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YASLANMAYA BAGLI DEGISIKLIKLERIN HIPOFiZ
DOKUSUNDA REJENERASYON VE miRNA DUZEYLERI

BAKIMINDAN ARASTIRILMASI
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Erciyes Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2019
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Duygu YUCEL
OZET

Yaslanma ile birlikte hipofizer kok hiicreler ve hipofizin rejeneratif kapasitesinin
azaldig bilinmektedir ancak buna sebep olan mekanizmalar halen anlagilamamistir. Bu
caligmada, geng fareler ile orta yagli ve yasl farelerin hipofiz dokularinin rejeneratif
kapasitesi Sox2 kok hiicre biomarkeri kullanarak incelenmis ve yaglanma ile birlikte
doku dizeyinde kok hiicre sayisinin azaldigi gosterilmistir. Hipofizer yaslanma ve
hipofizin rejeneratif kapasitesindeki azalma arasindaki iligkinin miRNA’lar tarafindan
diizenlendigine dair hipotezimiz dogrultusunda bir anti-stemness biomarkeri olan miR-

24-3p’nin hipofiz dokusunun rejeneratif kapasitesini etkileme potansiyeli test edilmistir.

Bilgimiz dahilinde, bu ¢alisma ile ilk kez hipofizer doku diizeyinde Sox2 erigkin kok
hiicre sayisinin yaslanma ile birlikte azaldigi gosterilmistir. Anti-stemness markeri olan
miR-24-3p’nin geng ve yash anterior hipofiz dokusunda ifade duzeyleri karsilagtirilmig
ve yagli farelerin anterior hipofizinde miR-24-3p’nin ifade dizeyinin anlamli olarak
daha disik oldugu tespit edilmistir. Hipofizer erigkin kok huicrelerin yaglanmasi ve
miR-24-3p’nin bu slregteki roluniin ortaya ¢ikarilmast i¢in ileriki ¢aligmalarda daha

hassas ve detayli yontemler kullanilarak mekanistik 11k tutulmasi saglanacaktir.

Anahtar kelimeler. Kok Hiicre, Yaglanma, miRNA, Hipofiz, Fare Modeli,
Rejenerasyon
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INVESTIGATION OF AGING FACTORS IN PITUITARY IN
TERMS OF REGENERATION AND miRNA EXPRESSION
LEVELS

Emre KAYA

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Stem Cell Biology
Master’s Thesis, Jun 2019
Supervisor: Assistant Professor Duygu YUCEL

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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1. GIRIS VE AMAC

Bu projede yaglanmaya bagli degisikliklerin hipofiz dokusunda rejenerasyon ve miRNA
ifade dizeyleri bakimindan arastirilmasi amaglanmistir. Hipofizin yaslanmayi
diizenledigine dair ilk ¢aligmalar, hipofiz dokusu ¢ikarilmis ratlarda yagsam siirelerinin
uzadigin1 ve yaslanmay: tetikleyici faktorler arasinda Prolaktin ve Growth hormon
ailesinin bulundugunu gostermistir [1]. Geng ve erigkin farelerde yapilan hipofizektomi
sonucunda, yasam uzunlugunun her iki grupta da arttig1, ancak erigkin farelerde yasam
uzunlugu arttg oraninin daha fazla oldugu gorilmustir [2]. Bu ¢alisma, yasamin daha
ge¢ evrelerinde dahi olsa, hipofizin ¢ikarilmasinin yasam uzunlugunu artirabildigini

gostermisgtir.

Gunumiizde saglik kosullarinin iyt olmast ve daha korunakli bir ortamda bulunan tiir
olarak modern insan, ireme g¢aginin ¢ok daha oOtesinde 6mir uzunluguna sahiptir.
Dogada yasayan insan tirlerinin Greme ¢agi sonrasindaki asamalarda ¢miir uzunluguna
sahip olmasi nadiren gorileceginden, kok hiicreleri yaglanmada da idame ettirilmesinin

saglayan mekanizmalara dair segilim evrimsel olarak s6z konusu olmamuigtir [3].

Yaslanma ile birlikte hipofizer kok hiicrelerin ve hipofizin rejeneratif kapasitesinin
azaldig bilinmektedir. Bu azalmanin sebebi tam olarak bilinmemektedir ancak yas ile
birlikte Sox2 ve WNT, TGFf gibi yolaklarda yer alan bir¢ok genin ifadesinin azaldig
gozlemlenmistir. Bu projede, geng, orta yas ve yasl farelerin hipofizleri Sox2 kok hiicre
markeri ile doku diizeyinde incelenmis ve miR-24-3p’nin yaglanmaya bagli ifade profili

analiz edilmigtir.



mikroRNAlar (miRNA) kodlamayan yani proteine dontstirilmeyen kugik RNA
molekilleridir. miRNA’lar yaslanmaya bagli gelisen kanser ve norodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynamakta ve yasam uzunlugunu diizenleyen genetik
agda gorev almaktadir. Hipofizer yaslanma ve hipofizin rejeneratif kapasitesindeki
azalma arasindaki iligkinin miRNA’lar tarafindan nasil dizenlendiginin ortaya
cikarilmast erigkin  kok hicrelerin  yaglanmasina mekanistik 11k tutulmasint

saglayacaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicre denildigine en temel ve ilk akla gelen 6zellik bu hiicrelerin kendi kendilerini
yenileyebilme yetenekleridir [4]. Kendini yenileyebilme, uzun stre / sinirsiz
boliinebilme, baska hiicre tiplerin donigebilme o6zellikleriyle kok hiicreler diger hiicre
popiilasyonlarina nazaran antropomorfik bir dille ifade edilecek olursa son derece renkli
kisilige sahip ve yetenekli hiicrelerdir. Kok hucreler bu karakteristiklerinden dolay:
rejeneratif mekanizmalarin yegane oyuncularidir. Kok hicrelerin bir diger ilging
ozelligi ise nigleri etrafindaki interseluler faktorlere ragmen degismeden kalabilmeleri
yani kok hiicre 6zelliklerini siirdirebilmeleridir. Ancak bu stper yetenekli hiicreler de

zaman faktoriinden etkilenmekte, yaglanma ve 6limu tatmaktadirlar.

2.2 Kok Hiicre Tiirleri

Kok hicreler elde edildikleri kaynaga ve farklilagma oOzelliklerine gore
tanimlanmaktadirlar. Embriyonik kok hiicreler sperm ile ovumun birlesmesi ile ortaya
cikan zigottan elde edilmektedir ve EKH’ler tiim hiicre tiplerine farklilagabilme

yetenegine sahiptirler.

EKH’ler ve in vitro (laboratuvar ortaminda) ortamda mezodermal (kan, kikirdak,
endoteliyal hiicreler), endodermal (pankreatik hiicreler) ve ektodermal (deri, néronlar)
hiicre tiplerine farklilagabilmektedir [5]. EKH’ler tek baslarina tim organizmay1
meydana getirebilecek genetik bilgiye sahip olmalarindan miitevellit totipotent kok
hiicreler olarak adlandirilmaktadirlar [6]. EKH’ler fetiisiin olusumunu saglarken bu
stregte doku kok htcrelerine, projenitor hiicrelere ve organizmadaki diger tiim hiicre

tiplerine farklilagmaktadirlar.

Doku kaynakli kok hiicreler somatik ve esey kok hiicrelerini igermektedir. Bu hiicreler
gelismekte olan ve yetigkin canlilarda bulunduklari dokunun geligimini, tamirini ve

surerliligini saglayan hiicrelerdir [7]. EKH’lerdeki gibi totipotent yetenege sahip



olmamakla birlikte, bulunduklari dokulardaki hiicre tiplerine farklilasma o6zelligi

gosterebilen bu kok huicrelere erigkin kok hiicreler denilmektedir.

Multipotent kok hiicre 6zelligi gosteren erigkin kok hiicreler bulunduklart dokudaki 6len
hiicrelerin yerlerine yenilerinin olusturulmasint ve boylece doku butinlaginin

korunmasini saglar.

Erigkin kok hiicreler organizmanin yagindan bagimsiz olarak, doku ve organlarda
bulunan kok hiicrelere verilen isimdir. Eriskin kok hiicreler kendilerine 6zgii ylzey
markerlere ek olarak, farklilagsmis hiicrelerin ylzey isaretlerini de ifade etmeleri tespit

edilmelerini zorlagtiran faktorler arasindadir.

Erigkin kok huicreler retina, akciger, iskelet, kas, bagirsaklar, bobrek, dalak, kemik iligi,
kan ve deri gibi dokularin olusumuna katkida bulunabilmektedirler [8]. Yakin zamanda
hipofizde de erigkin kok hicrelerin varligt ve doku biutinlugine katkilart oldugu

gosterilmistir [9, 10].

2.3 Kok hiicre calismalarimin kilometre taslar:

Simdi yaslanma yani zaman faktorini konu alan bu tez c¢alismasinda kok hicrelere

tizerine yapilan kesiflere dair zaman yolculugu yapalim:

- 1961 Hematopoetik kok hticrelerin kegfi [11]

- 1974 Mezenkimal kok hticreler veya kemik 1ligi stromal hiicreleri olarak bilinen
fibroblast koloni formlarinin tanimlanmasi [12]

- 1978 Insan gobek kordon kaninda hematopoietik kok hiicrelerin tespit edilmesi

- 1992 Noral kok hicrelerin laboratuvar ortaminda idame ettirilmesi [13]

- 1997 Kanser kok hticresi kavraminin kesfi [14]

- 2001 Pluripotent veya fotal kok hticrelerin transplantasyonu kronik hastaliklarin
tedavi edilebileceginin hayvan modelinde gosterilmesi

- 2006 Fibroblastlarin pluripotent kok hiicreye farklilagtirilan faktorlerin kegfi
(Oct 4, Sox2, c-Myc ve Klf 4) [15]

- 2006 Gobek kordonu kanindan embriyonik benzeri kok hiicreler elde edilmesi
[16]

- 2008 Fibroblastlara ek olarak, karaciger ve mide hiicrelerinden pluripotent kok

huicre elde edilmesi [17]



- 2010 Mezenkimal kok hiicrelerden ekstraseliiler matriks skafold ile kartilaj
hiicreleri gelistirilmesi [18]

- 2011 Fare modelinde embriyonik kok hiicrelerden 3 boyutlu kultirde
fonksiyonel anterior hipofiz dokusuna farklilagtirilmasi [19]

- 2012 Fare modelinde hipofizin rejeneratif kapasitesinin oldugunun ve hipofizer

erigkin kok hiicrelerin doku tamirinde rol oynadiginin gosterilmesi [9]

2.4 Hipofiz

Organizmanin yagamsal faaliyetlerini diizenleyen bezelye buyukligiindeki hipofiz bezi,
hipotalamusun hemen altinda bulunur (Sekil 2.1). Hipofiz viicudun gelisimi, iiremesi,
stresle bagsa ¢ikmasi gibi temel biyolojik islevleri kontrol eden stratejik oneme sahip bir

organdir.

Embriyolojik olarak 6n hipofiz veya anterior hipofiz Rathke posundan koken almakta
iken posterior veya norohipofiz ise hipotalamusun noral kismindan kéken almaktadir

[20].

Néroendokrin—— == =
- s\
Hucreler _ -~ Hipotalamus

. 4 Median Eminens
Superior ____— g |

Hipofizer Arter L Stalk

Inferior
I-ﬁpoﬁzer Arter

./

Uzun Portal _
Damarlar

Hormon Salgilayan
Hucreler

On Hipofiz = : 4  /
f N Kisa Portal

j“—“ Hormon.—~ Damarlar
Salinimi

Arka Hipofiz

Sekil 2.1: Hipotalamik-hipofizer portal sistem. Adapte edilmigtir [20]



Hipotalamik-hipofizer sistem hipotalamus ve hipofizin anlik ve hizli iletisim
kurabilmesini saglayan vaskiiler ag ile ¢evrilidir (Sekil 2.1). Hipofiz ve hipotalamus
isbirligi icerisinde biiyiimeyi, enerji metabolizmasini, laktasyonu, iiremeyi, immiin

cevabi1 ve stres cevabini diuzenler.

Hipotalamus 6zellesmis hiicre gruplarina ev sahipligi yapar ve bu hiicre gruplarinin
salgilar1 hipofizer hormonlarin salgilarin1 kontrol eder. Arkuat cekirdek (ARC),
Paraventrikiiler c¢ekirdek (PVN), Suprakizmatik cekirdek (SCN) Periventrikiiler
cekirdek (PeVN), Medial c¢ekirdek (MN), Anterior hipotalamus (AH) ve Lateral
hipotalamik area (LHA) ad1 verilen hiicre gruplar1 enerji dengesi ve yeme davraniginin

diizenlenmesinde ve ndroendokrin fonksiyonlarm gerceklestirilmesinde gorev alir.

Hipotalamusun endokrin ve sinir sistemi arasinda bir gecit olusturmasini saglayan hiicre
gruplar1 magnoseliiler ve parviseliiler noronlar olmak iizere iki ¢esittir. Oksitosin (OT)
ve Arjininvasporesini (AVP) hormonlar1 hipotalamusun magnoseliiler hiicreleri
tarafindan salgilanir ve arka hipofizde depo edilir. Dolayisiyla arka hipofiz veya
norohipofiz bu hormonlarin portal sisteme gecis yapmasini saglayan bir el¢i gorevi

gormektedir.

Parviseliiler hiicreler 6n hipofizden hormon salinimini kontrol eder. Bu hiicrelerden
Tirotropin Salgilatict Hormon (TRH) ve Kortikotropin Salgilatict Hormon (CRH)
salgilayanlar PVN c¢ekirdekte, Somatostatin (SS) salgilayanlar PeVN’de, Growth
Hormon Salgilatict Hormon (GHRH) ve Dopamin (DA) salgilayanlar ARC cekirdekte,
Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) salgilayanlar ise LHA c¢ekirdekte lokalize
olmustur [21].

On hipofizde hormon salgilayan 5 farkli tipte hiicre bulunur. Somatotroplar Growth
Hormon (GH), kortikotroplar Adrenokortikotropik Hormon (ACTH), laktotroplar
Prolaktin (PRL), tirotroplar Tiroid Stimule Edici Hormon (TSH), gonadotroplar
Liitenize Hormon (LH) ve / veya Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) salgilar.

Hormon salgilayan bu hiicrelere ek olarak on hipofiz bezi non-hormonal hiicrelere de ev

sahipligi yapar. Bunlardan folikiilstelat (FS) hiicreleri sitokinlerin ve biiylime



faktorlerinin salgilandigi destekleyici hiicrelerdir. Hipofizde bulunan non-hormonal

hiicre gruplarindan biri de kok hiicrelerdir [22].

2.5 Hipofizer Eriskin Kok Hiicreler

Hipofizde kok hiicrelerin var oldugu yakin zamanda gosterilmistir. Hipofiz ¢evresel
etkenlere cevap veren dinamik bir dokudur. Ornegin, gebelik ve laktasyon sirasinda
PRL salgilayan laktotroplarin sayilart birka¢ kat artmaktadir. Bu dinamik hiicre
adaptasyonunu saglayan temel mekanizmanin erigkin kok hiicreler oldugu gosterilmisgtir

[23, 24].

Hipofizer kok hiicreler genel olarak “uyku”da (quiscent) olan hiicreler olmakla birlikte
hipofizer yetmezlige sebep olan patolojik ve fizyolojik durumlarda aktive olmaktadirlar
[25, 26]. Hipofiz fonksiyonu kafa travmasi gibi hasar durumlarinda, adenomlar gibi
timor gelisimi sebebiyle ve yaglanmaya bagli olarak sekteye ugramaktadir. Hipofizer
erigkin kok hiicrelerin bu durumlarda doku butiinliglintin saglanmasinda rol oynadiklari

gosterilmistir.

Son 10 yilda yapilan calismalarla hipofizer eriskin kok hicreler molekiler diizeyde
desifre edilmektedir ve molekiiler markerler tizerine yapilan ¢aligmalar her gecen giin
artmaktadir. Hipofizer kok hiicreleri anlamak i¢in fare modelinin kullanildigr bu tez

caligmasinda, bu hiicreleri anlamak i¢in fare hipofizinin anatomisini bilmek énemlidir.

Hipofiz dokusu fare, rat gibi kemirgenlerde Anterior ve Posterior loblara ek olarak,
insanlarda rudimenter (gelismemis) olan oral ektoderm orjinli intermedier bolgeye
sahiptir [27]. Sekil 2.2°de fare hipofizi resmedilmistir. Hipofizer kok hiicreler marijinal

zon bolgesinde yogunlagmig olmakla birlikte hipofiz parenkiminde de bulunmaktadir.



Posterior
Hipofiz

intermedier Lob Kleft

-y "
- "
®

- -
. Ll
- -

- .

-
- .

v -
‘sssannnnn®

Marjinal zon

Anterior Hipofiz

Sekil 2.2: Fare hipofizinin sematik gosterimi. Fare hipofizi anterior hipofiz, posterior
hipofiz ve intermedier lob bolgelerinden olugmaktadir. Anterior hipofiz ve intermedier
lob arasinda kalan bosluk kisim kleft olarak adlandirilmaktadir. Marijinal zon kok
hiicrelerin yogun oldugu bolgelere isaret etmektedir.

Hipofizde hormon salgilamayan hiicreler arasinda FS hiicreleri ve kok hiicre benzeri
ozellikler gosteren ve Side Population olarak adlandirilan, hipofizer hiicrelerin yaklasik
%1,5’inin olugturan hiicre popiilasyonu oldugu bilinmektedir [22]. Side Population (SP)
hiicrelerinin 6zelligi, kok hucrelerde goriilen toksik maddelerin hiicreden atilmasini
saglayan ABC transporter molekullerinin yiksek miktarda ifade edildigi ve aktivitesinin
yiiksek oldugudur. Bu mekanizmasinin uzun yasam siiresine sahip olan kok hiicrelerin
savunma mekanizmalarindan biri oldugu distntlmektedir. Bu o6zellige sahip hiicreler

arasinda kok hiicre ile iliskili Nanog, Scal gibi markerleri ifade etmektedir.

SP hucrelerinden Scal markerinin dusik dizeyde ifade eden hiicreler, ki yaklasik
SP’nin %40’1n1 olusturmaktadir, geri kalan SP hiicrelerine nazaran sferojen olusturdugu
ve hipofizer hormon hicrelerine farklilagabildigi gortalmustir. Scal markerinin diguk
dizeyde ifade eden SP hiicrelerinin yarisinda Sox2 ifadesi tespit edilmigtir. Scal
markerini yiksek diizeyde ifade eden huicrelerin FS hiicrelerin subsetini veya endotel

projenitor hiicreleri oldugu ileri stralmustir.



2.5 Yaslanma

Neden yaglaniyoruz? Yaglanma biyolojideki en gizemli streglerden biridir. 1800’ lerden
beri yaslanmaya dair ¢esitli teoriler 6ne siirilmustir. Yaslanma, dogal seleksiyonun bir
yan etkisi olarak digtinilmektedir. Genglikte hayatta kalma ve treme gibi yasam
faaliyetleri i¢in elde edilen faydasinin, yaslilikta olusacak yan etkilerine tercih

edildigine dair bir yaklagim mevcuttur [28].

Evrimsel ac¢idan “neden” yaglandigimiz ve organizma diizeyinde “nasil” yaglandigimiz
uzun yillardir merak konusudur. Hem hayatta kalimi hem de iiremeyi dengeleyen ve
birbiri ile entegre sistemler olan genetik programlarin bu o6zelliklerini yitirmesi ile
meydana gelen yaglanma i¢in 6ne siiriilen teorilerden biri “disposable soma” teorisidir
[29]. Bu teori yaslanmanin dogal seleksiyon sonucu organizmanin lireme ve hayatta
kalma (ireme olmayan yonlerinin yani soma’nin korunmasi) arasinda bir segim

yapmasi ile meydana geldigini 6ne strer.

Gunumiizde saglik kosullarinin iyi olmast ve daha korunakli bir ortamda bulunan tir
olarak modern insan, ireme g¢aginin ¢ok daha oOtesinde Omir uzunluguna sahiptir.
Dogada yasayan insan tirlerinin Gireme ¢agi sonrasindaki asamalarda émur uzunluguna
sahip olmasi nadiren gorileceginden, kok hiicreleri yaglanmada da idame ettirilmesinin

saglayan mekanizmalara dair se¢ilim evrimsel olarak s6z konusu olmamistir (Sekil 2.3)

[3].

Dogal Seleksiyon Stureci Evrimsel Segilim Digindaki Siireg

Gelisim ve Bilyiime Friskin Ureme Dénemi Ureme Donemi Sonrast

Kok Hiicre Aktivitesi

Sekil 2.3 Yasam uzunlugu siirecinde kok hiicrelerin kullanimina iliskin model.

Adapte edilmistir [3].
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Genlerin yasam uzunluguna katkida bulunmakta oldugu kesindir. Yine de genetik ve
genetik olmayan faktorlerin yaslanmaya hangi derecede ve nasil etki ettigi halen
anlagtlamamistir. Ikiz insanlar tizerine yapilan galismalara gore, genlerin yaslanmaya
olan etkisinin %20-30 oldugu dusuntlmektedir [30]. Fakat yine de genlerin nasil boyle
bir varyasyona yol agtigi bilinmemektedir. Programlanmislik teorisine gore igsel bir
biyolojik saat gelisim, biiyime, olgunlagma ve yaglanmamizi, genleri belirli bir diizene
gore acip kapatarak diuzenlemektedir [31]. Programlanmis yasam uzunlugunun
savunucularina gore, yasam uzunlugunun ¢ok anlamli bir sekilde artmasina ragmen,

yine de insanin maksimum yagayabilecegi siirenin degismedigine dikkat cekmektedirler.

Model organizmalarda yapilan ¢alismalarda genlerin yasam uzunlugu ile ilgili bir rol
oynadigina kesin kamt olusturmustur. Ornegin, C. elegans’in insiilin reseptoriinde
meydana gelen mutasyon, kurtgugun yasam siiresini 2 katina ¢ikarmigtir [32]. Fakat
simdiye kadar yaslanma geni gibi tek bir gen tanimlanmamigstir bu da yaslanmanin
genetik kontroliiniin de multifaktdryel oldugunu bize gostermektedir. Yaglanma genleri
olarak tabir edilen genler, biyokimyasal metabolik yolaklar1 yavaslatan, durduran genler
olarak tanimlanmigtir. Bunlar arasinda IGF-1 ve TOR yolaklari bu konuda en ¢ok

caligilan yolaklardandir. Fakat bu mekanizmalarin tam olarak nasil yasam uzunlugunu

diizenledikleri halen belli degildir [33].

Hipofizin yaslanmay1 duzenledigine dair ilk g¢aligsmalar, hipofiz dokusu ¢ikarilmig
ratlarda yasam sirelerinin uzadigint ve yaslanmay: tetikleyici faktorler arasinda
Prolaktin ve Growth Hormon ailesinin bulundugunu gostermistir [1]. 1 aylik ve 9 aylik
farelerde yapilan hipofizektomi sonucunda, yagsam uzunlugunun her iki grupta da arttigi,
ancak 9 aylik farelerde yasam uzunlugu artis oraninin daha fazla oldugu gorilmustir
[2]. Bu ¢alisma, yasamin daha geg evrelerinde dahi olsa, hipofizin ¢ikarilmasinin yagam
uzunlugunu artirabildigini gostermistir. Yaslanma ile birlikte hipofizer kok hiicrelerin
ve hipofizin rejeneratif kapasitesinin azaldig bilinmektedir [34]. Bu azalmanin sebebi
tam olarak bilinmemektedir ancak yas ile birlikte Sox2 ve WNT, TGEp gibi yolaklarda

yer alan bircok genin ifadesinin azaldig gézlemlenmisgtir.

2.6 miRNA

mikroRNAlar (miRNA) kodlamayan yani proteine dontstirilmeyen kugik RNA
molekilleridir. Boyutlar1 20-25 niikleotid uzunlugunda olan bu RNA molekiillerine
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karst olan ilgi, 2000’11 yillarin baglarinda cesitli hastaliklarla iligkilendirildiklerinden

beri oldukga artig gostermistir.

miRNA’lar ¢esitli asamalardan gecerek olgun miRNA haline gelirler ve genlerin 3’

UTR (Untranslated Region: Translasyon olmayan bolge) bolgelerini hedef alarak ilgili

genin baskilanmasini saglamaktadirlar (Sekil 2.4) [35]. Bunun i¢in miRNA’larin hedef

gen bolgesiyle tam eglesmesi sart degildir. miRNA’lar hedef genin transkribe olmug

mRNA triiniiniin yikilmasi veya translasyonun inhibe edilmesi suretiyle fonksiyonlarini

gergeklestirirler.

miRNA geni
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Drosha®ashaliDECRE) l

Cekirdek

Sitoplazma
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|
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!

»““""""m““%uq Hedef

!

Translasyonel represyon ve
hedefin destabilize edilmesi

Sekil 2.4.: miRNA biogenezinin sematik gosterimi. Adapte edilmistir [35].

miRNA’lar

yaglanmaya bagl

gelisen kanser ve norodejeneratif hastaliklarin

patofizyolojisinde rol oynayan ve yasam uzunlugunu diizenleyen genetik agda gorev

alan molekullerdir. miRNA’larin proliferasyon, apoptoz, kemoterapi ve radyoterapi
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direnci, metastaz ve relaps gibi kanser patogenezinin kritik asamalarinda rol aldig
bilinmektedir [36]. Yasa bagli farkli ifade profilleri gosterdigi tespit edilen
miRNA’larin, yagla iliskili hastaliklarda da ifadeleri degismektedir ve bu miRNA’larin

potansiyel hedeflerinin ¢gogunun hastaliklarla iligkili yolaklar oldugu goéralmustur.

Insanlar iizerinde yapilan bir calismada, mononiikleer hiicreleri kullamlarak geng ve
yaslt bireylerde miRNA ifade degerlendirilmesi yapilmistir. Bu ¢alismada miRNA’larin
birgogunun yaglanmayla birlikte ifade diizeyinin dustigu belirtilmistir. Yaslanmaya
bagli dusuklik gosteren bu miRNAlarin tahmin edilen hedeflerinin de c-kit, PI3K,
H2AX’in de yaglanmayla birlikte miktarlarinin arttig1 gézlemlenmistir.

Farkli kok huicre tiplerinin kendilerine has miRNA ifade profilleri oldugu ortaya
konmustur. miRNA’larin kok hiicrelerin yeniden programlanmasinda rola oldugu gibi,
kok hicrelerin pluripotent kapastelerinin diizenlenmesinde de gorev almaktadirlar [37,
38].

Otokrin ve parakrin faktorler doku gelisimi ve rejenerasyonun aktive olmasini saglayan
mekanizmalardan biridir. Parakrin faktorler arasinda ekstraseliler vezikal (EV)
kaynakli miRNA’lar bulunmaktadir. Kok hiicrelerin kendini yenilemesi, idame
ettirilmesi ve farklilagmasi i¢in 6nem arz eden bioaktif kargo molekilleri olan EV’ler,

derive olduklart kok hiicrelerin imzasini tagimaktadirlar.

Kok hucreler klinik olarak son derece degerli kaynaklardir ve miRNA’larin kok
hiicrelerin ~ farklilagsmasi,  pluripotent  kapasitelerini  dizenlenmesi,  tekrar
programlanmasinda o6nemli ve krittk gorevleri oldugu g6z onine alindiginda,

miRNA'lar terapotik hedefler olarak one ¢ikmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1 GERECLER
3.1.1 Cihazlar

LightCycler 480 II (Roche)
PCR cihaz1 (Bio-Rad)
Kriyostat (Thermo)

Invert Mikroskop (Leica)
Pipet Tabancasi (Thermo)
DNA RNA Caligsma Kabini (Biosan)
Vorteks (Heidolph)
Mikroftij (Thermo)
Mikropipet (Gilson)

-80°C Sogutucu (Binder)
-20°C Sogutucu (Vestel)
4°C Sogutucu (Samsung)
Timer (Isolab)

3.1.2 Sarf Malzemeler

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

Cy™3 AftiniPure Donkey Anti-Goat (Jackson Immuno Research, 705-165-003)



Donkey Serum (Sigma, D9663)

DAPI (sigma)

Light Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche)
Mm_miR-24_1 miScript Primer Assay (Qiagen, MIMATO0000219)
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 I RT kiti (Qiagen)

Paraformaldehid (Sigma)

Triton (Sigma)

Mikrofii) Tupler (Axygen)

10 -200ul Filtreli Pipet Uglarn (Axygen)

1000ul Filtreli Pipet Uglar1 (Vertex)

10 - 1000yl Filtresiz Pipet Uglart (Greiner)

Lam, Lamel (Thermo)

Pap Pen (Abcam)

Alkol (Tekel)

Distile Su (Millipore)

Tup Stand1 (Isolab)

14
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3.2 YONTEM
3.2.1 Fare Hipofiz Orneklerinin Toplanmasi

Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 13.17.2017 tarihli ve 17 /
127 karar numaral etik kurul izni ile gerceklestirilen bu ¢alismada, 2 aylik, 4 aylik, 8
aylik, 10 aylik, 12 aylik ve 16 aylik erkek Balb/c farelerinin hipofizleri kullanilmistir.
Kriyokesitler i¢in her bir zaman diliminde 3 adet hayvan, toplamda ise 18 adet hayvan
sakrifiye edilmistir. Gen ifade analizi icin 4 aylik 3 adet ve 16 aylik 3 adet hayvan
hipofizi kullanilmistir. Calismada sakrifiye edilen toplam hayvan sayisi 24 adettir.

3.2.2 Kriyokesitlerin Alinmasi

Hipofiz dokusunu cikarilmas: i¢in fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmis ve
ardindan deney hayvanlari iizerinde kullanima uygun cerrahi set kullanilarak makas ile

farenin kafas1 kesilerek kafatasi ekspoze edilmistir.

e Hipofiz c¢ikartilarak %4’liikk paraformaldehid soliisyonunda 2,5 saat oda
sicakliginda fikse edilmistir

® Ardindan %30’luk siikroz ¢ozeltisinde ¢oktiiriilmiis ve

e Akabinde OCT adli materyal icerisine gomiilmiistiir

e OCTye gomilen doku sivi azot icerisinde dondurulmus ve kriyostat
kullanilarak 10 mikronluk kesitler elde edilmistir.

e Kesitler boyama yapilana kadar -80 °C’de saklanmustir.

3.2.3 immiinfloresan Boyamalar ve Gériintiileme

e Hipofizer kriyokesitler 10 dakika PBS soliisyonunda bekletildikten sonra, %
0,25’lik Triton ¢ozeltisinde iki kez 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

e Akabinde 30 dakika boyunca %10’luk donkey serumda bekletilmis ve Sox2
antikoru (R&D Systems, AF2018) ile gece boyu 4°C’de inkiibe edilmistir.

e Ertesi giin, kesitler 3 kez % 0,25’lik Triton ile yikanmis ve Cy™3 AffiniPure
Donkey Anti-Goat antikoru (Jackson Immuno Research, 705-165-003) ile oda
sicaklhiginda 2,5 saat inkiibe edilmistir.

e 3 kere % 0,25’lik Triton ile yikandiktan sonra DAPI ile 10 dakika inkiibe

edilmistir.
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e Bir kere Triton ve bir kere PBS ile 10’ar dakika yikandiktan sonra mounting
medium kullanilarak mikroskop analizi i¢in hazirlanmigtir.

e Goruntulemek i¢in Leice DMI4000 floresan mikroskobu kullanilmistir.

e Elde edilen gorintiler Image J programinda cell counter plug-in kullanilarak

saytllmistir.

3.2.4 Total RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve RT-qPCR

Gen ifade analizi i¢in posterior hipofiz lobu ¢ikartilmig yani yalnizca anterior hipofiz
lobu kullanilmigtir. Anterior hipofiz dokular1 RNA later solisyonunda total RNA

izolasyonu yapilana kadar -20°C’de saklanmistir.

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

Ambion-ThermoFisher Scientific) kullanilarak gerceklestirilmigtir.

e Dokular RNA later soliisyonundan g¢ikartilarak kit kapsaminda sunulan Cell
Disruption Buffer igerisinde homojenize edilmistir

o Ardindan esit hacimde 2xDenaturing Solution (denatire edici ¢ozelti) ile 5
dakika buz tizerinde muamele edilmistir.

e Acid-Phenol:Chloroform 1:1 oraninda eklenerek 45 saniye boyunca
vortekslenmis ve 5 dakika boyunca 10.000g’de santrifiij edilmistir.

o Ako6z supernatanta 1,25 kat EtOH eklenerek kolonlara aktarilmig ve 10.000g’de
30 saniye santrifiij edilmistir.

e 700ul miRNA Wash Solution I ile bir kez ve 500ul miRNA Wash Solution 2/3
ile iki kez olmak tizere her bir yikama asamasinda 10.000g’de 30 saniye

santrifij edilmig ve total RNA niiklease-free su kullanilarak elute edilmisgtir.
Total RNA’dan cDNA eldesi miScript I RT kiti (Qiagen) kullaniimustir.

o RNA omeklerine 5X miScript HiSpec Buffer, 10x Nucleics Mix, RNase-free
water ve miScript reverse transcriptase mix Uretici talimatlarina gore
eklenmigtir.

e Karigim 37°C’de 60 dakika ve 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmesinin ardindan

seyretilerek preamplifikasyon agsamasina gecilmigtir.
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Ormnekler miScript Microfluidics PreAMP Kit (Qiagen) kullanilarak iiretici talimatlarina

gore amplifiye edilmistir.

o cDNA orneklerine SxPreamp Buffer, Preamp Primer Mix, Universal Primer ve
HotStarTaqg® DNA Polymerase iiretici talimatlarina gore eklendikten sonra;

e 05°C’de 15 dakika ve 12 dongu olacak sekilde 94°C’de 30 saniye, 60°C’de 3
dakika inkiibe edilmigtir.

e Daha sonra Orneklere Side Reaction Reducer eklenerek 37°C’de 15 dakika,

95°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Preamplifiye edilmis 6rneklere Light Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche) ve 10X
Universal Primer ve SuM miR-24-3p primeri (Mm_miR-24_1 miScript Primer Assay,
Qiagen, MIMATO0000219) eklenerek LightCycler 480 II (Roche) cihazina yiklenmistir.

Termal dongl olarak Tablo 3.1°de gosterilen basamaklar kullanilmigtir.

Tablo 3.1: RT-qPCR termal dongiisii

1. basamak | 15 dakika 95°C

2. basamak | 15 saniye 94°C
x 45

3. basamak | 30 saniye 55°C
(ramp rate 1°C /s)

4. basamak | 30 saniye 70°C

5. basamak | 30 saniye 40°C

ramp rate 2,2°C / s

miR-24-3p’nin gen¢ ve yasl fare on hipofizlerindeki ifade seviyesi farkliliginin

belirlenmesi i¢in referans genler olarak SNORD96A ve RNUG6-2 kullanilmigtir.

Katsay1 degisimi (fold change) AACq yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Bunun igin
2 (ACayash — ACdgens)  formyilii kullanilmistir. ACq degerlerinin hesaplanmasi igin ACq =

Cqmir-24 — CQreferans formuila kullantlmigtir.
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3.2.5 Istatistiksel Analiz

Graphpad Prism 6.0 (deneme siriimt) kullanilarak yapilan analizlerde zaman dilimleri
arasinda kok hiicre sayist karsilagtirlmast One-way ANOVA post-test Tukey ile
yapilmistir (p < 0,05).

Geng ve yaglh fare anterior hipofizlerindeki miRNA ifade dizeyleri Student’s t-test ile
kargilagtiridmigtir (p < 0,05).
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4.BULGULAR

4.1 Fare hipofizinde Sox2 ifade eden eriskin kok hiicre sayis1 yaslanma ile
azalmaktadir

Hipofizer kriyokesitler her bir zaman dilimi i¢in Sox2 kok hiicre sayist bakimindan
analiz edildiginde geng¢ fare hipofizi ile karsilastinldiginda, yash farelerde Sox2 ifade

eden kok hiicre sayisinin anlamli olarak azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Yaslanmaya bagh olarak Sox2 ifade eden kok hiicre sayis1 azalmaktadir.



20

2 aylik (n=3), 4 aylik (n=3), 8 aylik (n=3), 10 aylik (n=3), 12 aylik (n=3) ve 16 aylik
(n=3) farelerin hipofiz kriyokesitlerinde Sox2 ifade eden kok hiicre sayisi
karsilagtirilmigtir. Her bir zaman dilimi i¢in 7 — 17 farkl kesit i¢in ortalama degerler
gosterilmektedir. 2 aylik fareler ile karsilastirildiginda, 4 aylik (p= 0,06) ve 10 aylik (p=
0,12) farelerin kok hiicre sayisinda anlamli bir fark gozlemlenmezken, 8 aylik (p=0,01),
12 aylik (p= 0,02) ve 16 aylik (p= 0,04) farelerin kok hiicre sayisinin anlamli olarak
azaldig tespit edilmistir (One way ANOVA, Tukey post-test, *p < 0,05; ad: anlamli
degil). Veriler ortalama + sem olarak grafikte gosterilmektedir. AH: Anterior Hipofiz

Hipofizer kesitler ig¢in sayimlar her bir zaman dilimi ig¢in 3 biyolojik replikat
kullanilirken, teknik replikatlar 7 — 17 arasinda degisen hipofiz kesiti kullanilarak elde
edilmistir. 2 aylik hayvanlar ile 4 aylik hayvanlar arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmezken, 2 aylik ve 8 aylik hayvanlar arasinda anlamli olarak kok hucre

sayisinin azaldig tespit edilmistir (p= 0,01).

Yaglarina gore gruplandirilmig farelerden en geng olan 2 aylik farelere ait hipofizin

temsili kriyokesit goriintiisi Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2: 2 aylik fare hipofizinin temsili kriyokesit goriintiisii.

A) Sox2 kok hiicre markeri B) DAPI C) Sox2 ve DAPI kanallarinin birlestrilmig

gorantisi
Orta yasl olarak ifade edilebilecek 8 aylik farelerin hipofiz kriyokesitlerinin ayrintil

gortuntist Sekil 4.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.3: 8 aylik fare hipofizinin temsili kriyokesit goriintiisii.

A) Sox2 kok hiicre markeri B) DAPI C) Sox2 ve DAPI kanallarinin birlestrilmig

gorantisi
Fare gruplan arasindaki en yaslh farelere ait olan 16 aylik hipofiz kriyokesitlerinin

detayl gorintileri Sekil 4.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4: 16 aylik fare hipofizinin temsili kriyokesit goriintiisii.

A) Sox2 kok hiicre markeri B) DAPI C) Sox2 ve DAPI kanallarinin birlestrilmig

goruntusi

8 aylik orta yash hayvanlarin anterior hipofizinde tespit edilen Sox2 kok hiicrelerinin
miktarinin azalmasi, bu hayvanlardan iki ay daha yaslh olan 10 aylik farelerin
hipofizlerinde %20 oraninda dusiis gozlemlenmesine ragmen bu oran istatistiksel

analizlerde anlamli bulunmamistir (p= 0,12).

12 ve 16 aylik yash farelerde ise hipofizer Sox2 kok hiicre sayist anlamli olarak

azalmigtir (sirastyla p= 0,02 ve p= 0,04).

Yagsh fare hipofizleri geng olan fare hipofizleri ile genel olarak karsilastirildiginda, 2
aylik geng fare hipofizlerine nazaran ortalama %25 oraninda daha az Sox2 ifade eden

eriskin kok hiicreye sahip olduklar tespit edilmistir.

Geng, orta yaslt ve yasl farelerin hipofizer kesitlerinin analizi ve morfolojik yapist

Sekil 4.5’te temsili olan gosterilmektedir.
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2 aylik ve 4 aylik farelerin anterior hipofizlerinin (AH) parenkim bolgelerinde ¢ok
saytda Sox2 kok hiicresi dikkat ¢ekmektedir.

Sekil 45 A’da sematik olarak gosterilen hipofiz morfolojisi kilavuz olarak
kullanildiginda, mikroskop goriintiilerinde kok hiicrelerin 6zellikle marijinal zon (MZ)

ve kleft bolgelerinde yogunlastigi goriillmektedir.

Temsili mikroskop goruntilerinde AH bolgesine yogunlasildiginda (Sekil 4.5 B),
yaglanma ile beraber gradyen olarak ozellikle bu bolgedeki Sox2 kok hiicrelerinin

giderek azaldig1 gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.5: Gen¢ ve yash hayvanlarda hipofizer yetiskin kok hiicrelerin temsili
goriintiileri.

A) Mikroskop goriuntilerinin anlagilmasi i¢in kilavuz olarak kullanilmasi amaciyla
hipofizin sematik olarak gosterimi B) Hipofizer kriyokesitler Sox2 kok hiicre
biomarkeri i¢in boyanmistir. Sox2 sinyali ¢ekirdekte lokalize ve sekonder antikor olarak
Cy3 konjugati kullanildigi i¢in kirmizi renktedir. Cekirdekler DAPI ile boyanmis ve

mavi ile gosterilmektedir. 1ki sinyalin birlikte lokalize oldugu hiicrelerin gekirdekleri
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pembe goriinmektedir. Olgi belirteci (scale bar) 75 pm gostermektedir. (AH: Anterior
Hipofiz, PH: Posterior Hipofiz, MZ: Marijinal Zon).

4.2 Anterior hipofiz dokularinda miR-24-3p’nin ifade diizeyi yaslanma ile
azalmaktadir

Kok hicre biyolojisinde roli olan miRNA molekillerinden biri olan miR-24-3p’nin

geng ve yasl fare hipofizlerindeki ifade diizeyleri sorgulanmigtir.

151 miR-24-3p ifade duzeyi
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Sekil 4.6: Anterior hipofiz dokularinda miR-24-3p’nin ifade diizeyi.

Geng farelerde (n=3) ve yagh farelerde (n=3) miR-24-3p ifade diizeyi relatif olarak RT-
gPCR ile olgulmistiir. Geng anterior hipofiz 6rnekleri i¢in 4 aylik fareler kullanilirken,
yaslt anterior hipofiz 6rnekleri i¢in 16 aylik fareler kullanilmigtir. Normalizasyon
SNORDY6A ve RNUG6-2 genleri ile yapilmistir. Her biri t¢ farkli bagimsiz 6rnekten
elde edilen veriler ortalama + sem olarak grafikte gosterilmektedir. (Student’s t-test, p=

0,03).

miR-24-3p ifade diizeyleri hipofizin tiim dokusunda degil, yalnizca anterior boélgesinden
elde edilen RNA ornekleri kullanilarak incelenmigtir. Geng ve yaglt anterior hipofiz

dokusu RT-gPCR ile miR-24-3p’nin relatif ifade duzeyi i¢in analiz edildiginde, geng



anterior hipofizlere nazaran yagli anterior hipofizlerin %50 oraninda daha az

miktarda miR-24-3p ifade ettigi bulunmustur (Sekil 4.6).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada hipofizer kok hiicreler fare modelinde incelenmis ve kok hicre
sayisindaki azalma doku diizeyinde gosterilmistir. Hipofiz hiicre yenilenme hiz1 diigiik
olan bir organdir ve bazal mitotik hizin 10 hafta kadar oldugu tahmin edilmektedir [39,
40]. Cesitli ¢evresel ve fizyolojik faktorlerin hipofizer dokuda hiicre popiilasyonunda
degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir. Strese maruz kalindiginda kortikotrop hiicre
say1st, hamilelikte laktotrop hiicre sayisi, adrenolektomi sonrast gonadotrop hiicre sayist

artmaktadir.

Hipofizer yetiskin kok hucrelerin, hipofizin gelisimi, rejenerasyonu ve organ

homeostasisini saglamakta rol oynadigr yakin zamanda gosterilmistir [9, 41].

Yetigkin hipofiz hucrelerinin 6n hipofizindeki hiicre sayisinin yuzde 3-5 arasinda
olduguna dair bulgulara ek olarak, bizim ve diger ekiplerin ¢aligmalarinda yuzde 5-8
arasinda degisen sonuglar elde edilmistir [41-43]. On hipofiz hiicreleri cesitli hiicre
tiplerini igermektedir. Bunlar arasinda klasik olarak bilinen hormonal hiicrelere ek
olarak, erigkin kok hicreler, kok hiicre 6zelligi gosteren side population teknigi ile diger
hiicrelerden aynistirilabilen hiicre popillasyonu ve follukiler stellat hucreleri
bulunmaktadir. Sox2 hiicrelerinin yetigkin fare hipofizindeki sayist yaklagik 50.000
hucre kadardir [10].

Sox2 hiicre sayist 3 aylik yetiskin farelerde 6n hipofiz hiicrelerinin yizde %10 unu
olusturmaktadir [44]. Bu kok hiicre grubunun farelerin gelisim asamasinda, dogumdan
hemen sonra ve yetigkinlikte, kok hiicre oranlarinin gelisim stresince giderek azaldigi,

%?25’ten %10’lara distiigu bilinmektedir.

Bagka bir caligmada, 8-12 haftalik farelerde hipofizer harabiyet sonucu rejeneratif
kapasite gozlemlenirken, yasli farelerde, 8 aylik farelerde bu rejeneratif kapasite

kaybedilmektedir [10]. 2 aylik fareler ile karsilastirildiinda, 8 aylik farelerin rejeneratif
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kapasitesinde %350 oraninda dustus gozlemlenmektedir. Yaglt hayvanlarin Sox2 ifade
eden kok hiicrelerinin kok hiicre karakteristiklerinin de azaldigi gorilmektedir. Kok
hiicre sayisindaki azalma, 8 aylik fare hipofizlerinin rejeneratif kapasitesini etkiledigine
isaret etmektedir. Burada hipofizer harabiyetin sebebi de énem arz etmektedir. Bahsi
gecen bulgular transgenik fareler tizerinde somatotroplarin hedefli olarak yizde 80
oranlarina kadar ortadan kaldirilmasiyla gergeklesmektedir. Ancak bu oranlar
harabiyetin siddet ve sebebine gore degisiklik gosterebilir. Bagka sebeplerle, travmatik
beyin hasar1 gibi, hipofizer harabiyet oldugunda rejeneratif kapasite degisiklik

gosterebilir.

Bu tez calismasinda tespit edilen 2 aylik ve 8 aylik fare hipofizinde %25 oraninda
meydana gelen eriskin kok hiicre sayisindaki azalma, yukarida bahsi gecen calismada 8
aylik fare hipofizinin rejeneratif kapasitesinin yart yartya azalmasi birbirini dogrulayan

niteliktedir.

Kok hiicre ve yaslanmaya dair ¢aligmalarin temeli, kok hiicrelerin nasil doku sagligini
surdurebildigini anlamak tizerinedir. Yetigskin dokulardaki kok hucreler dokularin idame
ettirilmesi ve rejenerasyonu dogrultusunda olduk¢a onemli rollere sahiptir. Doku
homeostazisinin tireme evresi sonrast yasamda kaybedilmesi kok hticre fonksiyonlarinin
azalmasi ile iligkilendirilmektedir. Yaglanmanin temel gostergeleri molekiler hasarin
kimilatif olarak artmasi, metabolik farkliliklar ve epigenome stabilitesi ile ilgili
degisiklikler sayilabilir. Erigkin kok hiicreler yasam boyunca kendilerini idame
ettirirken, bu hiicrelerde hiicresel hasar birikmekte ve bu da hicresel senesansa ve
sonugta da olume yol agmaktadir. Dolayisiyla erigkin kok hiicreler bulunduklar
dokularin bakimini saglarken, yasam boyunca akiimiile olan hasar ve bunun etkileriyle
kok huicre kapasiteleri azalmakta ve boylece dokularin rejeneratif fonksiyonlari da

azalmaktadir.

Bu calismada gen¢ hayvanlardan alinan hipofiz 6rnekleri orta yas ve yagli fare
hipofizleri ile kargilastirilmis ve kok hiicre sayisinda anlamli bir disis gézlemlenmistir.
Ancak 2 aylik ve 8, 12, 16 aylik hayvanlar arasinda gozlemlenen anlamli fark, 10 aylik
hayvanlar incelendiginde tespit edilmemistir. Istatistiksel analiz kriterlerinin siki
tutuldugu yani One-way ANOVA sonrast post-test olarak Tukey secilmesi ile elde
edilen bu sonuglarda; post-test yapilmadan analiz yapildiginda 10 aylik farelerde de

anlamli farklilik gozlemlenmektedir. Bu tir durumlarda, istatistiksel kriterleri
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esnetmektense, ornek sayisini artirmak daha dogru bir tercih olacagindan, ileriki
caligmalarda 10 aylik zaman dilimi i¢in boyamalar ve sayimlar yeni kriyokesitler ile

tekrar edilerek analiz yapilmasi gerekmektedir.

AMD *

miR-23, miR-17, - e i

miR-92a miR-184 Neural stem cell

Let-7

[ Cardiovascular disease
Cancer - ‘l': miR-1, miR-133b,

Let-7 ! i

\ miR-208a, miR-208b,
miR-15/16 k‘: : miR-499
miR-34 N‘

%

Mesenchymal gtem cell § f 4 Muscle stem cell
{Bone marrow, Adipese, | miR-29

Umbilical cord blood)

Let-7, miR-29, miR-34a,

miR-195, miR-196,

miR-141-3p, miR-335, Hematopoietic stem cell
miR-486-5p, miR-132, miR-146

miR-543/miR580-3p

Sekil 5.1 Insan eriskin kok hiicrelerinin ve yaslanmaya bagh hastaliklar ve miRNA’larla

iligkisi. Adapte edilmistir [45]. AMD: Age-related macular degeneration

miR-24-3p farkli hiicre tiplerinde farkli fonksiyon gosterebilmektedir. miR-24-3p’nin
hem timor supresér hem de onkogen olarak rol oynadigi ¢aligmalar mevcuttur. Meme
kanseri, prostat kanserleri ve kugiik hiicreli akciger kanserlerinde miR-24-3p hiicre
proliferasyonunu  ve  migrasyonunu  baskilarken, glioma hiicrelerinde ise

indiiklemektedir [46-48]. miR-24-3p’nin ifade seviyesi metastaik kanserlerde
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azalmaktadir, miR-24-3p’nin seviyesi ne kadar diisitkse kanser hastalarinin hayatta

kalma oranlart da o kadar dustigi gozlemlenmistir [47].

Tumor supresor pl6’nin ifadesi yaglanma ve replikatif senesens sirasinda arttigi ve
insan diploid fibroblast htcrelerinde miR-24-3p’nin pl6 ifadesini inhibe ettigi
gozlemlenmistir [49, 50]. Hiicresel senesans yaglanma ile direkt iligkilidir. Fare
modelinde pl6’da meydana gelen fonksiyon kaybinin, yaslanmaya bagli olarak
gozlemlenen doku fonksiyonunun ve hiicre proliferasyonundaki azalmanin oniine

gectigi goralmustir.

miR-24-3p’nin  kok hiicre fonksiyonunu diizenlemesinde de farkli fonksiyon
gosterebilmektedir. miR-24-3p bazi kok hiicre tiplerinde bu hiicrelerin farklilagmasini
engelleyen ve kok hiicre olarak kalmasini saglayacak sekilde fonksiyonunu
gergeklestirirken, baz1 kok hiicre tiplerinde ise bu hiicrelerin farklilagmasini saglayacak
sekilde gorev yapmaktadir. Ornegin, miR-24-3p, hiicre dongiisiiniin kontroliinde ve
eritroid hucre farklilagmasinda, mezenkimal kok hiicrelerden human periodontal
ligament kok hiicrelerinin farklilagmasini baskilayict etki gosterirken, fare embriyonik
kok hiicrelerinde ise anti-stemness markeri olarak fonksiyon gerceklestirdigi tespit

edilmistir [51].

Fare embriyonik kok hicrelerinin  stemness yani kok hiicre  ozelliklerinin
surdurtlebilirligini saglayan onemli faktorlerden birisi PRMT7 adli arjinin metil
transferaz enzimidir. Transkripsiyonel ko-represoér olan bu molekilin fonksiyonu
azaluldginda, miR-24-3p’nin ifadesinin arttigt ve EKH’lerin farklilagmasinin
indiiklendigi, pluripotensi faktorlerinden Oct4, Nanog, Klf4, ve c-Myc mRNA’larinin
3'UTR bolgelerini hedef olarak direkt olarak bu faktorlerin ifadesini inhibe ettigi
belirlenmistir [52].

Bir¢ok pluripotent faktoriin onkojenik olaylarla iligkili oldugu gortlmektedir, c-Myc
onkoprotein ozelligi pluripotent markeri oldugundan ¢ok daha oOnceleri biliniyordu.
PRMT?7 de hem bir pluripotent faktor iken ayn1 zamanda onkojenik 6zellige de sahiptir
[53].

miR-24-3p’nin inhibe edilmesi ile fare embriyonik kok hucrelerin kendi kendilerini
yenilemesi ve pluripotent kapasitelerini  etkilememekle birlikte, EKH’lerin

farklilagmasini inditklemektedir. EKH’ler farklilagirken, miR-24-3p’nin inhibe edildigi
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durumda apoptoza ugrayan hiicre sayisinda artis olmaktadir [54]. EKH’lerde miR-24-
3p’nin yiiksek seviyelerde ifade oldugu ve bu hiicrelerin farklilasma sirasinda apoptoza

ugramasini engelledigi gdzlemlenmistir.

miR-24-3p’nin yaslanma ile iliskisine dair bulgular mevcuttur. Immun hiicrelerden T
hiicrelerinin yaslanmasiyla birlikte miR-24-3p’nin miktarinin bu hiicrelerde arttig1 tespit
edilmistir [55]. Benzer artis, yash bireylerin tiikiiriiklerinde izole edilen eksozomlardan
derive olan miRNA ifade diizeyleri geng¢ bireylerle karsilastirilmis ve yash bireylerde

miR-24-3p’nin ifadesinin arttig1 tespit edilmistir [56].

Hiicre diizeyinde yapilan ¢aligmalarin aksine, yash ve geng insanlarin serumlart miRNA
ifade profil farklilig: i¢cin karsilastirildiginda, yasl bireylerde serum kaynakli miR-24-
3p’nin ifadesinin azaldigi tespit edilmistir [57].

Tablo 5.1 miR-24-3p’nin kok hiicre ve yaslanma ile iliskili hedef genleri

miR-24-3p Hedef Geni Gorevi miR-24-3p Artarsa Ne Olur?
TUmor supresor Yasa bagl hiicre
proliferasyonu azalmasinin ve
pl6 doku fonksiyon bozuklugunun
Oniine gecilir (Fare modeli)
[58]
p53 Tumor supresor Kanser hiicrelerinin invazyonu
artar [59]
H2AX DNA tamiri Hiicreler DNA hasaria meyilli
olur [60]
PRMT7 Histone metil EKH’ler farklilasir[52]
tranferaz
Oct4 Pluripotensi markeri EKH’ler farklilagir [52]
(transkripsiyon
faktorii)
Nanog Pluripotensi markeri EKH’ler farklilasir [52]
(transkripsiyon
faktorii)
c-Myc Pluripotensi markeri EKH’ler farklilasir [52]
(transkripsiyon
faktorii)
Klf4 Pluripotensi markeri EKH’ler farklilasir [52]
(transkripsiyon
faktorii)
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Bu tez calismasinda, miR-24-3p’nin yaglanmis anterior hipofiz dokusunda anlamli
olarak azalmig olmast ve bu molekiiliin yaglanmayla ve kok hiicrelerin diizenlenmesi ile
ilgili fonksiyonlart g6z oOntine alindiginda, hipofizer yaslanmada roli olabilecegine
isaret etmektedir. Ancak gen ifade diizeyinin belirlenmesi, miR-24-3p’nin hipofizer
yaglanmay1 etkileyebilecek fonksiyonlari kok hiicreler tizerinden mi kontrol edip
etmedigi bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan yéntemlerle belirlenememisgtir ve
dolayisiyla ¢aligmanin limitlerinden biridir. miR-24-3p 'nin single molekiil floresan in
situ hibridizasyon (smFISH) teknigi ile Sox2 hiicrelerine lokalize olup olmadig1 ve geng
ve yasl bireylerdeki ifade miktart ileriki ¢aligmalar ile belirlendigi takdirde, miR-24-
3p’nin hipofizer yaslanmay1 nasil dizenledigine dair mekanistik agiklamaya bir adim
daha yaklasilmis olacaktir. miR-24-3p sadece kok hiicrelerde degil, hormon salgilayan
hiicrelerde de yaslanmay1 dizenleyici etki gosteriyor olabilir. Sox2 kok huicrelerine ek
olarak, hormonal hiicrelerin diizenlenmesine olan etkisi ileriki g¢alismalarla ortaya

cikarilacaktir.

Yaglanma ile birlikte kok hiicre fonksiyonunda meydana gelen distsiin mekanizmasini
anlamak, erigkin kok hiicrelerin rejeneratif kapasitelerinin nasil tetiklenebilecegini ve

saglikll bir yaglanmanin nasil saglanabilecegine 11k tutacaktir.
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