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N - ASETIL SISTEIN (NAC) UYGULAMASININ MEZENKIMAL KOK HUCRE
SENESENSI UZERINE ETKISININ INCELENMESI
Miray BOLAT
Erciyes Universitesi, Gevher Nesibe Genom ve Kok Hiicre Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2021
Damisman: Prof. Dr. Servet OZCAN
OZET
Mezenkimal kok hiicreler (MKH), cesitli dokulardan elde edilen ve ¢ok sayida hiicre
hattina farklilasma kapasitesine sahip multipotent progenitor hiicrelerdir. Bu hiicreler,
uygun kosullarda in vitro ortamda rahatlikla cogaltilabilirler. Adipoz doku, MKH
izolasyonu i¢in iyi bir kaynaktir. Hiicre boliinmesine bagli olarak, hiicrede zamanla
telomer fonksiyonlarinin bozulmasi, oksidatif stres ve DNA hasar1 olugsmasiyla hiicreler
senesens siirecine girer. Hiicresel senesens, hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugu
fakat boliinmenin kalic1 olarak durdugu bir siiregtir. N - Asetil Sistein (NAC), ¢esitli
mekanizmalar yoluyla hiicresel dejenerasyona karsi etki gosteren glutatyon onciisii bir
antioksidandir ve dogrudan veya dolayli olarak serbest radikallerin, Ozellikle oksijen
radikallerinin temizleyicisi olarak gorev yapar. Bu ¢alismada, BALB/c 1rk1 yaslh farelere
kisa siireli NAC uygulanmistir. Farelerden alinan adipoz dokulardan MKH izolasyonu
yapilmistir. Senesens, apoptoz, hiicre dongilisii ve proliferasyon testleri yapilarak,
NAC’1n senesent MKH’ler tizerindeki biyolojik etkisi incelenmistir. Hiicre boliinmesi,
senesens ve apoptoz iliskili genlerin ekspresyon analizi RT - PCR ile yapilmistir.
Senesens, proliferasyon ve hiicre dongiisii testi sonuglarina gore, kontrol ve NAC grubu
arasinda anlamli farklar bulunmustur. NAC uygulanan MKH’lerde, senesent hiicre ve
poliniikleer hiicre sayisi artmistir. Ayrica NAC grubu hiicrelerde proliferasyonun
azaldigr goézlemlenmistir. RT - PCR sonuglarina gore, NAC uygulanan MKH’lerde
P53, P21, Rbl, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6 ve Siklin B genlerinin ifadeleri artmistir. Sonug

olarak, NAC’1n senesensi indiikleyici bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Mezenkimal Kok Hiicre, N - Asetil Sistein, Senesens
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF N-ACETYL CYSTEINE APPLY ON
MESENCHYMAL STEM CELL SENESCENCE
Miray BOLAT
Erciyes University, Institute of Gevher Nesibe Genome and Stem Cell
Master Thesis, December 2021
Supervisor: Prof. Dr. Servet OZCAN
ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent progenitor cells obtained from various
tissues and have the capacity to differentiate into a large number of cell lines. These
cells can be easily grown in vitro under suitable conditions. Adipose tissue is an
essential source for MSC isolation. Depending on the cell division, the cells enter the
senescence process with the deterioration of telomere functions, oxidative stress, and
DNA damage over time. Cellular senescence is a process in which cells are
metabolically active but division permanently stops. N - Acetyl Cysteine (NAC) is a
glutathione precursor antioxidant that acts against cellular degeneration through various
mechanisms. Acts directly or indirectly as a scavenger of free radicals, especially
oxygen radicals. In this study, short-term NAC was applied to BALB/c aged mice.
MSCs were isolated from adipose tissues in mice. The biological effect of NAC on
senescent MSCs was investigated by performing senescence, apoptosis, cell cycle, and
proliferation tests. Expression analysis of cell division, senescence, and apoptosis-
related genes was performed by RT - PCR. According to the senescence, proliferation
and cell cycle test results, significant differences were found between the control and
NAC groups. The number of senescent cells and polynuclear cells increased in NAC
applied MSCs. In addition, it was observed that proliferation decreased in NAC group
cells. According to the RT - PCR results, the expression of P53, P21, Rb1l, Atm, Bax,
Bcl-2, Cdk6 and Cyclin B genes increased in NAC applied MSCs. As a result, it was

observed that NAC has a senescence-inducing effect.

Keywords: Apoptosis, Mesenchymal Stem Cell, N - Acetyl Cysteine, Senescence
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1. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), adipositlere, kondrositlere ve osteoblastlara
farklilasma yetenegi olan ve CD73, CD90 ve CDI105 belirteglerinin varligi ile
karakterize edilen multipotent progenitér hiicrelerdir. Yiiksek parakrin etki
potansiyeline ve ¢ok cesitli farklilasma yetenegine sahip olmasi, immiinomodiilator
etkisi ve doku onarim yetenekleri nedeniyle rejeneratif tipta sik¢a tercih edilmektedir
(Dominici ve ark., 2006; Kang ve ark., 2008). MKH’ler; kemik iligi, dis pulpasi,
plasenta, amniyotik sivi ve umblikal kord gibi bir¢ok dokudan izole edilmektedir.
Yaygin calisilan ve erisimi kolay MKH kaynagi, kemik iligidir. Buna ek olarak, adipoz
dokudan da yiiksek oranda MKH elde edilmektedir (Zuk ve ark., 2002). MKH’ler,
uygun kosullar altinda in vitro ortamda kiiltiire edildiklerinde rahatlikla gogaltilabilen
hiicrelerdir. Fakat bu hiicrelerin ¢ogalma kapasitesi sinirhdir. MKH’lerin proliferasyon

kapasitelerini sinirlandiran etken, senesens mekanizmasidir.

Canlilarda meydana gelen telomer kisalmasi, asir1 mitojenik sinyaller, telomerik
olmayan DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi cesitli olaylar, senesensi indiikleyebilir
(Campisi ve Di Fagagna, 2007). Hiicresel senesens, hiicre boliinmesini kalic1 olarak
durduran ve hiicre fonksiyonlarinin kaybina neden olan fizyolojik bir siiregtir. Senesent
hiicreler, genellikle DNA replikasyonunu saglikli sekilde siirdiiremedigi i¢in Gl
evresinde hiicre dongiisii ilerlemesini kesintiye ugramaktadir. Fakat bu hiicreler,
metabolik olarak aktif haldedir (Sherr ve Roberts, 1995; Di Leonardo ve ark., 1994).

Senesent hiicrelerin f-galaktozidaz aktivitesinde artig gézlemlenir (Dimri ve ark., 1995).

Hiicrede senesens gibi, stres ve diger uyaranlara karsi tepki veren bir diger mekanizma
da apoptozdur. Hiicresel senesens, hasarli veya stresli hiicrelerin biiylimesini
engellerken apoptoz, onlar1 hizli bir sekilde ortadan kaldirir. Kontrollii hiicre 6limii
olarak tanimlanan apoptoz, 6nemli bir tiimor baskilayict mekanizmadir (Green ve Evan,
2002). DNA hasar1, pH diismesi, metabolik bozukluklar, hiicre siklus bozukluklar1 ve
radyasyon gibi durumlar apoptozu tetikleyebilir. (Danial ve Korsmeyer, 2004)



Apoptoza ugrayan bir hiicrenin fosfatidil-serin molekiil miktarinda artis gézlemlenir

(Elmore, 2007).

N - Asetil Sistein (NAC), akciger, deri ve karaciger olmak tizere ¢esitli organlarda anti-
mutajenik ve anti-timorojenik etki gosteren kemopreventif bir ajan olarak bilinir (De
Flora ve ark., 1986). NAC cogu tiyol gibi, ¢esitli radikaller tarafindan oksitlenebilir ve
ayrica antioksidan olan glutatyon Onciisii bir molekiildiir (Atkuri ve ark., 2007). Kii¢tik
yapida bir molekiil olmasi sebebiyle hiicreler tarafindan alinmasi kolaydir. Ayrica kistik
fibroz, kronik bronsit, KOAH ve parasetamol zehirlenmesi olmak {izere bircok

hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Holdiness, 1991).

Bu ¢alismada, NAC uygulamasinin senesent MKH’ler {izerindeki etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. Calisma dogrultusunda, NAC uygulanan farelerin adipoz dokularindan
MKH izolasyonu yapilmistir. MKH’ler kiiltliir ortaminda c¢ogaltilarak biyolojik testler
yapilmistir. Bunlara ek olarak, RT - PCR kullanilarak hiicre dongiisii, senesens ve

apoptoz iligkili baz1 genlerin ekspresyon seviyelerinin analizleri yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler boliinerek kendini yenileme ve ¢ogalma potansiyeline sahip, ¢ok hiicreli
canlilarin doku ve organlarinin yapisini olusturan temel hiicrelerdir. Hiyerarsik olarak
cesitli hiicre tiplerine farklilasabilen kok hiicreler, farklilasma (plastisite) yetenekleri
agisindan; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak siniflandirilmaktadir (Avasthi ve
ark., 2008). Totipotent kok hiicreler, tiim fetiis ve plasenta dahil olmak {izere,
organizmanin tamamini olusturabilen smirsiz kapasiteye sahip hiicrelerdir. Ornegin;

erken memeli embriyolari, totipotent hiicre kiimelerinden meydana gelir.

Pluripotent kok hiicreler, gelismis organizmalarda yer alan ektoderm, mezoderm ve
endoderm olmak iizere ii¢ germ tabakasini olusturma yetenegine sahip hiicrelerdir.
Teorik olarak, pluripotent kok hiicreler viicuttaki yaklastk 200 hiicre tipine
farklilasabilirler. Pluripotent kok hiicrelere embriyonik kok hiicreler, embriyonik germ

hiicreleri ve embriyonik karsinom hiicreleri 6rnek verilebilir.

Multipotent kok hiicreler ise tek bir germ tabakasindan farklilagabilen diisiik degisme
potansiyeline sahip ve organizmanin ¢ogu dokusunda yer alan kok hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin gorevi bulunduklar1 dokunun onarimi ve yenilenmesini saglamaktir. En ¢ok
taninan multipotent kok hiicreler mezenkimal kok hiicrelerdir (Sekil 2.1) (Bongso ve
Richards, 2004).
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Sekil 2.1. Kok hiicrelerin farklilagma potansiyeli.

2.1.1. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), ¢esitli dokulardan elde edilebilen ve uygun kosullar
saglandiginda kiiltlir ortaminda hizla ¢ogaltilabilen hiicrelerdir. MKH’ler ilk defa 1966
yilinda Fridenstein ve Petrakova tarafindan yapilan caligmalarda tanimlanmistir.
Fridenstein, kemik iliginden yaptig1 kiiltiirde morfolojik olarak fibroblastlara benzer
olan hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bu hiicrelerin yag ve kemik hiicrelerine
farklilasma yeteneginde oldugunu gostermistir (Barry ve Murphy, 2004). 1976 yilinda
ise Fridenstein ve arkadaslart MKH’leri kemik iliginden izole etmeyi basarmislardir

(Friedenstein ve ark., 1976).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), cesitli hiicrelere farklilasma yetenegi olan
multipotent 6zellige sahip stromal kokenli kok hiicrelerdir. MKH’ler, kas, viicut bag
doku, kan, vaskiiler ve iirogenital sistem gibi tiim dokulara ait hiicreleri meydana
getirirler. Kemik doku, kikirdak doku, yag doku, kas, tendon, ligament ve sinir gibi

hiicre gesitlerine farklilagabilirler.

MKH’ler islevleri bakimindan oldukga dikkat ¢ekicidir. Hematopoezisi destekler ve ¢cok
sayida doku ve organin homeostatik dengesinin korunmasinda goérev alir. Bulunduklari

dokudan ayrilip hasarli olan dokulara gecerek, hasarli dokunun tamirini yaparlar (Nardi



ve da Silva, 2006). Ayrica MKH’ler ¢esitli dokularda destek hiicresi gorevi yaparak ¢ok
sayida sitokin, interlokin (IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 vb.) gibi hiicre dis1
matriks proteini ve enzim sentezler. CD29, CD44, CD73, CD90 gibi stromal karakterde
yiizey antijenlerine sahip olma, yiizeye yapigsma ve multipotent farklilagsma potansiyeli

MKH’lerin tanimlanmasinda kullanilan baslica 6zelliklerdir (Pittenger ve ark., 1999).
2.1.1.1.1. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH) Elde Edilen Dokular

MKH’ler yetiskin organizmada bulunan kemik iligi, yag doku, dis pulpasi, umblikal
kord gibi ¢ok cesitli dokulardan izole edilmektedir (Zuk ve ark., 2002). Bilinen en eski
ve en zengin MKH kaynagi, kemik iligidir (Pittenger ve ark., 1999) fakat organizmada
biiyiik oranda bulunan adipoz doku da etkin bir bi¢imde kok hiicre kaynagi olarak

kullanilmaktadir.

Ayrica adipoz dokudan MKH elde etme yonteminin kemik iligine gore daha kolay
olmasi, az miktarda dokudan yiiksek oranda kok hiicre elde edilmesinden dolay: sikca

tercih edilmektedir (Gimble ve Guilak, 2003; Zhu ve ark., 2008; Zuk ve ark., 2002).

Bunlarin disinda bir diger MKH kaynagi ise dis pulpasidir. Fakat dis pulpasindan elde
edilen MKH miktar1, adipoz doku ve kemik iliginden elde edilen MKH miktarina gore
daha azdir. Bunlara ek olarak, MKH’ler gobek kodonu, retina, kornea, deri, kas,
amniyon sivisi, karaciger, sa¢ folikiilleri, pankreas gibi bir¢ok organ ve dokudan elde

edilebilir (Orbay ve ark., 2012).
2.1.1.1.2. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kok Hiicre (ADOMKH)

Adipoz doku, %95 oraninda yag damlacigi iceren adiposit adi verilen hiicrelerden
olusur. Viicut boyunca dagilim gosteren bu doku, aktif metabolik ve oldukca dinamik
yapiya sahiptir. Adipositlerin yan1 sira adipoz doku, sinir dokusu, bag dokusu matrisi,
stromovaskiiler hiicreler ve bagisiklik hiicrelerini igerir. Bu bilesenler entegre bir birim
olarak islev yaparlar. Adipoz doku sadece hormonlardan ve merkezi sinir sisteminden
gelen afferent sinyallere yanit vermekle kalmayip, ayni zamanda onemli endokrin
fonksiyonlara sahip faktorleri eksprese eden ve salgilayan endokrin bir dokudur

(Kershaw ve Flier, 2004).

MKH’ler organizmadaki bir¢ok dokudan elde edildigi gibi adipoz dokudan da elde
edilmektedir. Adipoz doku orijinli MKH, ilk kez Zuk ve arkadaslar1 tarafindan 2001
yilinda izole edilmistir (Zuk ve ark., 2001). Adipoz doku orijinli mezenkimal kok



hiicreler (ADOMKH), diger tiim MKH’ler gibi yiizeye bagimli, fibroblastik morfoloji
gosteren, spesifik yiizey belirteglerine (CD45°, CD31, CD34") sahip, multipotent

Ozellikte olan stromal hiicrelerdir (Zuk ve ark., 2002).

ADOMKH’lerin izolasyonunda, adipoz doku kaynagi olarak genellikle lipoaspiratlar
tercih edilir. Ayrica kiiciik boyuttaki adipoz doku biyopsilerinden de yiiksek verimle
ADOMKH elde edildigi bilinmektedir (Gimble ve Guilak, 2003).

7-12 gram adipoz dokusu, preadipositler olarak adlandirilan yaklasik 350.000
multipotent hiicre ve yaklasik 5000 kok hiicre igerir ve bu say1 kemik iliginde bulunan
kok hiicre sayisina oranla 35 kat daha fazladir. Bu sebeple giiniimiizde MKH kaynagi
olarak sikga tercih edilmektedir (Ozen ve ark., 2016). Primer kiiltiir teknigi ile dokudan
direk izole edilen ADOMKH’ler in-vitro kosullar altinda g¢ogaltilabilirler ve uygun
ortamda canli kalabilirler. Ayrica ADOMKH'ler ¢esitli gelisme faktorlerinin etkisi ile
in-vitro ve in-vivo ortamda farklilasabilme kapasitesine de sahiptirler (Gimle ve Guilak,
2003).

2.1.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin (MKH) Farkhlasma Potansiyeli

MKH’ler uygun mikro ¢evre kosullarinda basta bag doku olmak iizere kemik, yag,
kondrosit, kas, noron hiicreleri ve karaciger hiicreleri gibi ¢esitli mezoderm, ektoderm
ve endoderm soylarina farklilasma potansiyeline sahiptir (Sekil 2.2) (Kuo ve ark., 2009;
Oishi ve ark., 2009).
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Sekil 2.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasi sonucu olusan kok hiicreler.

Farklilagsma, transkripsiyon faktorlerini de dahil eden genetik olaylar tarafindan
diizenlenir. Uygun bir fenotipe gore farklilasma, progenitor hiicrelerin belirli bir soyda
farklilagsmasini indiikleyebilen bazi diizenleyici genler tarafindan kontrol edilir (Dennis
ve ark., 2002). Biiyiime faktorleri ve indiiksiyon kimyasallarinin yani sira, biyomateryal
yapilarla olusturulmus uygun bir mikro ortam, MKH’ler i¢in ¢ogalma ve farklilagsma

kosullar1 saglayabilir (Seruya ve ark., 2004; VVayssade ve Nagel, 2009).

Teorik olarak, ayn1 embriyonik kokene sahip olmasi sebebiyle MKH’lerin mezodermal
farklilasmasi kolay bir sekilde gerceklestirilir (Ding ve ark., 2011). Osteojenik
farklilasmada, deksa-metazon (Dex), Beta-gliserofosfat (B-GP) ve askorbik asit
kullanilarak farklilasma gergeklestirilir (Ouyang ve ark., 2003). Adipogenez
farklilagsmasinda, farklilasma igin deksa-metazon (Dex), indometazin (IM) ve 3-izobiitil-
1-metilksantin (IBMX) kullanilir (Hung ve ark., 2004). Kondrogenez farklilagmasinda
ise TGF-B1 ve TGF-B2 gorev alir (Huang ve ark., 2004).



2.1.1.3. Mezenkimal K6k Hiicrelerin (MKH) Tipta Kullanim

Yiiksek farklilasma yetenegine sahip olmalari, doku ve organ rejenerasyonuna katkida
bulunmalari, in vitro ortamda kolaylikla ¢ogaltilabilmeleri, hasarli dokuya migrasyon
yetenekleri ve immun baskilayic1 oOzellikleri nedeniyle MKH’ler tipta ve doku
miithendisliginde kullanimi kaginilmaz bir hal almistir.  Bu hiicreler insan viicudunda

basta kemik iligi ve yag dokudan olmak tizere bir¢cok yerden kolayca izole edilebilir

(Gazit ve ark., 2013; Atala ve Lanza, 2012).

Chron hastaligi, Akut Graft Versus Host hastaliginin (GVHH) tedavisinde, ortopedide
meniskiis hasar1 tamirinde, kanser hastaliginda, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda,
omurilik yaralanmalarinda, kemik ve kikirdak rahatsizliklarinda, osteoporoz tedavisinde

olmak tlizere MKH’lerin bircok alanda klinik uygulamalar1 mevcuttur (Barry ve

Murphy, 2004).

MKH’ler genellikle hastalara intravendz enjeksiyon verilir ya da hasarli dokuya direkt
enjeksiyon ile verilebilir. Steril ortamlarda iiretimi gerceklestirilen MKH’lerin kalite

kontrol ve mikrobiyolojik testleri yapilarak hastaya verilir.
2.2. Senesens

Hiicreler yasam siireleri boyunca bir¢ok stres faktorii ile karsilagabilirler. Bu faktorlere
onkojenik aktivite, telomer kisalmasi, oksidatif stres ve DNA hasar1 6rnek verilebilir.
Stres faktorleri, hiicrenin genetik materyalinde hasara veya metabolik yolaklarin
diizeninin bozulmasina sebep olur. Bunun sonucunda hiicresel kontrol ve hasar tamir
mekanizmalar aktif hale gelerek, hasarli hiicre boliinmesini durdurur ve onarim stirecini
baglatir. Eger hiicrede hasar tamir edilemeyecek durumda ise hiicre boliinmesi tamamen
durdurulur. Hiicre boliinmesinin kalici olarak durduruldugu bu fizyolojik siire¢ hiicresel
senesens olarak adlandirilir (Campisi ve di Fagagna, 2007). Bu hiicreler morfolojik
olarak da farklilik gosterirler. Senesent hiicreler siirekli biiyiirler ve ¢ok cekirdekli bir
goriiniime sahip olurlar. Ayrica bu hiicrelerde B-galaktozidaz ve lizozom miktar1 da
fazladir (Kuilman ve ark., 2010; Van Deursen, 2014).

Senesens, tiimor gelisimini durduran bir mekanizma olmasi sebebiyle avantajlidir ve
senesent hiicreler bolinme yetenegini kaybetse de metabolik olarak aktiftirler
(Roninson, 2003). Fakat MKH’lerde meydana gelen senesensin doku ve organa

dejavantajlar1 da vardir. Senesens mekanizmast sonucu, hiicre dongiisii durduruldugu



icin doku onarim kapasitesi azalir. Ayrica pro-inflamatuar ve matrisi bozan
molekiillerin salgilanmasi, senesent MKH’lerde bir mikro ortam degisikligine sebep
olur ve bu durum organizmada 6nemli lokal veya sistemik etkiye yol agabilir (Lunyak
ve ark., 2017).

Senesens mekanizmasi temel olarak; embriyonik senesens, prematiire hiicresel (akut)

senesens ve replikatif (kronik) senesens olmak iizere tige ayrilir.
2.2.1. Embriyonik Senesens

Embriyonik gelisim siirecinde canlinin ihtiyaci olmayan dokularin gelisimini durduran

ve ortadan kaldirilmasina yardime1 olan bir mekanizmadir.
2.2.2. Prematiire Hiicresel (Akut) Senesens

Senesens, telomer fonksiyonundaki bozulmalar sonucu olabilecegi gibi farkli kosullar
tarafindan uyarilarakta meydana gelebilir. Bu senesens mekanizmasi, prematiire
hiicresel (akut) senesens olarak adlandirilir. Prematiire senesens, tiimdr baskilanmasi ve
yara iyilegsmesi durumlarinda rol oynayan yararli bir mekanizmadir ve iki sekilde
incelenir. Birincisi stres ile uyarilmis senesenstir. Hiicrelerde senesens mekanizmasini
uyaran etken; yiiksek besin ve biiyiime faktorii konsantrasyonu, kimyasal ajanlar
(doxorubicin, cisplatin) ve serbest radikaller (hidrojen peroksit) olabilir. ikincisi ise
onkogen-uyarilmis senesens (OIS) tir. OIS, onkogen aktivasyonuna kars1 verilen giiglii
anti-proliferatif bir cevaptir ve tiimor olusumunu erken asamada baskilar. Burada ARF-
P53 ve RB-pl16INK4A sinyal yolaklart dnemlidirler (Kuilman ve ark., 2010; Kuilman
ve Peeper, 2009).

2.2.3. Replikatif (Kronik) Senesens

Okaryotik DNA’nin ug kisimlarinda kromozom biitiinliigiinii koruyan telomerler yer
almaktadir. DNA replikasyonunun ardindan, her boliinme sonrasi kiiltiirdeki hiicrelerin
telomerlerinde kisalma meydana gelir Bunun nedeni, kesintili zincirdeki son Okazaki
fragmentinden sonra gelen primerin g¢ikartilmasiyla olusan bosluktur. Yani hiicre
boliinme sayisinin artmasinin ardindan, telomeraz aktivitesinin azalmasina bagl olarak
telomer yikimi gergeklesmektedir. Bu durum replikatif senesense yol agmaktadir (Lin

ve ark., 2012).
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2.2.4. Senesensin Molekiiler Mekanizmasi

Senesensi baglatan bircok uyaricit ajan vardir ve bunlarin sayisi siirekli artmaktadir
(Campisi ve di Fagagna, 2007). Bu uyaranlarin ¢ogu, P53'i aktive eden ve sikline
bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri; INK4A olarakta bilinen ve CDKN2A tarafindan
kodlanan p16, INK4B olarak bilinen ve CDKN2B tarafindan kodlanan p15, WAF1
olarak bilinen ve CDKN1A tarafindan kodlanan P21 ve CDKN1B tarafindan kodlanan
p27°’nin aktivasyonunda birlesen gesitli yollar araciligiyla sinyallenir (Sekil 2.3). CDK-
siklin komplekslerinin inhibitorleri, senesensin ger¢eklesmesinde sorumlu olan
retinobastoma (RB) aile flyelerini aktif hale getirerek hiicre proliferasyonunun

durmasina sebep olur ve senesensi baglatir (Sekil 2.3) (Chias ve ark., 2010).

Damage-induced senescence Developmentally programmed senescence
Triggers DNA damage and CDKN2A ROS Oncogenic signalling SASP ~ Developmental cues SASP Polyploidy Cell fusion
telomere loss derepression and tumour suppressor
inactivation
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Senescence
Sekil 2.3. Senesensin molekiiler yolaklar1 (Mufioz-Espin ve Serrano, 2014).

Senesense sebep olan uyaranlar ve yol agan mekanizmalar, hiicre tipine ve kosullarina
bagl olarak degisebilirler. Baz1 stres yapici ve zarar verici ajanlar, hiicre dongiisii
inhibitdrlerinin ve tiimdr baskilayict RB'nin aktivasyonunda birlesen sinyal yolaklarini

aktive eder.

Birgok senesens tiirli, siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A (CDKN2A)’nin epigenetik
baskisinin kalkmasi (derepresyon) sonucu indiiklenir (Gil ve Peters, 2006). CDKN2A,
ARF’yi kodlayarak hiicre dongiisii inhibitorlerinden olan P16, P21 ve P53°1i aktif hale
getirir. Bu molekiillerin aktive olmasit CDK2, CDK4 veya CDK6 yolu iizerinden RB
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aile lyelerini aktive etmesiyle hiicre dongiisii bloklanir (Mufioz-Espin ve Serrano,

2014).

Transforme edici biiyiime faktorii-B (TGFB), hiicre donglisii inhibitorleri P15, P21 ve
P27’yi SMAD kompleksi boyunca yukari regiile eden senesens iliskili salgi fenotipi
(SASP) yolunun 6nemli bir bilesenidir. TGF-f yolu iizerinden P21 yolunun aktive
edilmesi ve CDK2’nin inhibisyonu ile RB’nin aktivasyonu gozlemlenir (Mufioz-Espin

ve Serrano, 2014).

Canlida meydana gelen telomer kaybi ve DNA hasarmin meydana gelmesi, P53
harekete gegirir. P53 dogrudan P21'i aktive ederek, DNA hasar yanitin1 (DDR) aktive

hale getirir ve RB’nin aktivasyonu ile senesensi uyarir (Di Mocco ve ark., 2006).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) de senesensi indiikleyen bir diger etmendir. ROS, MKK3
ve MKKS6 kinazlar1 ve bunlarin asag1 akis kinaz efektorii olan P38 araciligiyla P16 ve
P53' aktive eder (Sun ve ark., 2007). P13K, Ras molekiilleri ise onkojenik sinyal
indiiklenmesiyle DDR ve ARF yolu iizerinden P16 ve P53'i harekete gecirerek RB’nin

aktivasyonunu saglar ve senesensi uyarir (Muioz-Espin ve Serrano, 2014).

Senesens mekanizmalar1 farklilik gOsterse de altta yatan molekiiler mekanizmalarda
benzer durumlar mevcuttur. Tim mekanizmalarda RB proteini aile {yelerinin
aktivasyonu ortaktir. Hiicre dongiisliniin devam edip etmeyecegini belirleyen kritik

durum, RB proteininin fosforilasyonudur (Giacinti ve Giordano, 2006).

Hipofosforile formda olan RB proteini, S faz1 genlerinin transkripsiyonunu saglayan
E2F genlerine baglanarak S fazi genlerinin ifade edilmesini engeller. Bu proteinin
hiperfosforile formda olmas1 sonucunda ise E2F transkripsiyon faktorii serbest kalir ve
S faz1 genleri nin ifade edilerek, DNA replikasyonu gerceklesir ve hiicre dongiisii

devam eder.

Senesent hiicreler, senesens ile iligkili salg1 fenotipi (SASP) olarak bilinen karmasik bir
pro-inflamatuar yaniti sergilerler (Coppe ve ark., 2010). SASP, transkripsiyon
faktorleri, niikkleer faktor-KB (NF-kB) ve CCAAT/arttiric1 baglayici protein-f3 (CEBPp)
araciligiyla gerceklesir ve proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-8), kemokinlerin (MCP),
makrofaj enflamatuar proteinlerin (MIP), TGF-'nin, graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktor (GM-CSF) ve proteazlarin salgilanmasini igerir (Acosta ve ark., 2008; Coppe ve

ark., 2008; Kuilman ve ark., 2008). Bu ve benzeri proteinlerin senesent hiicreler
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tarafindan salgilanmasi, inflamasyona sebep olabilir ve bu durumda senesent hiicrelerin
fagositozla temizlenmesi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Xue ve ark., 2007; Honeicke ve
Zender, 2012).

SASP bilesenleri, 6zellikle TGF-8, komsu hiicrelerde ROS ve DNA hasar1 iireten bir
mekanizma yoluyla parakrin etki gostererek senesensi tetikleyebilir (Acosta ve ark.,
2013; Nelson ve ark., 2012; Hubackova ve ark., 2012). Sonug olarak, SASP giiclii
otokrin ve parakrin etkiye gosterir, bu da senesensin ve senesent hiicrelerin ortadan

kaldirilmasina yol agabilecek inflamatuar bir mikro ortam olusturdugunu ortaya koyar.
2.3. Apoptoz

Apoptoz, programlanmis bir hiicre 6limii siirecidir. Hemen hemen tiim hiicre tiplerinin
gelisimi ve morfogenezinde, hiicre sayisim1 kontrol etmek ve hasta veya senesent

hiicrelerin yok edilmesi i¢in apoptoz mekanizmasi kullanilir (Vaux ve Korsmeyer,

1999).

Genel olarak; programli bir sekilde genlerle diizenlenerek, RNA, protein sentezi ve
enerjiyi kullanarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri ve organizmada homeostazi
gerceklestiren bir olay olan apoptoz birgok asamada gerceklesir (Coskun ve Ozgiir,
2011). ilk olarak apoptoz uyarisi alan bir hiicre bulundugu ortamdan uzaklasarak komsu
hiicrelerle baglantisini koparir ve biiziisiir, kromatini yogunlasir. Fakat hiicre organelleri
yapisal biitiinliiklerini korur. Daha sonra hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidilserin
(PS), hiicre zarmin i¢ yiiziinden dis yiiziine tasimnir. Cekirdek kiiciilerek parcalara
boliiniir ve hiicreler zarla sarili halde koparak apoptotik cisimciklere ayrilir. Bu
apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan taninarak fagositoza ugrar (Bellamy ve

ark., 1995; Ellis ve ark., 1991).

Gozlemlenen bu morfolojik degisikliklerin ¢oguna apoptotik hiicrelerde aktive olan bir
dizi sistein proteazi neden olur. Bu 6liim proteazlari, kaspazlar olarak bilinen biiyiik bir
protein ailesinin bir pargasidir (Alnemri ve ark., 1996). Insanlarda bir diizineden fazla
kaspaz tanimlanmistir; bunlarin yaklasik {igte ikisinin apoptozda islev gordiigli one
striilmiistiir (Thornberry ve Lazebnik, 1998). Apoptotik hiicre 6liimiinii karakterize
eden ve goriiniir degisikliklerin cogunu meydana getirdikleri i¢in kaspazlar apoptotik

yolun merkezinde bulunan molekiiller olarak diistiniilebilirler.
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2.3.1. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz hiicrelerde iki ana yolla gergeklesir (Sekil 2.4). Apoptoz mekanizmasi, hiicre
ici (pH azalisi, DNA hasari, metabolik ve hiicre siklus bozukluklar1 vb.) ve hiicre dis1
sinyaller (6liim reseptdrlerinin aktivasyonu, UV, radyasyon, iskemi vb.) ile uyarilir.
Hiicre i¢i sinyaller instrinsik (mitokondriyal) yol ile apoptozu indiiklerken, hiicre dist
sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu indiiklerler (Danial ve Korsmeyer, 2004; Kroemer

ve ark., 2007; Smaili ve ark., 2000).

—
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Apoptotic substrates

Sekil 2.4. Memeli hiicrelerde apoptoz iki ana yolla gergeklesir. (Hengartner, 2000).

2.3.1.1. Ekstrinsik Yol

Hiicre yiizeyindeki olim reseptorlerine (CD95, FAS, TNFR) o6liim sinyallerinin
(CD95L, FasL, TNF-alfa) baglanmasiyla reseptdrler trimerik yapi kazamir. Ornegin;
CD95 ligandiin (CD95L), CD95’e baglanmast gibi. Trimerik yap1 kazanan reseptorler,
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adaptor molekiilleri (FADD) ile birleserek oliimii indiikleyen sinyal kompleksi (DISC)
ad1 verilen yapiy1 olusturur. Bu olaydan sonra inaktif halde olan prokaspaz-8, aktif
kaspaz-8’¢ doniisiir. Aktif kaspaz-8, prokaspaz-3’iin aktivasyonunu iki sekilde

gerceklestirir.

Direkt olarak kapsaz-8, prokaspaz-3’ii aktive edebilir veya Bid’i keserek dolayli yoldan
instrinsik mekanizmada prokaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder.
Aktif halde olan kaspaz-3, kaspaz aktive edici DNaz (CAD) aktivasyonunu saglayarak
DNA fragmantasyonuna neden olur (Adams ve Cory, 2001; Spierings ve ark., 2004;
Curtin ve Cotter, 2003).
2.3.1.2. Instrinsik Yol

Hiicre i¢i sinyallerle (DNA hasari, hipoksi, pH azalist vb.) apoptotik uyari alinmasindan
sonra pro-apoptotik bir protein olan Bid; anti-apoptotik protein olan Bcl-2‘yi inaktif
hale getirerek, Bak ve Bax’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bak ve Bax molekiilleri mitokondri
membraninda por olusumunu uyararak zar potansiyelinin degismesine sebep olur

(Spierings ve ark., 2004).

Boylelikle mitokondri membranindaki porlardan; sitokrom-c, endonukleaz-G (Endo-G),
kaspazin ikinci mitokondri kaynakli aktivatorii (SMAC), kalsiyum (Ca™) ve apoptoz

indiikleyici faktor (AIF) salinimini uyarir.

Sitokrom-c¢ molekiilii, oksidatif fosforilasyon igin elektron tasir. SMAC, AIF’nin
aktivasyonunu baskilayarak apoptozu hizlandirir ve AIF’nin ortamda bulunmasi kaspaz-
8 ve kaspaz-3’iin aktivasyonunu engeller. AIF molekiilii, ¢ekirdege transloke olur ve
parcalanir. ENDO-G molekiilii ise DNA’y1 parcalar. Sitokrom-c, ATP’nin ve apoptotik
proteaz aktive edici faktoriin (Apaf-1) de bir araya gelmesiyle sitozolde apoptozom
adinda bir kompleks olusturur (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001).

Apoptozom, kaspaz 9’u keserek aktive eder ve kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktive eder
bdylece aktif kaspaz-3 olusur. Aktif kaspaz-3 de inaktif kaspaz aktive edici DNaz‘1
(ICAD) inaktif hale getirerek CAD’1 serbestlestirir. CAD molekiilii ise c¢ekirdekte
kromatin yogunlagmasini saglar ve DNA’nin fragmante olmasina neden olur (Smaili ve

ark., 2000; Palmer ve ark., 2000).

Apoptoz siirecinin deregiilasyonu, kanser, otoimmiinite ve dejeneratif hastaliklar dahil
olmak tizere bircok patolojik sonuca neden olabilir. Yapilan g¢aligmalar sonucu,

apoptozun molekiiler mekanizmasi ve diizenlenmesinin aydinlatilmasi, birgok hastaligin
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patofizyolojisinin daha derinden anlagilmasi icin temel olusturmustur. Ayrica bu
caligmalar; kanser, inflamasyon, immiin yetmezlik, otoimmiin bozukluklar, iskemik
kalp hastaligi, fel¢ ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak {izere cok c¢esitli

rahatsizliklarda terapdtik miidahale icin stratejiler ortaya koymustur (Nicholson, 2000).

2.4. N - Asetil Sistein (NAC)

2.4.1. N - Asetil Sistein (NAC) Mekanizmasi

N - Asetil Sistein (NAC), N - asetil - 1 - sistein olarak da bilinir (De Vries ve De Flora,
1993). NAC, bir hiicreye girdikten sonra reaktif oksijen tiirleri (ROS) igerigini azaltmak
icin dogrudan oksidatif maddelerle reaksiyona girer ve reaktif bir oksijen temizleyici
olarak gorev yapar (Liu ve ark., 2021). Hiicre icinde NAC'n deasetilasyonu sonucu
glutatyon (GSH) sentezi icin hiz sinirlayici sistein aminoasidi iretilir. Sitozolde
sentezlenen GSH, glutatyon peroksidazi (GPX) tarafindan H,O,'nin H,O'ya
indirgenmesini destekler. Manganez stiperoksit dismutaz (MnSOD) ise yiiksek reaktif
stiperoksidi (O¢) daha az reaktif H,O,'ye dontstiiriiliir (Sekil 2.5) (Frye ve Berk, 2018).
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Sekil 2.5. NAC'in mito-koruyucu mekanizmalar1 (Frye ve Berk, 2018).

2.4.2. Kimyasal Yapi ve Ozellikleri

NAC, nitrojen atomuna bagl asetil grubuna sahip bir sistein tlirevidir ve ¢ogu tiyol
(RSH) gibi cesitli radikaller tarafindan oksitlenebilir ve ayrica bir niikleofil gorevi
goren, glutatyon Onciisii bir molekiildiir (Atkuri ve ark., 2007). NAC, giclii bir
antioksidan olmakla birlikte, mukolitik ozellige sahip bir molekiildiir. Yapisinda
bulunan siilfidril gruplarimin etkisi ile serbest oksijen radikallerini nétralize eder. EK
olarak NAC, hiicreye girdikten sonra deasetilasyona ugrar ve glutatyon molekiiliiniin
onciisii olan L-sisteine doniisiir. Glutatyon molekiilii, hiicreyi oksidatif stresten korur ve

hiicre i¢i redoks tepkimelerinde 6nemli bir molekiildiir (Samuni ve ark., 2013).
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2.4.3. Klinikte Kullanimi

NAC, yillardir klinik pratikte kullanilan bir bilesiktir. Tarihsel olarak ise Kistik fibroz ve
kronik bronsit gibi asir1 mukus salgilanmasi ile iliskili olanlar basta olmak {izere,
konjestif ve obstriiktif akciger hastaliklarinin tedavisi i¢in tanitilmistir. Ayrica NAC,
parasetamol zehirlenmesi, KOAH, doksorubisin kardiyotoksisitesi, iskemi-reperfiizyon
kalp hasari, akut solunum sikintis1 sendromu, bronsit, kemoterapiye bagli toksisite,
HIV/AIDS, agir metal toksisitesi ve psikiyatrik/norolojik bozukluklar dahil olmak tizere
cok sayida hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Son zamanlarda NAC’in daha da
gelistirilmesiyle uygulama alanlar1 da genislemistir. Bdylece insan immiin yetmezlik
virlisii (HIV-I) enfeksiyonlari, pulmoner oksijen toksisitesi ve yetiskin solunum sikintisi
sendromu (ARDS) vakalarmin tedavisinde kullanilmaya baslamistir. NAC'n
farmakolojik uygulamalarinin ¢esitliligi olduk¢a benzersizdir. Bu durum, molekiiliin
sisteinil tiyoliiniin ¢cok yonli kimyasal 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Moldéus ve

Cotgreave, 1994; Prescott ve ark., 1977; Atkuri ve ark., 2007; Webb, 1962).
2.4.4. Yan Etkileri

Enjeksiyon ve oral yolla NAC takviyesinin etkisini karsilastiran ¢alismalar mevcuttur.
Caligmalarda, enjeksiyonun daha yiiksek biyoyararlanimi olmasina ragmen, kusma,
halsizlik, kalp ve dolagim sorunlari, bas agrisi, nefes almada zorluk gibi yan etkileri
nedeniyle NAC’n oral takviye ile alinmasi onerilmigtir. Fakat oral NAC takviyesinde
de kusma, mide bulantis1 ve ishal gibi yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu yan etkiler
dozaj ve zamanlamanin ayarlanmasiyla hafifletilebilir. Yapilan ¢aligmalarda, giinliikk
oral yolla aliman NAC dozunun iki veya dorde boliinmesiyle, benzer bir antioksidan
tepki yaratirken takviyenin yan etkilerinin azaldigi gozlemlenmistir (Rhodes ve
Breakhuis, 2017). NAC, Diinya saglik orgiitii (DSO)’niin esansiyel ilaglar listesinde yer

almaktadir.
2.5. Hiicre Kiltiria

Hiicre kiiltiirii, hiicreleri kontrollii sartlar altinda ¢esitli yontemlerle izole ederek bu
hiicrelerin in vitro kosullarda yasamina devam ettirilmesine denir. /n vitro kosullarda
kiiltiire edilen hiicreler, canlilik 6zelliklerini gostermeye devam ederler. Boylece bir
canliya ait hiicrelerin ¢esitli kosullara ve ilaglara nasil tepki verecegi hakkinda, canl

disinda yapilan deneylerle cevap verilebilir (Lodish ve ark., 2011).
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Canli organizmaya kiyasla, kiiltiire edilmis hiicrelerin kontrol altinda olmas1 ve daha
hizli bir sekilde yetistirilerek ¢ogaltilmasi gesitli ¢alismalar i¢in avantaj saglar. Hiicre
kiiltiiri ¢alismalar1 baslica; monoklonal antikor, asi, enzim ve c¢esitli hormonlarin
tiretimi, sinyal {iretim yolaklarinin netlige kavusturulmasi ile bunlara yonelik hedef ilag
molekiillerinin belirlenmesi, viral ve bakteriyel enfeksiyon arastirmalari, toksisite
caligmalari, doku ve gen tedavilerinin gelistirilmesi amaciyla tibbin birgok alaninda

kullanilmaktadir.
2.5.1. Hiicre Kiiltiirii Kimyasallari
2.5.1.1. Mediumlar

Mediumlar hiicrelerin yasamini idame ettirebilmesi i¢in gerekli olan besiyerleridir.
Stispanse (ytiizen) hiicreler bu besiyerleri icerisinde askida, yiizerek yasamini idame
ettirebilir. Monolayer (tutunarak biiyliyen) hiicreler ise kiiltiir kabinin tabanina tutunup

iistli bu besiyerleri ile kaplanarak beslenirler.

Mediumlarin hidrojen iyonu konsantrasyonu, hiicrelerin kiiltiire edilmesinde 6nemli bir
faktordiir. Hiicreler genellikle pH:7.4’te yasarlar. Mediumlar igerisinde kullanilan pH
indikatorii, fenol kirmizisi olarak adlandirilir. Boylece medium pH’sinda gézlemlenen
artis ve azalis durumuna gore fenol kirmizist mediumun rengini degistirir. Asidik bir
pH’da medium rengi sartya yaklasir. Bazik pH’da ise medium koyu kirmizi veya pembe

bir renk alir.

Mediumlarda diger 6nemli birlesenler ise sodyum bikarbonat (NaHCO3), karbokdioksit
(CO,) ve HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) tir. COg,
medium igerisinde gaz halde iken ¢6ziiniir. Medium igerisinde biriken laktik asit pH’1
diisiirtir. Ortamin pH’sin1 dengede tutmak i¢in medium igerine bu birlesenler eklenir.

HEPES, bunlar arasinda en ¢ok tercih edilen tampon birlesenlerden biridir.

Bir diger 6nemli kriter ise mediumun oksijen (O,) yogunlugudur. Ayrica hiicre kiiltiirti
mediumlarinin sicakliklart da hiicreleri etkileyen onemli bir unsurdur. Hiicreler -80
°C’de birka¢ giin durabilirler ve uzun siireli olarak, -196 OC’de saklanabilirler. Bu
hiicreler i¢in en uygun kiiltiir sicakligi 37 OC’dir. Hiicre kiiltiriinde kullanilan
mediumlar sogutucularda muhafaza edildiginden, hiicrelerin iizerine eklenmeden once
sicakliklarimin bu sicakliga yaklastirllmas: kiiltiirdeki hiicrelerin canliligi agisindan

Oonem arz etmektedir (Freshney, 2010).
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2.5.1.1.1. Medium I¢erisinde Bulunan Maddeler

Mediumlarin igerisinde; vitaminler, tuzlar, glukoz, serum olmak {izere ¢esitli maddeler

bulunmaktadir.
2.5.1.1.1.1. Vitaminler

Mediumlarda bulunan vitaminler; A, D, E, K, B vitaminleri, inositol, biyotin,
nikotinamit ve folik asittir. Bu vitaminler hiicre metabolizmasinda biiyiik Oneme

sahiptir. Bu yiizden, besiyeri icerisinde uygun konsantrasyonda olmasi gerekir

(Freshney, 2010).
2.5.1.1.1.2. Tuzlar

Tuzlar mediumun osmolaritesini dengeleyen birlesendir. Medium igerisinde bulunan
bazi tuzlar; Na*, K, Ca2+, Mgz+, Cl, SO42', HCOg3, PO43' ‘tir. Bu tuzlar hiicrelerin

biiylime ve gelismesine dnemli bir katkida bulunur. (Freshney, 2010).
2.5.1.1.1.3. Glukoz

Glukoz, hiicrenin temel enerji kaynagidir. Hiicre tipine gore glukoz konsantrasyonlari
farkli olan mediumlar kullanilabilir. Medium igerigine dahil edilen diger maddeler ise

serum, aminoasitler, antibiyotikler, hormonlar ve biiylime faktorleridir (Freshney,

2010).
25.1.1.1.4. Serum

Serumlar hiicrelerin biiyiimesini ve gelismesini destekleyen maddelerdir. Serumlar
genellikle atlardan, biiyiikbas hayvanlardan ve insanlardan elde edilebilir. Mezenkimal
kok hiicre kiiltiiriinde Fetal Bovin Serum (FBS) sik¢a tercih edilir. Medium igerisine,
hiicrenin fizyolojik durumu ve hiicre tipi baz alinarak farkli oranlarda eklenebilir

(Freshney, 2010).
2.5.1.1.2. Mediumlarin I¢erisinde Bulunan Diger Maddeler
2.5.1.1.2.1. Aminoasitler

Aminoasitler, hiicrelerin biliylimesinde ve yasamini idame ettirmesinde Onemli role
sahip olan maddelerdir. Aminoasitler bazal mediumlarin igerisinde bulunabilir veya
ihtiyag halinde sonradan da eklenebilirler. Hiicre kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan aminoasit

glutamindir (Freshney, 2010).
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2.5.1.1.2.2. Antibiyotikler

In vitro hiicre kiiltiiriinde hiicreler i¢in hazirlanan besiyerinin steril olmas1 gerekir. Bu
ylizden hiicreleri bakteri ve fungus kontaminasyonundan korumak amaciyla hiicre
kiiltiiri mediumlarinin igerisine antibiyotikler eklenir. Hiicre kiiltiiriinde siklikla
kullanilan antibiyotikler; penisilin, amfoterisin, streptomisin, gentamisin’dir (Freshney,

2010)
2.5.1.1.2.3. Hormonlar ve Biiyiime Faktorleri

Hiicre kiltiirii mediumlarina eklenen bir diger madde ise biiylime faktorleridir. Bu
maddeler hiicre kiiltiiriinde siklikla kullanilmasalar da bazi hiicrelerin biiyiimesini ve
gelismesini desteklemek i¢in medium igerisine eklenebilirler. Genellikle tercih edilen

biiyiime faktorleri b-FGF ve EGF’dir (Freshney, 2010).
2.5.1.1.2.4. Tripsin

Tripsin, plastik yiizeyde tutunmus halde olan hiicreleri tutunduklar1 yiizeyden ayirmak
icin kullanilan bir enzimdir. Hiicreler ile tripsin enziminin temas ettigi siire dnemlidir.
Ciinkii hiicreler tripsine uzun siire maruz kalirlarsa, membran yiizeyinde bulunan
protein yapilar tripsin tarafindan parcalanir. Bu durum hiicrenin canliligini olumsuz
yonde etkiler. Tripsin enzimin aktivasyonunu durdurmak i¢in bol miktarda protein

iceren bir serum (FBS vb.) ya da tripsin inhibitérii kullanilir (Freshney, 2010).
2.5.1.1.2.5. Fosfatla Tamponlanms Tuz Cozeltisi (PBS)

Hiicre kiiltiirinde PBS genellikle yikama islemi asamasinda kullanilir. Hiicre
kiiltiirlinde kullanilan iki farkli tipi vardir. Bunlardan ilki igerisinde kalsiyum ve
magnezyum bulunmayan PBS’tir. Bu PBS yikama isleminde tercih edilir. Digeri ise
icerisinde kalsiyum ve magnezyum igeren ve hiicre izolasyonu sirasinda kollajenaz
enzimi ile kullanilan PBS’tir. Kalsiyum ve magnezyum gibi +2 degerlikli iyon igeren
PBS’ler yikama isleminde kullanilmaz. Ciinkii tripsin enzimi kalsiyum ve magnezyum

varliginda calismaz (Freshney, 2010).
2.5.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Ekipmanlar

Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in gerekli olan, hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda kullanilan
bircok ekipman bulunur. Hiicre calismalari temel bir ekipman olan steril kabinde

yapilir. Kiiltiirii yapilan hiicrelere uygun ortam %5 CO; iceren ve sicakligi 37 °C olan



21

karbondioksit inkiibatdrii tarafindan saglanir ve hiicrelerin durumuna bakmak igin invert
mikroskop kullanilir. Buna ek olarak, kullanilan diger ekipmanlar ise; santrifiij cihazi,
lam, lamel kiiltiir malzemelerinin muhafaza etmek i¢in ¢esitli sicaklik derecelerine sahip
(+4 °C, -20 °C, -80 0C) sogutucular ve hiicrelerin uzun donem saklanmasi igin gerekli

azot tankidir (-196 °C) (Pittenger, 2008).
2.6. Biyolojik Testler
2.6.1. Senesens Iliskili Beta-Galaktozidaz Aktivitesi Testi

Bu tez ¢alismasinda, senesent hiicreleri tespit etmek amaciyla beta-galaktozidaz (B-gal)
boyamas1 metodu kullanilmistir. Senesent hiicrelerde, lizozomal enzimlerin artmasi
sonucu lizozom miktarindaki artis bu hiicrelerin karakteristik ozelliklerinden birisidir.
Bu enzimlere B-gal Ornek verilebilir. Senesens iliskili B-gal aktivitesi, kiiltiirdeki
bulunan senesent hiicreleri belirlemeye yarayan ve pH:6’da godzlemlenebilen
sitokimyasal bir boyama metodudur. Bu metotta X-gal kullanilir. X-gal, B-gal ile
tepkimeye girdiginde ¢ozlinemeyen mavi renkte {iriin olusturan bir substrattir. Boyama
sonrasinda hiicreler glutaraldehit ile fikse edilerek, senesent hiicrelerde mavi renk
olusumu gozlenir. Bunlara ek olarak, senesent hiicre belirlenmesinde hiicre biiyiikligi

ve ¢ekirdekg¢ik miktar1 da dikkate alinir (Debacq-Chainiaux ve ark., 2009).
2.6.2. Annexin V Apoptoz Testi

Bu tez calismasinda kiiltiire edilen ADOMKH’lerin apoptoz oranint belirlemek
amactyla Muse Cell Analyzer cihazina ait Annexin V/Dead Cell kiti kullanilmustir.
Apoptotik siire¢ tamamlandiktan sonra fosfolipid membraninin i¢ yiizeyinde bulunan
negatif (-) yiikli fosfatidilserinler (PS) membranin dis yiizeyine tasinirlar. Annexin V,
hiicre yiizeyinde bulunan PS molekiillerine baglanarak apoptotik hiicreleri belirleyen bir
belirtegtir (Koopman ve ark., 1994). Ayrica bu kitin igerisinde 7-aminoactinomycin-D
(7-AAD) boyasi da vardir. Olii hiicreleri boyamaya yarayan 7-AAD, hasarli fosfolipid
zardan gecerek DNA’ya baglanan bir molekiildiir. Mikro santrifiij tliptinde bulunan
hiicreler, Annexin ile muamele edilip akis sitometri temelli bir cihaz olan Muse Cell

Analyzer’da incelenir ve apoptoz yiizdesi belirlenir.
2.6.3. Hiicre Dongiisii Testi

Bu tez caligmasinda, kiiltire edilen ADOMKH’lerin hiicre dongiisii asamalarindaki

(GO/G1, S ve G2/M) hiicre miktarim1 tespit etmek amaciyla Muse Cell Analyzer
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cihazina ait Cell Cycle kiti kullanilmistir. Cell Cycle kiti icerisinde niiklear DNA’ya
baglanan Propidyum Iyodiir (PI) boyasi ve RNAz A igeren bir sollisyon yer almaktadir.
Hiicre dongiisii testinin temeli, DNA igeriginin PI ile boyamasina dayanmaktadir. PI,
RNAz varliginda hiicrelerin farkli DNA igerigine dayanarak, hiicre donglisiiniin
asamalarindaki hiicreleri ayirir. Bunun sonucunda hiicre dongiisiiniin her fazindaki
(GO/G1, S ve G2/M) hiicre miktar1 yiizdesel olarak oSlgiiliir (Darzynkiewicz ve ark.,
2006).

2.6.4. Ki67 Proliferasyon Testi

Bu tez ¢alismasinda kiiltiire edilen ADOMKH’lerin proliferasyon oranini belirlemek
amaciyla Muse Cell Analyzer cihazina ait Ki67 Proliferation Kit kullanilmistir. Ki67,
hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde tiim memeli hiicrelerinde eksprese edilen bir niikleer
protein antijenidir. GO fazinda kuvvetli bir sekilde asag: regiile edilir (Gerdes ve ark.,
1984). Bu ozelliginden dolayr Ki67, proliferasyonu degerlendirmek igin kritik bir
biyobelirte¢ haline gelmistir (Dowsett ve ark., 2011). Ki67 ile muamele edilen hiicreler

Muse Cell Analyzer’da incelenir ve proliferasyon ylizdesi belirlenir.
2.7. Molekiiler Genetik Analizler

2.7.1. Hiicre Déngiisii, Senesens ve Apoptoz ile iliskili Genler
2.7.1.1. Gapdh Geni

Gapdh geni, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz protein ailesinin bir iiyesini kodlayan
housekeeping genlerden birisidir (Mustafa ve ark., 2009). Hiicre iskeletinin
organizasyonunu ve yapimini diizenler. TRAF2 ve TRAF3 etkilesim yoluyla TNF ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu gercgeklestirir ve tip I interferon iiretimini uyararak
dogal bagisiklikta gorev alir. Ayrica, transkripsiyon, DNA replikasyonu, RNA taginmasi
ve apoptoz gibi olaylara katilir (Tajima ve ark., 1999).

2.7.1.2. P53 Geni

P53, tiimdr baskilayici, DNA hasar1 ve hipoksi gibi hiicresel streslere yanit olarak hiicre
dongiisiic  durmasmna aracilik eder. Ayrica apoptozu indiikleyerek hiicresel
proliferasyonunu sinirlar (Shen ve White, 2001). Bu islemi gerceklestirmek i¢in gerekli
bir kisim geni kontrol eder ve hiicre dongiisli diizenlemesinde yer alir. Aktive edilmis
genlerden biri, CDK’lerin bir inhibitoriidiir. Apoptozun indiiklenmesine, BAX ve FAS

antijen ekspresyonunun uyarilmasi ya da Bcl-2 ekspresyonunun baskilanmasi sebep
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olabilir (Haupt ve ark., 2003). DNA hasarina yanit olarak CAK kompleksi ile hareket
ettiginde, CDK7 kinaz aktivitesini 6nleyerek hiicre dongiisii ilerlemesini durdurur (Miki

ve ark., 2013).
2.7.1.3. P21 Geni

Bu gen, giiclii bir CDK inhibitoriinii kodlar. Kodlanmis protein, CDK2 veya CDK4
komplekslerine baglanarak bunlarin aktivitesini inhibe eder ve dolayisiyla G1 fazinda
hiicre dongiisii ilerlemesini diizenlemede rol oynar. Bu genin ekspresyonu, timor
baskilayici olarak gorev yapan P53 proteini tarafindan kontrol edilir. P21 proteini,
cesitli stres uyaranlarina yanit olarak P53'e bagli hiicre dongiisiiniin G1 fazinda
durmasina aracilik eder (Karimian ve ark., 2016). Ayrica bu protein, S fazi DNA

replikasyonu ve DNA hasar onariminda diizenleyici bir rol oynar (Hauge ve ark., 2019).
2.7.1.4. Rb1 Geni

Hiicre dongiisiiniin G1/S gegisinde temel diizenleyici olarak gorev yapan tiimor
baskilayici bir gendir. Rb1 geninin, hipofosforile formu, E2F ailesinin transkripsiyon
diizenleyicilerini baglayarak E2F'ye yanit veren genlerin transkripsiyonunu engeller.
RB1l'in siklin ve CDK'ye bagl fosforilasyonu, onun E2F'lerden ayrilmasii indiikler
boylece E2F'ye yanit veren genlerin transkripsiyonunu aktive eder ve S fazina girisi
tetikler. Rb1 geni ayrica CDK3/siklin-C tarafindan fosforilasyon ve aktivasyon {izerine
GO0-G1 gecisini de destekler. Genel kromatin yapisint ve Ozellikle de histon
metilasyonunu  stabilize ederek yapisal heterokromatinin yapisini  koruyarak

heterokromatin olusumuna dogrudan katilir (Gonzalo ve ark., 2005).
2.7.1.5. Atm Geni

Serin/treonin protein kinaz; apoptoz, c¢ift iplik kopmalar1 (DSB) ve iyonlastirict
ultraviyole A 15181 (UVA) gibi genotoksik stresler {izerine kontrol noktasi sinyalini etkin
hale getirerek bir DNA hasar sensorii gorevi goriir. Ve substrat konsensiis dizisini [ST]-
Q tanir. Cift iplik kopmalarinda histon varyantt H2AX'in 'Ser-139'unu fosforile ederek
DNA hasar tepki mekanizmasini diizenler. Ayrica sinyal iletimi ve hiicre dongiisii
kontroliinde yer alir. Vezikiil ve protein tasinmasinda, T hiicre gelisiminde, gonad ve
norolojik fonksiyonlarda rol oynayabilir. DNA uglarin1 baglar ve replikasyona baglh

histon mRNA bozulmasinda gorev yapar (Burma ve ark., 2001).
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2.7.1.6. Bax Geni

Apoptoz baskilayict1 BCL-2 veya onun adenoviriis homologu olan E1B-19Kk proteinine
baglanarak onu harekete gecirerek programlanmis hiicre Oliimiinii hizlandirir. Stres
kosullar1 altinda, mitokondri zarinda translokasyona neden olan bir konformasyon
degisikligine ugrar ve sitokrom c'nin salinmasina yol agararak apoptozu tetikler (Oltval

ve ark., 1993; Ku ve ark., 2011).
2.7.1.7. Bcl-2 Geni

Bcl-2 geni, B hiicreli lenfoma-2 protein ailesinin bir tiyesini kodlar. Bu ailenin tiyeleri,
coklu hiicre tiplerinde hiicre Olimiinii diizenler ve proapoptotik veya antiapoptotik
aktivitelere sahiptir. Bu protein, apoptotik uyaranlara yanit olarak mitokondriyal
gecirgenligi kontrol eden sinyal yolunun bir pargasi olarak islev goriir ve bir dis
mitokondriyal zar proteinidir. Ayrica Bcl-2 tarafindan kodlanan protein, mitokondriyal
aracilt apoptozu (instrinsik yolla) inhibe eder (Burlacu, 2003; Brunelle ve Letai, 2009).
Bu protein ayni zamanda ndron hiicresinin hayatta kalmasinda ve otofajide de rol
oynayabilir. Bu genin anormal ekspresyonu ve kromozomal translokasyonlari, bir¢ok

dokuda kanser ilerlemesi ile iliskilidir.
2.7.1.8. Cdk6 Geni

Cdk6 geni, hiicre dongiisii ve farklilagmasinin kontroliinde rol oynayan serin/treonin-
protein kinazin G1/S faz1 gecisine katkida bulunur ve RB’yi fosforile eder. Bir
pRB/RB1 kinaz1 olusturmak i¢in interfazda sirasinda G1 fazindaki G1 siklinleri ile
etkilesime girer ve hiicre dongiistine girisi kontrol eder (Beukelaers ve ark., 2011).
Hiicre farklilagmasi sirasinda, hiicre dongiisiiniin baslatilmasi ve devam etmesinde rol
oynar. Hiicrede proliferasyonu oOnler fakat spesifik hiicre tiplerinin (Eritroid ve

hematopoietik hiicreler gibi.) proliferasyonu i¢in gereklidir.
2.7.1.9. Siklin B Geni

Siklin B geni, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde 6nemli bir diizenleyici olarak goérev
yapar. Siklin A'ya bagli CDK2min kinaz aktivitesini inhibe ederek G1 fazinda

tutuklanmaya neden olur (Toyoshima ve Hunter, 1994).
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2.7.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT - PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda spesifik bir
DNA dizilerini amplifiye etmek i¢in icat edildi. PCR reaksiyonu; denatiirasyon,
hibridizasyon (annealing) ve uzama (polimerizasyon) olmak iizere temelde iig

basamaktan olusan basit ve enzimatik bir yontemdir (Garibyan ve ark., 2013).

Denatiirasyon evresinde ¢ift iplikli DNA, yiiksek sicaklikta (94 ©C) aynistirilarak tek
iplik haline getirilir. Bu tek iplik¢ikler primerler i¢in hedeftir. Sicaklik diistirtilerek
hedef bolgenin primerler ile baglanmasi saglanir ve bu evre hibridizasyon (annealing)
evresidir. Annealing derecesi sabit olmamakla birlikte, primerin uzunluguna ve baz
icerigine bagl olarak degisen bir degerdir. Her primer igin ayri hesaplanmasi
gerekmektedir. Baglanan primerlerin ardindan, DNA polimeraz enziminin hedef
bolgeye spesifik bir sekilde bazlar1 eklemesi ve hedef DNA bdlgesinin ¢ogaltilmasi ise
uzama (polimerizasyon) evresi olarak adlandirilir. Bu asamanin gergeklestigi sicaklik
genellikle 72 0C’dir. Bu ii¢ evrenin her bir tekrar1 sonucunda DNA iki katina ¢ikar
(Stahlberg ve ark., 2012).

Her PCR reaksiyonu hedef bir DNA bolgesinin ¢ogaltilmas: igin kalip DNA,
niikleotitler, primerler ve DNA polimeraz enzimine ihtiya¢ duyar. Niikleotitler,
DNA’nin yapisinda bulunan adenin, timin, sitozin ve guanin bazlaridir. Cogaltilacak
hedef DNA dizisini tamamlayan kisa DNA parcalar1 primer olarak adlandirilir.
Primerler her hedef bolge igin 6zel iiretilirler ve DNA polimeraz enzimi igin uzama
noktas1 saglarlar. DNA polimeraz enzimi ise niikleotitleri birbirine baglayarak PCR
irliniinli meydana getirir. Tim bu bilesenler belirli miktarlarda reaksiyon tiipiinde
karistirtlarak  ‘Thermal Cycler’ cihazina koyulur. Boylece DNA amplikasyonu
gergeklestirilir (Garibyan ve ark., 2013).

PCR analizi, DNA dizi analizinde ve DNA haritalanmasinda, sistematik ve evrim
caligmalarinda, genetik hastaliklarin teshisinde, DNA parmakizi analizinde, adli tip

orneklerinin genetik analizlerinde olmak iizere birgok alanda kullanilmaktadir.

PCR’1n zamanla gelistirilmesiyle gercek zamanli PCR (RT - PCR) ortaya ¢ikmistir. RT-
PCR, adlandirilan teknik gen ekspresyon seviyesinin Kkantitatif Olglimlerinin
yapilmasinin saglar. RT - PCR, sadece DNA’y1 belirlemekten ziyade DNA hakkinda da

bilgi verir. Bu yontem, DNA’ya nonspesifik olarak baglanan florasan boyalarin (Syber
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Green) kullanilmasi1 veya florasan etiketli, diziye spesifik olan DNA problarmnin

kullanilmasiyla iki sekilde gerceklestirilebilir (Matthews ve Kricka, 1988).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvam1 Calismalari

Calismada kullanilan canli hayvanlar tizerinde deneyler, 09.09.2020 tarihli 20/123 karar
numarasiyla alinmis olan Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) izni ile yapilmistir. Calismada deney hayvani olarak kullanilan BALB/c 1rk1
erkek fareler, Erciyes Universitesi Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi
(GENKOK), Transgenik Hayvan Birimi tarafindan iiretilmistir. Fareler, taban alan1 67
sg. In/435 sg.cm olan 191 mm x 292 mm x127 mm kafes oOlgiilerinde, 12 saat
giindiiz/gece dongiisiinde, oda sicakligi 20-24 OC ve nisbi nem miktar1 %45-75 olacak

sekilde barindirilmistir. Her bir kafesteki hayvan sayisi, 4 olacak sekilde ayarlanmaistir.
3.1.1. Deney Hayvami Gruplarimin Olusturulmasi ve Beslenmesi

Tez calismasinda, BALB/c ki1 normal disi ve erkek farenin g¢iftlesmesiyle meydana
gelmis, yavru farelerden sadece erkek yavrular kullanildi. Dogumdan 21 giin sonra
(anne siitiiyle beslenmeden sonra) anne fareden ayrilan yavru fareler kafeslere alindi ve
deney gruplari; kontrol ve NAC olacak sekilde iki grup olarak belirlendi. Her grupta 10
fare olmak iizere toplam 20 fare kullanildi. BALB/c 1rkina ait kontrol grubunda bulunan
farelerin beslenmesinde 20 ay boyunca normal (standart pellet) yem ve ¢esme suyu
kullanildi. Fakat; NAC grubunda yer alan fareler, 18. aydan itibaren 20. aya kadar NAC
iceren su ile ad libitum beslenmeye devam etmistir. Deneyde kullanilmak iizere ayrilan
farelerin sag kalimlari, yetersiz beslenme ve yemle beslenme sirasinda meydana gelen
olumsuzluklar veya farelerin ¢cok yasl olmasi nedeniyle kontrol grubunda hayvan sayisi

7’ye ve NAC grubunda ise hayvan sayis1 9’a diismiistiir.
3.2. Adipoz Dokudan Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi
3.2.1. Sakrifikasyon ve Adipoz Doku Eldesi

Deneysel c¢alismanin son asamasina gelindiginde (20. ayin sonunda), deney

hayvanlarina servikal dislokasyon yontemi ile Otenazi uygulandi. Farelerin 6liim
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durumlari kontrol edildi. Yasamina son verilmis olan fareler, %70’lik ethanol icerisinde
birka¢ dakika bekletilerek on sterilizasyon islemi gerceklestirildi ve ardindan cerrahi
islemle kontrol ve NAC grubu farelerin adipoz dokular1 alindi. Kontrol ve NAC grubu
tiim farelerden alinan adipoz dokular, etiketleri yapilmis olan 50 mL’lik falkonlardaki
%1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (Biological Industries) sollisyonu igerisine
aktarildi. Dokular uygun kosullar altinda tasmarak steril laminar hava akis kabin

igerisine alindi.
3.2.2. Besiyeri Hazirlanmasi

Fare adipoz doku mezenkimal kok hiicreleri (ADOMKH) i¢in glikoz oranmi diisiik
DMEM (1 g¢/L Glikoz-Biological Industries) besiyeri icerisine %10 oraninda FBS
(Biological Industries), %1 oraninda Penisilin-Streptomisin, %1 oraninda L-Glutamin

ve 5 ng/mL bFGF eklendi.
3.2.3. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Falkon tiipler igerisinde yer alan adipoz dokular, iki kez DPBS (1X)’le yikandi. Her bir
doku, steril petri kabr igerisinde bistiiri ucu ile fiziksel par¢alama islemiyle 1-2 mm® lik
kiigiik doku parcalarina ayrildi ve kan damarlar1 uzaklastirildi. Parcalara ayrilan dokular
steril 50 mL’lik falkonlara alindi. Daha sonra falkon tiiplere tip Il kollejenaz (Sigma
C6885-25 mg) eklendi ve 37 9C’de 10-15 dakika inkiibe edilerek enzimatik aktivite ile
hiicrelerin bagimsiz hale gelmesi saglandi. Bu basamagin ardindan kollejenazin
aktivitesini azaltmak icin falkon tiipiine soguk Ca™* ve Mg™" icermeyen DPBS eklendi.
Soliisyon DPBS’le 350 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen ADOMKH’lere ait
pelletler, 8-10 mL tam besiyeri icerisinde 75 cm®lik hiicre kiiltiirii flasklarina alindu.
Takibinde flasklar %5 CO, iceren 37 °C sicakliga ve nemli ortama sahip inkiibatore
kaldirildi.

3.2.4. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (ADOMKH)
Karakterizasyonu

Calismada kullanilan adipoz dokudan elde edilen hiicreler, CD34-FITC ve CD45-FITC
negatif belirtegleriyle ve CD44-FITC pozitif belirtegleri ile isaretlenerek flow sitometrik
karakterizasyon yapildi. Tiiplerde bulunan 5x10° ADOMKH, 100 uL BD Cell Wash ile
¢oziilerek iizerine 2’ser pL fluorokrom konjuge antibody eklendi. +4 °C’de 10 dakika

inkiibasyondan sonra 1 kez yikama yapildi. Yikama isleminden sonra hiicreler flow
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sitometri tiiplerine alimarak BD FACS Aria I1I cihazinda analiz edildi. Analiz sonucu

degerlendirmeler, BD FACS Diva 8.0.1 programinda yapildi.
3.2.5. Kiiltiirii Yapilan MKH’lerin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi
3.2.5.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

75 cm®lik flasklara ekilen kontrol ve NAC grubu ADOMKH’ler, inkiibator igerisinde
inkiibe edildi. Tam besiyeri igerisindeki plastik yiizeye yapisma oOzelligi gosteren
ADOMKH’lere her ii¢ giinde bir taze tam besiyeri degisimi yapilarak idame islemi
gergeklestirildi.

Yeterli yogunluga ulasan hiicrelerin 1. pasaji (P1), 5 mL Tripsin-EDTA (1X) soliisyonu
(03-054-1B, Biological Industries) kullanilarak 1-3 dakika inkiibator igerisinde
bekletildi. Ardindan tripsin aktivasyonunun durdurulmasi i¢in tripsin miktarmin %10’u
kadar FBS eklendi. Daha sonra hiicreler falkon tiip igerisine toplandi ve 350 x g’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pellet iizerine 8-10 mL DPBS
eklenilerek hiicreler resiispanse edildi ve 350 x g’de 5 dakika santriflij edildi. Santrifiij
sonrast stipernatant uzaklastirilip pellet 18-20 mL tam besiyeriyle resiispanse edilip 175

cm?’lik flaska almarak inkiibatore kaldirildi.

2. Pasajda (P2) yeterli yogunluga ulasan hiicreler 8-9 mL tripsin-EDTA(1X) soliisyon C
(03-054-1B, Biological Industries) kullanilarak hiicreler flasktan kaldirildi ve tripsin
aktivasyonunun durdurulmas i¢in tripsinin miktarinin %10’u kadar FBS konularak 350
X g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak hiicre pelleti tizerine DPBS
eklendi ve 350 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan hiicre dondurma islemine

gecildi.
3.2.5.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

[k olarak hiicre dondurma islemi i¢in %70 FBS, %20 DMEM ve %10 DMSO igeren
hiicre dondurma soliisyonu (Freezing Medium) hazirlandi. 2. Pasajdan (P2) sonra pellet
halindeki kontrol ve NAC grubu ADOMKH’lerin iizerine her vialde 1x10° hiicrenin
oldugu son hacmi 1.5 mL olacak sekilde hiicre dondurma soliisyonuyla homojenize hale
getirilip cryo vial tiiplere alindi. Kademeli hiicre dondurma islemi i¢in cryo vial tiipler,
Myster Frosty Container igerisine alinarak -20 °C’de bir saat 6n sogutma islemi yapildu.
Daha sonra -80 9C’de bir giin bekletildikten sonra uzun siireli saklama i¢in -196 °C azot

tankina kaldirildi.
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3.3. Biyolojik Testler
3.3.1. Senesens Iliskili Beta-Galaktozidaz Aktivite (Senesens) Testi

X-gal Stok Soliisyonu: 200 mg toz formundaki X-gal (Thermo), 5 mL N, N -
Dimetilformamid igerisinde ¢oziildii. Konsantrasyonu 40 mg/mL olan stok soliisyonu

uzun siire saklamak amaciyla -80 9C’ye kaldirildi.

Boyama Soliisyonu: 0.165 gr K; [Fe (CN)g] (Potasyum ferrisiyaniir) ve 0.22 gr K4 [Fe
(CN)s] (Potasyum ferrosiyaniir) (Sigma, ABD) hassas terazide tartildi. Tartilan
maddeler 100 mL DPBS igerisinde ¢oziildii ve iizerine 200 uL. 1M MgCl, eklendi. pH:
6 olacak sekilde ayarlandi.

Tam Boyama Soliisyonu: Hazirlanan boyama soliisyonundan 19.5 mL alinarak iizerine
500 pL X-gal stok soliisyonu eklenerek toplamda 20 mL tam boyama soliisyonu elde
edildi.

Fiksatif Soliisyonu: %0.2 konsantrasyonda 20 mL fiksatif soliisyonu elde etmek igin
%25 Gluteraldehit’ten (Sigma, ABD) 160 pL alinarak 19.84 mL DPBS’e eklendi.

Kontrol ve NAC grubu hiicrelerinin 6 well plate’in her bir kuyucuguna 1x10° hiicre
gelecek sekilde ekimi yapildi ve tutunmalar1 beklendi. Ekim sonrasi tutunup belirli bir
yogunluga ulasan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilip hiicreler DPBS ile yikandi ve
fiksatif soliisyonu eklenerek 15 dakika boyunca fikse edildi. Fiksasyondan sonra
yikanan hiicreler (DPBS ile 5’er dakika arayla 3 kez yikama) tam boyama
soliisyonunda, etrafi parafilm ve aliminyum folyo ile kaplanarak 18 saat 37 0C’de
inkiibe edildi. 18. saatin sonunda hiicreler DBPS ile yikandi ve sonrasinda gliserol
eklendi. Her kuyucuktaki hiicreler sayilarak senesens yiizdesi belirlendi (Debacg-
Chainiaux ve ark., 2009). istatistiksel analiz GraphPad Prism 8 ile yapildi.

3.3.2. Annexin V Apoptoz Testi

Kontrol ve NAC grubu ADOMKH’ler, 25 cm®lik flasklara her flaska 2.5x10° hiicre
gelecek sekilde ekildi. Konrol ve NAC grubu hiicrelerin flaska tutunmasi ve yeterli
yogunluga ulagmasi i¢in birka¢ giin beklendi. Apoptoz testi, Muse Cell Analyzer
cihazina ait Annexin V Dead Cell Kit protokolii baz alinarak yapildi. Hiicreler Annexin
V/Dead Cell Reagent (Muse-Millipore) ile muamele edilip karanlikta ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Flasklardaki uygulamaya dahil edilmeyen hiicreler

Muse Cell Analyzer cihazinda test ayarlar1 yapmak ve kapi belirlemek icin kullanildi.
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Uygulama yapilan hiicreler cihazda okutularak apoptoz yiizdesi belirlendi. Her deney
grubu igin 3 tekrarli okuma yapildi (Koopman ve ark., 1994).

3.3.3. Hiicre Dongiisii Testi

Hiicre dongiisii testi, Muse™ Cell Cycle Kit protokolii (Merck Millipore, ABD) baz
almarak gerceklestirildi. Kontrol ve NAC gruplarindan 5x10° hiicre alinarak vorteks
yapildi. Vorteks esnasinda hiicrelerin iizerine yavasga 1 mL %70’lik soguk etanol
eklendi ve 1 gece boyunca -20 9C’ de bekletildi. Fikse edilmis hiicreler 200 pL yeni
ependorf tiiplere alindi. 300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip hiicre
pelleti 250 pL. DPBS ile resiispanse edildi. Yeniden 300 x g’de 5 dakika santrifiij
edilerek pellet tizerine 200 pL. Muse™ Cell Cycle Reagent (Merck Millipore, ABD)
eklendi ve 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Deney gruplarina ait drnekler inkiibasyon
sonrast Muse™ Cell Analyzer (Merck Millipore, ABD) cihazinda her 6rnek icin 3

tekrarli okuma yapilarak analiz edildi.
3.3.4. Ki67 Proliferasyon Testi

Ki67 testi, Muse Cell Analyzer cihazina ait Ki67 Proliferation Kit (Merck Millipore,
ABD) protokolii baz alinarak yapildi. Ki67 testi i¢in deney grubuna ait ADOMKH’ler,
25 cm?lik flasklara her flaska 2.5x10° hiicre gelecek sekilde ekildi. Flask igerisinde
yeterli yogunluga ulasan kontrol ve NAC grubu hiicreleri 15 mL’lik falkon tiiplere
almarak 350 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 hiicre pelleti DPBS ile

yikandi. Her bir 6rnek tizerine 50 pL 1X fiksasyon soliisyonu eklendi.

Oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra hiicrelerin ve fiksasyon soliisyonunun
bulundugu tiipiin 150 pL 1X assay buffer eklendi. 350 x g’ de 5 dakika santrifiij
yapildiktan sonra her tiipe hazir permeabilizasyon soliisyonundan 100 pL eklendi. 15
dakika oda sicakliginda bekletildi ve ardindan her tiipe 100 uL assay buffer eklendi. 350
X g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra her tiipe 50 pL assay buffer eklendi ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. Bekleme siiresi bittikten sonra tiiplere 10 pL Hu Ki67-
PE antibody eklendi. Antibody ekleme isleminin ardindan 6rnek tiipleri oda sicakliginda
30 dakika beklemeye birakildi. Tiiplere 150 pL assay buffer eklendi ve 6rnekler Muse
Cell Analyzer cihazinda her grup icin 3 tekrarli okuma yapilarak Ki67 proliferasyon

testi tamamlandi.
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3.4. Molekiiler Genetik Analizler
3.4.1. RNA izolasyonu

Kontrol ve NAC gruplarina ait 5x10° hiicre iceren pellet alindi. RNA izolasyon islemi,
NucleoSpin® RNA Isolation Kit (Macherey-Nagel, isvigre) protokoliine gore yapildi.
Ilk olarak hiicrelerin homojenizasyonu gerceklestirildi. Pellet halindeki hiicrelerin
tizerine 350 uL RA1 Buffer ve 3,5 uL B-Merkaptoetanol eklendi. Vorteks yapilarak
homojen bir lizat elde edildi. Kit iceriginde yer alan NucleoSpin® RNA filtresi, bir
toplama tiipline (2 mL’lik) yerlestirilerek homojenize olmus hiicrelerin filtreden
gecmesi i¢in 11.000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan filtre atilarak homojenize
lizata 350 puL %70’lik etanol eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildu.

Karigim yeni bir mikrosantrifiij tiiptine (1,5 mL'lik) aktarild1 ve 350 pL %70’lik etanol
eklendi. Vorteks yapilarak karistirildi. Toplama tiipiine yerlestirilmis bir NucleoSpin®
RNA kolonuna lizat yiiklendi ve 11.000 x g'de 30 saniye santrifiij edildi.

Kolon yeni bir toplama tiipiine (2 mL’lik) yerlestirildi ve iizerine 350 uyL MDB
(Membrane Desalting Buffer) eklendi. Membran1 kuruyana kadar 11.000 x g'de 1
dakika santrifiij islemi yapildi. 1,5 mL mikrosantrifiij tiipii icerisine rDNaz i¢in 90 uL.
Reaction Buffer'a 10 uL sulandirilmis rDNaz eklenerek DNaz reaksiyon karigimi

hazirlandi.

Karigimdan 95 pL alinarak kolonun silika membraninin merkezine aktarildi ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan silika membran yikandi. Yikama islemi
3 kez yapildi. Ik yikama icin NucleoSpin® RNA kolonuna 200 pL RAW2 Buffer
eklendi ve 11.000 x g'de 30 saniye santrifiij yapildi.

Kolon yeni bir toplama tiipline (2 mL’lik) yerlestirilerek iizerine 600 pL. RA3 Buffer
eklendi. Ardindan 11.000 x g'de 30 saniye santrifiij edildi ve kolon yeni toplama tiipiine
alindi. 250 uLL RA3 Buffer eklendi. Membran tamamen kuruyana kadar 11.000 x g'de 2
dakika santrifiij edildi. Daha sonra kolon niikleaz igcermeyen bir toplama tiipiine (1.5
mL’lik) yerlestirildi. Son olarak, kolon iizerine 60 uLL RNaz icermeyen su eklendi ve 1

dakika boyunca 11.000 x g'de santrifiij edilerek RNA eliisyon islemi gergeklestirildi.
3.4.2. RNA’dan cDNA Sentezi

Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000, ABD) cihazi ile RNA konsantrasyon ve
saflik 6l¢timii yapildi. High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher
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Scientific, ABD) protokolii baz alinarak konsantrasyonlart belirlenen RNA
orneklerinden cDNA sentezi yapildi. Tablo 3.1°de verilen miktarlarda cDNA reaksiyon
igerigi buz tizerinde hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karisimi, NAC ve kontrol grubu
olarak etiketlenen 2 PCR tiipiine 10’ar pL dagitildi. Tablo 3.2°de verilen parametrelerde
revers transkripsiyon, Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya) cihazinda gergeklestirildi.
Protokoldeki islemler tamamlandiktan sonra cDNA ornekleri kullanilacag siireye kadar

-20 9C’de saklanda.

Tablo 3.1. cDNA izolasyon karigimiu.

c¢DNA Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pL)
Reverse Transkriptaz Soliisyonu (10X) 2
dNTP Mix 0.8
Random Primer
Transkriptaz 1
Niikleaz Igermeyen Su 4.2
Total 10

Tablo 3.2. RT - PCR cihazi parametreleri.

Parametreler 1.Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak
Sicakhk (°C) 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika o0

3.4.3. Real Time PCR (RT - PCR)

Kontrol ve NAC grubu farelerin gen ekspresyon degisinin incelenmesi amaciyla Roche
LightCycler 480 II cihazinda iQTM Syber® Green Supermix Manuel (Biorad, ABD)
kiti kullanilarak RT - PCR calismalar1 gerceklestirildi. Tablo 3.3’te igerigi verilen
reaksiyon karisimi, cDNA’lar harig olacak sekilde iki grubun (Kontrol ve NAC) 6rnegi
icin hazirlandi. 96 kuyucuklu plaga hazirlanan karisim biitiin kuyucuklara 13’er pL
olacak sekilde dagitildi. Daha sonra {izerine 2’ser pL cDNA’lar eklendi. Kuyucuklarin
tizeri kapatildi ve santrifiij edilerek cihaza yerlestirildi. PCR ¢aligmalar1, Tablo 3.4’teki
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parametrelere gore gergeklestirildi. RT - PCR c¢alismalarinda kullanilan primerlere ait

bilgiler, Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.3. RT - PCR karisimi

RT - PCR Reaksiyon Bilesenleri Hacim (nL)
Syber Green Supermix (2X) 7.5
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
Niikleaz Igermeyen Su 3.5
cDNA 2
Total 15
Tablo 3.4. RT - PCR parametreleri
Analiz | Dongii | Béliim Sicakhk Hedef Siire Olciim
modu Degisim Hiz1 | Sicakhik
(°Cls)
Denatiirasyon
Yok | 1 - | 44(°Cls) | 95°C | 15dakika| Yok
Cogalma
Miktar 38 Bozunma | 4.4 (°Cls) 95°9C | 15 saniye Yok
olglimii Baglanma 2.2 (°Cls) 58 - 30 saniye Yok
62 °C
Uzama 4.4 (°Cls) 72°C | 30 saniye Tek
Soguma
Yok | 1 - | 22(cCls) | 50°C | 10saniye | Yok
Melting curve
|1 - | 011(°%Cls) | 95°C | - \ -

RT - PCR calismasindan elde edilen Ct degerlerinin analizi yapildiktan sonra ifade

degisimleri,
formiil kullanilarak hesaplandi:

-AACT
2

metodu kullanilarak belirlendi. 22" degerleri asagida gdsterilen

2—AACT _2—[NAC grubu geni (Hedef gen CT’si-Referans gen CT’si)-Kontrol grubu geni(Hedef gen CT’si-Referans gen

CTsi)|

Bu denklem sonucuna gore elde edilen degerler, 0,9 ile 1,1 araligma gore

degerlendirildi.
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Tablo 3.5. Calismada kullanilan hiicre dongiisii, senesens ve apoptoz iligkili genler

Genler Primer Dizisi PCR Uriinii
Uzunlugu
(bp)
Gapdh 5" CCCAGCTTAGGTTCATCAGGTA 3° 91
5" TACGGCCAAATCCGTTCACA 3°
P53 5" CACTCCATGGCCCCTGTCATCT 3° 128
5’ TGAGGGGAGGAGAGTACGTG 3’
P21 5" GCAAAGTGTGCCGTTGTCTC 3° 128
5" CGTCTCCGTGACGAAGTCAA 3’
Rb1 57 ACCCAGCAGTGCGTTATCTAC 3’ 192
5’ TTGTATGGCTCTCTGAGTAGTGC 3°
Atm 5’ TCACCAGAGGATGCTGTTCAC 3’ 182
5" TGCTTCACACACCCGTTTTC 3’
Bax 5 GCAATATGGAGCTGCAGAGGAT 3’ 157
5 GCCTTGAGCACCAGTTTGCTAG 3
Bcl-2 5’ TCTTTGAGTTCGGTGGGGTC 3’ 154
5" AGTTCCACAAAGGCATCCCAG 3’
Cdké6 5’ TCGTGATCTGAAACCGCAGA 3’ 202
5’ TGCAAAGATGCAACCGACAC 3’
Siklin B 5 GGTTGATAATCCCTCTCCAAGC 3° 114
5> TCTGCGTCTACGTCACTCACT 3’

3.5. istatiksel Analiz

Bu calismada, biyolojik testlerden elde edilen bulgular sonucu deney gruplar1 arasindaki

farklarin anlamliligin1 belirlemek icin yapilan istatistiksel analizler GrahPad Prism

8.0.2. (GraphPad Prisim, San Diego, CA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicre

dongiisii, apoptoz ve proliferasyon testinde Two way Anova senesens testinde ise T-test

metodu kullanilmistir. p < 0.05 anlamlilik diizeyi kabul edilmistir. [0.01 <= p < 0.05
(*): Istatistiksel anlamlilik. 0.001 <= p < 0.01 (**): Yiiksek diizey istatistiksel
anlamlilik. p < 0.001 (***,****): Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik. 0.05 <= p

0.10: Istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir.



4. BULGULAR

4.1. Karakterizasyon Calismalar1 ve Biyolojik Testler
4.1.1. Mezenkimal K6k Hiicrelerin (MKH) Karakterizasyon Bulgulari

Primer kiiltiir izolasyonu yapilan MKH’ler, biyolojik testlere baslamadan énce MKH
belirtegleri ile karakterize edilmistir. Flow sitometri (BD Facs Aria IlI) analizine gore,
kontrol grubundan elde edilen MKH’ler pozitif belirteglerden CD44 igin %92.4, negatif
belirteglerden CD34 icin %99.7 ve CD45 igin %99.7 olarak belirlenmistir. NAC
grubundan elde edilen MKH’ler pozitif belirteglerden CD44 i¢in %92.1, negatif
belirteclerden CD34 i¢in %99.8 ve CD45 igin %99.6 olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

21071 2-Unstained 210712-CONT CD44 FITC_001 21071 2-CONT CD30 PE
JFmc- FITC + 1FITC - FITC + 1 ke PE +
2] ]
] 8 3
8-3-:
]
= mani I
w0* 10 10* 0t 108
FITC-A PE-A
210712-CONT CD45 FITC 21071 2-CONT CD34 FITC
FITC + FITC - FITC +
'E -
3
3
102 0? 10* 10° 10% 10* 10%
“rrea FITC-A
210712-NAC CD44 FITC_001 210712-NAC CD34 FITC_001 21071 2-NAC CD45 FITC_D01
FITC- FITC + FITC - FITC + EITC - FITC +
&
87 Sz &
] 2
=1
102 10? 10* 10° 10° 10° 10* 10% 2 .
R FIToA 10 maFITO-A 10 10°

Sekil 4.1. CD44 pozitif, CD34 ve CDA45 negatif belirtecleri ile yapilan MKH’lerin

karakterizasyon bulgulari.
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4.1.2. Senesens Iliskili Beta-Galaktozidaz Aktivite Testi Bulgular

Bu tez calismasinda, kontrol ve NAC grubundaki farelere ait ADOMKH’lerin senesens
hiicre yiizdesini belirlemek i¢in Senesens iligkili B-Gal testi kullanilmigtir. Hiicrelerin
morfolojik ozellikleri de baz alinarak (yayvan sekil, coklu gekirdek gibi) senesens
hiicreler belirlenmistir (Sekil 4.2). Belirlenen mavi renkli senesens hiicreler sayilarak

hiicre yiizdesi hesaplanmistir (Tablo 4.1).

N-Asetilsistein-1 N-Asetilsistein-2 N-Asetilsistein-3

Sekil 4.2. Kontrol ve NAC grubuna ait ADOMKH’lerin B-Gal boyama goriintiileri.

Senesens testi bulgularina gére kontrol grubundaki ortalama hiicre orani, %5.6 iken
NAC grubunda bu oran %10.6 tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla NAC grubu

senesens hiicre miktarinda %35 oraninda bir artis gozlemlenmistir (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Kontrol ve NAC grubundan elde edilen ADOMKH’lerin Senesens Iliskili p-

Gal Testi sonuglari.

Deney Gruplan B-Gal Pozitif Hiicre Yiizdesi

Kontrol Grubu %5.6

NAC grubu %10.6
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Bu tez calismasma ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, Kontrol ve NAC

gruplarinda senesens hiicre yiizdesi arasinda istatistiksel anlamlilik (*) gézlemlenmistir

(Sekil 4.3).

100 *
= KONTROL

= 80- mEa NAC
2
N
:>:3
o 40
_U
T 20-

ol = Il

KONTROL NAC

Sekil 4.3. Senesens Iliskili B-Gal Testi sonuglarina gére Kontrol ve NAC grubu

ADOMKH’lere ait senesent hiicre oranlari.

[0.01 <= p<0.05 (*): Istatistiksel anlamlilik. 0.001 <= p < 0.01 (**):Yiiksek diizey
istatistiksel anlamlilik. p < 0.001 (*** ****). Cok yliksek diizey istatistiksel anlamlilik.
0.05 <= p 0.10: Istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir.]

4.1.3. Annexin V Apoptoz Testi Bulgulan

Deney gruplarinda yer alan ADOMKH’lerin apoptoz oranini belirlemek amaciyla
Annexin V boyama yapilmistir (Sekil 4.4).
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4 APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
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N-Asetilsistein-1

N-Asetilsistein-2

N-Asetilsistein-3

Sekil 4.4. Annexin V Apoptoz Testine ait bulgular.

Tez calismasi bulgularma gore, kontrol grubundaki ortalama apoptoz orani %6.28 iken

NAC grubunda %8.33 olarak belirlenmistir. NAC grubu apoptoz oraninda kontrol

grubu apoptoz oranina gore %2 oraninda bir artis gézlemlenmistir. Kontrol grubunda

bulunan ortalama canli hiicre yiizdesi %84.05 oraninda iken, NAC grubunda bu oran

%73.53 tiir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Annexin V Apoptoz Testi sonuglari.

Deney Gruplar Canh Hiicre Yiizdesi Total Apoptotik Hiicre
Yiizdesi
Kontrol Grubu %84.05 %6.28
NAC Grubu %73.53 %8.33
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Bu tez calismasina ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol ve NAC
gruplarinda canli hiicre ylizdesi arasinda istatistiksel anlamlilik (*) goézlemlenmistir.
Total apoptotik hiicre oranina bakildiginda ise, bu iki grup arasinda anlamli bir farkin

olmadigi (ns) gézlemlenmistir (Sekil 4.5).

* ns

| \ = KONTROL

Ea NAC

-

(=

o
]

oo
o
|

(=) ]
o
|

F=9
o
|

Hucre Ylzdesi (%)

N
o
|

0 el

T
Canli Huicre Total Apoptotik

Sekil 4.5. Annexin V Apoptoz Testi sonuglarma gore Kontrol ve NAC grubuna ait
ADOMKH’lerin canli ve total apoptotik hiicre oranlari.

[0.01 <= p<0.05 (*): Istatistiksel anlamlilik. 0.001 <= p<0.01 (**):Yiiksek diizey
istatistiksel anlamlilik. p<0.001 (*** ****).: Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik.
0.05 <= p 0.10: Istatistiksel olarak anlaml1 farklilik bulunamamustir. ]

4.1.4. Hiicre Dongiisii Testi Bulgular

Deney gruplarinda yer alan ADOMKH’lerin GO/G1, S ve G2/M fazindaki hiicre oranini

belirlemek amaciyla hiicre dongiisii testi yapilmustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Hiicre Dongiisti Testi Bulgulari.
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Tez calismasi bulgularma gore, GO/G1 fazinda kontrol grubundaki ortalama hiicre orani

%56.33 iken NAC grubunda bu oran %50.9° a diiserek yaklasik %6 oraninda bir azalma

gozlemlenmistir. S fazina degerleri incelendiginde, kontrol grubundaki ortalama hiicre

orani %4.46 iken bu oran NAC grubunda artis gostererek %5.36 olarak belirlenmistir.

G2/M fazinda ise kontrol grubu ortalama hiicre oran1 %29.2 iken NAC grubunda bu

oran %?25.7 olarak ol¢lilmiistiir. G2/M fazinda kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda

%3.5’lik bir azalma saptanmistir. Bunlara ek olarak, poliniikleer hiicre varligi da tespit

edilmistir. Kontrol grubunda poliniikleer hiicre oran1 %10.1 iken, NAC grubunda bu

oran %18.04 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda %8

oraninda daha fazla poliniikleer hiicre tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hiicre Dongiisii Testi sonuglari.

Deney Hiicre Dongiisii Evreleri
1
Gruplan GO/G1 S G2/M Poliniikleer
Hiicre
Kontrol 0056.33 %4.46 %29.2 %10.1
Grubu
NAC Grubu %50.9 %05.36 %025.7 2018.04




42

Bu tez c¢alismasina ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol ve NAC
gruplarinda hiicre dongiisiiniin G0/G1 fazindaki hiicre yiizdesi arasinda yiiksek diizey
istatistiksel anlamlilik (**) gozlemlenmistir. S fazindaki hiicre oranina bakildiginda ise
bu iki grup arasinda anlamli bir farkin olmadigi (ns) gozlemlenmistir. G2/M fazindaki
hiicre ytizdeleri incelendiginde bu iki grup arasinda istatistiksel anlamlilik (*) oldugu
tespit edilmistir. Son olarak poliniikleer hiicre yiizdelerine bakildiginda ise bu iki grup

arasinda ¢ok yiiksek diizey istatistik anlamlilik (***) bulunmustur (Sekil 4.7).

100+
= KONTROL

= 80— Ea NAC
— * % ns * %k K
7 ,—I
ﬁ 60_ L
:>:3
® 404
S i
| an

0 T I_II- T I;II

G0/G1 S G2/M  Pol.Hucre

Hucre Dongusu Evreleri

Sekil 4.7. Hiicre Dongilisii Testi sonuglarina gore, Kontrol ve NAC grubuna ait

ADOMKH’lerin GO/G1, S, G2/M fazindaki hiicre oranlari.

[0.01 <= p<0.05 (*): Istatistiksel anlamlilik. 0.001 <= p<0.01 (**): Yiiksek diizey
istatistiksel anlamlilik. p<0.001 (*** ****).: Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik.
0.05 <= p 0.10: Istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir.]

3.1.5. Ki67 Proliferasyon Testi Bulgular:

Kontrol ve NAC grubuna ait ADOMKH’lerin proliferasyon diizeyini belirlemek
amactyla Ki67 proliferasyon testi yapilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Ki67 Proliferasyon Testi sonuglari.

Tez galismasi bulgularina gore, ortalama Ki67 (+) hiicre orani kontrol grubunda %25.66

iken NAC grubunda bu oran %2.4 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla NAC

grubunda Ki67 (+) hiicre oraninda %23 oraninda bir azalis gézlemlenmistir. Ki67 (-)

hiicre oranlarina bakildiginda, kontrol grubu Ki67 (-) hiicre oran1 %74.33 iken NAC

grubunda bu oran %97.96 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda

Ki67 (-) oraninda yaklasik %27 oraninda bir artis gozlemlenmistir (Tablo 4.4)

Tablo 4.4. Ki67 Proliferasyon Testi sonuglart.

Deney Gruplari Ki67 (+) Hiicre Ki67 (-) Hiicre
Kontrol Grubu %25.66 %74.33
NAC Grubu %2.4 %97.96

Tez c¢alismasina ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol ve NAC

gruplarindaki Ki67 (+) hiicre yiizdesi arasinda yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik (**)
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gozlemlenmistir. Bu iki grubun Ki67 (-) hiicre yiizdesi arasinda da yiiksek diizey
istatistiksel anlamlilik (**) g6zlemlenmistir. Kontrol grubu, NAC grubuna gore daha

fazla prolifere olmustur (Sekil 4.9)

* % *k
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Sekil 4.9. Ki67 Proliferasyon Testi sonuglarina goére, Kontrol ve NAC grubuna ait
ADOMKH’lerin Ki67 (+) ve Ki67 (-) hiicre oranlari.

[0.01 <= p<0.05 (*): Istatistiksel anlamlilik. 0.001 <= p<0.01 (**): Yiiksek diizey
istatistiksel anlamlilik. p<0.001 (*** ****). Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik.
0.05 <= p 0.10: Istatistiksel olarak anlaml1 farklilik bulunamamustir. ]

4.2. Genetik Analiz Bulgular:
4.2.1. RNA Izolasyon Bulgular

Kontrol ve NAC gruplarma ait MKH’lerin RNA izolasyonu yapilmistir. Izole edilen
RNA’larm konsantrasyon ve saflik degerleri, Nanodrop 2000 cihazi (Thermo Scientific,
ABD) ile dl¢ililmiistiir. Calisma bulgularina gére, NAC grubunda RNA konsantrasyonu
45.3 ng iken, saflik degeri 2.23 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda RNA
konsantrasyonu 42.6 ng iken, saflik degeri 2.18 olarak belirlenmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Deney gruplarina ait RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri.

Deney Gruplari RNA Konsantrasyonu (ng) Safhik-A (260/280)
NAC Grubu 45.3 2.23
Kontrol Grubu 42.6 2.18

4.2.2. Hiicre Dongiisii, Senesens ve Apoptoz ile iliskili Genlerin RT - PCR Analizi
Bulgular:

Senesens, hiicre dongiisii ve apoptoz ile iliskili genlerin cDNA’lar1 kullanilarak RT -
PCR analizi yapilmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen bulgulara gére, P53 geninin
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda %93 oraninda artmistir.
P21 ve RDb1 genlerinin ekspresyon seviyesinde ise kontrol grubuna kiyasla NAC
grubunda %128 oraninda bir artis gézlemlenmistir. Atm geninin ekspresyon ifadesi
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda %51 oraninda artis mevcuttur.
Bax geninin ekspresyon ifadesi, kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda %173 oraninda
artis gostermistir. Bcl-2 gen ekpresyon seviyesinde ise kontrol grubuna kiyasla NAC
grubunda %133 oraninda bir artis gézlemlenmistir. Cdk6 gen ekspresyon seviyesine
bakildiginda, kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda %243 oraninda bir artis
gozlemlenmistir. Son olarak Siklin B geninin ekspresyonu seviyesi incelendiginde,
kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda %136 oraninda bir artis gozlemlenmistir (Tablo
4.6).



Tablo 4.6. Calismada kullanilan genlere ait RT - PCR Analizi sonuglari.
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GEN HUCRE ACT AACT 22T [ Degisen/No
Degismeyen
(0.9-1.1)
NAC -10.43 -0.95 1.93
P53 ADOMKH %93
KONTROL -9.48 0 1 Artig
ADOMKH
NAC -12.51 -1.19 2.28
P21 ADOMKH %128
KONTROL | -11.32 0 1 Artis
ADOMKH
NAC -9.49 -1.19 2.28
Rb1 ADOMKH %128
KONTROL -8.3 0 1 Artis
ADOMKH
NAC -7.33 -0.59 1.51
Atm ADOMKH %51
KONTROL -6.8 0 1 Artis
ADOMKH
NAC -12.54 -1.45 2.73
Bax ADOMKH %173
KONTROL | -11.09 0 1 Arts
ADOMKH
NAC -6.76 -1.22 2.33
Bcl-2 ADOMKH %133
KONTROL -5.54 0 1 Artis
ADOMKH
Cdk6 NAC -8.47 -1.78 3.43
ADOMKH %243
KONTROL -6.69 0 1 Artis
ADOMKH
Siklin B NAC -8.67 -1.24 2.36
ADOMKH %136
KONTROL -7.43 0 1 Artis

ADOMKH




5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), standart kosullar altinda kiiltiire edildiklerinde
plastik yiizeye yapisabilen, kendi kendini yenileyebilen ve ¢ok cesitli mezodermal
soylara farklilasma yetenegine sahip multipotent progenitor hiicrelerdir (Pittenger ve
ark., 1999; Kadivar ve ark., 2006). Farklilasma ve yiiksek parakrin etki potansiyellerine
bagli olarak MKH’ler, immiinomodiilatdr yetenekleri, yara ve neoplazmaya yoOnelik
hedef arama ve doku onarim yetenekleri nedeniyle genis bir terapotik potansiyele
sahiptir ve rejeneratif tipta siklikla kullanilirlar (Kang ve ark., 2008; Ponte ve ark.,
2007).

En iyi ¢alisilan ve erisimi kolay MKH kaynag1 kemik iligi olarak bilinmesine ragmen
MKH’ler; dis pulpasi, plasenta, amniyotik sivi, umblikal kord ve umblikal kordda
bulunan Wharton jeli gibi ¢ok cesitli dokulardan da izole edilmektedir (Igura ve ark.,
2004; Wang ve ark., 2004). Bunlara ek olarak, bir diger dnemli MKH kaynagi ise
adipoz dokudur (Zuk ve ark., 2002). Adipoz dokudan elde edilen MKH orani, kemik
iligine gore daha fazladir ve MKH elde etme yontemi daha kolaydir. Bu sebeple, tez
calismasinda adipoz doku orijinli mezenkimal kok hiicreler (ADOMKH) kullanilmistir.

MKH’ler kiiltiir ortaminda rahatlikla ¢cogaltilabilirler. Fakat diger hiicrelerde oldugu gibi
bu hiicrelerin de belirli bir proliferasyon kapasitesi ve maksimum boliinme limiti vardir.
Bu maksimum bdéliinme limitine "Hayflick Limiti" denir (Reddel, 2000). MKH’lerin

proliferasyon kapasitelerini sinirlandiran bir mekanizmalardan birisi senesenstir.

Senesens; telomer kisalmasi, reaktif oksijen tiirleri, telomerik olmayan DNA hasari,
kromatin organizasyonunun degismesi ve asirt mitojenik sinyaller gibi cesitli faktorler
sonucu indiiklenebilen hiicre boéliinmesinin kalicit olarak inhibe eden fizyolojik bir

sirectir (Campisi ve di Fagagna, 2007). Cesitli senesens mekanizmalar1 vardir. Fakat bu
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mekanizmalarin ortak noktasi, artan siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorlerinin RB aile

tiyelerinin aktif hale getirilmesiyle hiicre dongiisliniin bloklanmas1 temeline dayanir.

Hiicreler i¢in diger 6nemli mekanizma ise, apoptozdur. Programlanmis bir hiicre 6liimii
stireci olan apoptoz, neredeyse tiim hiicre tiplerinin gelisimi ve morfogenezi igin, hiicre
sayisinin kontroliinlin saglanmasi ve senesent hiicrelerin yok edilmesi i¢in gerekli bir

mekanizmadir (Vaux ve Korsmeyer, 1999).

N - asetilsistein (NAC), akciger, deri, karaciger ve kolon dahil olmak iizere ¢esitli
organlarda anti-mutajenik ve anti-tiimorojenik etki gosteren kemopreventif bir ajan
olarak bilinir (De Flora ve ark., 1986; lzzotti ve ark., 1994). NAC, hiicre igi tiyol ve
antioksidan olan glutatyon (GSH) onciisiidiir. Boylece NAC, antioksidan olarak, tek
basina ya da dolayli olarak reaktif oksidatif ara iirlinlerini temizlemede goérev alir
(Aruoma ve ark., 1989). NAC, kiigiik bir molekiil olmas1 sebebiyle hiicreler tarafindan
kolaylikla alinabilir. Liu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, NAC uygulamasinin
P21IWAF1/CIP1 ve pl6INK4a gen ifadesini yukari regiile ettigini ve pl6INK4a yoluyla
G1 fazinda hiicre dongiisii durmasini indiikledigi belirtilmistir (Liu ve ark., 1999).

Literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak, NAC’in potansiyel olarak senesensin neden oldugu
dejeneratif siireglerde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, NAC
uygulamasinin ~ MKH  senesensi  iizerindeki  biyolojik  etkisinin  incelenmesi
amaglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, 20 aylik kontrol ve NAC grubu farelerden
elde edilen MKH’ler kullanilmistir. ilk olarak MKH’lerin primer kiiltiirii yapilmugtir.

Kiiltiire edilen MKH’lerin karakterizasyonu flow sitometri kullanilarak yapilmistir.

Sung ve arkadaslar1 BALB/c 1rki farelerden izole ettigi adipoz doku orijinli MKH’lerin
karakterizasyonu i¢in CD34, CD44 ve CD45 dahil olmak iizere birgok belirteg
kullanmiglardir. Calisma sonucunda CD34 ve CD45 belirteglerinin negatif, CD44
belirtecinin ise pozitif ifade edildigini gostermislerdir (Sung ve ark., 2008). Bu tez
calismasinda, kontrol ve NAC grubu MKH’lerin karakterizasyonu CD44, CD34 ve
CD45 belirtecleri  kullanilarak yapilmigtir. Karakterizasyon sonucunda c¢alismada
kullanilan hiicrelerin, saf MKH’ler oldugu dogrulanmistir ve MKH’lerin kok hiicre

karakterlerini kaybetmedikleri gozlemlenmistir.

Karakterizasyondan sonra hiicreler; senesens, hiicre dongilisii apoptoz ve Ki67
proliferasyon gibi ¢esitli biyolojik testlere tabi tutulmustur. Senesens testi sonucunda

kontrol grubunda %5.6 senesent hiicre ve NAC grubunda %10.6 senesent hiicre
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belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarda, kontrol grubuna gére NAC grubu

MKH’lerde senesens mekanizmasinin daha aktif oldugu gozlemlenmistir.

Senesent bir MKH’ nin belirteglerinden birisi de hiicre dongiisiiniin durmasidir. NAC
uygulamasinin senesent MKH’lerin hiicre dongiisii izerinde nasil bir etki olusturdugunu
gozlemlemek amaciyla hiicre dongiisii testi yapilmistir. Yapilan test bulgularina gore,
GO0/G1 ve G2/M fazinda hiicre orani1 Kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda azalmistir.
S fazindaki hiicre orani incelendiginde ise NAC grubunda artis gézlemlenmistir. Buna
ek olarak, kontrol grubuna kiyasla NAC uygulanan grupta %8 oraninda daha fazla
poliniikleer hiicre tespit edilmistir. NAC grubunda poliniikleer hiicre sayisinin fazla
olmasi, NAC uygulanan hiicrelerin boliinmeye zorlandiginin fakat hiicre boliinmesinin
tam olarak gergeklesmediginin gostergesidir. Senesent hiicreler, siirekli bilyiiyen ve ¢ok
¢ekirdekli morfolojik yapiya sahip olan hiicrelerdir (Kuilman ve ark., 2010). NAC
grubunda fazla miktarda ¢ok ¢ekirdekli hiicrenin tespit edilmesi, Senesensin

gostergesidir. Sonug olarak, NAC’1n senesense neden oldugu gézlemlenmistir.

Alessio ve arkadaglar1 senesent fenotipe sahip bir hiicreyi net bir sekilde tanimlamak
icin B-gal aktivitesine ek olarak, Ki67 ifadesinin de degerlendirilmesi gerektigini
belirtmislerdir (Alessio ve ark., 2021). MKH’lerin proliferasyon oranini belirlemek
amaciyla Ki67 testi yapilmistir. Yaptigimiz calismada proliferasyon testi verileri
incelendiginde, kontrol grubu Ki67 (+) hiicre orani %25.66 iken NAC grubunda bu oran
%?2.4’tlir. Kontrol grubuna kiyasla NAC grubu Ki67(+) hiicre oraninda %23.26’lik bir

azalis s6z konusudur.

Proliferasyon testi sonuglarina gore, NAC uygulanan hiicrelerde proliferasyonun
azaldig1 gdzlemlenmistir. Bu durum iki farkli sekilde aciklanabilir. Ik olarak, NAC
grubunda yiiksek oranda poliniikleer hiicrelerin olmasi, Ki67 (+) hiicre oranimnin az
olmasi sonucunu destekler niteliktedir. Endl ve arkadaslari, kiiltiire edilmis hiicrelerde
Ki67 diizeyinin en yiiksek G2 fazinda ve mitozda bulundugunu belirtilmislerdir (Endl
ve Gerdes, 2000). Mitozda sitokinezin gergeklesmemesi sonucu olusan poliniikleer
hiicreler, hiicre dongiisiiniin tamamlanamadigini1 ve bdylece Ki67 ifadesinin azaldigimin

gostergesidir.

Ikinci durum ise hiicre proliferasyonu ve senesens iliskisidir. Konuyla ilgili yapilan bir
calismada, hiicrede Senesens mekanizmasmin aktif hale gelmesi sonucunda hiicre

proliferasyonunun azaldigi belirtilmistir (Lunyak ve ark., 2017). Sonu¢ olarak, NAC
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uygulanan hiicrelerde proliferasyonun azalmast NAC’in senesensi indiiklediginin

gostergesi olabilir.

MKH’lerin apoptoz testi verileri incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla NAC
grubunda total apoptotik hiicre oram1 %2 artmistir. Hiicre grubunun heterojen bir
popiilasyona sahip oldugu disiiniildiigiinde, NAC uygulanan hiicrelerin ¢ok az bir
kisminin apoptoza ugramas1 muhtemeldir. Fakat NAC grubundaki hiicrelerin genellikle

senesense egiliminin oldugu gozlemlenmistir.

Bu ¢alismada biyolojik testlere ek olarak, MKH’lerde P21, P53, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6,
Siklin B ve Rb1l genlerinin NAC uygulamast sonucu ifadelerinin nasil degistigini
incelemek amaciyla bu genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Housekeeping

genlerden birisi olan Gapdh geni referans olarak segilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan P53, P21, Atm ve Rb1 genlerinin ekspresyon seviyeleri NAC
uygulanan hiicrelerde artmistir. Senesensin molekiiler mekanizmasinda aktif rol alan bu

genlerin ifadesinin artmasi, NAC’1n senesensi indiikledigini gostermektedir.

Bax geninin ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna kiyasla NAC grubunda artmistir. Bax,
apoptoz baskilayict Bcl-2’ye baglanip onu antagonize ederek programlanmis hiicre
olimiinii hizlandiran apoptotik bir gendir (Oltval ve ark., 1993). Bu ¢alismada, NAC
uygulanan hiicrelerde apoptotik bir genin ifadesinin artmasina ragmen apoptoz
gerceklesmemistir. Anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2 geninin ifadesinin artmasi bu

bulguyu destekler niteliktedir.

5.2. Sonuc ve Oneriler

Tez ¢aligmasindaki temel amacimiz, N - Asetil Sistein (NAC) uygulamasinin MKH
senesensi tizerindeki biyolojik etkisini incelenmekti. Bu ¢alismanin sonucunda, NAC
uygulanan grupta senesent hiicre ve poliniikleer hiicre orani artmistir. Ayrica, NAC
uygulanan hiicrelerde proliferasyonun azaldigi gézlemlenmistir. RT - PCR sonuglarina
gore NAC grubunda P21, P53, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6, Siklin B ve Rbl genlerinin
ifadeleri artmistir. Sonug olarak, NAC uygulanan MKH’lerde senesens mekanizmasinin

aktif hale geldigi ve NAC’1n senesensi indiikledigi gozlemlenmistir.

P21, P53, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6, Siklin B ve Rb1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde

meydana gelen degisikliklerin protein diizeyinde nasil bir yol izledigini anlamak
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amaciyla bu genlerin Western Blot veya Proteomiks analizlerinin yapilmasi

onerilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, NAC’in reaktif oksijen tiirlerini temizleyici bir etkiye sahip
olmasina ragmen senesensi indiikledigi gézlemlenmistir. Bu konuyla ilgili daha detayl

calismalarin yapilmasi gerektigi diisiniilmektedir.

Bu ¢alismada, NAC’1n efervesan tablet formu kullanilmistir. Efervesan tablet igeriginde
igeriginde ¢esitli maddeler (aspartam Vvb.) mevcuttur. Sonraki yapilacak olan

calismalarda, NAC’n sade formunun kullanilmas: 6nerilmektedir.
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