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ABSTRACT 

 

Upon aging pituitary stem cells and the regenerative capacity of pituitary decline 

however the underlying mechanisms of this decline is poorly understood. In this study, 

the regenerative capacity of young, advanced and old mouse pituitary tissues were 

investigated with the use of Sox2 biomarker where a decline in the number of Sox2-

expressing stem cells was observed. We hypothesised that the aging-associated decline 

in the regenerative capacity of the pituitary is regulated via miRNAs, and tested whether 

an anti-stemness biomarker, miR-24-3p, can have an effect on this regenerative 

capacity. 

To our knowledge, this is the first time where the number of Sox2 adult stem cells 

residing in pituitary were shown to decrease at the tissue level upon aging. The 

comparison of expression levels of anti-stemness marker miR-24-3p in young and old 

anterior pituitary has shown that miR-24-3p is significantly downregulated in the old 

pituitary. More sensitive and detailed methods are required in order to decipher the role 

that miR-24-3p plays in aging of the pituitary-derived stem cells.  

Key Words: Stem Cell, Aging, miRNA, Pituitary, Mouse Model, Regeneration 
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Hipotalamik-hipofizer sistem hipotalamus ve hipofizin anlık ve hızlı iletişim 

kurabilmesini sağlayan vasküler ağ ile çevrilidir (Şekil 2.1). Hipofiz ve hipotalamus 

işbirliği içerisinde büyümeyi, enerji metabolizmasını, laktasyonu, üremeyi, immün 

cevabı ve stres cevabını düzenler.  

Hipotalamus özelleşmiş hücre gruplarına ev sahipliği yapar ve bu hücre gruplarının 

salgıları hipofizer hormonların salgılarını kontrol eder. Arkuat çekirdek (ARC), 

Paraventriküler çekirdek (PVN), Suprakizmatik çekirdek (SCN) Periventriküler 

çekirdek (PeVN), Medial çekirdek (MN), Anterior hipotalamus (AH) ve Lateral 

hipotalamik area (LHA) adı verilen hücre grupları enerji dengesi ve yeme davranışının 

düzenlenmesinde ve nöroendokrin fonksiyonların gerçekleştirilmesinde görev alır.  

Hipotalamusun endokrin ve sinir sistemi arasında bir geçit oluşturmasını sağlayan hücre 

grupları magnoselüler ve parviselüler nöronlar olmak üzere iki çeşittir. Oksitosin (OT) 

ve Arjininvasporesini (AVP) hormonları hipotalamusun magnoselüler hücreleri 

tarafından salgılanır ve arka hipofizde depo edilir. Dolayısıyla arka hipofiz veya 

nörohipofiz bu hormonların portal sisteme geçiş yapmasını sağlayan bir elçi görevi 

görmektedir.  

Parviselüler hücreler ön hipofizden hormon salınımını kontrol eder.  Bu hücrelerden 

Tirotropin Salgılatıcı Hormon (TRH) ve Kortikotropin Salgılatıcı Hormon (CRH) 

salgılayanlar PVN çekirdekte, Somatostatin (SS) salgılayanlar PeVN’de, Growth 

Hormon Salgılatıcı Hormon (GHRH) ve Dopamin (DA) salgılayanlar ARC çekirdekte, 

Gonadotropin Salgılatıcı Hormon (GnRH) salgılayanlar ise LHA çekirdekte lokalize 

olmuştur [21]. 

Ön hipofizde hormon salgılayan 5 farklı tipte hücre bulunur. Somatotroplar Growth 

Hormon (GH), kortikotroplar Adrenokortikotropik Hormon (ACTH), laktotroplar 

Prolaktin (PRL), tirotroplar Tiroid Stimule Edici Hormon (TSH), gonadotroplar 

Lütenize Hormon (LH) ve / veya Folikül Stimüle Edici Hormon (FSH) salgılar.  

Hormon salgılayan bu hücrelere ek olarak ön hipofiz bezi non-hormonal hücrelere de ev 

sahipliği yapar. Bunlardan folikülstelat (FS) hücreleri sitokinlerin ve büyüme 
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3.1.1 Cihazlar 

LightCycler 480 II (Roche) 

-Rad) 

Kriyostat (Thermo) 

Invert Mikroskop (Leica) 

 

bini (Biosan) 

Vorteks (Heidolph) 

 

Mikropipet (Gilson) 

-  

-  

 

Timer (Isolab) 

3.1.2 Sarf Malzemeler 

Goat anti-human Sox2 (R&D Systems, AF2018) 

-Goat (Jackson Immuno Research, 705-165-003) 
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Donkey Serum (Sigma, D9663) 

DAPI (sigma) 

Light Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche) 

Mm_miR-24_1 miScript Primer Assay (Qiagen, MIMAT0000219) 

SNORD96A_11 miScript Primer Assay (Qiagen, NR_002592) 

RNU6-2_11 miScript Primer Assay (Qaigen, NR_125730) 

RNA Later (Qiagen) 

Cryomatrix (Shandon) 

miRVANA PARIS RNA Purification Kit (Thermo) 

miScript Microfluidics PreAMP Kit (Qiagen) 

miScript II RT kiti (Qiagen)  

Paraformaldehid (Sigma) 

Triton (Sigma) 

T  

10 - Filtreli Pipet U  

Filtreli Pipet U  

10 - Filtresiz Pipet U  

Lam, Lamel (Thermo) 

Pap Pen (Abcam) 

Alkol (Tekel) 

Distile Su (Millipore)  

S  
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3.2 YÖNTEM 

3.2.1 Fare Hipofiz Örneklerinin Toplanması 

Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 13.17.2017 tarihli ve 17 / 

127 karar numaralı etik kurul izni ile gerçekleştirilen bu çalışmada, 2 aylık, 4 aylık, 8 

aylık, 10 aylık, 12 aylık ve 16 aylık erkek Balb/c farelerinin hipofizleri kullanılmıştır. 

Kriyokesitler için her bir zaman diliminde 3 adet hayvan, toplamda ise 18 adet hayvan 

sakrifiye edilmiştir. Gen ifade analizi için 4 aylık 3 adet ve 16 aylık 3 adet hayvan 

hipofizi kullanılmıştır. Çalışmada sakrifiye edilen toplam hayvan sayısı 24 adettir.  

3.2.2 Kriyokesitlerin Alınması 

Hipofiz dokusunu çıkarılması için fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmiş ve 

ardından deney hayvanları üzerinde kullanıma uygun cerrahi set kullanılarak makas ile 

farenin kafası kesilerek kafatası ekspoze edilmiştir.  

• Hipofiz çıkartılarak %4’lük paraformaldehid solüsyonunda 2,5 saat oda 

sıcaklığında fikse edilmiştir 

• Ardından %30’luk sükroz çözeltisinde çöktürülmüş ve 

• Akabinde OCT adlı materyal içerisine gömülmüştür 

•  OCT’ye gömülen doku sıvı azot içerisinde dondurulmuş ve kriyostat 

kullanılarak 10 mikronluk kesitler elde edilmiştir.  

• Kesitler boyama yapılana kadar -80 °C’de saklanmıştır.  

3.2.3 İmmünfloresan Boyamalar ve Görüntüleme 

• Hipofizer kriyokesitler 10 dakika PBS solüsyonunda bekletildikten sonra, % 

0,25’lik Triton çözeltisinde iki kez 10 dakika boyunca inkübe edilmiştir. 

•  Akabinde 30 dakika boyunca %10’luk donkey serumda bekletilmiş ve Sox2 

antikoru (R&D Systems, AF2018) ile gece boyu 4°C’de inkübe edilmiştir.  

•  Ertesi gün, kesitler 3 kez % 0,25’lik Triton ile yıkanmış ve Cy™3 AffiniPure 

Donkey Anti-Goat antikoru (Jackson Immuno Research, 705-165-003) ile oda 

sıcaklığında 2,5 saat inkübe edilmiştir.  

• 3 kere % 0,25’lik Triton ile yıkandıktan sonra DAPI ile 10 dakika inkübe 

edilmiştir.  
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RT-qPCR 

 RNA 

-  

Total RNA izolasyonu miRVANA PARIS RNA Purification Kit (catalog no AM1556, 

Ambion-  

 da sunulan Cell 

Disruption Buffer  

  xDenaturing Solution  ile 5 
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water ve miScript reverse transcriptase mix 
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Light Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche) ve 10X 

miR-24-3p primeri (Mm_miR-24_1 miScript Primer Assay, 

Qiagen, 

      

       

                                            Tablo 3.1: RT-  

1. basamak  

2. basamak  

3. basamak  

4. basamak  

5. basamak  

 

 

miR-24-3p  

SNORD96A ve RNU6-  

2-   

CqmiR-24  Cqreferans  
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(ramp rate 1 ) 

ramp rate 2,2  
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-way ANOVA post-test Tukey ile 
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A [45]. AMD: Age-related macular degeneration 

miR-24-3p miR-24-3p

cuttur. Meme 

miR-24-3p 

 [46-48]. miR-24-3p iyesi metastaik kanserlerde 
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miR-24-3p

[47]. 

i  miR-24-3p
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3
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durumda apoptoza uğrayan hücre sayısında artış olmaktadır [54]. EKH’lerde miR-24-

3p’nin yüksek seviyelerde ifade olduğu ve bu hücrelerin farklılaşma sırasında apoptoza 

uğramasını engellediği gözlemlenmiştir. 

miR-24-3p’nin yaşlanma ile ilişkisine dair bulgular mevcuttur. İmmun hücrelerden T 

hücrelerinin yaşlanmasıyla birlikte miR-24-3p’nin miktarının bu hücrelerde arttığı tespit 

edilmiştir [55]. Benzer artış, yaşlı bireylerin tükürüklerinde izole edilen eksozomlardan 

derive olan miRNA ifade düzeyleri genç bireylerle karşılaştırılmış ve yaşlı bireylerde 

miR-24-3p’nin ifadesinin arttığı tespit edilmiştir [56].  

Hücre düzeyinde yapılan çalışmaların aksine, yaşlı ve genç insanların serumları miRNA 

ifade profil farklılığı için karşılaştırıldığında, yaşlı bireylerde serum kaynaklı miR-24-

3p’nin ifadesinin azaldığı tespit edilmiştir [57].  

  Tablo 5.1 miR-24-3p’nin kök hücre ve yaşlanma ile ilişkili hedef genleri 

miR-24-3p Hedef Geni Görevi miR-24-3p Artarsa Ne Olur? 

 

 

p16 

Tümör supresör Yaşa bağlı hücre 
proliferasyonu azalmasının ve 
doku fonksiyon bozukluğunun 

önüne geçilir (Fare modeli) 
[58] 

p53 Tümör supresör Kanser hücrelerinin invazyonu 
artar [59] 

H2AX DNA tamiri Hücreler DNA hasarına meyilli 
olur [60] 

PRMT7 Histone metil 
tranferaz 

EKH’ler farklılaşır[52] 

Oct4 Pluripotensi markeri 
(transkripsiyon 

faktörü) 

EKH’ler farklılaşır [52] 
 

Nanog Pluripotensi markeri 
(transkripsiyon 

faktörü) 

EKH’ler farklılaşır [52] 
 

c-Myc Pluripotensi markeri 
(transkripsiyon 

faktörü) 

EKH’ler farklılaşır [52] 
 

Klf4 Pluripotensi markeri 
(transkripsiyon 

faktörü) 

EKH’ler farklılaşır [52] 
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ya

miR-24-3p

situ hibri

miR-24-

3p

daha miR-24-3p 

 

niz
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