961’in p-AKT (Ser473) iizerine olan etkisi, (B) p-IRS1 (Ser307), SOCS3 ve PTEN
protein bantlar1 ve bu bantlarin yogunluklarin1 gosteren grafikler, (C) p-IRS1 (Tyr)
protein seviyesi, (D) Insiilin direnci belirteglerinde meydana gelen degisimler tablo olarak
verilmistir, (E) S961 uygulanan PAK-MKH’lerin insiilin* ve DCFDA" hiicre oranlarini

gosteren grafikler verilmistir. *p<0,05, **p<0,01 FM’ye gore.
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4.5. DENEY GRUPLARINDA INSULIN VE LEPTIN DIRENCI ILE ILGILI
BULGULAR

Insiilin sinyal yolaginin énemli bir molekiilii olan p-AKT (Ser473) protein seviyelerinde
I grubunda FM’ye oranla anlamli bir artis gdzlendi (p<0,05). I+L (p<0,05), G+ (p<0,05)
ve G+I+L (p<0,01) gruplarinda ise I grubuna oranla anlamli bir azalma gériildii (FM:
0,84+0,045 FM+L: 0,96+0,081 G: 0,94+0,089 G+L: 1,13+0,09 I: 1,44+0,10 i+L:
1,01£0,02 G+i: 1,00+0,05 G+I+L: 0,89+0,14). PTEN miktarinda I grubu disindaki tiim
gruplarda FM’ye oranla anlamli bir yiikselme oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda i+L
(p<0,001), G+i (0,01) ve G+i+L (p<0,001) gruplarinda I’ye oranla anlamli bir artis
gozlendi (FM: 0,46+£0,02, FM+L: 0,86+0,01, G: 0,93+0,01, G+L: 0,89+0,055, I:
0,31+0,05, I+L: 0,95+0,11, G+i: 0,85+0,09, G+i+L: 1,17+0,07). SOCS3 seviyelerinde
FM+L (p<0,05), I (p<0,001) ve I+L (p<0,05) gruplarinda FM’ye oranla anlamli bir artis
gdzlendi. G+ (p<0,01) ve G+i+L (p<0,001) gruplarinda i’ye oranla anlaml1 bir azalma
gozlendi (FM: 0,13£0,01, FM+L: 0,23£0,03, G: 0,12+0,00, G+L: 0,16+0,03, I:
0,30+£0,017, [+L: 0,224+0,03, G+i: 0,17+0,01, G++L: 0,09£0,01). p-IRS1 (Ser307)
seviyelerinde ise I+L (p<0,001) ve G+I+L (p<0,01) gruplarinda FM’ye kiyasla anlaml1
bir artis gdzlendi. Ayn1 zamanda I+L grubunda FM+L (p<0,05) ve I (p<0,01)’ye oranla
anlamli bir artis belirlendi (FM: 0,13+£0,02, FM+L: 0,15+0,00, G: 0,21+£0,02, G+L:
0,19+0,03, 1:0,21+0,01, I+L: 0,31£0,01, G+1:0,08+0,01, G+i+L:0,26+0,04) (Sekil 4.5:
(A)).

Insiilin sinyal yolagmin aktivasyonunun bir gostergesi olan p-IRS1 (Tyr) seviyelerindeki
degisimler ise es immiinpresipitasyon teknigi ile belirlendi. Elde edilen bulgulara gore I
grubunda FM’ye kiyasla p-IRS1 (Tyr) miktarinda artis oldugu i+L grubunda ise p-IRS1
(Tyr)’nin neredeyse hi¢ bulunmadig1 gézlendi. Ayrica G+I ve G++L gruplarinda FM’ye
kiyasla bir degisim olmadig1 goriildii (Sekil 4.5: (B)).
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Sekil 4.5: PAK-MKH’lere uygulanan deney sartlarinin insiilin ve leptin sinyali {izerine etkileri.

(A) p-AKT (Ser473), PTEN, SOCS3 ve p-IRS1 (Ser307 ve Tyr) bantlart ve bu bantlarin
yogunluklarini gosteren grafikler, (B) p-IRS1 (Tyr) seviyeleri, (C) Elde edilen bulgularin
degerlendirildigi tablo verilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 FM’ye gore;
©0n<0,01 FM+L’e gore; "¥p<0,01 G’ye gore; *p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 I’ye gore,
#p<0,001 I+L’ye gore.
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4.6. PTEN’IN BETA HUCRE FARKLILASMASINDAKI ROLU iLE iLGILi
BULGULAR

PTEN inhibitérii bpV (HOpic) PAK-MKH’lere 1-5 puM dozda 25 saat siireyle
uygulanarak inhibisyon etkinligi p-AKT (Ser473) seviyelerinin western emdirimi
yontemiyle gosterilmesiyle kontrol edildi ve 5 uM dozda inhibisyonun basarili bir sekilde
gerceklestigi teyit edildi (Sekil 4.6: (A)).

PTEN inhibitérii bpV (Hopic) (5 uM) leptin, glukoz veya insiilinin belirtilen doz ve
stirelerde uygulanmasindan 1 saat 6nce uygulanarak deney ayni diizende tekrar edildi.
PTEN inhibisyonunun beta hiicre farklilagmasini belirgin olarak artirdigi belirlendi.
Insiilin* hiicre populasyonu oranlar1 sirastyla (%); FM: 28,55+3,02, FM+L: 44,64+5,26,
G: 61,49+1,47, G+L: 53,71+6,24, 1: 53,95+0,68, I+L: 48,91+3,37, G+I: 15,67+0,88,
G+I+L: 46,00+5,17 idi. Beta hiicre popiilasyonu oraninin en yiiksek glukoz ve en diisiik
glukoz+insiilin grubunda oldugu belirlendi. Bu bulgu, glukoz ile uyarilan beta hiicre
farklilasmasinda PTEN’in negatif bir diizenleyici olarak is gordiigiinii, insiilinin ise bu

negatif regiilasyonu baskiladigini diisiindiirmektedir (Sekil 4.6: (B)).
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Sekil 4.6. PTEN’in beta hiicre farklilasmasindaki rolii. (A) PTEN inhibitorii bpV (HOpic) 1-5
uM dozlarda PAK-MKH’lere 25 saat siireyle uygulanmis ve 5 uM dozda en fazla p-AKT
(Ser473) varligimin belirlenmesi sonucunda bu dozun uygulanmasina karar verilmistir.
(B) 1 saatlik 6n inhibisyon siirecinden sonra bpV (HOpic) ile birlikte uyaranlarin 24 saat
stireyle uygulanmasindan 30 giin sonra elde edilen akim sitometrik insiilin® hiicre oranini
(%) gosteren histogram plotu ve ilgili grafik verilmistir. *p<0,05, **p<0,01 FM’ye gore.
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4.7.GSK-3B VE B-KATENIN’IN BETA HUCRE FARKLILASMASI
MEKANIZMASINDAKI ROLU ILE iLGILI BULGULAR

p-GSK3-B (Ser9) seviyelerinde I+L (p<0,05), G+ (p<0,05) ve G+i+L (p>0,05)
gruplarinda kontrole oranla bir artis gézlendi. Bu bulgu glukoz veya leptin varliginda
insiilinin p-GSK3-f (Ser9) seviyelerini artirarak bu proteinin inaktivasyonunu sagladigini
diistindiirdii. Ayrica G+L grubundaki kayda deger azalma glukoz ve leptin uygulamasinin
B-katenin’in stabilizasyonunu bozarak onu yikima yonlendirdiginin bir géstergesi olarak
degerlendirildi. p-GSK3-p (Ser9) seviyeleri sirasiyla; FM: 1,13+0,01, FM+L: 1,15+0,19,
G: 1,01£0,21, G+L: 0,68+0,02, 1: 0,93+0,17, i+L: 1,86+0,01, G+:1,84+0,13, G+I+L:
1,79+0,05 idi (Sekil 4.7: (A)).

p-GSK3-B (Tyr216) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik kaydedilmedi.
G+L grubundaki yiikselme glukoz ve leptin uygulamasinin -katenin’in stabilizasyonunu
bozarak onu yikima yonlendirdigini destekler nitelikteydi. p-GSK3-f (Tyr216) seviyeleri
sirastyla; FM: 1,29+0,06, FM+L: 1,15+0,02, G: 1,11+0,14, G+L:1,50+0,07, I: 1,13+0,04,
[+L: 1,37+0,13, G+1: 1,38+0,07, G+I+L: 1,31+0,05 idi (Sekil 4.7: (A)).

Bu caligmada ayrica B-Katenin’in sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlardaki seviyeleri
Ol¢iilmiistiir. Gruplar arasinda sitoplazmik -katenin seviyelerinde anlamli bir degisiklik
gozlenmedi. Sitoplazmik [B-katenin seviyeleri sirasiyla, FM: 0,52+0,03, FM+L:
0,55+0,02, G: 0,42+0,00, G+L: 0,44+0,02, 1:0,44+0,02, I+L: 0,43+0,05, G+I: 0,48+0,11,
G+i+L: 0,48+0,06 idi. Buna karsin, nuklear -Katenin seviyelerinde tiim gruplarda FM’ye
oranla belirgin bir azalma oldugu belirlendi (p<0,001). Diger taraftan FM+L grubu hari¢
leptin uygulanan gruplarda nuklear B-katenin seviyelerinin uygulanmayan gruplardan
daha yiiksek oldugu dikkati ¢ekti. Nuklear B-Katenin seviyeleri sirastyla; FM: 2,67+0,02,
FM+L: 1,67+0,05, G:1,46+0,06, G+L:1,70+0,15, 1:1,35+0,03, I+L:1,67+0,03, G+I:
1,35+0,03, G+i+L:1,64+0,03 olarak hesapland: (Sekil 4.7: (B)).

Ayrica, N-kaderin IP ydntemiyle ayrildiktan sonra B-Katenin ile olan baglantist WB
teknigiyle gosterildi. N-kaderin/ B-katenin baglantisinin en yiiksek I ve I+L grubunda
oldugu; G+i+L grubunda ise belirgin bir azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.7: (C)).
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Sekil 4.7. GSK-3f ve B-katenin’in beta hiicre farklilasmas1 mekanizmasindaki rolii. (A) p-GSK3f3
(Ser9), p-GSK3p (Tyr216) ve B-aktin seviyelerini gosteren bantlar ve bu bantlarin optik
yogunluklarinin B-aktin yogunluguna normalizasyon degerleri (A.U.) ile olusturulan
grafikler (B) Nuklear ve sitoplazmik f-Katenin ile yiikleme kontrolleri p-aktin ve TFIIB
seviyelerini gosteren bantlar ve bu bantlarin optik yogunluklarinin yiikkleme kontrollerine
normalizasyon degerleri (A.U.) verilmistir. (C) Membran fraksiyonunda N-kaderin iP
yontemi ile ayrildiktan sonra elde edilen orneklerde B-katenin WB yontemi ile
gdsterilmistir. *p<0,05, ***p<0,001 FM’ye gore; *p<0,05, #p<0,01 I’ye gore; *p<0,05,
G+i’ye gore.
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4.8.XAV-939 VE DKK-1 iLE iLGILI BULGULAR

XAV-939, B-katenin’in bir inhibitoriidiir. B-katenin sinyali yoklugunda insiilin® hiicre
sayisinda meydana gelen degisimlerin belirlenebilmesi igin akim sitometri teknigi
kullanildi. Sonug olarak XAV-939 uygulanan gruplarda FM (p<0,05), FM+L (p<0,05),
G (p<0,001), G+L (p<0,05), I (p<0,001), G+i+L (p<0,01) sartlarinda FM’ye oranla
anlaml bir artis gézlendi. I+L ve S961 uygulanan sartlarda ise I’ye kiyasla anlaml1 bir
azalma belirlendi (p<0,05), (FM: 0,00+0,00, FM+XAV: 9,55+1,72, FM+L: 11,21+2,51,
G: 15,56+0,45, G+L: 11,37+1,56, 1: 17,74+3,54, I+L: 7,32+0,27, G+i: 14,66+2,02,
G+I+L: 14,40+0,27, S961: 8,48+0,34) (Sekil 4. 8: (A)).

DKK-1, Wnt sinyalinin bir inhibitoriidiir. En yiiksek beta hiicre farklilasmasinin tespit
edildigi insiilin ve leptin uygulanan grupta DKK-1 uygulamasinin insiilin® hiicre
oranlarinda meydana getirdigi degisiklik akim sitometri yontemi ile belirlendi. Elde
edilen bulgulara gére; I+L ve DKK-1+I+L uygulanmis olan gruplarda, insiilin® hiicre
oraninda FM’ye kiyasla anlamli bir artis gdzlendi (p<0,001). DKK-1+ I+L grubunda i+L
uygulanan sarta kiyasla da anlaml bir artis (p<0,01) belirlenmis olsa da elde edilen
degerlerin birbirine ¢cok yakin oldugu dikkat ¢ekiciydi (FM: 0,00+0,00, i+L: 22,57+0,63,
[+L+DKK-1: 27,11£0,05) (Sekil 4.8: (B)).
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Sekil 4.8: (A) XAV-939 ve (B) DKK-1 uygulanan PAK-MKH’lerinin insiilin® hiicre seviyeleri,
*p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 FM’ye gore; *p<0,05 I’ye gore; **p<0,01 I+L’e gore.
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4.9. TUB VE B-KATENIN’IN BETA HUCRE FARKLILASMASINDAKI ROLU iLE
ILGILI BULGULAR

Tiim gruplarda Tub ve g-katenin genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemiyle
oOl¢iildii. Gruplarda her iki gen i¢in de benzer ekspresyon profilleri gozlendi. Bu genlerin
kontrol grubunda en yiiksek seviyede eksprese edildigi belirlendi. Bu gruplar arasinda
Tub geninin ekspresyonunun en yiiksek oldugu grup insiilin gibi goriinse de bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Tub geninin ekspresyon seviyeleri sirasiyla; FM:
1,00+£0,00, FM+L: 0,01+0,01, G: 0,02+0,01, G+L: 0,07+0,06, 1: 0,15+0,15, I+L:
0,06+0,06, G+i: 0,03+0,03, G+i+L: 0,04+0,00°dir. Madde uygulanan gruplar arasinda j-
katenin geninin ekspresyonunun en yiiksek oldugu gruplar FM+L, G+L, 1 ve I+L gibi
goriinse de bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. f-katenin geninin ekspresyon
seviyeleri sirastyla; FM: 1,00£0,00, FM+L: 0,11£0,05, G: 0,04+0,02, G+L: 0,19+0,04, I:
0,16+0,16, I+L: 0,13+0,12, G+i: 0,07+0,04, G+I+L: 0,10+0,07"dir (Sekil 4.9: (A)). Bu
bulgular Tub ve p-katenin genlerinin ekspresyonlarmin farklilasma sirasinda

baskilandigini diisiindiirmektedir.

Tub proteinin varligit PAK-MKH’lerin membran, sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlarinda
western blotlama teknigi aracilignr ile arastirildi. Membran fraksiyonunda Tub
seviyelerinde gruplar arasinda belirgin bir farklilik tespit edilemese de insiilin uygulanan
gruplarda azalma oldugu gozlendi. Membran Tub seviyeleri sirasiyla; FM: 0,29+0,04,
FM+L: 0,26+0,06, G:0,35+0,19, G+L: 0,33+0,24, I: 0,21£0,09, I+L: 0,19+0,04, G+i:
0,22+0,04, G+I+L: 0,16+0,02 idi. Sitoplazmik fraksiyonda Tub bulunmadig: tespit edildi.
En yiiksek Tub seviyelerinin nuklear fraksiyonda oldugu belirlendi. Insiilin ve leptin
uygulanan gruptaki artig istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01). Nuklear Tub seviyeleri
strastyla; FM: 1,13+£0,02, FM+L: 1,31%0,02, G: 1,284+0,04, G+L: 1,14+0,01, I: 1,22+0,06,
[+L: 1,45+ 0,08, G+: 1,22+0,02, G+i+L: 1,21+0,05 idi (Sekil 4.9: (B)).

Tub ve B-Katenin’in olasi iliskisini arastirmak amaciyla nuklear fraksiyonda B-katenin P
yontemiyle ayrilarak bu fraksiyonda Tub WB teknigiyle gosterildi. Insiilin ve leptin
uygulanan grupta nuklear -Katenin fraksiyonunda yiiksek seviyelerde Tub bulunmasi,
bu uyaranlarin Tub ve B-catenin’in nuklear translokasyonuna neden oldugunu ve burada

birbirlerine baglandiklarint gostermekte idi (Sekil 4.9: (C)). Ayrica, immiinfluoresan
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isaretleme ile B-katenin’in ve Tub’un lokalizasyonlar1 tiim deney sartlarinda gosterilerek

[+L grubunda Tub ve B-katenin’in nuklear translokasyonu desteklendi (Sekil 4.10:).

Insiilin ve leptin uygulanan grupta Tub ve PB-Katenin’in nukleustaki yogunlugu ve
etkilesiminin yani sira bu grupta beta hiicre farklilasmasinin belirgin olarak yiiksek
olmasi, bu iki transkripsiyon faktoriiniin bu mekanizmada 6nemli rol oyanayabilecegini
diistindiirdii. Bu hipotezin dogrulanabilmesi i¢in PAK-MKH’lere Tub ve [-katenin
SIRNA’lar1 ayr1 ayr1 uygulanarak deney siiresinin sonunda insiilin® hiicrelerin yogunlugu
akim sitometri cihazi ile belirlendi. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek oranda beta
hiicre farklilagsmasi belirlenen I+L grubuna Tub ve B-katenin siRNA’lar1 uygulandiginda
[+L sartia kiyasla anlaml bir azalma oldugu tespit edildi (sirastyla p<0,001 ve p<0,01).
Insiilin® hiicre sayilar1 (%) sirastyla FM:0,00+0,00, I+L: 35,254+2,18, I+L+Tub siRNA:
10,59+0.03, I+L+p-katenin siRNA: 15,30+1,64 idi (Sekil 4.9: (D)). Bu bulgu Tub ve B-

Katenin’in beta hiicre farklilasmasinda 6nemli bir rol oynadigini agikga gostermektedir.

Insiilin ve leptin uygulanan grupta Tub’un nukleustaki yogunlugunun yan1 sira bu grupta
beta hiicre farklilasmasinin belirgin olarak yiiksek olmasi, bu transkripsiyon faktoriiniin
insiilin iretiminde fonksiyonel olan transkripsiyon faktorlerinin liretimini artirabilecegini
diisindiirdii. Bu hipotezi dogrulayabilmek amaciyla kromozom immunopresipitasyon
(ChIP) teknigi ile insiilin ve leptin uygulanan grupta Tub’un baglandigit DNA bolgeleri
izole edildikten sonra qRT-PCR yontemi ile insiilin sentezinde rol alan transkripsiyon
faktorlerine ait genlerin promotdr bdlgelerinin varligi arastirildi. Sonug olarak, Tub’lin
MafA, Pdx1, insl ve ins2 genlerinin promotorlerine baglandig: tespit edildi (Negatif
Kontrol: 0,52+0,00, Pozitif Kontrol (ACTB): 3,27+0,69, MafA: 7,96+0,37, PDXI:
4,84+0,48, INS1: 6,97+0,73, INS2: 5,77+1,34) (Sekil 4.9: (E)).
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Sekil 4.9: Tub ve B-katenin’in beta hiicre farklilasmasindaki rolii , (A) Tub ve p-katenin

genlerinin ekspresyon seviyeleri, (B) Nuklear ve membrandaki Tub ile yiikleme
kontrolleri Pan-kaderin ve TFIIB seviyelerini gdsteren bantlar ve bu bantlarin optik
yogunluklarinin yiikleme kontrollerine normalizasyon degerleri (A.U.) verilmistir. (C)
Nuklear fraksiyonda Tub IP yontemi ile ayrildiktan sonra elde edilen drneklerde B-
katenin WB yontemi ile gosterilmistir. (D) PAK-MKH’lere Tub ve B-katenin siRNA’lar1
uygulandiktan sonra insiilin ve leptin 24 saat siireyle uygulanmis ve 30. giinde insiilin*
hiicrelerin sayis1 akim sitometrik analiz ile belirlenmistir. (E) Insiilin ve leptin uygulanan
hiicrelerde capraz baglantili kromatine Tub antikoru uygulanarak immiinpresipitasyon
teknigi ile ayrilmig fraksiyonda Mafa, pdx1, insl ve ins2 genlerinin promotor bolgeleri
gRT-PCR ile gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 FM’ye gore; *p<0,05 I’ye
gore; **p<0,01 ve **®p<0,001 i+L’ye gore.
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B-katenin Tub

Sekil 4.10: Deney gruplarinda PAK-MKH’lerde B-katenin ve Tub’un lokalizasyonu
gosterilmistir. Sol panel [B-katenin, sag panel ise Tub’un hiicresel yerlesimini
gostermektedir (x200).
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5. TARTISMA VE SONUC

146 farkli iilkeden toplam 4.4 milyon katilimciyla yapilan olduk¢a kapsamli bir
epidemiyolojik c¢alismada 1980-2014 yillar1 arasinda diyabetin diinyada artis orani
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari belirtilen zaman diliminde yetigkinlerde diyabet
prevalansinin aragtirma yapilan hemen her iilkede artmis veya en iyi ihtimalle
degismeden kalmis oldugunu gostermektedir. Niifus artis1 ve yaslanma ile birlikte diinya
genelinde diyabetli yetiskinlerin sayis1 dort kata kadar artabilmektedir. Diyabetik birey
orani, diisiik ve orta gelirli {ilkelerde yiiksek gelirli iilkelere gore daha hizli bir sekilde
artmaktadir. Bu calismada kiiresel yas standardize diyabet prevalansinin 1980-2014
yillart arasinda erkeklerde %4.3’den %9'a, kadinlarda ise %5’den % 7.9’a yiikseldigi
belirlenmigtir. Diyabetli yetigkinlerin sayist 1980'de 108 milyon iken, 2014'te 422
milyona yiikselmistir. Ulkemizde de diyabet hizla artmaktadir. Tiirkiye’'nin diyabetik
hasta populasyonu bakimindan 1980 yilinda diinyada siralamasinda 68. iken, 2014 yili
itibariyle 33. siraya ylikseldigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin bulgularindan yola ¢ikilarak
yapilan tahminlere gére 2025 yilinda Tirkiye niifusunun yaklagik %20’sinin diyabet
hastas1 olmasi beklenmektedir (NCD-RiSC, 2016). Diyabet, diinyadaki 6liim, morbidite
ve saglik sisteminin yiliksek maliyetli harcamalarinin 6nemli bir nedenidir (Global Burden
of Metabolic Risk Factors for Chronic Diseases Collaboration, 2014; Seuring ve dig.,
2015). Bu nedenle, acilen diyabeti ve komplikasyonlarin1 6nleyebilmek igin bireylerin
yasam kaltiesini ylikseltmek, hastaligin erken teshisini giiclendirmek, farmakolojik veya

hiicresel tadevi yontemlerini gelistirmek gerekmektedir.

Diyabet, kan glukoz seviyesinin yiikselmesi ile tanimlanan bir hastaliktir ve dogrudan
pankreatik beta hiicre kiitlesi ile iligkilidir. Glukoz ve hormonal etkilerle diizenlenen beta
hiicre proliferasyon, apoptotik 6liim ve 6zel sartlarda progenitor hiicrelerden veya diger
pankreatik hiicrelerden kaynaklanan farklilasma beta hiicre kiitlesini etkileyen temel
faktorlerdir. Gebelik, obezite ve periferal dokularin insiiline olan duyarliliginda meydana
gelen degisiklikler gibi etkenlerle meydana gelen beta hiicre kiitlesindeki farkliliklar kan
glukozunun kronik olarak yiikselmesi ve ileri seviyelerde diyabete yol acabilmektedir

(Kahn, 1996; Mathis ve dig., 2001; Saltiel ve Kahn, 2001).
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Insiilinin etkilerine kars1 direng, Tip 2 diyabet gelisiminde &nemli bir siiregtir (Briining
ve dig., 1997; Kahn, 1994). Pre-diyabetik durumda, pankreatik beta hiicreleri yiiksek kan
glukoz seviyelerini indirgeyebilmek ve gerekli olan yiiksek insiilin gereksinimini
karsilayabilmek icin insiilin sekresyonunu artirir. Hastalik gelisiminin bu asamasi
kompensatuar hiperinsiilinemi olarak adlandirilir. Ancak, insiilin {iretimini ¢ok¢a artiran
pankreatik beta hiicrelerinin 6zellikle endoplazmik retikulum stresinden kaynaklanan
Oliimii dolayisiyla hastaligin ilerleyen asamalarinda glikoz homeostazi bozulur (Muoio
ve Newgard, 2008). Insiilin direnci ve telafi edici hiperinsiilinemiye ilaveten obez
hastalarda ve diyetle indiiklenen fare obezite modellerinde kan leptin seviyelerinin
artmasinin leptin direnci gelisimine neden oldugu bildirilmistir (Frederich ve dig. 1995;
Friedman, 2009, Maffei ve dig., 1995). Leptinin ve insiilinin etkilerine kars1 direng sadece
periferik dokularda degil, ayn1 zamanda merkezi sinir sistemi hiicrelerinde de ortaya
cikar. Dolayisiyla bu bireylerde gida alimi ve viicut agirlig1 artis1 s6z konusudur (Konner

ve dig. , 2009; Myers ve dig., 2010; Clegg ve dig., 2011).

Insiilin ve leptin sinyali birgok ortak molekiilii igerir. Leptinin uzun leptin reseptoriine
(ObRbD) baglanmasi, Janus kinazi (JAK) 2'nin aktivasyonuna, ardindan reseptoriin JAK2
aracili fosforilasyonuna ve aktive edici transkripsiyon (STAT) 3 molekiillerinin
aktivasyonuna yol agar. Aktive edilmis STAT3, nukleusa yer degistiren ve sitokin
sinyalinin baskilayicist (SOCS) 3’iin de iginde bulundugu hedef genleri aktive eden bir
dimer olusturur. Artmigs STAT3 aracili SOCS3 ekspresyonu leptin ve insiilin
sinyalizasyonunun inhibisyonuna yol agar. Bu nedenle SOCS3 hem insiilin, hem de leptin
direncinin molekiiler bir belirteci olarak kullanilmaktadir. Fosforile JAK2 ayrica PIP3
araciligiyla IRS/PI3 kinaz sinyal yolunu dogrudan aktive eder (Konner ve Briining,

2012).

Diyabet arastirmalarinda odaklanilan 6nemli noktalardan birisi erigkin pankreasinda beta
hiicre rejenerasyonun nasil saglanabilecegidir. Bilindigi iizere eriskin beta hiicrelerinin
proliferasyon kapasitesi ¢ok diisiiktiir (Bonner-Weir ve dig., 2010). Oyleyse gebelikte,
obezitede ve kismi pankreatektomiden sonra gozlenen artmig beta hiicre kiitlesini
olusturan yeni beta hiicreleri nasil olugmaktadir? Yeni beta hiicrelerinin kaynagi
kok/Onciil hiicreler mi, yoksa diger tip pankreatik hiicreler midir? Literatiirde birbiriyle

celisen bulgulara rastlanmakta ise de, elde edilen bulgular pankreatik kok hiicreleri
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kavraminin dogmasina ve bu hiicrelerin eriskin pankreasta yeni olusan beta hiicrelerinin
kaynagi olduguna dair goériislerin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Bonner-Weir ve Sharma,
2002). Bu goriis, nakledilen adaciklarin islevlerini siirdiirebilmesinden de destek
almaktadir. Bilindigi lizere beta hiicreleri yasamlarini ¢ok uzun siire devam ettiremezler
(Bonner-Weir ve dig., 2000). Nakledilen adaciklarin islevini devam ettirebilmesi adacik

icinde pankreatik kok hiicrelerin veya progenitorlerin varligiyla agiklanabilir (Can, 2014).

Bu calismada ekibimizin onceki calismalari kapsaminda eriskin (2.5-3 aylik) erkek
Wistar albino siganlarin pankreatik adaciklarindan izole edilen PAK-MKH’ler kullanilda.
Bu hiicreler %99 civarinda CD29 (Integrin-B1 zinciri Ha2/5), CD45, CD54, CD90 (Thy-
1/Thy-1.1), CD106 tasimalar1 bakimindan MKH immiinfenotipine uygunlardi. Negatif
kontrol olan CD45’1 tastyan hiicreler ise <%0.5 olarak hesaplandi. Izole edilen hiicreler
MKH belirtegleri olarak bilinen Vimentin, CD105/Endoglin, Fibronektin ve Nestin
proteinlerini de iiretiyorlardi. Ayrica bu hiicreler, uygun uyaranlar varliginda pankreatik
beta hiicrelerine, adipositlere ve osteositlere farklilagabilme yetenegine sahiplerdi. Kok
hiicrelerin karakteristik 6zelligi olan kendini yenileme kiiltiire alinan hiicrelerin ilerleyen
giinlerde sayica artmasinin gosterilmesi ile teyid edildi. Bu hiicrelerin karakterizasyonu
ile ilgili olarak elde ettigimiz tiim bulgular Karaoz ve arkadaslarinin (2010) yayinladiklari
PAK-MKH’lerin karakteristik 6zellikleri ile benzerdi. Bu bulgular bir baska calisma
kapsaminda elde edildiginden tezin “Bulgular” bdliimiinde sunulamamistir.
Laboratuvarimizda gergeklestirilen tim bu testler sonucunda izole edilen PAK-

MKH’lerin yiiksek saflikta, saglikli ve fonksiyonel olduguna karar verildi.

Bu calismada tip 2 diyabet in vitro taklit edilerek PAK-MKH’lerin beta hiicrelerine
farklilagsma olasiliklar test edildi. Bilindigi lizere tip 2 diyabetin en belirgin bulgusu olan
insiilin direnci aglik kan sekerinin ve insiilin seviyelerinin yiliksek degerlerde olmasi ile
tanimlanir. Heniiz klinige yansimamis olmakla birlikte insiilin direnci olan hastalarda
ayn1 zamanda aglik kan leptin seviyelerinin de yiiksek oldugu gozlenmistir. Insiiline
direncli tip 2 diyabetik bireylerde viicut yag oranindan bagimsiz olarak insiilin direnci ve
leptin seviyelerinin yiiksek oldugunun belirlenmesi bu hormonlar arasindaki fonksiyonel
iliskiyi gostermektedir (Fischer ve dig., 2002). Bu bilgilerin 1s181nda ¢alismamizda PAK-
MKH’lere glukoz, insiilin ve leptin uygulanarak in vitro ortamda tip2 diyabet taklit edildi.

Glukoz, insiilin ve leptin’in PAK-MKH’lerin canliligin1 destekledigi doz ve siiresinin
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tespit edilebilmesi i¢in 6n deneyler yapildi. Bu deneylerin kapsaminda 5-30 mM glukoz,
1-100 nM insiilin veya 0.5-2.0 ng/mL leptin 24 ve 48 saat siireyle PAK-MKH’lere
uygulandi. Hiicre canliliginin yiiksek oldugu ve ayni zamanda hiperglisemik
konsantrasyona uygun olan 20 mM glukozun (Renstrdom ve dig., 2007) 24 saat
uygulanmasi ¢aligmamiz i¢in uygun goriildii. Denenen insiilin konsantrasyonlari arasinda
hiicre canliligini destekleyen 1 nM insiilinin literatiirde daha 6nce de insiilin direnci
gelisimi i¢in kullanildig1 belirlendi (Zhao ve dig., 2014) ve 24 saat uygulama siiresi uygun
goriildii. Mezenkimal kok hiicrelere in vitro ortamda leptin uygulanan ¢aligmalarda leptin
dozlar degiskenlik gostermekte ise de diisiik veya yiiksek konsantrasyonda kok hiicre
farklilasma oranlarinin benzer olmasi (Um ve dig., 2011), bu hiicrelerdeki leptin reseptor
ekspresyonunun diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. Bu hipotezin dogrulanabilmesi i¢in
PAK-MKH’lerden elde edilen membran fraksiyonunda western emdirimi yontemi ile
ODR gosterildi. Sonug olarak PAK-MKH’lerin diisiik miktarda ObR tasidiklari belirlendi.
Bu bulgudan yola ¢ikilarak diisiik konsantrasyonlarda (0,5-2 ng/mL) canlilik testleri
yapilmis ve 24 saat 0.5 ng/mL leptin uygulamasinin hiicre canliligin1 destekledigi tespit
edilmistir. Bilindigi tizere MKH’ler asimetrik boliinerek hem hiicre sayilarini korurlar,
hem de farklilasmaya gidecek olan hiicreleri verirler (Chen ve dig., 2016). Dolayzst ile
ortamdaki canli hiicrelerin sayica artiyor olmasi uygulanan maddeye PAK-MKH’lerin
farklilagsma yoniinde yanit veriyor olabilecegini diislindiirdii. Ayrica, tiim deney sartlar
24 saat siire 1le PAK-MKH’lere uygulanarak canlilik testleri yapildi. Uygulanan deney
sartlarinda kullanilan maddelerin belirtilen doz ve siirede hiicre canliligi {izerinde
olumsuz bir etkisi gézlenmedi. Leptin uygulanan grupta canli hiicre oraninda belirgin bir
artis gozlendi. Buna karsin, glukoz uygulanan grupta canli hiicre oraninda belirgin bir
artis gozlenirken, bu hiicrelere glukoz ve leptinin birlikte uygulanmasmin bu artisi
baskiladigi belirlendi. Leptinin glukoz varliginda gosterdigi bu zit etki hiicrenin 6nemli
bir enerji sensorii olan AMPK (Kahn ve dig., 2005) iizerinden agiklanabilir. Su ve
arkadaglar1 (2012) leptin ve glukoz arasinda bir ¢apraz gegis tarif etmistir. Bu ¢aligmaya
gore glikoliz, leptinin JAK2/STAT3 yolagini uyarmasi i¢in gereklidir. Ayrica, AMPK'y1
leptin sinyalizasyonunda potansiyel bir negatif regulator olarak tespit etmislerdir. Bu
caligmaya gore, glikoz, en azindan kismen, AMPK'nin leptin sinyallemesini bastirma
kabiliyetini inhibe ederek leptin sinyalinin ilerlemesini saglamaktadir. Bu bulgulardan
yola ¢ikarak PAK-MKH’lerde leptinin besin varligina bagli olarak AMPK iizerinden

hiicre canliligini diizenleyebilecegini sdylemek miimkiindiir.
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Bahsi gecen uyaranlarin 24 saat sonunda beta hiicre farklilagsmasini baslatip baslatmadigi
bu siiregte rol alan anahtar transkripsiyon faktorlerinin ve beta hiicrelerine 6zgiin bazi
molekiillerin  mRNA seviyelerinin gosterilmesiyle arastirildi. Bu transkripsiyon
faktorlerinin beta hiicre farklilasmasindaki rollerinin iyi anlasilabilmesi agisindan
embriyonik pankreas gelisimi silirecini kisaca Ozetlemek yerinde olacaktir. Pankreas,
midenin arkasinda konumlanan 6n bagirsak endoderminin dorsal ve ventral bolgelerinden
koken alir. Genetik olarak degistirilmis farelerle yapilan c¢alismalar pankreatik
Ozgilinlesme, biiyiime ve farklilasmay1 diizenleyen hiyerarsik bir transkripsiyon faktor
iliskisinin varhigin1 goéstermistir (Collombat ve dig., 2003; Jorgensen ve dig., 2007).
Pankreas olusumuna katilan endodermal bolge, homeodomain faktoér pdx1 ifade eder
(Offield ve dig., 1996). Gelisimin takip eden basamaginda heliks-loop-heliks faktor
neurogenin3 (NGN3), epiteliyal pankreatik progenitor hiicrelerde endokrin farklilasma
programini baglatir. NGN3 geni hasarli farelerde endokrin hiicre olusumu s6z konusu
degildir (Gradwohl ve dig., 2000) ve ¢alismalar NGN3 ifade eden hiicrelerin adacik
hiicrelerinin progenitorii oldugunu gostermektedir (Gu ve dig., 2002). Gelisimin ilerleyen
basamaklarinda ilave transkripsiyon faktorleri 6zgiin endokrin hiicre kaderini belirler.
Pax4 ve Arx’in antagonistik role sahip oldugu ve endokrin alt tiirlerin (Pax4 B/9, Arx
a/PP-hiicre farklilasmasinda etkindir) 6zellestirilmesinde rol aldig1 gosterilmistir. Pax-4
geni hasarli olan farelerde secici olarak [ ve d-hiicreleri azalirken, a-hiicreleri artmakta;

Arx geni hasarli olan farelerde ise zit fenotip gézlenmektedir (Collombat ve dig., 2003).

Caligmamizda, uyaranlarin 24 saat siireyle uygulanmasini takiben gergeklestirilen gen
ekspresyonu analizlerinde leptin uygulanan hiicrelerde diisiik seviyede pdxl, pax4 ve
ins2; glukoz uygulanan hiicrelerde yiiksek seviyede nkx2.2, nkx6.1 ile pax4, daha diisiik
seviyede ins2; glukoz ve leptin uygulanan hiicrelede yiiksek seviyede nkx2.2 ve daha
diisiik seviyede nkx6.1; insiilin uygulanan hiicrelerde pdx1 ve ins2; insiilin ve leptin
uygulanan hiicrelerde yiiksek seviyelerde nkx6.1 ile ins2, daha diisiik seviyelerde pdx1 ile
pax4; glukoz ve insiilin uygulanan hiicrelerde diisiik seviyelerde nkx6.1, pax4 ins2;
glukoz, insiilin ve leptin uygulanan hiicrelerde ise ¢ok yliksek seviyede pax4 ile diisiik
seviyede nkx2.2 ile ins2 eksprese edildigi belirlendi. Bu bulgulardan yola ¢ikarak deney
sartlarinin  timiiniin beta hiicre farklilagmasin1 uyardigini, ancak bu gruplarin

farklilasmanin farkli asamalarinda oldugunu sdylemek miimkiindiir. Insiilini kodlayan
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ins2 geninin ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda kiyaslanacak olursa en yiiksek
ekspresyonunun insiilin ve leptin uygulanan hiicrelerde oldugu; yalnizca insiilin
uygulanan hiicrelerde de daha diisiik olmakla birlikte belirgin bir artisin oldugu dikkat
cekmektedir. Bu iki grup arasindaki en belirgin farklilik ise yalnizca insiilin uygulanan
hiicrelerde gozlenen yok denecek kadar az nkx6.1 ve ¢ok belirgin nkx2.2 ekspresyonuna
karsin; insiilin ve leptin uygulanan hiicrelerde bu durumun tersine ¢ok yiiksek seviyede

nkx6.1 ekspresyonu ile beraber nkx2.2 ekspresyonunun olmamasidir.

Arx ve Pax4 proteinlerinin goreceli seviyelerinin, ikincil gecis sirasinda iki endokrin
onciil populasyonun tanimlanmasina yol agtigr bilinmektedir. Her iki populasyon da
nkx2.2 ve Pax6 ifadeleri ile tamimlanmaktadir. Bununla birlikte, Pax4 ekspresyonu
yalnizca B- ve d-hiicrelerini verecek hiicrelerde tespit edilmistir. Nkx2.2 ekspresyonunun
olmamasi, buna karsin Pax4, Pdx1, Nkx6.1 ve ins2’nin ekspresyonu ileri seviyede beta
hiicre farklilagsmasinin ve olgunlagmasinin bir gostergesidir (Dominguez-Bendala, 2009).
Calismamizda elde edilen bulgulara gore insiilin ve leptin uygulamasinin 24 saat i¢inde

belirgin olarak beta hiicre farklilasmasini ve olgunlagmasini uyardigi gézlenmektedir.

Diger taraftan, 24 saatlik madde uygulama siiresinden sonra tam medyuma alinan
hiicrelerde beta hiicre farklilagsmasinin tamamlanmasi amaciyla 30 giin standart hiicre
kiiltiirti sartlarinda inkiibasyon devam ettirildi. Bu siirenin sonunda gergeklestirilen akim
sitometrik analizler ile tiim gruplarda insiilin® hiicre sayisinin tam medyum uygulanan
kontrol gruba gore anlamli bir artig gosterdigini, ancak insiilin® hiicre sayisindaki en
belirgin artisin insiilin ve leptin uygulanan grupta meydana geldigi tespit etmis
bulunuyoruz. Ayrica, ayni deney gruplarina bazal seviyede (5.5 mM) ve yiiksek (25mM)
konsantrasyonda glukozun uygulanmasi sonucu medyuma salinan insiilin miktarlari
ELISA yontemiyle 6l¢iildii. Bu testin amact PAK-MKH’lerin farklilagmasiyla olusan
yeni beta hiicrelerinin yiikselen glukoza yanit olarak artan insiilin sekresyonu yapma
kapasitelerinin ol¢iilmesi ile bu hiicrelerin fonksiyon edinimi ile ilgili fikir sahibi
olmaktir. Elde edilen sonuglar, beta hiicre farklilasmasi sonuglariyla paralel olarak,
insiilin ve leptin uygulanan gruplarda daha fazla olmak iizere bazal glukoz uyarisina
karsin insiilin sekresyonu yapildigini gostermektedir. Ancak, belirtilen deney sartlarinda
yiiksek glukoz uyarisina karsi artan seviyede insiilin sekresyonu tespit edilememistir. Bu

bulgu PAK-MKH’lerden yeni farklilasan beta hiicrelerinin artan glukoz
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konsantrasyonlarina duyarli olmadigr yani bu hiicrelerin fonksiyonel olmadigini
gostermektedir. Genel olarak tip 1 diyabetin hiicresel tedavisinde kullanilmak {izere yeni
olusturulmaya calisilan beta hiicrelerinin kaynagi olarak embriyonik kok hiicreler
(Pagliuca ve Melton, 2013) veya benzer karakterli iPS hiicreleri (Pellegrini ve dig., 2015)
tercih edilmektedir. Bu tip pluripotent karakterli kok hiicrelerden tiiretilmis insiilin ifade
eden hiicrelerin de yiikselen konsantrasyonlarda glukoza yanit olarak artan seviyelerde
insiilin salgilayamadiklar1 bildirilmistir (D’Amour ve dig., 2006). Buna karsin,
embriyonik kok hiicrelerden veya iPS hiicrelerden tiirevlendirilen endodermal progenitor
hiicre hatlarindan olusturulan insiilin® hiicrelerin glukoza duyarli olarak insiilin
salgiladiklar1 belirtilmistir (Cheng ve dig., 2012). Caligmalar arasinda goézlenen
farkliliklar kullanilan farklilasma protokollerindeki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.
Bir diger goriis, in vitro sartlar altinda farklilastirilan beta hiicrelerinin in vivo
transplantasyonu takiben yerlestikleri mikro ¢evrelerde bulunan diger tip hiicreler ile veya
saliman baz1 faktorler ile olgunlagsmalarini tamamlayarak fonksiyon kazanma ihtimali
tizerinde yogunlagmaktadir. Millman ve arkadaslarimin son olarak yayinladigi (2016)
calismalarinda yeni farklilastirilan beta hiicrelerinin in vitro kosullarda fonksiyon
kazanabilmesinin kaynak olarak kullanilan kok hiicrenin tipine de bagli oldugu bulgusu
tizerinde durulmasi gereken Onemli bir noktadir. Bahsi gecen calismada diyabetik
olmayan ve tip 1 diyabetik hastalarin fibroblastlarinin yeniden programlanmasiyla elde
edilen iPS hiicrelerinden farklilastirilan beta hiicrelerinin in vitro sartlarda yiikselen

glukoz seviyelerine duyarli olarak artan seviyelerde insiilin salgilayabildigi gosterilmistir.

Hiicre solunumu ve enerji iiretiminin gergeklestigi organel olan mitokondri hiicre
metabolizmasinda merkezi rol oynar. Mitokondriler oksidatif fosforilasyon (OXPHOS)
tizerinden enerji iiretiminde 6nemli bir rol oynamanin yani sira, amino asit, yag asidi ve
steroid metabolizmasinda ve ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine,
kalsiyum homeostazi, ve apoptoz gibi hiicre sinyal yolaklarinda 6énemli roller alirlar.
Mitokondriyal zar potansiyelindeki bir artis, elektron transfer zincirinin bilesenlerinden
(NADH, FADHy) alinan tek elektronun oksijene transfer edilmesi yoluyla reaktif oksijen
tirlerinin  (ROS) iretimini artirir.  Son  veriler kok hiicre pluripotensisinin
diizenlenmesinde mitokondri ve oksidatif metabolizmanin gii¢lii ve dogrudan katilimini
destekler niteliktedir. Pluripotent kok hiicre farklilasmasinin mitokondriyal biyogenezin

uyarisilmasiyla olan iligkisine ek olarak meydana gelen metabolik degisimi dikkat



66

cekicidir. Farklilasma sirasinda glikoliz temelli bir metabolizmadan artan OXPHOS
temelli metabolizmaya gecis olmaktadir. Somatik hiicrelerin pluripotent kok hiicrelere
yeniden programlanmasi sirasinda ise tersinir yonde degisiklikler meydana gelmektedir.
Bir baska deyisle yiiksek oksidatif metabolizma sonucu meydana gelen ROS tiretimindeki
artis kok hiicre farklilasmasinin 6nemli bir belirtecidir (Wanet ve dig, 2015).
Calismamizda bahsedilen c¢alismalara benzer bir sekilde beta hiicre farklilasmasi
bulgularina paralel olarak ROS {iretiminin kontrole gére anlamli bir artis gosterdigi tespit

edilmistir.

Akim sitometrik analizler en yiiksek insiilin® hiicre sayisinin insiilin ve leptin uygulanan
grupta oldugunu gostermektedir. Bu bulgu bize PAK-MKH’lerde insiilin direnci
gelisiminin insiilin+leptin grubunda glukoz+insiilin+leptin grubuna gore daha yiiksek
oranda meydana gelmis olabilme ihtimalini diisiindiirdii. Bu hipotezi dogrulayabilmek
icin PAK-MKH’lere insiilin reseptor antagonisti 6zelliginden dolay1 insiilin direncine yol
acan bir molekiil olan S961 (Vikram ve Jena, 2010) insiilin direnci pozitif kontrolii olarak
uygulandi. Insiilin direnci gelistirebilmek icin uygun S961 konsantrasyonu
belirleyebilmek amaciyla 1-1000pM S961 PAK-MKH’lere 24 saat siireyle uygulandi. Bu
hiicrelerde insiilin direnci gelisimini takip edebilmek i¢in insiilin sinyalinin ana molekiilii
olan p-AKT (Ser 473) seviyelerindeki azalma belirlendi. p-AKT (Ser 473)
seviyelerindeki en belirgin azalma 100 pM S961 uygulamasinda meydana geldiginden
deneylere bu konsantrasyon ile devam edildi. Diger insiilin direnci parametreleri olarak
insiilin sinyal yolaginin 6énemli molekiilleri olan PTEN, SOCS3 ve p-IRS1 (Ser307) ve
p-IRS1 (Try) seviyelerindeki degisimler western emdirimi teknigi ile gosterildi. Bilindigi
tizere insiilin/PI3K sinyalizasyonunun negatif bir diizenleyicisi olan PTEN, insiilin
direncini pozitif yonde diizenler (Gupta ve Dey, 2012). SOCS3, insiilin sinyalini negatif
yonde diizenlediginden insiilin direnci ile iligkilendirilmektedir. SOCS3’iin ekspresyonu
obez bireylerde artar ve insiilin reseptdriiniin tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonu, IRS
proteinlerinin reseptdriine baglanmak i¢in yarisma ve IRS proteinlerini parcalanmaya
hedefleme yoluyla insiilin direncine neden olur (Ueki ve dig. 2004; Sachithanandan ve
dig., 2010). Bilindigi iizere IRS1 tirozin kalintilarindan fosforillendiginde aktif iken
(Myers ve White, 1996), serin kalintilarindan fosforillendiginde inhibe olur (Boucher ve
dig., 2014). Her ne kadar inhibitér IRS-1 serin fosforilasyonu molekiiliin birgok farkl

amino asit kalintisinda meydana gelmekte ise de (Boura Halfon ve Zick, 2009), bunlar



67

arasinda en iyi tanimlanmis modifikasyon 307. Serin kalintisinda meydana gelenidir
(Aguirre ve dig., 2002). Obez ve diyabetik farelerde IRS-1 Ser-307 fosforilasyonu artar
(Hirosumi ve dig., 2002; Um ve dig., 2004). Calismamizda pozitif insiilin direnci kontrol
grubu olarak kullanilan S961 uygulanmis PAK-MKH’lerde azalmig p-AKT (Ser 473) ve
SOCS3’e karsilik, p-IRS1 (Ser307) ve PTEN seviyelerinde artis gozlenirken, p-IRS1
(Try) seviyesinin degismedigi belirlendi. SOCS3 seviyesi harig, diger tiim parametreler
instilin direnci gelisimini dogrulamaktaydi. SOCS3 ekspresyonu ve dolayisiyla
fonksiyonunun hiicre tipine ve uyarana gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir (Baker
ve dig., 2009). Calismalar, SOCS3’lin kok hiicrelerin farklilagsmasi ile olan iliskisine
yogunlagirken (Cao ve dig., 2006, Liu ve dig., 2015), kok hiicrelerde insiilin direncini
tanimlayan az sayida calismada SOCS3 seviyelerinin aragtirilmadigi belirlenmistir.
Ayrica, S961 uygulanan hiicrelerde beta hiicre farklilagmasi ve ROS {iretimi oranlari akim
sitometri teknigi kullanilarak belirlendi. insiilin direnci kontrol grubu olarak kullanilan

S961 uygulanan hiicrelerde beta hiicre farklilagmasi ve ROS iiretiminin arttig1 belirlendi.

Calismamizda, yalnizca leptin uygulanan PAK-MKH’lerde belirlenen degismemis p-
AKT (Serd73) ve p-IRS1 (Ser307) ile artmis p-IRS1 (Try), PTEN ve SOCS3 seviyeleri
bu grupta leptin direnci gelismis oldugunu diisiindiirdii. Bilindigi iizere SOCS3 ifadesi
leptin tarafindan uyarilir ve SOCS3 aktivasyonu, leptin reseptorleri iizerindeki sinyal
iletiminde onemli olan STAT3 fosforilasyonunu inhibe eder. Dolayisiyla bu tiir
inhibisyon leptinin biyolojik fonksiyonunun bozulmasi ile tanimlanan leptin direncine
neden olur (Lubis ve dig., 2008). Bu grupta nispeten diisiik oranda gézlenen beta hiicre
farklilasmasi sasirtict degildi. Leptinin endotel hiicre farklilasmasi (Kurtovic ve dig.,
2015) ve adipogeneze (Yue ve dig., 2016) neden oldugu da gosterilmistir. Literatiirdeki
benzer bircok ¢alismanin higbirisi kok hiicre farklilagsmasinda leptin direncinin olasi
etkisine deginmemektedir. Yalnizca glukoz uygulanan PAK-MKH’lerde belirlenen
azalmis p-IRS1 (Try), degismemis SOCS3, hafif artmig p-AKT (Ser473), artmis p-IRS1
(Ser307) ve PTEN seviyeleri bu grupta IRS1(Ser307) fosforilasyonu yolu ile AKT
inhibisyonu gelistigini diislindiirdii. Glukoz+leptin uygulanan PAK-MKH’lerde azalmis
p-IRS1 (Try), degismemis p-IRS1 (Ser307), hafif artmis SOCS3 ve artmig p-AKT
(Serd473) ve PTEN seviyeleri bu grupta uyarilmis leptin sinyalizasyonunu diisiindiirdii.
Yalnizca insiilin uygulanan PAK-MKH’lerde hafif azalmig PTEN, hafif artmis p-IRS1
(Ser307), artmis p-IRS1 (Try), SOCS3 ve p-AKT (Ser473) seviyeleri bu grupta uyarilmisg
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insiilin sinyalizasyonu aracilifiyla leptin direnci gelistigini diisiindiirdii. Insiilin ve leptin
sinyal zincirini asir1 ifade eden hiicreler olan HEK293 hiicrelerinde insiilinin leptin
reseptOr sinyalini janus kinaz-2 seviyesinde inhibe ettigini ve bunun hiperinsiilinemiye
bagli leptin direnci i¢in potansiyel bir mekanizma oldugunun gosterilmis olmasi (Kellerer
ve dig., 2001) bu hipotezi desteklemektedir. Insiilin+leptin uygulanan PAK-MKH’lerde
azalmis p-IRS1 (Try), degismemis p-AKT (Ser473) ile artmis PTEN, p-IRS1 (Ser307) ve
SOCS3 seviyeleri bu grupta insiilin ve leptin direncinin birlikte gelistigini diistindiirdii.
Caligmamizda en yiiksek oranda beta hiicre farklilagmasi tespit ettigimiz bu grupta insiilin
ve leptin direncinin bir arada gelisiyor olmasinin beta hiicre farklilasmasini artirma
olasilig1 yiiksek goriintiyordu. Glukoz+insiilin uygulanan PAK-MKH’lerde azalmis p-
IRS1 (Ser307), artmis p-IRS1 (Try), SOCS3, p-AKT (Ser473) ve PTEN seviyeleri bu
grupta uyarilmig insiilin sinyalini disiindiirdii. Glukoz+insiilin+leptin uygulanan PAK-
MKH’lerde ise azalmis SOCS3 ve p-AKT (Serd473) ile artmis p-IRS1 (Ser307), p-IRS1
(Try) ve PTEN seviyeleri bu grupta insiilin direnci gelisimini diisiindiirdii. insiilin direnci
pozitif kontrolii olarak kullanilan S961 uygulamasinin insiilin direci belirtegleri ile en cok
uyum gosteren grubun glukoz-+insiilint+leptin uygulanan PAK-MKH’ler oldugu tespit
edildi. Bu iki grupta p-IRS1 (Try) seviyeleri nispeten yiiksek, buna karsin leptin ve insiilin
direnci gelisen insiilin+leptin verilen PAK-MKH’lerde bu molekiil hemen hemen hig
gozlenmedi. Bu bulgu, insiilin direncine ilaveten gelisen leptin direnci ile artig gosteren
beta hiicre farklilagsmasinda insiilin sinyalinin tamamen kesilmis olmasinin énemli bir
degisim olabilecegini diistindiirmektedir. Glukozun leptin direnci  gelisimini
engellemesinde rol alan molekiilin AMPK oldugu gosterilmistir. Su ve arkadaslar
(2012) glikozun, en azindan kismen, AMPK'nin leptin sinyallemesini bastirma
kabiliyetini inhibe ederek leptin sinyalinin ilerlemesini saglamakta oldugunu
gostermislerdir. Diger bir deyisle glukoz, AMPK araciligi ile leptin hassasiyetini

artirmaktadir.

Insiilin+leptin uygulanan PAK-MKH’lerin yiiksek oranda beta hiicrelerine farklilagtyor
olmasi bizi bu ¢alismada insiilin ve leptin’in beta hiicre farklilagmasindaki olasi rollerini
ve iligkili molekiiler mekanizmalarda yer alabilecek aracilart mercek altina almaya
yonlendirdi. Ilk olarak leptin ve insiilin tarafindan etkilenen ortak bir yolak olan
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolagina odaklandik. Ning ve arkadaslari (2006) bu yolagin
protein ve lipid fosfataz PTEN inhibisyonunu kapsadigin1 géstermistir. PTEN, PIP3
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[fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfat (PtdIns(3,4,5P3)]’tin defosforilasyonunu saglayarak bu
molekiiliin seviyelerinin azalmasina neden olur. PTEN, PI3K/AKT sinyal yolaginin
negatif bir diizenleyicisidir (Wijesekara ve dig., 2005). PTEN’in bu roli Wang ve
arkadaglar1 (2010) tarafindan leptin hasarli ob/ob tip 2 diyabetik farelerde PTEN
delesyonunun beta hiicrelerinin fonksiyonunu ve kiitlesini korudugunun gosterilmesiyle

desteklenmistir.

Pankreatik beta hiicrelerinin insiilin direncine uyum kapasitesi, kan glukoz seviyelerinin
korunmas1 ve Tip 2 diyabet gelisimi bakimindan &nemlidir. Insiilin reseptor substrati
(IRS-2) / fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolu, beta hiicre kiitlesinin ve fonksiyonunun
diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Protein kinaz B olarak da bilinen serin-
treonin kinaz AKT, PI3K yolaginin baslica hedeflerinden biridir ve PTEN tarafindan
negatif yonde diizenlenir. AKT sinyal yolagi pankreatik beta hiicrelerinin hiicre
dongiistiniin ilerlemesi ve hayatta kalmasi ile iliskilendirilmistir (Elghazi ve Bernal-
Mizrachi, 2009). AKT'nin beta hiicre kiitlesinin, fonksiyonunun ve plastisitenin
modiilasyonuyla baglantili mekanizmalarinin anlagilmasi, diyabet hastaliginin tedavisini

olumlu yonde etkileyecektir.

PTEN'in gesitli hiicrelerdeki rolii iyi tanimlanmis olsa da (Franke, 2008), beta hiicre
kiitlesi ve fonksiyonundaki rolii daha az ¢alisilmistir. Beta hiicrelerinde PTEN’in roliine
iliskin ilk dolayl1 kanit, Irs2” farelerde PTEN haployetersizligi ile ortaya ¢ikan beta hiicre
kiitlesinin ve fonksiyonunun restorasyonu ve kan sekerinin normallesmesidir (Kushner
ve dig., 2005). Bununla birlikte, beta hiicrelerinde PTEN’in silinmesi (RIP-cre;
PTEN'®P1o®y " hafif achk hipoglisemisi, gelismis glukoz toleransi, beta hiicrelerinin
cogalmasi, hiicre biiylikliigl ve kiitlesinde artis ile sonuglanmistir (Stiles ve dig., 2006).
Bu fareler ayrica AKT sinyal belirteclerinde artis, streptozotosin kaynakli diyabete direng
ve yiiksek diizeylerde Pdx1, Glut2 ve Irs2 gen ekspresyonu sergilemektedir (Nguyen ve
dig., 2006). AKT/PTEN'in beta hiicre farklilagmasinin diizenlenmesindeki onemi ise
Pdx1-Cre transgenik hiicre hatt1 kullanilarak pankreas 6ncii hiicrelerinde PTEN'in kosullu
silindigi farelerde AKT sinyalinin aktiflestirilmesi yoluyla arastirtlmistir. Bu fareler
muhtemelen sentroasinar hiicrelerin genislemesinden kaynaklanan yogun duktal yapi ile

ekzokrin doku sergilemektedir (Stanger ve dig., 2005).
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AKT sinyalinin, pankreasin degisik kisimlarinin farklilasmasini ve esnekligini
diizenlemedeki 6nemi, Aktl’in Cre ile bagimli sekilde aktivasyonunu saglayan bir ¢ift
reporter sistem (caAkt) tasiyan bir fare modeli kullanilarak gosterilmistir (Elghazi ve
dig., 2008). Bu model, Cre aracili rekombinasyon {izerine caAkt mutantini ifade eden
hiicrelerde soy taramasi yapmay1 saglar (Elghazi ve dig., 2008). Pankreas epiteli, asinar
veya beta hiicrelerindeki mutant caAkt ekspresyonu sirasiyla Pdx1-Cre, Elastase-Cre
veya RIP-Cre farelerde bu hayvan modeli kullanilarak arastirilmistir. Bu soy takip
deneylerinden elde edilen 6nemli bir sonug, asinar veya beta hiicrelerinde AKT sinyalinin
aktivasyonunun  sirasiyla  duktal ~veya  beta  hiicrelerinde  asinar/duktal
transdiferensiyasyona neden oldugunun tespit edilmis olmasidir. Sonug¢ olarak, bu
bulgular AKT sinyalizasyonunun modiilasyonunun in vivo olarak farklilagmis pankreatik
hiicrelerin kaderini diizenledigini ve AKT sinyalinin modiile edilmesinin rejeneratif tipta
kullanilmak tizere yeni doku olusturmada potansiyel bir hedef olarak kullanilabilecegini
diistindirmektedir. Ancak, AKT sinyalinin pankreas gelisimi, farklilagsmasi ve hiicresel
plastisitedeki 6nemi ile ilgili literatiirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bu hiicresel olaylar
ile ilgili molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, diyabet i¢in alternatif bir terapi
olarak in vitro ve in vivo beta hiicre kiitlesini genisletmek i¢in kullanilabilecek yeni

farmakolojik hedefler saglayabilecektir.

Calismamizda, PAK-MKH’lerin beta hiicrelerine farklilagmasinda PTEN’in olasi
rolliniin arasgtirilmasi i¢in bu hiicrelere PTEN’in farmakolojik bir inhibitorii olan
bpV(HOpic) uygulandi ve sonug olarak PTEN inhibisyonunun beta hiicre farklilagsmasini
belirgin olarak artirdigi belirlendi. Bu uygulama sonucunda, beta hiicre populasyonun en
yiiksek glukoz ve en diisiik glukoz+insiilin grubunda oldugu belirlendi. Bu bulgu, glukoz
ile uyarilan beta hiicre farklilagmasinda PTEN’in negatif bir regiilatdr olarak is
gordiiglini, insiilinin ise bu negatif regiilasyonu baskiladigini diisiindiirmektedir. Stiles
ve arkadaslar1 (2006), kemirgen pankreas gelisimi sirasinda insiilin iireten beta
hiicrelerinde PTEN genini silmisler ve beta hiicre farklilasmasinda bir degisim olmaksizin
embriyonik gelisim ve erken postnatal yasam siiresince progenitor hiicre ve beta hiicre
proliferasyonunun arttigin1 ve hiicre 6liimiiniiniin azaldigini rapor etmislerdir. Sonug
olarak bu mutant pankreasta daha ¢ok sayida ve daha biiyiik adaciklar gelistigini ve total
beta hiicre sayisinin belirgin olarak arttigini gostermislerdir. PTEN kaybi, hipoglisemiye

neden olmus ve hayvanlar streptozotosin ile uyarilan diyabetten korumustur. Bu bulgu,
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PTEN’in progenitor hiicreleri artirarak beta hiicre farklilasmasina katkida bulundugunu
diistindiirmektedir. Calismamizda, PTEN inhibisyonunun en belirgin olarak beta hiicre
farklilasmasini insiilin ve glukoz uygulanan grupta meydana getirmesi PTEN’in insiilin
sinyali ile iliskili fonksiyonunu diisiindiirmektedir. Wang ve arkadaslarinin (2010) yaptigi
calismada PTEN (+/-) fareler, reaktif oksijen tiiriine bagl tip 2 diyabet ve yaslanma ile
artan insiilin direncine kars1 koruma sergilemistir. Tiim bulgular, PTEN-kontrollii sinyal
yolunun modiile edilmesinin beta hiicre korumasi ve yenilenme tedavileri i¢in potansiyel

bir yaklasim olabilecegine isaret etmektedir.

Bir sonraki asamada, insiilin ve leptin reseptorleriyle aktivite kazanan, AKT ’nin bir bagka
onemli efektorii olan GSK3-B tarafindan uyarilan ve hiicre farklilagmasim
sonuglandirabilecek 6nemli bir molekiil olan B-katenin’e odaklandik. B-katenin hem
hiicre-hiicre adezyonunda hem de gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alir. Epitel
hiicrelerinde B-katenin molekiillerinin ¢ogu hiicre-hiicre yapisma birimlerinde kaderin
proteiniyle birlikte bulunur. B-katenin bu birimlerde kaderin molekiillerini hiicre i¢indeki
aktin iskeletine tutunduran araci bir proteindir. Buna karsin, gerek epitel gerekse epitel
olmayan hiicrelerde kaderin molekiilleriyle iligskisi olmayan [-katenin proteinleri
sitoplazmada hizla pargalanir. Bu par¢alanmada GSK3-B’nin 216. Tirozin bakiyesinden
fosforlanarak aktiflesmesi ve [-katenin’i aksin-APC-GSK3 ve CKl’den olusan
parcalama kompleksi tarafindan fosforlamasi temel rol oynar. AKT tarafindan GSK3-
B’nin 9. Serin bakiyesinden fosforlanmasi1 durumunda ise GSK3-f inaktiflesir ve [-
katenin sitoplazmada serbest kalarak nukleusa gecerek hedef genlerin ekspresyonuna yol

acar (Can, 2014).

Calismamizda, p-GSK3-f (Ser9) protein seviyelerinde insiilin+leptin, glukoz+insiilin ve
glukoz-+insiilintleptin sartlarinda kontrole oranla anlamli bir artis belirlendi. Bu bulgu,
insiilin sinyalinin p-GSK3- (Ser9) seviyelerini artirdigini1 desteklemektedir. Nemoto ve
arkadaslar1 (2010) kiiltiirlenmis sigir adrenal kromafin hiicrelerinde, insiilininin (100 nM)
GSK-3B'nin Ser9 fosforilasyonunda %104'e kadar hizl1 bir sekilde (<5 dk) ve siirekli (24
saate kadar) bir artisa neden oldugunu gostermistir. Ayrica, glukoz+leptin grubundaki
kayda deger azalma glukoz ve leptin uygulamasinin B-katenin’in stabilizasyonunu
bozarak onu yikima yonlendirdiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi. p-GSK3-8
(Tyr216) protein seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik kaydedilmedi.
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Glukoz+leptin grubundaki yiikselme glukoz ve leptin uygulamasimin [-katenin’in

stabilizasyonunu bozarak onu yikima yonlendirdigini destekler nitelikteydi.

GSK-3f’nin 9. serin bakiyesinden fosforlanmasi kazein kinaz-lIo, APC ve Aksin’den
olusan B-katenin fosforilasyon kompleksinin dagilmasina ve B-katenin’in nukleusa gog
ederek hedef genlerin ekspresyonunu baslatmasina yol a¢gmaktadir. Bu ¢alismada f-
katenin gen ekpresyon seviyeleri ile sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlardaki B-katenin
protein seviyeleri 6lgiildii. Farklilagsma gbzlenen gruplarda S-katenin gen ekspresyonunun
baskilandig1 tespit edildi. Ancak, bu gruplar arasinda sitoplazmik B-katenin seviyelerinde
anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Buna karsin, nuklear B-katenin seviyelerinde tiim
gruplarda kontrole oranla belirgin bir azalma oldugu belirlendi. B-katenin’in kok hiicre
karakterinin korunmasi ile ilgili fonksiyonlar1 (Fevr ve dig., 2007) gbéz Oniinde
bulundurularak uyaran uygulanan gruplardaki nuklear B-katenin seviyelerindeki bu

diisme farklilagsma ile iliskilendirildi.

Genel olarak B-katenin’in kok hiicre karakterinin korunmasi ile ilgili fonksiyonlar1 6ne
cikmakta ise de, baz1 caligmalarda Wnt/B-katenin sinyalinin kok hiicre farklilagsmasinda
yaygin rol oynadigi gosterilmistir. Shi ve arkadaslarmin (2013) yaptiklari bir caligmada
insan yag dokusu kokenli kok hiicrelerin beta hiicrelerine farklilagsmasi sirasinda Wnt
sinyalinin rolii arastiilmistir. Ozgiin olarak, Wntl, B-katenin ve GSK3p protein
seviyelerinin 0. glinden 9. giine kadar kademeli olarak arttig1 ve farklilasmanin 12.
giiniine kadar hizla azaldig tespit edilmistir. Wnt yolaginin iki ana hedefi olan TCF-1 ve
siklin D1'in ifadesi de benzer bir sekilde degisim gostererek Wnt sinyalinin beta hiicre
farklilasmas1 sirasinda gecici olarak aktive edildigini teyid etmistir. Ilging olarak Wnt
sinyalinin inhibisyonu beta hiicre farklilasmasini engellememis; bunun yerine, PDX-1,
insiilin, IRS-1 ve IRS-2 dahil olmak iizere beta hiicrelerinde 6zel belirteglerin artmasina
neden olmustur. Farklilasan hiicrelerde Wnt sinyali inhibe edilip 9. giinde Wntl ile
muamele edilmis ve 12. giinde gen ekspresyon analizleri yapilmistir. Dikkat ¢ekici bir
sekilde, Wntl uygulamasi, beta hiicrelerine 6zgiin belirteglerin azalmis ifadesi ile
sonuc¢lanmistir.  Tim bu veriler, Wnt'nin beta hiicre farklilasmasinda gerekli

olmayabilecegini, ancak beta hiicre olgunlagsmasinda rol alabilecegini diisiindiirmektedir.
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Yiiksek glukoz varliginda artan insiilin ihtiyaci pankreatik beta hiicre kiitlesinin artmasina
ve uzun vadede tip2 diyabet gelisimine yol acar. Diyabet hastalarinda yapilan genom
taramalari, tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir faktor olan instilin duyarliligi ile
iligkili birka¢ gen ortaya ¢ikarmistir ve bunlarin birgogu Wnt sinyalinin bir parcasidir.
Pdx1" pankreatik progenitorlerde B-katenin geninin silinmesi, beta hiicre kiitlesinin
azalmasina ve bozulmus glukoz toleransina neden olur. Sasirtici bir sekilde, B-katenin
kaybi, insiilin duyarliliginin artmasin1 ve bu farelerin yiiksek yag diyetine direncli
olmasmi saglamistir (Elghazi ve dig., 2012). Calismamizda insiilin+leptin ile uyarilan
beta hiicre farklilagmasinin Wnt araciligi ile baglatilma olasiligini degerlendirmek tizere
PAK-MKH’lere insiilin ve leptin ile birlikte Dickkopf-1 (DKK1) uygulandi. Bu protein,
Wnt sinyal iletimini baglatmak i¢in Frizzled serpentin reseptori ile birlikte hareket eden
bir Wnt reseptorii olan LRP6 i¢in yiiksek afiniteli antagonistik bir ligandtir (Seménov ve
dig., 2008). DKK1+insiilint+leptin uygulamasi sonucunda beta hiicre farklilagmasinin
insiilint+leptin uygulanan gruptan biraz yiiksek olmakla birlikte yakin oranda oldugunun
belirlenmesi ile bu mekanizmanin Wnt aracilifiyla baslatilmadigi diisiiniildii. Diger
taraftan, yukarida detayli olarak tartisilan farklilagsma ile paralel olarak degisiklik
gosteren B-katenin’in nukleusa yer degistirmesi bu molekiiliin 6zellikle leptin ile uyarilan
beta hiicre farklilasmasinda rol alabilecegini diislindiirmektedir. B-katenin’in beta hiicre
farklilagsmasindaki roliinii netlestirebilmek amaciyla PAK-MKH’lere uyaranlar ile
birlikte 6zgiin bir B-katenin inhibitérii olan XAV-939 (Fang ve dig., 2016) uygulanarak
instilin® hiicre sayis1 akim sitometri teknigi ile belirlendi. Elde edilen sonuglara gore
XAV-939 uygulamast hiicre farklilasmasim tersinir yonde etkilemektedir. Ornegin, tam
medyum veya insiilin uygulanan PAK-MKH’lere XAV-939 uygulanmas1 beta hiicre
farklilasmasini artirirken, instilintleptin veya S961 uygulanan hiicrelerde beta hiicre
farklilasmasin1 baskiladi. Tiim bulgular biraraya getirildiginde B-katenin’in leptin
varligimma bagl olarak gelisen beta hiicre farklilasmasi ve olgunlasmasma katkida

bulundugu diistiniilmektedir.

B-katenin bir¢ok molekiiler etkilesime giren ve 6nemli hiicresel olaylarin sonuglanmasina
aracilik eden merkezi bir transkripsiyon faktoriidiir. f-katenin’in sitoplazmada N-kaderin
ile olan baglantisinin kesilmesi ya fosforile B-katenin’in yikimina veya fosforlanmamis
B-katenin’in serbest kalarak nukleusa gecisini gosteren bir diger olaydir. Calismamizda,

N-kaderin immiinpresipitasyon yontemiyle ayrilarak f-katenin ile olan baglantis1 western
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blotlama teknigiyle gosterildi. Elde edilen sonuglara goére N-kaderin/ p-katenin
baglantissnin  en  ylksek insiilin ve insiilintleptin  gruplarinda  oldugu;
glukoztinsiilin+leptin grubunda ise belirgin bir azalma oldugu belirlendi. Bu bulgular,
insiilinin N-kaderin/B-katenin baglantisini artirirken, glukozun bu baglantiy1 azalttigini
diisiindiirmektedir. Insiilin ve insiilin+leptin gruplarinda ise N-kaderin/p-katenin
baglantisinin artmis olmasi bu hiicrelerin birbirine daha siki baglanmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Pankreatik beta hiicrelerinin in vivo olgunlagsmasinin hiicre-hiicre
temasina bagimli oldugunun belirlenmesi (Santos-Silva ve dig., 2012), bu gruplarda yeni
olusan beta hiicrelerinin diger gruplara kiyasla daha olgun olma ihtimalini dogurmaktadir.
Ayrica, kaderin hiicre adezyon molekiilii ailesi, dokularin olusumu ve bakimi i¢in gereken
yapigkan etkilesimleri yonlendirmektedir. Cok sayida morfogenetik siire¢ i¢in gerekli
olan N-kaderin'in farelerde E9.5'deki pankreatik epitelde eksprese edildigini, ancak daha
sonra endokrin doku ile sinirlandirildigi gosterilmistir (Esni ve dig., 2001). N-kaderin'in
pankreasa 0zgiin olarak liretilmemesi sonucunda, bu molekiiliin pankreatik gelisim i¢in
vazgecilmez oldugu ve beta hiicrelerinde insiilin vesikiillerinin olusumu igin gerekli
oldugunu ortaya koymustur. N-kaderin eksikligi bulunan beta hiicrelerinde insiilin
salgilayici vesikiillerin sayisinin 6nemli 6lglide azalmasi ve bununla iliskili olarak insiilin
sekresyonunun azaldig1 bildirilmistir (Johansson ve dig, 2010). Tiim bu bulgular ve
calismamizda yalnizca insiilin veya insiilin+leptin uygulanan hiicrelerde tespit edilen
pdx1 ve ins2 genlerinin upregiilasyonu bu gruplarda yeni olusan beta hiicrelerinin diger

gruplardaki hiicrelere gére daha olgun oldugu diisiincesini desteklemektedir.

Caligmamizda, instilin ve leptin reseptorleriyle uyarilip GSK3-p’dan bagimsiz olarak beta
hiicre farklilagmasini meydana getirebilecek bir baska transkripsiyon faktorii olan Tub’un
olasi rolii de arastirilmigtir. Farelerde Tub geninin mutasyonu sonucu obezite
gelismektedir ki bu bulgu Tub’un enerji dengesinde dnemli bir regulator olabilecegini
diistindiirmektedir. Prada ve arkadaslarinin (2013) yapmis olduklar1 ¢alismalarda insiilin,
leptin ve obezitenin hipotalamusta Tub’u modiile edip edemeyecegi; enerji dengesi,
noropeptid ekspresyonu ve hepatik glukoz metabolizmast {izerindeki etkileri
aragtirtlmistir. Bu grubun elde ettigi sonuglar, Tub’un in vivo ortamda merkezi sinir
sistemi hiicrelerinde dogrudan insiilin ve leptin reseptdrlerinin substrati oldugunu ortaya
koymustur. Ayni ¢alismada, insiilin reseptoriiniin tirozin kinaz aktivitesi sayesinde

dogrudan Tub’un tirozin fosforilasyonunu baslattigi; ancak leptinin Tub fosforilasyonunu
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baslatabilmek i¢in bir kinaz olarak JAK2'yi kullandig1 gosterilmistir. Ayrica, Tub, plazma
membranindan nukleusa dogru ilerleyen bir transkripsiyon faktorii gibi davranmaktadir
(Santagata ve dig., 2001). Bahsi gegen calismadan elde edilen bulgular aclik sirasinda p-
Tub (Tyr)'nin azaldigini, besin alimindan sonra tekrar arttigin1 géstermektedir. Ayrica bu
bulgular Tub'un aktivitesinin beslenmeye bagl olarak degistigini de gostermektedir. Yine
Prada ve arkadaslarinin (2013) ¢alismasinda farelerin hipotalamusunda Tub antisense
oligonukleotid uygulanarak Tub ekspresyonunun inhibisyonu saglanmis ve sonug olarak
gida alim1 ve yaglanmanin arttig1 bildirilmistir. Bu farelerde aglik kan sekeri, karacigerde
glikoz iiretimi ve karacigerin PEPCK ekspresyonunda bir artis oldugu belirlenmistir. Bu
veriler, enerji dengesinin kontrol edilmesine paralel olarak hipotalamustaki Tub’un
hepatik  glukoz  metabolizmasinin  diizenlenmesinde  rol  oynayabilecegini

distindiirmektedir.

Tub, bir transkripsiyon regiilatorii olarak tanimlanmais olsa da, bu islevinin altinda yatan
molekiiler mekanizmanin ayrintilari tam olarak belirlenememistir. Tub’un heterotrimerik
GTP baglayict protein (G protein) bagli reseptorler araciligiyla gelisen sinyal iletimi
sirasinda aktiflestigi bilinmektedir. Tub, karboksil terminalinde yer alan “Tubby bolgesi”
aracilifiyla fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat'a baglanarak plazma zarma tutunur. X-151m
kristalografisi ile bu etkilesim atomik seviyede ortaya konmus ve Tubby bdlgelerinin
fosforile-fosfatidil-inositol baglayici faktorler oldugu sonucuna varilmistir. Reseptor
aracili G protein aq (Gaq)’nun aktivasyonu araciligiyla aktiflenen fosfolipaz C-, Tub’un
plazma membranindan salinarak nukleusa gegisini uyarir. Tub benzeri protein 3
(TULP3)’iin yerlesimi de benzer sekilde diizenlenmistir. Bu veriler, tubby proteinlerin
fosfoinositid hidrolizine bagimli bir sekilde nukleusa gecerek, G-protein sinyallemesi ile
gen ekspresyonu diizenlenmesi arasinda baglanti saglayan membrana bagh bir
transkripsiyon diizenleyicisi olarak islev gordiiglinii gdstermektedir (Santagata ve dig.,
2001). Bu baglamda, insiilin ve leptin’in PLCP araciligiyla Tub’un translokasyonunu
uyardig1 disiiniilmektedir, zira PLCB'nin bir inhibitori insiilin ve leptin ile uyarilan
Tub’un nuklear translokasyonu iizerindeki etkilerini bloke edebilmistir (Prada ve dig.,

2013).

Leptin ve insiilin direnci ile ilgili sinyal mekanizmalari obezitede merkezi rol

oynamaktadir (El-Haschimi ve dig., 2000; Calvarheira ve dig., 2003; Prada ve dig., 2005).
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Insiilin veya leptine yanit olarak Tub’un tirozin fosforilasyonunda ve niiklear
translokasyonunda azalma oldugunu gosteren veriler, yiliksek yaglh diyetle beslenen
farelerde Tub’un hipotalamik insiilin ve leptin direncine katkida bulunabilecegini
diistindiirmiistiir. Prada ve arkadaslar1 (2013), Tub’un PTP1B ile iligkili oldugunu ve bu
etkilesimin yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde arttigini gézlemlemislerdir. Dahasi,
yiiksek yagli diyetle beslenen farelerin hipotalamusundaki PTPaz aktivitesi ile iliskili
olarak Tub seviyesinde bir artis oldugunu gézlemlemisler ve bu sonug, PTP1B-antisense
oligonukleotid enjeksiyonu ile engellenmistir. Bu bulgular, Tub’un bir PTP1B substrati
olabilecegini disiindiirmektedir. Bu olay, leptin veya insiilin kaynakli Tub tirozin
fosforilasyonunun, yiliksek yagli diyetle beslenen farelerde engellendigi molekiiler
mekanizmalardan biri olabilir; bu da defosforile IR, IRS-1 ve JAK2'ye ilaveten, PTP1B

ile Tub’un fosfataz aktivitesine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Prada ve arkadaslar1 (2013), Tub’un hipotalamusta in vivo IRTK ve LEPR ile iligkili
JAK2'nin bir substrati oldugunu kanitlamiglardir. Leptin veya insiilin enjeksiyonundan
sonra Tub, nukleusa geger ve bu durum, oreksin mRNA seviyelerinin degismesi ile
paraleldir. Tub antisense oligonukleotid enjeksiyonu ile meydana gelen Tub
ekspresyonundaki azalma besin alimi, yaglanma, aglik kan sekeri ve hepatik glikoz
iretimini artirir ve oksijen tiikketimini azaltir; tim bu bulgular Tub’un insiilin ve leptin’in
enerji dengesi ve glukoz metabolizmasi iizerindeki etkilerinde 6nemli bir role sahip
olduguna isaret etmektedir. Yiiksek yagl diyetle beslenen farelerin hipotalamusunda,
leptin ve insiilin ile uyarilan p-Tub (Try) seviyelerinde belirgin bir azalma ve nukleusa
gecis vardir; buna Tub/PTP1B etkilesimindeki artis da eslik etmektedir. Bu sonuglar,
Tub’un AKT/Foxol ve STAT3 yolaklarindan bagimsiz olarak hareket eden, in vivo
hipotalamik insiilin ve leptin sinyalinin bir parcasi oldugunu ve onun diizenlenmesinin

metabolizma iizerinde belirgin etkileri oldugunu gostermektedir.

Yukarida detayli olarak 6zetlendigi gibi Tub ile ilgili ¢alismalar merkezi sinir sistemi
izerinde yogunlagmaktadir. Bu transkripsiyon faktoriiniin pankreatik etkileriyle ilgili
herhangi bir calismaya ratlanmamistir. Calismamizda norogenez ile beta hiicre
farklilagmasinin birbirine benzer noktalarinin fazla olmasi da géz 6niinde bulundurularak
Tub’un insiilin ve/veya leptin ile uyarilan beta hiicre farklilasmas1 mekanizmasindaki rolii

arastirilmigtir. Literatiirde ilk kez PAK-MKH’lerde Tub geninin ekspresyon seviyeleri
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gRT-PCR yontemiyle gosterilmis ve elde edilen bulgulara gore uyaran uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu,
PAK-MKH’lerin beta hiicrelerine farklilagsmasi sirasinda Tub geninin ekspresyonunun
baskilandigin1 gostermektedir. Tub proteinin varligi PAK-MKH’lerin membran,
sitoplazmik ve nuklear fraksiyonlarinda western blotlama teknigi ile aragtirildi. Membran
fraksiyonunda Tub seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilemese de, insiilin uygulanan gruplarda azalma oldugu goézlendi. Sitoplazmik
fraksiyonda Tub bulunmadigi tespit edildi. En yiliksek Tub seviyelerinin nuklear
fraksiyonda oldugu belirlendi; insiilin ve leptin uygulanan gruptaki artis istatistiksel
olarak anlamliydi. Bu bulgunun beta hiicre farklilasmasi sonuglariyla paralel olmasi
Tub’un bu siirecte 6nemi bir rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Tub ve benzeri
proteinleri (TULP1-TULP3) kodlayan genler, gelisim sirasinda ve farklilasma sonrasi
stiregte noronal hiicrelerin devamliligi ve islevinde dnemli bir rol oynar (Ikeda ve dig.,

2002). Bu bilgi Tub’un hiicre farklilasmasinda rol oynadigini1 desteklemektedir.

Calismamizda elde edilen bulgulara gore nuklear Tub ve B-katenin seviyelerindeki
degisimler birbirine benzer oldugundan Tub ve B-katenin’in olasi iligkisi arastirildi. Bu
amagla nuklear fraksiyonda B-katenin immiinpresipitasyon yontemiyle ayrilarak bu
proteinin Tub ile olas1 iligkisi western blotlama teknigiyle gosterildi. insiilin ve leptin
uygulanan grupta nuklear -katenin fraksiyonunda yiiksek seviyelerde Tub bulunmasi,
bu uyaranlarin Tub ve B-katenin’in nuklear translokasyonuna neden oldugunu ve burada

birbirlerine baglandiklarin1 gostermekteydi.

Insiilin ve leptin uygulanan grupta Tub ve P-katenin’in nukleustaki yogunlugu ve
etkilesiminin yani sira, bu grupta beta hiicre farklilagmasinin belirgin olarak yiiksek
olmasi, bu iki transkripsiyon faktOriiniin beta hiicre farklilagmasinda anahtar rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotezin dogrulanabilmesi i¢in PAK-MKH’lere
Tub ve B-katenin siRNA’lar1 ayr1 ayr1 uygulanarak deney siiresinin sonunda insiilin
pozitif hiicrelerin yogunlugu akim sitometrik analiz ile belirlendi. Elde edilen bulgulara
gore en yiiksek oranda beta hiicre farklilagsmasi belirledigimiz insiilin+leptin grubuna Tub
siRNA uygulandiginda daha yiiksek oranda olmakla birlikte, p-katenin SIRNA
uygulandiginda da belirgin bir azalma tespit edildi. Bu bulgu, Tub ve B-katenin’in PAK-

MKH’lerin beta hiicrelerine farklilasma siirecinde anahtar rol oynadigini agik¢a
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gostermekteydi. Tub’un bu etkiyi nasil gosterdigini arastirmak i¢in Tub’un insiilin
iiretiminde Onemli rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin genlerinin promotor
bolgelerine baglanarak gen ekspresyonunu artirabilme olasiligi degerlendirildi. Bu
hipotezi dogrulayabilmek amaciyla ChiP teknigi ile insiilin ve leptin uygulanan grupta
Tub’un baglandigit DNA bolgeleri izole edildi ve sonrasinda qRT-PCR yontemi ile
belirtilen genlerin promotor bolgelerinin varligr arastirildi. Elde edilen bulgular Tub’un
insl, ins2, pdx1 ve MafA genlerinin promotor bolgelerine baglanarak bu transkripsiyon
faktorlerinin {iretimini artirmak yoluyla insiilin iiretimine katkida bulundugunu
diistindiirmektedir. Ayrica, Tub’un MafA geninin promotdr bolgesine daha yiliksek
oranda baglaniyor olmasi insiilin ve leptin uygulanan grupta yeni olusan beta hiicrelerinin
diger gruplara gore daha olgun oldugu bulgusunu desteklemektedir. B-katenin’in insiilin
tiretiminde rol alan bu transkripsiyon faktorleri ile olan iligkilerinin gosterilebilmesinin
de bu transkripsiyon faktoriiniin beta hiicre farklilagmasindaki roliinii aydinlatmak

acisindan 6nemli bir adim olacagi agiktir.

Sonug olarak; PAK-MKH’lere 24 saat siireyle 20 mM glukoz, 1 nM insiilin ve 0.5 ng/mL
leptin uygulanmasinin;

1. Beta hiicre farklilasmasina neden oldugu belirlenmistir. Insiilin* hiicre
sayilarina gore beta hiicre farklilasma oranlarmin I+L>G>G+L=G+i+L>I=G+I>FM+L
siralamasinda oldugu tespit edilmistir. Bu uyaranlar arasindan insiilin ve insiilin+leptin
uygulamasiyla olusan beta hiicrelerinin daha olgun olduklar1 belirlenmistir. Ancak, yeni
gelisen B-hiicreleri yiikselen glukoz seviyelerine yanit vermekte yetersizdir, bir baska
deyisle fonksiyonel degildirler.

2. Leptin’in leptin direncine yol actig1, ancak glukoz varliginda bu direncin
kirilarak leptin sinyalinin ilerledigi belirlenmistir.

3. Glukozun pIRS1 (Ser307) fosforilasyonu yolu ile AKT inhibisyonuna
neden oldugu gosterilmistir.

4. Insiilin uygulanan hiicrelerde insiilin sinyalinin uyarildig1 ve buna bagh

olarak leptin direnci gelistigi gosterilmistir.
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5. Insiilin ve leptinin birlikte uygulanmasi ile insiilin ve leptin direnci
gelistigi tespit edilmistir.

6. Glukoz ve insiilinin birlikte uygulanmasi ile insiilin sinyalinin uyarildigi,
ancak leptin varliginda bu sinyalin engellenmesi ile insiilin direnci gelistigi belirlenmistir.

7. En yiiksek oranda beta hiicre farklilasmasimin insiilin ile birlikte leptin
uygulanan grupta olmasi insiilin ve leptin direncinin birlikte gelisimesinin PAK-
MKH’lerin beta hiicrelerine farklilasmasini arttirdigin1 géstermektedir.

8. Glukoz ile uyarilan beta hiicre farklilagmasinda PTEN’in negatif bir
regulator olarak is gordiigii, insiilinin ise bu negatif regulasyonu PTEN inhibisyonu yolu
ile baskiladigin1 gdsteren bulgular elde edilmistir.

9. Beta hiicre farklilasmasi sirasinda p-katenin gen ekspresyonunun
baskilandig: tespit edilmistir.

10.  Literatirde ilk defa PAK-MKH’lerde Tub geninin ekspresyonu
gosterilmis olup, beta hiicre farklilagmasi sirasinda Tub gen ekspresyonunun baskilandigi
tespit edilmistir.

11.  Tub’un insiilin ve leptinin birlikte uygulandigi grupta nukleusta -katenin
ile baglandig1 gosterilmistir.

12.  Tub’un insl, ins2, pdxl ve MafA genlerinin promotdr bdlgelerine

baglanarak insiilin sentezinde rol oynadig: tespit edilmistir.

Ozetle, bu calismada insiilin ve leptin direncinin beta hiicre farklilasmasini belirgin olarak
artirdigini ve bunu esasen AKT/GSK-3p/B-katenin ve Tub araciligi ile meydana geldigi
gosterilmistir. Bu bulgular, tip2 diyabet gelisiminin ilk basamagi olan kompenzasyon
asamasinda PAK-MKH’lerin beta hiicrelerine farklilastigini agikca ortaya koymaktadir.
Bu farklilasmanin engellenebilmesi amaciyla AKT/GSK-3B/B-katenin ve 6zellikle Tub’u
hedefleyen yeni terdpatik ajanlarin gelistirilebilmesi tip2 diyabetin Onlenebilmesi
acisindan Onemli bir adim olabilme potansiyeli tasimaktadir. Tub’u hedefleyen
farmakolojik ajanlarin, monoklonal antikorlarin, miRNA/IncRNA’larin veya antisense
oligonuklotidlerin pre-diyabetik bireylere enjeksiyonu ile tip2 diyabet engellenebilir.
Diger taraftan, beta hiicre yoklugu ile tanimlanan tip 1 diyabet veya ileri seviyede tip 2
diyabet hastalarinda B-katenin ve Tub’un uyarilmasi ile yeni beta hiicreleri olusturularak

yeni rejeneratif tedavi stratejileri gelistirilebilir.
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Bu calismadan elde edilen yukarida detayli olarak bahsedilen sonuglar Sekil 5.1:” de

semalandirilarak 6zetlenmistir.
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Sekil 5.1: Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin sematik gosterimi. Elde edilen bulgular PAK-
MKH’lere insiilin ve leptin uygulanmasinin IRS1°1 307. Serin kalintisindan fosforlayarak
sinyalin agagi dogru AKT’ye iletilme asamasinda durmasina neden olmaktadir. Ayni
zamanda, seviyesi artan PTEN’in de AKT’nin 473. Serin kalintisindan fosforlanarak
aktiflesmesini engellemesi s6z konusudur. Yani insiilin direnci gelisimi s6z konusudur.
Artan SOCS3 leptin reseptoriinii blokladigindan ayni zamanda leptin direnci de
gelismektedir. Diger taraftan ROS AKT’yi bir miktar aktiflestirerek sinyalin insiilin ve
leptinden bagimsiz olarak iletilmesine, GSK3p’nin 9. Serin kalintisindan fosforlanarak
inaktivasyonuna ve B-kataninin serbestleserek nukleusa go¢ etmesine neden olur. insiilin
ve leptin ile uyarilan Tub’un de nukleusa gegerek p-katenin ile baglanmasi ve insiilin gen
ekspresyonunda rol alan énemli tarnskripsiyon faktorleri olan insl, ins2, pdx1 ve MafA
ekspresyonunu artirmast ile insiilin tiretimi meydana gelmektedir.
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