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N ˗ ASETĠL SĠSTEĠN (NAC) UYGULAMASININ MEZENKĠMAL KÖK HÜCRE 

SENESENSĠ ÜZERĠNE ETKĠSĠNĠN ĠNCELENMESĠ 
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DanıĢman: Prof. Dr. Servet ÖZCAN 

ÖZET 

Mezenkimal kök hücreler (MKH), çeĢitli dokulardan elde edilen ve çok sayıda hücre 

hattına farklılaĢma kapasitesine sahip multipotent progenitör hücrelerdir. Bu hücreler, 

uygun koĢullarda in vitro ortamda rahatlıkla çoğaltılabilirler. Adipoz doku, MKH 

izolasyonu için iyi bir kaynaktır. Hücre bölünmesine bağlı olarak, hücrede zamanla 

telomer fonksiyonlarının bozulması, oksidatif stres ve DNA hasarı oluĢmasıyla hücreler 

senesens sürecine girer.  Hücresel senesens, hücrelerin metabolik olarak aktif olduğu 

fakat bölünmenin kalıcı olarak durduğu bir süreçtir. N ˗ Asetil Sistein (NAC), çeĢitli 

mekanizmalar yoluyla hücresel dejenerasyona karĢı etki gösteren glutatyon öncüsü bir 

antioksidandır ve doğrudan veya dolaylı olarak serbest radikallerin, özellikle oksijen 

radikallerinin temizleyicisi olarak görev yapar. Bu çalıĢmada, BALB/c ırkı yaĢlı farelere 

kısa süreli NAC uygulanmıĢtır. Farelerden alınan adipoz dokulardan MKH izolasyonu 

yapılmıĢtır. Senesens, apoptoz, hücre döngüsü ve proliferasyon testleri yapılarak, 

NAC‘ın senesent MKH‘ler üzerindeki biyolojik etkisi incelenmiĢtir. Hücre bölünmesi, 

senesens ve apoptoz iliĢkili genlerin ekspresyon analizi RT ˗ PCR ile yapılmıĢtır. 

Senesens, proliferasyon ve hücre döngüsü testi sonuçlarına göre, kontrol ve NAC grubu 

arasında anlamlı farklar bulunmuĢtur. NAC uygulanan MKH‘lerde, senesent hücre ve 

polinükleer hücre sayısı artmıĢtır. Ayrıca NAC grubu hücrelerde proliferasyonun 

azaldığı gözlemlenmiĢtir.  RT ˗ PCR sonuçlarına göre, NAC uygulanan MKH‘lerde 

P53, P21, Rb1, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6 ve Siklin B genlerinin ifadeleri artmıĢtır. Sonuç 

olarak, NAC‘ın senesensi indükleyici bir etkiye sahip olduğu gözlemlenmiĢtir. 

 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Mezenkimal Kök Hücre, 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 ÖZCAN 

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, Rb1, 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. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Mezenkimal kök hücreler (MKH), adipositlere, kondrositlere ve osteoblastlara 

farklılaĢma yeteneği olan ve CD73, CD90 ve CD105 belirteçlerinin varlığı ile 

karakterize edilen multipotent progenitör hücrelerdir. Yüksek parakrin etki 

potansiyeline ve çok çeĢitli farklılaĢma yeteneğine sahip olması, immünomodülatör 

etkisi ve doku onarım yetenekleri nedeniyle rejeneratif tıpta sıkça tercih edilmektedir 

(Dominici ve ark., 2006; Kang ve ark., 2008). MKH‘ler; kemik iliği, diĢ pulpası, 

plasenta, amniyotik sıvı ve umblikal kord gibi birçok dokudan izole edilmektedir. 

Yaygın çalıĢılan ve eriĢimi kolay MKH kaynağı, kemik iliğidir. Buna ek olarak, adipoz 

dokudan da yüksek oranda MKH elde edilmektedir (Zuk ve ark., 2002). MKH‘ler, 

uygun koĢullar altında in vitro ortamda kültüre edildiklerinde rahatlıkla çoğaltılabilen 

hücrelerdir. Fakat bu hücrelerin çoğalma kapasitesi sınırlıdır. MKH‘lerin proliferasyon 

kapasitelerini sınırlandıran etken, senesens mekanizmasıdır. 

Canlılarda meydana gelen telomer kısalması, aĢırı mitojenik sinyaller, telomerik 

olmayan DNA hasarı ve oksidatif stres gibi çeĢitli olaylar, senesensi indükleyebilir 

(Campisi ve Di Fagagna, 2007). Hücresel senesens, hücre bölünmesini kalıcı olarak 

durduran ve hücre fonksiyonlarının kaybına neden olan fizyolojik bir süreçtir. Senesent 

hücreler, genellikle DNA replikasyonunu sağlıklı Ģekilde sürdüremediği için G1 

evresinde hücre döngüsü ilerlemesini kesintiye uğramaktadır. Fakat bu hücreler, 

metabolik olarak aktif haldedir (Sherr ve Roberts, 1995; Di Leonardo ve ark., 1994). 

Senesent hücrelerin β-galaktozidaz aktivitesinde artıĢ gözlemlenir (Dimri ve ark., 1995).  

Hücrede senesens gibi, stres ve diğer uyaranlara karĢı tepki veren bir diğer mekanizma 

da apoptozdur. Hücresel senesens, hasarlı veya stresli hücrelerin büyümesini 

engellerken apoptoz, onları hızlı bir Ģekilde ortadan kaldırır. Kontrollü hücre ölümü 

olarak tanımlanan apoptoz, önemli bir tümör baskılayıcı mekanizmadır (Green ve Evan, 

2002). DNA hasarı, pH düĢmesi, metabolik bozukluklar, hücre siklus bozuklukları ve 

radyasyon gibi durumlar apoptozu tetikleyebilir. (Danial ve Korsmeyer, 2004) 
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Apoptoza uğrayan bir hücrenin fosfatidil-serin molekül miktarında artıĢ gözlemlenir 

(Elmore, 2007).  

N ˗ Asetil Sistein (NAC), akciğer, deri ve karaciğer olmak üzere çeĢitli organlarda anti-

mutajenik ve anti-tümörojenik etki gösteren kemopreventif bir ajan olarak bilinir (De 

Flora ve ark., 1986). NAC çoğu tiyol gibi, çeĢitli radikaller tarafından oksitlenebilir ve 

ayrıca antioksidan olan glutatyon öncüsü bir moleküldür (Atkuri ve ark., 2007). Küçük 

yapıda bir molekül olması sebebiyle hücreler tarafından alınması kolaydır. Ayrıca kistik 

fibroz, kronik bronĢit, KOAH ve parasetamol zehirlenmesi olmak üzere birçok 

hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır (Holdiness, 1991).  

Bu çalıĢmada, NAC uygulamasının senesent MKH‘ler üzerindeki etkisinin incelenmesi 

amaçlanmıĢtır. ÇalıĢma doğrultusunda, NAC uygulanan farelerin adipoz dokularından 

MKH izolasyonu yapılmıĢtır. MKH‘ler kültür ortamında çoğaltılarak biyolojik testler 

yapılmıĢtır. Bunlara ek olarak, RT ˗ PCR kullanılarak hücre döngüsü, senesens ve 

apoptoz iliĢkili bazı genlerin ekspresyon seviyelerinin analizleri yapılmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kök Hücre 

Kök hücreler bölünerek kendini yenileme ve çoğalma potansiyeline sahip, çok hücreli 

canlıların doku ve organlarının yapısını oluĢturan temel hücrelerdir. HiyerarĢik olarak 

çeĢitli hücre tiplerine farklılaĢabilen kök hücreler, farklılaĢma (plastisite) yetenekleri 

açısından; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak sınıflandırılmaktadır (Avasthi ve 

ark., 2008). Totipotent kök hücreler, tüm fetüs ve plasenta dahil olmak üzere, 

organizmanın tamamını oluĢturabilen sınırsız kapasiteye sahip hücrelerdir. Örneğin; 

erken memeli embriyoları, totipotent hücre kümelerinden meydana gelir. 

Pluripotent kök hücreler, geliĢmiĢ organizmalarda yer alan ektoderm, mezoderm ve 

endoderm olmak üzere üç germ tabakasını oluĢturma yeteneğine sahip hücrelerdir. 

Teorik olarak, pluripotent kök hücreler vücuttaki yaklaĢık 200 hücre tipine 

farklılaĢabilirler. Pluripotent kök hücrelere embriyonik kök hücreler, embriyonik germ 

hücreleri ve embriyonik karsinom hücreleri örnek verilebilir. 

Multipotent kök hücreler ise tek bir germ tabakasından farklılaĢabilen düĢük değiĢme 

potansiyeline sahip ve organizmanın çoğu dokusunda yer alan kök hücrelerdir. Bu 

hücrelerin görevi bulundukları dokunun onarımı ve yenilenmesini sağlamaktır. En çok 

tanınan multipotent kök hücreler mezenkimal kök hücrelerdir (ġekil 2.1) (Bongso ve 

Richards, 2004). 
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ġekil 2.1. Kök hücrelerin farklılaĢma potansiyeli. 

2.1.1. Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) 

Mezenkimal kök hücreler (MKH), çeĢitli dokulardan elde edilebilen ve uygun koĢullar 

sağlandığında kültür ortamında hızla çoğaltılabilen hücrelerdir. MKH‘ler ilk defa 1966 

yılında Fridenstein ve Petrakova tarafından yapılan çalıĢmalarda tanımlanmıĢtır. 

Fridenstein, kemik iliğinden yaptığı kültürde morfolojik olarak fibroblastlara benzer 

olan hücre kolonilerinin bulunduğunu ve bu hücrelerin yağ ve kemik hücrelerine 

farklılaĢma yeteneğinde olduğunu göstermiĢtir (Barry ve Murphy, 2004). 1976 yılında 

ise Fridenstein ve arkadaĢları MKH‘leri kemik iliğinden izole etmeyi baĢarmıĢlardır 

(Friedenstein ve ark., 1976). 

Mezenkimal kök hücreler (MKH), çeĢitli hücrelere farklılaĢma yeteneği olan 

multipotent özelliğe sahip stromal kökenli kök hücrelerdir. MKH‘ler, kas, vücut bağ 

doku, kan, vasküler ve ürogenital sistem gibi tüm dokulara ait hücreleri meydana 

getirirler. Kemik doku, kıkırdak doku, yağ doku, kas, tendon, ligament ve sinir gibi 

hücre çeĢitlerine farklılaĢabilirler.  

MKH‘ler iĢlevleri bakımından oldukça dikkat çekicidir. Hematopoezisi destekler ve çok 

sayıda doku ve organın homeostatik dengesinin korunmasında görev alır. Bulundukları 

dokudan ayrılıp hasarlı olan dokulara geçerek, hasarlı dokunun tamirini yaparlar (Nardi 
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ve da Silva, 2006). Ayrıca MKH‘ler çeĢitli dokularda destek hücresi görevi yaparak çok 

sayıda sitokin, interlökin (IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 vb.) gibi hücre dıĢı 

matriks proteini ve enzim sentezler. CD29, CD44, CD73, CD90 gibi stromal karakterde 

yüzey antijenlerine sahip olma, yüzeye yapıĢma ve multipotent farklılaĢma potansiyeli 

MKH‘lerin tanımlanmasında kullanılan baĢlıca özelliklerdir (Pittenger ve ark., 1999). 

2.1.1.1.1. Mezenkimal Kök Hücre (MKH) Elde Edilen Dokular  

MKH‘ler yetiĢkin organizmada bulunan kemik iliği, yağ doku, diĢ pulpası, umblikal 

kord gibi çok çeĢitli dokulardan izole edilmektedir (Zuk ve ark., 2002). Bilinen en eski 

ve en zengin MKH kaynağı, kemik iliğidir (Pittenger ve ark., 1999) fakat organizmada 

büyük oranda bulunan adipoz doku da etkin bir biçimde kök hücre kaynağı olarak 

kullanılmaktadır.  

Ayrıca adipoz dokudan MKH elde etme yönteminin kemik iliğine göre daha kolay 

olması, az miktarda dokudan yüksek oranda kök hücre elde edilmesinden dolayı sıkça 

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

Bunların dıĢında bir diğer MKH kaynağı ise diĢ pulpasıdır. Fakat diĢ pulpasından elde 

edilen MKH miktarı, adipoz doku ve kemik iliğinden elde edilen MKH miktarına göre 

daha azdır. Bunlara ek olarak, MKH‘ler göbek kodonu, retina, kornea, deri, kas, 

amniyon sıvısı, karaciğer, saç folikülleri, pankreas gibi birçok organ ve dokudan elde 

edilebilir (Orbay ve ark., 2012). 

2.1.1.1.2. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kök Hücre (ADOMKH) 

Adipoz doku, %95 oranında yağ damlacığı içeren adiposit adı verilen hücrelerden 

oluĢur. Vücut boyunca dağılım gösteren bu doku, aktif metabolik ve oldukça dinamik 

yapıya sahiptir.  Adipositlerin yanı sıra adipoz doku, sinir dokusu, bağ dokusu matrisi, 

stromovasküler hücreler ve bağıĢıklık hücrelerini içerir. Bu bileĢenler entegre bir birim 

olarak iĢlev yaparlar. Adipoz doku sadece hormonlardan ve merkezi sinir sisteminden 

gelen afferent sinyallere yanıt vermekle kalmayıp, aynı zamanda önemli endokrin 

fonksiyonlara sahip faktörleri eksprese eden ve salgılayan endokrin bir dokudur 

(Kershaw ve Flier, 2004).  

MKH‘ler organizmadaki birçok dokudan elde edildiği gibi adipoz dokudan da elde 

edilmektedir. Adipoz doku orijinli MKH, ilk kez Zuk ve arkadaĢları tarafından 2001 

yılında izole edilmiĢtir (Zuk ve ark., 2001). Adipoz doku orijinli mezenkimal kök 
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hücreler (ADOMKH), diğer tüm MKH‘ler gibi yüzeye bağımlı, fibroblastik morfoloji 

gösteren, spesifik yüzey belirteçlerine (CD45
-
, CD31

-
, CD34

+
) sahip, multipotent 

özellikte olan stromal hücrelerdir (Zuk ve ark., 2002).   

ADOMKH‘lerin izolasyonunda, adipoz doku kaynağı olarak genellikle lipoaspiratlar 

tercih edilir. Ayrıca küçük boyuttaki adipoz doku biyopsilerinden de yüksek verimle 

ADOMKH elde edildiği bilinmektedir (Gimble ve Guilak, 2003). 

7-12 gram adipoz dokusu, preadipositler olarak adlandırılan yaklaĢık 350.000 

multipotent hücre ve yaklaĢık 5000 kök hücre içerir ve bu sayı kemik iliğinde bulunan 

kök hücre sayısına oranla 35 kat daha fazladır. Bu sebeple günümüzde MKH kaynağı 

olarak sıkça tercih edilmektedir (Özen ve ark., 2016). Primer kültür tekniği ile dokudan 

direk izole edilen ADOMKH‘ler in-vitro koĢullar altında çoğaltılabilirler ve uygun 

ortamda canlı kalabilirler. Ayrıca ADOMKH'ler çeĢitli geliĢme faktörlerinin etkisi ile 

in-vitro ve in-vivo ortamda farklılaĢabilme kapasitesine de sahiptirler (Gimle ve Guilak, 

2003).  

2.1.1.2. Mezenkimal Kök Hücrelerin (MKH) FarklılaĢma Potansiyeli  

MKH‘ler uygun mikro çevre koĢullarında baĢta bağ doku olmak üzere kemik, yağ, 

kondrosit, kas, nöron hücreleri ve karaciğer hücreleri gibi çeĢitli mezoderm, ektoderm 

ve endoderm soylarına farklılaĢma potansiyeline sahiptir (ġekil 2.2) (Kuo ve ark., 2009; 

Oishi ve ark., 2009). 
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ġekil 2.2. Mezenkimal kök hücrelerin farklılaĢması sonucu oluĢan kök hücreler. 

FarklılaĢma, transkripsiyon faktörlerini de dahil eden genetik olaylar tarafından 

düzenlenir. Uygun bir fenotipe göre farklılaĢma, progenitör hücrelerin belirli bir soyda 

farklılaĢmasını indükleyebilen bazı düzenleyici genler tarafından kontrol edilir (Dennis 

ve ark., 2002). Büyüme faktörleri ve indüksiyon kimyasallarının yanı sıra, biyomateryal 

yapılarla oluĢturulmuĢ uygun bir mikro ortam, MKH‘ler için çoğalma ve farklılaĢma 

koĢulları sağlayabilir (Seruya ve ark., 2004; Vayssade ve Nagel, 2009). 

Teorik olarak, aynı embriyonik kökene sahip olması sebebiyle MKH‘lerin mezodermal 

farklılaĢması kolay bir Ģekilde gerçekleĢtirilir (Ding ve ark., 2011). Osteojenik 

farklılaĢmada, deksa-metazon (Dex), Beta-gliserofosfat (β-GP) ve askorbik asit 

kullanılarak farklılaĢma gerçekleĢtirilir (Ouyang ve ark., 2003). Adipogenez 

farklılaĢmasında, farklılaĢma için deksa-metazon (Dex), indometazin (IM) ve 3-izobütil-

1-metilksantin (IBMX) kullanılır (Hung ve ark., 2004). Kondrogenez farklılaĢmasında 

ise TGF-β1 ve TGF-β2 görev alır (Huang ve ark., 2004).  
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2.1.1.3. Mezenkimal Kök Hücrelerin (MKH) Tıpta Kullanımı 

Yüksek farklılaĢma yeteneğine sahip olmaları, doku ve organ rejenerasyonuna katkıda 

bulunmaları, in vitro ortamda kolaylıkla çoğaltılabilmeleri, hasarlı dokuya migrasyon 

yetenekleri ve immun baskılayıcı özellikleri nedeniyle MKH‘ler tıpta ve doku 

mühendisliğinde kullanımı kaçınılmaz bir hal almıĢtır.   Bu hücreler insan vücudunda 

baĢta kemik iliği ve yağ dokudan olmak üzere birçok yerden kolayca izole edilebilir 

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

Chron hastalığı, Akut Graft Versus Host hastalığının (GVHH) tedavisinde, ortopedide 

menisküs hasarı tamirinde, kanser hastalığında, kardiyovasküler sistem hastalıklarında, 

omurilik yaralanmalarında, kemik ve kıkırdak rahatsızlıklarında, osteoporoz tedavisinde 

olmak üzere MKH‘lerin birçok alanda klinik uygulamaları mevcuttur (Barry ve 

Murphy, 2004).  

MKH‘ler genellikle hastalara intravenöz enjeksiyon verilir ya da hasarlı dokuya direkt 

enjeksiyon ile verilebilir. Steril ortamlarda üretimi gerçekleĢtirilen MKH‘lerin kalite 

kontrol ve mikrobiyolojik testleri yapılarak hastaya verilir. 

2.2. Senesens 

Hücreler yaĢam süreleri boyunca birçok stres faktörü ile karĢılaĢabilirler. Bu faktörlere 

onkojenik aktivite, telomer kısalması, oksidatif stres ve DNA hasarı örnek verilebilir. 

Stres faktörleri, hücrenin genetik materyalinde hasara veya metabolik yolakların 

düzeninin bozulmasına sebep olur. Bunun sonucunda hücresel kontrol ve hasar tamir 

mekanizmaları aktif hale gelerek, hasarlı hücre bölünmesini durdurur ve onarım sürecini 

baĢlatır. Eğer hücrede hasar tamir edilemeyecek durumda ise hücre bölünmesi tamamen 

durdurulur. Hücre bölünmesinin kalıcı olarak durdurulduğu bu fizyolojik süreç hücresel 

senesens olarak adlandırılır (Campisi ve di Fagagna, 2007). Bu hücreler morfolojik 

olarak da farklılık gösterirler. Senesent hücreler sürekli büyürler ve çok çekirdekli bir 

görünüme sahip olurlar. Ayrıca bu hücrelerde β-galaktozidaz ve lizozom miktarı da 

fazladır (Kuilman ve ark., 2010; Van Deursen, 2014). 

Senesens, tümör geliĢimini durduran bir mekanizma olması sebebiyle avantajlıdır ve 

senesent hücreler bölünme yeteneğini kaybetse de metabolik olarak aktiftirler 

(Roninson, 2003). Fakat MKH‘lerde meydana gelen senesensin doku ve organa 

dejavantajları da vardır. Senesens mekanizması sonucu, hücre döngüsü durdurulduğu 
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için doku onarım kapasitesi azalır. Ayrıca pro-inflamatuar ve matrisi bozan 

moleküllerin salgılanması, senesent MKH‘lerde bir mikro ortam değiĢikliğine sebep 

olur ve bu durum organizmada önemli lokal veya sistemik etkiye yol açabilir (Lunyak 

ve ark., 2017). 

Senesens mekanizması temel olarak; embriyonik senesens, prematüre hücresel (akut) 

senesens ve replikatif (kronik) senesens olmak üzere üçe ayrılır.  

2.2.1. Embriyonik Senesens 

Embriyonik geliĢim sürecinde canlının ihtiyacı olmayan dokuların geliĢimini durduran 

ve ortadan kaldırılmasına yardımcı olan bir mekanizmadır.  

2.2.2. Prematüre Hücresel (Akut) Senesens 

Senesens, telomer fonksiyonundaki bozulmalar sonucu olabileceği gibi farklı koĢullar 

tarafından uyarılarakta meydana gelebilir.  Bu senesens mekanizması, prematüre 

hücresel (akut) senesens olarak adlandırılır. Prematüre senesens, tümör baskılanması ve 

yara iyileĢmesi durumlarında rol oynayan yararlı bir mekanizmadır ve iki Ģekilde 

incelenir. Birincisi stres ile uyarılmıĢ senesenstir. Hücrelerde senesens mekanizmasını 

uyaran etken; yüksek besin ve büyüme faktörü konsantrasyonu, kimyasal ajanlar 

(doxorubicin, cisplatin) ve serbest radikaller (hidrojen peroksit) olabilir. Ġkincisi ise 

onkogen-uyarılmıĢ senesens (OIS) tir. OIS, onkogen aktivasyonuna karĢı verilen güçlü 

anti-proliferatif bir cevaptır ve tümör oluĢumunu erken aĢamada baskılar. Burada ARF-

P53 ve RB-p16INK4A sinyal yolakları önemlidirler (Kuilman ve ark., 2010; Kuilman 

ve Peeper, 2009).  

2.2.3. Replikatif (Kronik) Senesens 

Ökaryotik DNA‘nın uç kısımlarında kromozom bütünlüğünü koruyan telomerler yer 

almaktadır. DNA replikasyonunun ardından, her bölünme sonrası kültürdeki hücrelerin 

telomerlerinde kısalma meydana gelir Bunun nedeni, kesintili zincirdeki son Okazaki 

fragmentinden sonra gelen primerin çıkartılmasıyla oluĢan boĢluktur. Yani hücre 

bölünme sayısının artmasının ardından, telomeraz aktivitesinin azalmasına bağlı olarak 

telomer yıkımı gerçekleĢmektedir. Bu durum replikatif senesense yol açmaktadır (Lin 

ve ark., 2012).   
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2.2.4. Senesensin Moleküler Mekanizması 

Senesensi baĢlatan birçok uyarıcı ajan vardır ve bunların sayısı sürekli artmaktadır 

(Campisi ve di Fagagna, 2007). Bu uyaranların çoğu, P53'ü aktive eden ve sikline 

bağımlı kinaz (CDK) inhibitörleri; INK4A olarakta bilinen ve CDKN2A tarafından 

kodlanan p16, INK4B olarak bilinen ve CDKN2B tarafından kodlanan p15, WAF1 

olarak bilinen ve CDKN1A tarafından kodlanan P21 ve CDKN1B tarafından kodlanan 

p27‘nin aktivasyonunda birleĢen çeĢitli yollar aracılığıyla sinyallenir (ġekil 2.3). CDK-

siklin komplekslerinin inhibitörleri, senesensin gerçekleĢmesinde sorumlu olan 

retinobastoma (RB) aile üyelerini aktif hale getirerek hücre proliferasyonunun 

durmasına sebep olur ve senesensi baĢlatır (ġekil 2.3) (Chias ve ark., 2010).  

 

ġekil 2.3. Senesensin moleküler yolakları (Muñoz-Espín ve Serrano, 2014). 

Senesense sebep olan uyaranlar ve yol açan mekanizmalar, hücre tipine ve koĢullarına 

bağlı olarak değiĢebilirler. Bazı stres yapıcı ve zarar verici ajanlar, hücre döngüsü 

inhibitörlerinin ve tümör baskılayıcı RB'nin aktivasyonunda birleĢen sinyal yolaklarını 

aktive eder.   

Birçok senesens türü, siklin bağımlı kinaz inhibitörü 2A (CDKN2A)‘nın epigenetik 

baskısının kalkması (derepresyon) sonucu indüklenir (Gil ve Peters, 2006). CDKN2A, 

ARF‘yi kodlayarak hücre döngüsü inhibitörlerinden olan P16, P21 ve P53‘ü aktif hale 

getirir. Bu moleküllerin aktive olması CDK2, CDK4 veya CDK6 yolu üzerinden RB 
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aile üyelerini aktive etmesiyle hücre döngüsü bloklanır (Muñoz-Espín ve Serrano, 

2014).  

Transforme edici büyüme faktörü-β (TGFß), hücre döngüsü inhibitörleri P15, P21 ve 

P27‘yi SMAD kompleksi boyunca yukarı regüle eden senesens iliĢkili salgı fenotipi 

(SASP) yolunun önemli bir bileĢenidir. TGF-β yolu üzerinden P21 yolunun aktive 

edilmesi ve CDK2‘nin inhibisyonu ile RB‘nin aktivasyonu gözlemlenir (Muñoz-Espín 

ve Serrano, 2014). 

Canlıda meydana gelen telomer kaybı ve DNA hasarının meydana gelmesi, P53'ü 

harekete geçirir. P53 doğrudan P21'i aktive ederek, DNA hasar yanıtını (DDR) aktive 

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

Reaktif oksijen türleri (ROS) de senesensi indükleyen bir diğer etmendir. ROS, MKK3 

ve MKK6 kinazları ve bunların aĢağı akıĢ kinaz efektörü olan P38 aracılığıyla P16 ve 

P53'ü aktive eder (Sun ve ark., 2007). P13K, Ras molekülleri ise onkojenik sinyal 

indüklenmesiyle DDR ve ARF yolu üzerinden P16 ve P53'ü harekete geçirerek RB‘nin 

aktivasyonunu sağlar ve senesensi uyarır (Muñoz-Espín ve Serrano, 2014). 

Senesens mekanizmaları farklılık gösterse de altta yatan moleküler mekanizmalarda 

benzer durumlar mevcuttur. Tüm mekanizmalarda RB proteini aile üyelerinin 

aktivasyonu ortaktır. Hücre döngüsünün devam edip etmeyeceğini belirleyen kritik 

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

Hipofosforile formda olan RB proteini, S fazı genlerinin transkripsiyonunu sağlayan 

E2F genlerine bağlanarak S fazı genlerinin ifade edilmesini engeller. Bu proteinin 

hiperfosforile formda olması sonucunda ise E2F transkripsiyon faktörü serbest kalır ve 

S fazı genleri nin ifade edilerek, DNA replikasyonu gerçekleĢir ve hücre döngüsü 

devam eder. 

Senesent hücreler, senesens ile iliĢkili salgı fenotipi (SASP) olarak bilinen karmaĢık bir 

pro-inflamatuar yanıtı sergilerler (Coppe ve ark., 2010). SASP, transkripsiyon 

faktörleri, nükleer faktör-KB (NF-kB) ve CCAAT/arttırıcı bağlayıcı protein-β (CEBPβ) 

aracılığıyla gerçekleĢir ve proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-8), kemokinlerin (MCP), 

makrofaj enflamatuar proteinlerin (MIP), TGF-ß'nın, granülosit-makrofaj koloni uyarıcı 

faktör (GM-CSF) ve proteazların salgılanmasını içerir (Acosta ve ark., 2008; Coppe ve 

ark., 2008; Kuilman ve ark., 2008). Bu ve benzeri proteinlerin senesent hücreler 
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tarafından salgılanması, inflamasyona sebep olabilir ve bu durumda senesent hücrelerin 

fagositozla temizlenmesi için büyük öneme sahiptir (Xue ve ark., 2007; Honeicke ve 

Zender, 2012).  

SASP bileĢenleri, özellikle TGF-ß, komĢu hücrelerde ROS ve DNA hasarı üreten bir 

mekanizma yoluyla parakrin etki göstererek senesensi tetikleyebilir (Acosta ve ark., 

2013; Nelson ve ark., 2012; Hubackova ve ark., 2012).  Sonuç olarak, SASP güçlü 

otokrin ve parakrin etkiye gösterir, bu da senesensin ve senesent hücrelerin ortadan 

kaldırılmasına yol açabilecek inflamatuar bir mikro ortam oluĢturduğunu ortaya koyar. 

2.3. Apoptoz 

Apoptoz, programlanmıĢ bir hücre ölümü sürecidir. Hemen hemen tüm hücre tiplerinin 

geliĢimi ve morfogenezinde, hücre sayısını kontrol etmek ve hasta veya senesent 

hücrelerin yok edilmesi için apoptoz mekanizması kullanılır (Vaux ve Korsmeyer, 

1999).  

Genel olarak; programlı bir Ģekilde genlerle düzenlenerek, RNA, protein sentezi ve 

enerjiyi kullanarak hücrelerin kendi kendilerini yok ettikleri ve organizmada homeostazı 

gerçekleĢtiren bir olay olan apoptoz birçok aĢamada gerçekleĢir (CoĢkun ve Özgür, 

2011). Ġlk olarak apoptoz uyarısı alan bir hücre bulunduğu ortamdan uzaklaĢarak komĢu 

hücrelerle bağlantısını koparır ve büzüĢür, kromatini yoğunlaĢır. Fakat hücre organelleri 

yapısal bütünlüklerini korur. Daha sonra hücre zarı yapısında bulunan fosfotidilserin 

(PS), hücre zarının iç yüzünden dıĢ yüzüne taĢınır. Çekirdek küçülerek parçalara 

bölünür ve hücreler zarla sarılı halde koparak apoptotik cisimciklere ayrılır. Bu 

apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafından tanınarak fagositoza uğrar (Bellamy ve 

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

Gözlemlenen bu morfolojik değiĢikliklerin çoğuna apoptotik hücrelerde aktive olan bir 

dizi sistein proteazı neden olur. Bu ölüm proteazları, kaspazlar olarak bilinen büyük bir 

protein ailesinin bir parçasıdır (Alnemri ve ark., 1996). Ġnsanlarda bir düzineden fazla 

kaspaz tanımlanmıĢtır; bunların yaklaĢık üçte ikisinin apoptozda iĢlev gördüğü öne 

sürülmüĢtür (Thornberry ve Lazebnik, 1998). Apoptotik hücre ölümünü karakterize 

eden ve görünür değiĢikliklerin çoğunu meydana getirdikleri için kaspazlar apoptotik 

yolun merkezinde bulunan moleküller olarak düĢünülebilirler.  
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2.3.1. Apoptoz Mekanizması 

Apoptoz hücrelerde iki ana yolla gerçekleĢir (ġekil 2.4). Apoptoz mekanizması, hücre 

içi (pH azalıĢı, DNA hasarı, metabolik ve hücre siklus bozuklukları vb.) ve hücre dıĢı 

sinyaller (ölüm reseptörlerinin aktivasyonu, UV, radyasyon, iskemi vb.) ile uyarılır. 

Hücre içi sinyaller instrinsik (mitokondriyal) yol ile apoptozu indüklerken, hücre dıĢı 

sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu indüklerler (Danial ve Korsmeyer, 2004; Kroemer 

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

 

 

ġekil 2.4. Memeli hücrelerde apoptoz iki ana yolla gerçekleĢir. (Hengartner, 2000). 

2.3.1.1. Ekstrinsik Yol 

Hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerine (CD95, FAS, TNFR) ölüm sinyallerinin 

(CD95L, FasL, TNF-alfa) bağlanmasıyla reseptörler trimerik yapı kazanır. Örneğin; 

CD95 ligandının (CD95L), CD95‘e bağlanması gibi. Trimerik yapı kazanan reseptörler, 
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adaptör molekülleri (FADD) ile birleĢerek ölümü indükleyen sinyal kompleksi (DISC) 

adı verilen yapıyı oluĢturur. Bu olaydan sonra inaktif halde olan prokaspaz-8, aktif 

kaspaz-8‘e dönüĢür. Aktif kaspaz-8, prokaspaz-3‘ün aktivasyonunu iki Ģekilde 

gerçekleĢtirir.  

Direkt olarak kapsaz-8, prokaspaz-3‘ü aktive edebilir veya Bid‘i keserek dolaylı yoldan 

instrinsik mekanizmada prokaspaz-9‘u aktive ettikten sonra kaspaz-3‘ü aktive eder. 

Aktif halde olan kaspaz-3, kaspaz aktive edici DNaz (CAD) aktivasyonunu sağlayarak 

DNA fragmantasyonuna neden olur (Adams ve Cory, 2001; Spierings ve ark., 2004; 

Curtin ve Cotter, 2003).  

2.3.1.2. Ġnstrinsik Yol 

Hücre içi sinyallerle (DNA hasarı, hipoksi, pH azalıĢı vb.) apoptotik uyarı alınmasından 

sonra pro-apoptotik bir protein olan Bid; anti-apoptotik protein olan Bcl-2‗yi inaktif 

hale getirerek, Bak ve Bax‘ı aktifleĢtirir. AktifleĢen Bak ve Bax molekülleri mitokondri 

membranında por oluĢumunu uyararak zar potansiyelinin değiĢmesine sebep olur 

(Spierings ve ark., 2004).  

Böylelikle mitokondri membranındaki porlardan; sitokrom-c, endonukleaz-G (Endo-G), 

kaspazın ikinci mitokondri kaynaklı aktivatörü (SMAC), kalsiyum (Ca
++

) ve apoptoz 

indükleyici faktör (AIF) salınımını uyarır.  

Sitokrom-c molekülü, oksidatif fosforilasyon için elektron taĢır. SMAC, AIF‘nin 

aktivasyonunu baskılayarak apoptozu hızlandırır ve AIF‘nin ortamda bulunması kaspaz-

8 ve kaspaz-3‘ün aktivasyonunu engeller. AIF molekülü, çekirdeğe transloke olur ve 

parçalanır. ENDO-G molekülü ise DNA‘yı parçalar. Sitokrom-c, ATP‘nin ve apoptotik 

proteaz aktive edici faktörün (Apaf-1) de bir araya gelmesiyle sitozolde apoptozom 

adında bir kompleks oluĢturur (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001).   

Apoptozom, kaspaz 9‘u keserek aktive eder ve kaspaz-9 da prokaspaz-3‘ü aktive eder 

böylece aktif kaspaz-3 oluĢur. Aktif kaspaz-3 de inaktif kaspaz aktive edici DNaz‗ı 

(ICAD) inaktif hale getirerek CAD‘ı serbestleĢtirir. CAD molekülü ise çekirdekte 

kromatin yoğunlaĢmasını sağlar ve DNA‘nın fragmante olmasına neden olur (Smaili ve 

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

Apoptoz sürecinin deregülasyonu, kanser, otoimmünite ve dejeneratif hastalıklar dahil 

olmak üzere birçok patolojik sonuca neden olabilir. Yapılan çalıĢmalar sonucu, 

apoptozun moleküler mekanizması ve düzenlenmesinin aydınlatılması, birçok hastalığın 
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patofizyolojisinin daha derinden anlaĢılması için temel oluĢturmuĢtur. Ayrıca bu 

çalıĢmalar; kanser, inflamasyon, immün yetmezlik, otoimmün bozukluklar, iskemik 

kalp hastalığı, felç ve nörodejeneratif hastalıklar dahil olmak üzere çok çeĢitli 

rahatsızlıklarda terapötik müdahale için stratejiler ortaya koymuĢtur (Nicholson, 2000).  

2.4. N ˗ Asetil Sistein (NAC) 

2.4.1. N ˗ Asetil Sistein (NAC) Mekanizması 

N ˗ Asetil Sistein (NAC), N ˗ asetil ˗ 1 ˗ sistein olarak da bilinir (De Vries ve De Flora, 

1993). NAC, bir hücreye girdikten sonra reaktif oksijen türleri (ROS) içeriğini azaltmak 

için doğrudan oksidatif maddelerle reaksiyona girer ve reaktif bir oksijen temizleyici 

olarak görev yapar (Liu ve ark., 2021). Hücre içinde NAC'ın deasetilasyonu sonucu 

glutatyon (GSH) sentezi için hız sınırlayıcı sistein aminoasidi üretilir. Sitozolde 

sentezlenen GSH, glutatyon peroksidazı (GPX) tarafından H2O2'nin H2O'ya 

indirgenmesini destekler. Manganez süperoksit dismutaz (MnSOD) ise yüksek reaktif 

süperoksidi (O•) daha az reaktif H2O2'ye dönüĢtürülür (ġekil 2.5) (Frye ve Berk, 2018).  
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ġekil 2.5. NAC'ın mito-koruyucu mekanizmaları (Frye ve Berk, 2018). 

2.4.2. Kimyasal Yapı ve Özellikleri  

NAC, nitrojen atomuna bağlı asetil grubuna sahip bir sistein türevidir ve çoğu tiyol 

(RSH) gibi çeĢitli radikaller tarafından oksitlenebilir ve ayrıca bir nükleofil görevi 

gören, glutatyon öncüsü bir moleküldür (Atkuri ve ark., 2007). NAC, güçlü bir 

antioksidan olmakla birlikte, mukolitik özelliğe sahip bir moleküldür. Yapısında 

bulunan sülfidril gruplarının etkisi ile serbest oksijen radikallerini nötralize eder. Ek 

olarak NAC, hücreye girdikten sonra deasetilasyona uğrar ve glutatyon molekülünün 

öncüsü olan L-sisteine dönüĢür. Glutatyon molekülü, hücreyi oksidatif stresten korur ve 

hücre içi redoks tepkimelerinde önemli bir moleküldür (Samuni ve ark., 2013).  
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2.4.3. Klinikte Kullanımı 

NAC, yıllardır klinik pratikte kullanılan bir bileĢiktir. Tarihsel olarak ise kistik fibroz ve 

kronik bronĢit gibi aĢırı mukus salgılanması ile iliĢkili olanlar baĢta olmak üzere, 

konjestif ve obstrüktif akciğer hastalıklarının tedavisi için tanıtılmıĢtır. Ayrıca NAC, 

parasetamol zehirlenmesi, KOAH, doksorubisin kardiyotoksisitesi, iskemi-reperfüzyon 

kalp hasarı, akut solunum sıkıntısı sendromu, bronĢit, kemoterapiye bağlı toksisite, 

HIV/AIDS, ağır metal toksisitesi ve psikiyatrik/nörolojik bozukluklar dahil olmak üzere 

çok sayıda hastalığın tedavisinde kullanılmıĢtır. Son zamanlarda NAC‘ın daha da 

geliĢtirilmesiyle uygulama alanları da geniĢlemiĢtir. Böylece insan immün yetmezlik 

virüsü (HIV-I) enfeksiyonları, pulmoner oksijen toksisitesi ve yetiĢkin solunum sıkıntısı 

sendromu (ARDS) vakalarının tedavisinde kullanılmaya baĢlamıĢtır. NAC'ın 

farmakolojik uygulamalarının çeĢitliliği oldukça benzersizdir. Bu durum, molekülün 

sisteinil tiyolünün çok yönlü kimyasal özelliklerinden kaynaklanmaktadır (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 karĢılaĢtıran çalıĢmalar mevcuttur. 

ÇalıĢmalarda, enjeksiyonun daha yüksek biyoyararlanımı olmasına rağmen, kusma, 

halsizlik, kalp ve dolaĢım sorunları, baĢ ağrısı, nefes almada zorluk gibi yan etkileri 

nedeniyle NAC‘ın oral takviye ile alınması önerilmiĢtir. Fakat oral NAC takviyesinde 

de kusma, mide bulantısı ve ishal gibi yan etkiler ortaya çıkmaktadır. Bu yan etkiler 

dozaj ve zamanlamanın ayarlanmasıyla hafifletilebilir. Yapılan çalıĢmalarda, günlük 

oral yolla alınan NAC dozunun iki veya dörde bölünmesiyle, benzer bir antioksidan 

tepki yaratırken takviyenin yan etkilerinin azaldığı gözlemlenmiĢtir (Rhodes ve 

Breakhuis, 2017). NAC, Dünya sağlık örgütü (DSÖ)‘nün esansiyel ilaçlar listesinde yer 

almaktadır. 

2.5. Hücre Kültürü 

Hücre kültürü, hücreleri kontrollü Ģartlar altında çeĢitli yöntemlerle izole ederek bu 

hücrelerin in vitro koĢullarda yaĢamına devam ettirilmesine denir. İn vitro koĢullarda 

kültüre edilen hücreler, canlılık özelliklerini göstermeye devam ederler. Böylece bir 

canlıya ait hücrelerin çeĢitli koĢullara ve ilaçlara nasıl tepki vereceği hakkında, canlı 

dıĢında yapılan deneylerle cevap verilebilir (Lodish ve ark., 2011).  
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Canlı organizmaya kıyasla, kültüre edilmiĢ hücrelerin kontrol altında olması ve daha 

hızlı bir Ģekilde yetiĢtirilerek çoğaltılması çeĢitli çalıĢmalar için avantaj sağlar. Hücre 

kültürü çalıĢmaları baĢlıca; monoklonal antikor, aĢı, enzim ve çeĢitli hormonların 

üretimi, sinyal üretim yolaklarının netliğe kavuĢturulması ile bunlara yönelik hedef ilaç 

moleküllerinin belirlenmesi, viral ve bakteriyel enfeksiyon araĢtırmaları, toksisite 

çalıĢmaları, doku ve gen tedavilerinin geliĢtirilmesi amacıyla tıbbın birçok alanında 

kullanılmaktadır.  

2.5.1. Hücre Kültürü Kimyasalları 

2.5.1.1. Mediumlar 

Mediumlar hücrelerin yaĢamını idame ettirebilmesi için gerekli olan besiyerleridir. 

Süspanse (yüzen) hücreler bu besiyerleri içerisinde askıda, yüzerek yaĢamını idame 

ettirebilir. Monolayer (tutunarak büyüyen) hücreler ise kültür kabının tabanına tutunup 

üstü bu besiyerleri ile kaplanarak beslenirler.   

Mediumların hidrojen iyonu konsantrasyonu, hücrelerin kültüre edilmesinde önemli bir 

faktördür.  Hücreler genellikle pH:7.4‘te yaĢarlar. Mediumlar içerisinde kullanılan pH 

indikatörü, fenol kırmızısı olarak adlandırılır. Böylece medium pH‘sında gözlemlenen 

artıĢ ve azalıĢ durumuna göre fenol kırmızısı mediumun rengini değiĢtirir. Asidik bir 

pH‘da medium rengi sarıya yaklaĢır. Bazik pH‘da ise medium koyu kırmızı veya pembe 

bir renk alır.  

Mediumlarda diğer önemli birleĢenler ise sodyum bikarbonat (NaHCO3), karbokdioksit 

(CO2) ve HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) tir. CO2, 

medium içerisinde gaz halde iken çözünür. Medium içerisinde biriken laktik asit pH‘ı 

düĢürür. Ortamın pH‘sını dengede tutmak için medium içerine bu birleĢenler eklenir. 

HEPES, bunlar arasında en çok tercih edilen tampon birleĢenlerden biridir. 

Bir diğer önemli kriter ise mediumun oksijen (O2) yoğunluğudur. Ayrıca hücre kültürü 

mediumlarının sıcaklıkları da hücreleri etkileyen önemli bir unsurdur. Hücreler -80 

O
C‘de birkaç gün durabilirler ve uzun süreli olarak, -196 

O
C‘de saklanabilirler. Bu 

hücreler için en uygun kültür sıcaklığı 37 
O
C‘dir. Hücre kültüründe kullanılan 

mediumlar soğutucularda muhafaza edildiğinden, hücrelerin üzerine eklenmeden önce 

sıcaklıklarının bu sıcaklığa yaklaĢtırılması kültürdeki hücrelerin canlılığı açısından 

önem arz etmektedir (Freshney, 2010). 
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2.5.1.1.1. Medium Ġçerisinde Bulunan Maddeler 

Mediumların içerisinde; vitaminler, tuzlar, glukoz, serum olmak üzere çeĢitli maddeler 

bulunmaktadır. 

2.5.1.1.1.1. Vitaminler 

Mediumlarda bulunan vitaminler; A, D, E, K, B vitaminleri, inositol, biyotin, 

nikotinamit ve folik asittir. Bu vitaminler hücre metabolizmasında büyük öneme 

sahiptir. Bu yüzden, besiyeri içerisinde uygun konsantrasyonda olması gerekir 

(Freshney, 2010). 

2.5.1.1.1.2. Tuzlar 

Tuzlar mediumun osmolaritesini dengeleyen birleĢendir. Medium içerisinde bulunan 

bazı tuzlar; Na
+
, K

+
, Ca

2+
, Mg

2+
, Cl

-
, SO4

2-
, HCO3

-
, PO4

3-
 ‗tür. Bu tuzlar hücrelerin 

büyüme ve geliĢmesine önemli bir katkıda bulunur. (Freshney, 2010). 

2.5.1.1.1.3. Glukoz 

Glukoz, hücrenin temel enerji kaynağıdır. Hücre tipine göre glukoz konsantrasyonları 

farklı olan mediumlar kullanılabilir. Medium içeriğine dahil edilen diğer maddeler ise 

serum, aminoasitler, antibiyotikler, hormonlar ve büyüme faktörleridir (Freshney, 

2010). 

2.5.1.1.1.4. Serum 

Serumlar hücrelerin büyümesini ve geliĢmesini destekleyen maddelerdir. Serumlar 

genellikle atlardan, büyükbaĢ hayvanlardan ve insanlardan elde edilebilir. Mezenkimal 

kök hücre kültüründe Fetal Bovin Serum (FBS) sıkça tercih edilir. Medium içerisine, 

hücrenin fizyolojik durumu ve hücre tipi baz alınarak farklı oranlarda eklenebilir 

(Freshney, 2010). 

2.5.1.1.2. Mediumların Ġçerisinde Bulunan Diğer Maddeler 

2.5.1.1.2.1. Aminoasitler 

Aminoasitler, hücrelerin büyümesinde ve yaĢamını idame ettirmesinde önemli role 

sahip olan maddelerdir. Aminoasitler bazal mediumların içerisinde bulunabilir veya 

ihtiyaç halinde sonradan da eklenebilirler. Hücre kültüründe en çok kullanılan aminoasit 

glutamindir (Freshney, 2010). 
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2.5.1.1.2.2. Antibiyotikler 

İn vitro hücre kültüründe hücreler için hazırlanan besiyerinin steril olması gerekir. Bu 

yüzden hücreleri bakteri ve fungus kontaminasyonundan korumak amacıyla hücre 

kültürü mediumlarının içerisine antibiyotikler eklenir. Hücre kültüründe sıklıkla 

kullanılan antibiyotikler; penisilin, amfoterisin, streptomisin, gentamisin‘dir (Freshney, 

2010) 

2.5.1.1.2.3. Hormonlar ve Büyüme Faktörleri 

Hücre kültürü mediumlarına eklenen bir diğer madde ise büyüme faktörleridir. Bu 

maddeler hücre kültüründe sıklıkla kullanılmasalar da bazı hücrelerin büyümesini ve 

geliĢmesini desteklemek için medium içerisine eklenebilirler. Genellikle tercih edilen 

büyüme faktörleri b-FGF ve EGF‘dir (Freshney, 2010). 

2.5.1.1.2.4. Tripsin 

Tripsin, plastik yüzeyde tutunmuĢ halde olan hücreleri tutundukları yüzeyden ayırmak 

için kullanılan bir enzimdir. Hücreler ile tripsin enziminin temas ettiği süre önemlidir. 

Çünkü hücreler tripsine uzun süre maruz kalırlarsa, membran yüzeyinde bulunan 

protein yapılar tripsin tarafından parçalanır. Bu durum hücrenin canlılığını olumsuz 

yönde etkiler. Tripsin enzimin aktivasyonunu durdurmak için bol miktarda protein 

içeren bir serum (FBS vb.) ya da tripsin inhibitörü kullanılır (Freshney, 2010). 

2.5.1.1.2.5. Fosfatla TamponlanmıĢ Tuz Çözeltisi (PBS) 

Hücre kültüründe PBS genellikle yıkama iĢlemi aĢamasında kullanılır. Hücre 

kültüründe kullanılan iki farklı tipi vardır. Bunlardan ilki içerisinde kalsiyum ve 

magnezyum bulunmayan PBS‘tir. Bu PBS yıkama iĢleminde tercih edilir. Diğeri ise 

içerisinde kalsiyum ve magnezyum içeren ve hücre izolasyonu sırasında kollajenaz 

enzimi ile kullanılan PBS‘tir. Kalsiyum ve magnezyum gibi +2 değerlikli iyon içeren 

PBS‘ler yıkama iĢleminde kullanılmaz. Çünkü tripsin enzimi kalsiyum ve magnezyum 

varlığında çalıĢmaz (Freshney, 2010). 

2.5.2. Hücre Kültüründe Kullanılan Ekipmanlar 

Hücrelerin kültüre edilmesi için gerekli olan, hücre kültürü laboratuvarlarında kullanılan 

birçok ekipman bulunur. Hücre çalıĢmaları temel bir ekipman olan steril kabinde 

yapılır. Kültürü yapılan hücrelere uygun ortam %5 CO2 içeren ve sıcaklığı 37 OC olan 
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karbondioksit inkübatörü tarafından sağlanır ve hücrelerin durumuna bakmak için invert 

mikroskop kullanılır. Buna ek olarak, kullanılan diğer ekipmanlar ise; santrifüj cihazı, 

lam, lamel kültür malzemelerinin muhafaza etmek için çeĢitli sıcaklık derecelerine sahip 

(+4 OC, -20 
O
C, -80 OC) soğutucular ve hücrelerin uzun dönem saklanması için gerekli 

azot tankıdır (-196 
O
C) (Pittenger, 2008). 

2.6. Biyolojik Testler 

2.6.1. Senesens ĠliĢkili Beta-Galaktozidaz Aktivitesi Testi  

Bu tez çalıĢmasında, senesent hücreleri tespit etmek amacıyla beta-galaktozidaz (β-gal) 

boyaması metodu kullanılmıĢtır. Senesent hücrelerde, lizozomal enzimlerin artması 

sonucu lizozom miktarındaki artıĢ bu hücrelerin karakteristik özelliklerinden birisidir. 

Bu enzimlere β-gal örnek verilebilir. Senesens iliĢkili β-gal aktivitesi, kültürdeki 

bulunan senesent hücreleri belirlemeye yarayan ve pH:6‘da gözlemlenebilen 

sitokimyasal bir boyama metodudur. Bu metotta X-gal kullanılır. X-gal, β-gal ile 

tepkimeye girdiğinde çözünemeyen mavi renkte ürün oluĢturan bir substrattır. Boyama 

sonrasında hücreler glutaraldehit ile fikse edilerek, senesent hücrelerde mavi renk 

oluĢumu gözlenir. Bunlara ek olarak, senesent hücre belirlenmesinde hücre büyüklüğü 

ve çekirdekçik miktarı da dikkate alınır (Debacq-Chainiaux ve ark., 2009).  

2.6.2. Annexin V Apoptoz Testi 

Bu tez çalıĢmasında kültüre edilen ADOMKH‘lerin apoptoz oranını belirlemek 

amacıyla Muse Cell Analyzer cihazına ait Annexin V/Dead Cell kiti kullanılmıĢtır. 

Apoptotik süreç tamamlandıktan sonra fosfolipid membranının iç yüzeyinde bulunan 

negatif (-) yüklü fosfatidilserinler (PS) membranın dıĢ yüzeyine taĢınırlar. Annexin V, 

hücre yüzeyinde bulunan PS moleküllerine bağlanarak apoptotik hücreleri belirleyen bir 

belirteçtir (Koopman ve ark., 1994). Ayrıca bu kitin içerisinde 7-aminoactinomycin-D 

(7-AAD) boyası da vardır. Ölü hücreleri boyamaya yarayan 7-AAD, hasarlı fosfolipid 

zardan geçerek DNA‘ya bağlanan bir moleküldür. Mikro santrifüj tüpünde bulunan 

hücreler, Annexin ile muamele edilip akıĢ sitometri temelli bir cihaz olan Muse Cell 

Analyzer‘da incelenir ve apoptoz yüzdesi belirlenir. 

2.6.3. Hücre Döngüsü Testi  

Bu tez çalıĢmasında, kültüre edilen ADOMKH‘lerin hücre döngüsü aĢamalarındaki 

(G0/G1, S ve G2/M) hücre miktarını tespit etmek amacıyla Muse Cell Analyzer 
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cihazına ait Cell Cycle kiti kullanılmıĢtır. Cell Cycle kiti içerisinde nüklear DNA‘ya 

bağlanan Propidyum Iyodür (PI) boyası ve RNAz A içeren bir solüsyon yer almaktadır. 

Hücre döngüsü testinin temeli, DNA içeriğinin PI ile boyamasına dayanmaktadır. PI, 

RNAz varlığında hücrelerin farklı DNA içeriğine dayanarak, hücre döngüsünün 

aĢamalarındaki hücreleri ayırır. Bunun sonucunda hücre döngüsünün her fazındaki 

(G0/G1, S ve G2/M) hücre miktarı yüzdesel olarak ölçülür (Darzynkiewicz ve ark., 

2006).  

2.6.4. Ki67 Proliferasyon Testi  

Bu tez çalıĢmasında kültüre edilen ADOMKH‘lerin proliferasyon oranını belirlemek 

amacıyla Muse Cell Analyzer cihazına ait Ki67 Proliferation Kit kullanılmıĢtır. Ki67, 

hücre döngüsünün tüm evrelerinde tüm memeli hücrelerinde eksprese edilen bir nükleer 

protein antijenidir. G0 fazında kuvvetli bir Ģekilde aĢağı regüle edilir (Gerdes ve ark., 

1984). Bu özelliğinden dolayı Ki67, proliferasyonu değerlendirmek için kritik bir 

biyobelirteç haline gelmiĢtir (Dowsett ve ark., 2011). Ki67 ile muamele edilen hücreler 

Muse Cell Analyzer‘da incelenir ve proliferasyon yüzdesi belirlenir. 

2.7. Moleküler Genetik Analizler 

2.7.1. Hücre Döngüsü, Senesens ve Apoptoz ile ĠliĢkili Genler 

2.7.1.1. Gapdh Geni 

Gapdh geni, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz protein ailesinin bir üyesini kodlayan 

housekeeping genlerden birisidir (Mustafa ve ark., 2009). Hücre iskeletinin 

organizasyonunu ve yapımını düzenler. TRAF2 ve TRAF3 etkileĢim yoluyla TNF ile 

indüklenen NF-kB aktivasyonunu gerçekleĢtirir ve tip I interferon üretimini uyararak 

doğal bağıĢıklıkta görev alır. Ayrıca, transkripsiyon, DNA replikasyonu, RNA taĢınması 

ve apoptoz gibi olaylara katılır (Tajima ve ark., 1999).  

2.7.1.2. P53 Geni 

P53, tümör baskılayıcı, DNA hasarı ve hipoksi gibi hücresel streslere yanıt olarak hücre 

döngüsü durmasına aracılık eder. Ayrıca apoptozu indükleyerek hücresel 

proliferasyonunu sınırlar (Shen ve White, 2001). Bu iĢlemi gerçekleĢtirmek için gerekli 

bir kısım geni kontrol eder ve hücre döngüsü düzenlemesinde yer alır. Aktive edilmiĢ 

genlerden biri, CDK‘lerin bir inhibitörüdür. Apoptozun indüklenmesine, BAX ve FAS 

antijen ekspresyonunun uyarılması ya da Bcl-2 ekspresyonunun baskılanması sebep 
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olabilir (Haupt ve ark., 2003).  DNA hasarına yanıt olarak CAK kompleksi ile hareket 

ettiğinde, CDK7 kinaz aktivitesini önleyerek hücre döngüsü ilerlemesini durdurur (Miki 

ve ark., 2013).  

2.7.1.3. P21 Geni 

Bu gen, güçlü bir CDK inhibitörünü kodlar. KodlanmıĢ protein, CDK2 veya CDK4 

komplekslerine bağlanarak bunların aktivitesini inhibe eder ve dolayısıyla G1 fazında 

hücre döngüsü ilerlemesini düzenlemede rol oynar. Bu genin ekspresyonu, tümör 

baskılayıcı olarak görev yapan P53 proteini tarafından kontrol edilir. P21 proteini, 

çeĢitli stres uyaranlarına yanıt olarak P53'e bağlı hücre döngüsünün G1 fazında 

durmasına aracılık eder (Karimian ve ark., 2016). Ayrıca bu protein, S fazı DNA 

replikasyonu ve DNA hasar onarımında düzenleyici bir rol oynar (Hauge ve ark., 2019). 

2.7.1.4. Rb1 Geni 

Hücre döngüsünün G1/S geçiĢinde temel düzenleyici olarak görev yapan tümör 

baskılayıcı bir gendir. Rb1 geninin, hipofosforile formu, E2F ailesinin transkripsiyon 

düzenleyicilerini bağlayarak E2F'ye yanıt veren genlerin transkripsiyonunu engeller. 

RB1'in siklin ve CDK'ye bağlı fosforilasyonu, onun E2F'lerden ayrılmasını indükler 

böylece E2F'ye yanıt veren genlerin transkripsiyonunu aktive eder ve S fazına giriĢi 

tetikler. Rb1 geni ayrıca CDK3/siklin-C tarafından fosforilasyon ve aktivasyon üzerine 

G0-G1 geçiĢini de destekler. Genel kromatin yapısını ve özellikle de histon 

metilasyonunu stabilize ederek yapısal heterokromatinin yapısını koruyarak 

heterokromatin oluĢumuna doğrudan katılır (Gonzalo ve ark., 2005).  

2.7.1.5. Atm Geni 

Serin/treonin protein kinaz; apoptoz, çift iplik kopmaları (DSB) ve iyonlaĢtırıcı 

ultraviyole A ıĢığı (UVA) gibi genotoksik stresler üzerine kontrol noktası sinyalini etkin 

hale getirerek bir DNA hasar sensörü görevi görür. Ve substrat konsensüs dizisini [ST]-

Q tanır. Çift iplik kopmalarında histon varyantı H2AX'in 'Ser-139'unu fosforile ederek 

DNA hasar tepki mekanizmasını düzenler. Ayrıca sinyal iletimi ve hücre döngüsü 

kontrolünde yer alır. Vezikül ve protein taĢınmasında, T hücre geliĢiminde, gonad ve 

nörolojik fonksiyonlarda rol oynayabilir. DNA uçlarını bağlar ve replikasyona bağlı 

histon mRNA bozulmasında görev yapar (Burma ve ark., 2001).   
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2.7.1.6. Bax Geni 

Apoptoz baskılayıcı BCL-2 veya onun adenovirüs homologu olan E1B-19k proteinine 

bağlanarak onu harekete geçirerek programlanmıĢ hücre ölümünü hızlandırır. Stres 

koĢulları altında, mitokondri zarında translokasyona neden olan bir konformasyon 

değiĢikliğine uğrar ve sitokrom c'nin salınmasına yol açararak apoptozu tetikler (Oltval 

ve ark., 1993; Ku ve ark., 2011).  

2.7.1.7. Bcl-2 Geni 

Bcl-2 geni, B hücreli lenfoma-2 protein ailesinin bir üyesini kodlar. Bu ailenin üyeleri, 

çoklu hücre tiplerinde hücre ölümünü düzenler ve proapoptotik veya antiapoptotik 

aktivitelere sahiptir. Bu protein, apoptotik uyaranlara yanıt olarak mitokondriyal 

geçirgenliği kontrol eden sinyal yolunun bir parçası olarak iĢlev görür ve bir dıĢ 

mitokondriyal zar proteinidir. Ayrıca Bcl-2 tarafından kodlanan protein, mitokondriyal 

aracılı apoptozu (instrinsik yolla) inhibe eder (Burlacu, 2003; Brunelle ve Letai, 2009). 

Bu protein aynı zamanda nöron hücresinin hayatta kalmasında ve otofajide de rol 

oynayabilir. Bu genin anormal ekspresyonu ve kromozomal translokasyonları, birçok 

dokuda kanser ilerlemesi ile iliĢkilidir.  

2.7.1.8. Cdk6 Geni 

Cdk6 geni, hücre döngüsü ve farklılaĢmasının kontrolünde rol oynayan serin/treonin-

protein kinazın G1/S fazı geçiĢine katkıda bulunur ve RB‘yi fosforile eder. Bir 

pRB/RB1 kinazı oluĢturmak için interfazda sırasında G1 fazındaki G1 siklinleri ile 

etkileĢime girer ve hücre döngüsüne giriĢi kontrol eder (Beukelaers ve ark., 2011). 

Hücre farklılaĢması sırasında, hücre döngüsünün baĢlatılması ve devam etmesinde rol 

oynar. Hücrede proliferasyonu önler fakat spesifik hücre tiplerinin (Eritroid ve 

hematopoietik hücreler gibi.) proliferasyonu için gereklidir.  

2.7.1.9. Siklin B Geni 

Siklin B geni, hücre döngüsünün ilerlemesinde önemli bir düzenleyici olarak görev 

yapar. Siklin A'ya bağlı CDK2'nin kinaz aktivitesini inhibe ederek G1 fazında 

tutuklanmaya neden olur (Toyoshima ve Hunter, 1994). 
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2.7.2. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT ˗ PCR)  

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Kary Mullis tarafından 1985 yılında spesifik bir 

DNA dizilerini amplifiye etmek için icat edildi. PCR reaksiyonu; denatürasyon, 

hibridizasyon (annealing) ve uzama (polimerizasyon) olmak üzere temelde üç 

basamaktan oluĢan basit ve enzimatik bir yöntemdir (Garibyan ve ark., 2013).  

Denatürasyon evresinde çift iplikli DNA, yüksek sıcaklıkta (94 OC) ayrıĢtırılarak tek 

iplik haline getirilir. Bu tek iplikçikler primerler için hedeftir. Sıcaklık düĢürülerek 

hedef bölgenin primerler ile bağlanması sağlanır ve bu evre hibridizasyon (annealing) 

evresidir. Annealing derecesi sabit olmamakla birlikte, primerin uzunluğuna ve baz 

içeriğine bağlı olarak değiĢen bir değerdir. Her primer için ayrı hesaplanması 

gerekmektedir. Bağlanan primerlerin ardından, DNA polimeraz enziminin hedef 

bölgeye spesifik bir Ģekilde bazları eklemesi ve hedef DNA bölgesinin çoğaltılması ise 

uzama (polimerizasyon) evresi olarak adlandırılır. Bu aĢamanın gerçekleĢtiği sıcaklık 

genellikle 72 OC‘dir. Bu üç evrenin her bir tekrarı sonucunda DNA iki katına çıkar 

(Stahlberg ve ark., 2012).  

Her PCR reaksiyonu hedef bir DNA bölgesinin çoğaltılması için kalıp DNA, 

nükleotitler, primerler ve DNA polimeraz enzimine ihtiyaç duyar. Nükleotitler, 

DNA‘nın yapısında bulunan adenin, timin, sitozin ve guanin bazlarıdır. Çoğaltılacak 

hedef DNA dizisini tamamlayan kısa DNA parçaları primer olarak adlandırılır. 

Primerler her hedef bölge için özel üretilirler ve DNA polimeraz enzimi için uzama 

noktası sağlarlar. DNA polimeraz enzimi ise nükleotitleri birbirine bağlayarak PCR 

ürününü meydana getirir. Tüm bu bileĢenler belirli miktarlarda reaksiyon tüpünde 

karıĢtırılarak ‗Thermal Cycler‘ cihazına koyulur. Böylece DNA amplikasyonu 

gerçekleĢtirilir (Garibyan ve ark., 2013).  

PCR analizi, DNA dizi analizinde ve DNA haritalanmasında, sistematik ve evrim 

çalıĢmalarında, genetik hastalıkların teĢhisinde, DNA parmakizi analizinde, adli tıp 

örneklerinin genetik analizlerinde olmak üzere birçok alanda kullanılmaktadır. 

PCR‘ın zamanla geliĢtirilmesiyle gerçek zamanlı PCR (RT ˗ PCR) ortaya çıkmıĢtır. RT-

PCR, adlandırılan teknik gen ekspresyon seviyesinin kantitatif ölçümlerinin 

yapılmasının sağlar. RT ˗ PCR, sadece DNA‘yı belirlemekten ziyade DNA hakkında da 

bilgi verir. Bu yöntem, DNA‘ya nonspesifik olarak bağlanan florasan boyaların (Syber 
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Green) kullanılması veya florasan etiketli, diziye spesifik olan DNA problarının 

kullanılmasıyla iki Ģekilde gerçekleĢtirilebilir (Matthews ve Kricka, 1988).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanı ÇalıĢmaları 

ÇalıĢmada kullanılan canlı hayvanlar üzerinde deneyler, 09.09.2020 tarihli 20/123 karar 

numarasıyla alınmıĢ olan Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

(HADYEK) izni ile yapılmıĢtır. ÇalıĢmada deney hayvanı olarak kullanılan BALB/c ırkı 

erkek fareler, Erciyes Üniversitesi Betül-Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi 

(GENKÖK), Transgenik Hayvan Birimi tarafından üretilmiĢtir. Fareler, taban alanı 67 

sq. In/435 sq.cm olan 191 mm x 292 mm x127 mm kafes ölçülerinde, 12 saat 

gündüz/gece döngüsünde, oda sıcaklığı 20-24 OC ve nisbi nem miktarı %45-75 olacak 

Ģekilde barındırılmıĢtır. Her bir kafesteki hayvan sayısı, 4 olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır.  

3.1.1. Deney Hayvanı Gruplarının OluĢturulması ve Beslenmesi 

Tez çalıĢmasında, BALB/c ırkı normal diĢi ve erkek farenin çiftleĢmesiyle meydana 

gelmiĢ, yavru farelerden sadece erkek yavrular kullanıldı. Doğumdan 21 gün sonra 

(anne sütüyle beslenmeden sonra) anne fareden ayrılan yavru fareler kafeslere alındı ve 

deney grupları; kontrol ve NAC olacak Ģekilde iki grup olarak belirlendi. Her grupta 10 

fare olmak üzere toplam 20 fare kullanıldı. BALB/c ırkına ait kontrol grubunda bulunan 

farelerin beslenmesinde 20 ay boyunca normal (standart pellet) yem ve çeĢme suyu 

kullanıldı. Fakat; NAC grubunda yer alan fareler, 18. aydan itibaren 20. aya kadar NAC 

içeren su ile ad libitum beslenmeye devam etmiĢtir. Deneyde kullanılmak üzere ayrılan 

farelerin sağ kalımları, yetersiz beslenme ve yemle beslenme sırasında meydana gelen 

olumsuzluklar veya farelerin çok yaĢlı olması nedeniyle kontrol grubunda hayvan sayısı 

7‘ye ve NAC grubunda ise hayvan sayısı 9‘a düĢmüĢtür. 

3.2. Adipoz Dokudan Mezenkimal Kök Hücre Eldesi 

3.2.1. Sakrifikasyon ve Adipoz Doku Eldesi 

Deneysel çalıĢmanın son aĢamasına gelindiğinde (20. ayın sonunda), deney 

hayvanlarına servikal dislokasyon yöntemi ile ötenazi uygulandı. Farelerin ölüm 
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durumları kontrol edildi. YaĢamına son verilmiĢ olan fareler, %70‘lik ethanol içerisinde 

birkaç dakika bekletilerek ön sterilizasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi ve ardından cerrahi 

iĢlemle kontrol ve NAC grubu farelerin adipoz dokuları alındı. Kontrol ve NAC grubu 

tüm farelerden alınan adipoz dokular, etiketleri yapılmıĢ olan 50 mL‘lik falkonlardaki 

%1 penisilin-streptomisin içeren DMEM (Biological Industries) solüsyonu içerisine 

aktarıldı. Dokular uygun koĢullar altında taĢınarak steril laminar hava akıĢ kabin 

içerisine alındı. 

3.2.2. Besiyeri Hazırlanması 

Fare adipoz doku mezenkimal kök hücreleri (ADOMKH) için glikoz oranı düĢük 

DMEM (1 g/L Glikoz-Biological Industries) besiyeri içerisine %10 oranında FBS 

(Biological Industries), %1 oranında Penisilin-Streptomisin, %1 oranında L-Glutamin 

ve 5 ng/mL bFGF eklendi. 

3.2.3. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kök Hücre Kültürü 

Falkon tüpler içerisinde yer alan adipoz dokular, iki kez DPBS (1X)‘le yıkandı. Her bir 

doku, steril petri kabı içerisinde bistüri ucu ile fiziksel parçalama iĢlemiyle 1-2 mm
3
‘lük 

küçük doku parçalarına ayrıldı ve kan damarları uzaklaĢtırıldı. Parçalara ayrılan dokular 

steril 50 mL‘lik falkonlara alındı. Daha sonra falkon tüplere tip II kollejenaz (Sigma 

C6885-25 mg) eklendi ve 37 OC‘de 10-15 dakika inkübe edilerek enzimatik aktivite ile 

hücrelerin bağımsız hale gelmesi sağlandı. Bu basamağın ardından kollejenazın 

aktivitesini azaltmak için falkon tüpüne soğuk Ca
++

 ve Mg
++

 içermeyen DPBS eklendi. 

Solüsyon DPBS‘le 350 x g‘de 5 dakika santrifüj edildi. Elde edilen ADOMKH‘lere ait 

pelletler, 8-10 mL tam besiyeri içerisinde 75 cm
2
‘lik hücre kültürü flasklarına alındı. 

Takibinde flasklar %5 CO2 içeren 37 
O
C sıcaklığa ve nemli ortama sahip inkübatöre 

kaldırıldı. 

3.2.4. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kök Hücrelerin (ADOMKH) 

Karakterizasyonu 

ÇalıĢmada kullanılan adipoz dokudan elde edilen hücreler, CD34-FITC ve CD45-FITC 

negatif belirteçleriyle ve CD44-FITC pozitif belirteçleri ile iĢaretlenerek flow sitometrik 

karakterizasyon yapıldı. Tüplerde bulunan 5x10
5 

ADOMKH, 100 µL BD Cell Wash ile 

çözülerek üzerine 2‘Ģer µL fluorokrom konjuge antibody eklendi. +4 
O
C‘de 10 dakika 

inkübasyondan sonra 1 kez yıkama yapıldı. Yıkama iĢleminden sonra hücreler flow 
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sitometri tüplerine alınarak BD FACS Aria III cihazında analiz edildi. Analiz sonucu 

değerlendirmeler, BD FACS Diva 8.0.1 programında yapıldı. 

3.2.5. Kültürü Yapılan MKH’lerin Çoğaltılması ve Dondurulması  

3.2.5.1. Hücrelerin Çoğaltılması 

75 cm
2
‘lik flasklara ekilen kontrol ve NAC grubu ADOMKH‘ler, inkübatör içerisinde 

inkübe edildi. Tam besiyeri içerisindeki plastik yüzeye yapıĢma özelliği gösteren 

ADOMKH‘lere her üç günde bir taze tam besiyeri değiĢimi yapılarak idame iĢlemi 

gerçekleĢtirildi. 

Yeterli yoğunluğa ulaĢan hücrelerin 1. pasajı (P1), 5 mL Tripsin-EDTA (1X) solüsyonu 

(03-054-1B, Biological Industries) kullanılarak 1-3 dakika inkübatör içerisinde 

bekletildi. Ardından tripsin aktivasyonunun durdurulması için tripsin miktarının %10‘u 

kadar FBS eklendi. Daha sonra hücreler falkon tüp içerisine toplandı ve 350 x g‘de 5 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırılarak pellet üzerine 8-10 mL DPBS 

eklenilerek hücreler resüspanse edildi ve 350 x g‘de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası süpernatant uzaklaĢtırılıp pellet 18-20 mL tam besiyeriyle resüspanse edilip 175 

cm
2
‘lik flaska alınarak inkübatöre kaldırıldı.  

2. Pasajda (P2) yeterli yoğunluğa ulaĢan hücreler 8-9 mL tripsin-EDTA(1X) solüsyon C 

(03-054-1B, Biological Industries) kullanılarak hücreler flasktan kaldırıldı ve tripsin 

aktivasyonunun durdurulması için tripsinin miktarının %10‘u kadar FBS konularak 350 

x g‘de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırılarak hücre pelleti üzerine DPBS 

eklendi ve 350 x g‘de 5 dakika santrifüj edildi. Ardından hücre dondurma iĢlemine 

geçildi. 

3.2.5.2. Hücrelerin Dondurulması 

Ġlk olarak hücre dondurma iĢlemi için %70 FBS, %20 DMEM ve %10 DMSO içeren 

hücre dondurma solüsyonu (Freezing Medium) hazırlandı. 2. Pasajdan (P2) sonra pellet 

halindeki kontrol ve NAC grubu ADOMKH‘lerin üzerine her vialde 1x10
6
 hücrenin 

olduğu son hacmi 1.5 mL olacak Ģekilde hücre dondurma solüsyonuyla homojenize hale 

getirilip cryo vial tüplere alındı.  Kademeli hücre dondurma iĢlemi için cryo vial tüpler, 

Myster Frosty Container içerisine alınarak -20 
O
C‘de bir saat ön soğutma iĢlemi yapıldı. 

Daha sonra -80 OC‘de bir gün bekletildikten sonra uzun süreli saklama için -196 
O
C azot 

tankına kaldırıldı.  
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3.3. Biyolojik Testler 

3.3.1. Senesens ĠliĢkili Beta-Galaktozidaz Aktivite (Senesens) Testi 

X-gal Stok Solüsyonu: 200 mg toz formundaki X-gal (Thermo), 5 mL N, N - 

Dimetilformamid içerisinde çözüldü. Konsantrasyonu 40 mg/mL olan stok solüsyonu 

uzun süre saklamak amacıyla -80 OC‘ye kaldırıldı. 

Boyama Solüsyonu: 0.165 gr K₃ [Fe (CN)₆] (Potasyum ferrisiyanür) ve 0.22 gr K4 [Fe 

(CN)6] (Potasyum ferrosiyanür) (Sigma, ABD) hassas terazide tartıldı. Tartılan 

maddeler 100 mL DPBS içerisinde çözüldü ve üzerine 200 μL 1M MgCl2 eklendi. pH: 

6 olacak Ģekilde ayarlandı. 

Tam Boyama Solüsyonu: Hazırlanan boyama solüsyonundan 19.5 mL alınarak üzerine 

500 μL X-gal stok solüsyonu eklenerek toplamda 20 mL tam boyama solüsyonu elde 

edildi. 

Fiksatif Solüsyonu: %0.2 konsantrasyonda 20 mL fiksatif solüsyonu elde etmek için 

%25 Gluteraldehit‘ten (Sigma, ABD) 160 μL alınarak 19.84 mL DPBS‘e eklendi. 

Kontrol ve NAC grubu hücrelerinin 6 well plate‘in her bir kuyucuğuna 1x10
5
 hücre 

gelecek Ģekilde ekimi yapıldı ve tutunmaları beklendi. Ekim sonrası tutunup belirli bir 

yoğunluğa ulaĢan hücrelerin besiyerleri uzaklaĢtırılıp hücreler DPBS ile yıkandı ve 

fiksatif solüsyonu eklenerek 15 dakika boyunca fikse edildi. Fiksasyondan sonra 

yıkanan hücreler (DPBS ile 5‘er dakika arayla 3 kez yıkama) tam boyama 

solüsyonunda, etrafı parafilm ve aliminyum folyo ile kaplanarak 18 saat 37 OC‘de 

inkübe edildi. 18. saatin sonunda hücreler DBPS ile yıkandı ve sonrasında gliserol 

eklendi.  Her kuyucuktaki hücreler sayılarak senesens yüzdesi belirlendi (Debacq-

Chainiaux ve ark., 2009). Ġstatistiksel analiz GraphPad Prism 8 ile yapıldı.   

3.3.2. Annexin V Apoptoz Testi 

Kontrol ve NAC grubu ADOMKH‘ler, 25 cm
2
‘lik flasklara her flaska 2.5x10

5
 hücre 

gelecek Ģekilde ekildi. Konrol ve NAC grubu hücrelerin flaska tutunması ve yeterli 

yoğunluğa ulaĢması için birkaç gün beklendi. Apoptoz testi, Muse Cell Analyzer 

cihazına ait Annexin V Dead Cell Kit protokolü baz alınarak yapıldı. Hücreler Annexin 

V/Dead Cell Reagent (Muse-Millipore) ile muamele edilip karanlıkta ve oda 

sıcaklığında 20 dakika inkübe edildi. Flasklardaki uygulamaya dahil edilmeyen hücreler 

Muse Cell Analyzer cihazında test ayarları yapmak ve kapı belirlemek için kullanıldı. 
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Uygulama yapılan hücreler cihazda okutularak apoptoz yüzdesi belirlendi. Her deney 

grubu için 3 tekrarlı okuma yapıldı (Koopman ve ark., 1994). 

3.3.3. Hücre Döngüsü Testi 

Hücre döngüsü testi, Muse™ Cell Cycle Kit protokolü (Merck Millipore, ABD) baz 

alınarak gerçekleĢtirildi. Kontrol ve NAC gruplarından 5x10
5
 hücre alınarak vorteks 

yapıldı. Vorteks esnasında hücrelerin üzerine yavaĢça 1 mL %70‘lik soğuk etanol 

eklendi ve 1 gece boyunca -20 OC‘ de bekletildi. Fikse edilmiĢ hücreler 200 μL yeni 

ependorf tüplere alındı. 300 x g‘de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atılıp hücre 

pelleti 250 µL DPBS ile resüspanse edildi. Yeniden 300 x g‘de 5 dakika santrifüj 

edilerek pellet üzerine 200 μL Muse™ Cell Cycle Reagent (Merck Millipore, ABD) 

eklendi ve 30 dakika karanlıkta inkübe edildi. Deney gruplarına ait örnekler inkübasyon 

sonrası Muse™ Cell Analyzer (Merck Millipore, ABD) cihazında her örnek için 3 

tekrarlı okuma yapılarak analiz edildi. 

3.3.4. Ki67 Proliferasyon Testi 

Ki67 testi, Muse Cell Analyzer cihazına ait Ki67 Proliferation Kit (Merck Millipore, 

ABD) protokolü baz alınarak yapıldı. Ki67 testi için deney grubuna ait ADOMKH‘ler, 

25 cm
2
‘lik flasklara her flaska 2.5x10

5
 hücre gelecek Ģekilde ekildi. Flask içerisinde 

yeterli yoğunluğa ulaĢan kontrol ve NAC grubu hücreleri 15 mL‘lik falkon tüplere 

alınarak 350 x g‘de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası hücre pelleti DPBS ile 

yıkandı. Her bir örnek üzerine 50 µL 1X fiksasyon solüsyonu eklendi.  

Oda sıcaklığında 15 dakika bekletildikten sonra hücrelerin ve fiksasyon solüsyonunun 

bulunduğu tüpün 150 µL 1X assay buffer eklendi. 350 x g‘ de 5 dakika santrifüj 

yapıldıktan sonra her tüpe hazır permeabilizasyon solüsyonundan 100 µL eklendi. 15 

dakika oda sıcaklığında bekletildi ve ardından her tüpe 100 µL assay buffer eklendi. 350 

x g‘de 15 dakika santrifüj edildikten sonra her tüpe 50 µL assay buffer eklendi ve oda 

sıcaklığında 15 dakika bekletildi. Bekleme süresi bittikten sonra tüplere 10 µL Hu Ki67-

PE antibody eklendi. Antibody ekleme iĢleminin ardından örnek tüpleri oda sıcaklığında 

30 dakika beklemeye bırakıldı. Tüplere 150 µL assay buffer eklendi ve örnekler Muse 

Cell Analyzer cihazında her grup için 3 tekrarlı okuma yapılarak Ki67 proliferasyon 

testi tamamlandı. 
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3.4. Moleküler Genetik Analizler 

3.4.1. RNA Ġzolasyonu 

Kontrol ve NAC gruplarına ait 5x10
6 

hücre içeren pellet alındı. RNA izolasyon iĢlemi, 

NucleoSpin® RNA Isolation Kit (Macherey-Nagel, Ġsviçre) protokolüne göre yapıldı. 

Ġlk olarak hücrelerin homojenizasyonu gerçekleĢtirildi. Pellet halindeki hücrelerin 

üzerine 350 µL RA1 Buffer ve 3,5 µL β-Merkaptoetanol eklendi. Vorteks yapılarak 

homojen bir lizat elde edildi. Kit içeriğinde yer alan NucleoSpin® RNA filtresi, bir 

toplama tüpüne (2 mL‘lik) yerleĢtirilerek homojenize olmuĢ hücrelerin filtreden 

geçmesi için 11.000 x g'de 1 dakika santrifüj edildi. Ardından filtre atılarak homojenize 

lizata 350 μL %70‘lik etanol eklendi ve pipetaj yapılarak karıĢtırıldı.  

KarıĢım yeni bir mikrosantrifüj tüpüne (1,5 mL'lik) aktarıldı ve 350 μL %70‘lik etanol 

eklendi. Vorteks yapılarak karıĢtırıldı. Toplama tüpüne yerleĢtirilmiĢ bir NucleoSpin® 

RNA kolonuna lizat yüklendi ve 11.000 x g'de 30 saniye santrifüj edildi.  

Kolon yeni bir toplama tüpüne (2 mL‘lik) yerleĢtirildi ve üzerine 350 µL MDB 

(Membrane Desalting Buffer) eklendi. Membranı kuruyana kadar 11.000 x g'de 1 

dakika santrifüj iĢlemi yapıldı. 1,5 mL mikrosantrifüj tüpü içerisine rDNaz için 90 μL 

Reaction Buffer'a 10 μL sulandırılmıĢ rDNaz eklenerek DNaz reaksiyon karıĢımı 

hazırlandı.  

KarıĢımdan 95 μL alınarak kolonun silika membranının merkezine aktarıldı ve oda 

sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi. Ardından silika membran yıkandı. Yıkama iĢlemi 

3 kez yapıldı. Ġlk yıkama için NucleoSpin® RNA kolonuna 200 µL RAW2 Buffer 

eklendi ve 11.000 x g'de 30 saniye santrifüj yapıldı.  

Kolon yeni bir toplama tüpüne (2 mL‘lik) yerleĢtirilerek üzerine 600 µL RA3 Buffer 

eklendi. Ardından 11.000 x g'de 30 saniye santrifüj edildi ve kolon yeni toplama tüpüne 

alındı. 250 μL RA3 Buffer eklendi. Membran tamamen kuruyana kadar 11.000 x g'de 2 

dakika santrifüj edildi. Daha sonra kolon nükleaz içermeyen bir toplama tüpüne (1.5 

mL‘lik) yerleĢtirildi. Son olarak, kolon üzerine 60 µL RNaz içermeyen su eklendi ve 1 

dakika boyunca 11.000 x g'de santrifüj edilerek RNA elüsyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

3.4.2. RNA’dan cDNA Sentezi 

Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000, ABD) cihazı ile RNA konsantrasyon ve 

saflık ölçümü yapıldı. High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher 
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Scientific, ABD) protokolü baz alınarak konsantrasyonları belirlenen RNA 

örneklerinden cDNA sentezi yapıldı. Tablo 3.1‘de verilen miktarlarda cDNA reaksiyon 

içeriği buz üzerinde hazırlandı. Hazırlanan reaksiyon karıĢımı, NAC ve kontrol grubu 

olarak etiketlenen 2 PCR tüpüne 10‘ar µL dağıtıldı. Tablo 3.2‘de verilen parametrelerde 

revers transkripsiyon, Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya) cihazında gerçekleĢtirildi. 

Protokoldeki iĢlemler tamamlandıktan sonra cDNA örnekleri kullanılacağı süreye kadar 

-20 OC‘de saklandı. 

Tablo 3.1. cDNA izolasyon karıĢımı. 

cDNA Reaksiyon BileĢenleri Hacim (µL) 

Reverse Transkriptaz Solüsyonu (10X) 2 

dNTP Mix 0.8 

Random Primer 2 

Transkriptaz 1 

Nükleaz Ġçermeyen Su 4.2 

Total 10 

 

Tablo 3.2. RT ˗ PCR cihazı parametreleri. 

 

3.4.3. Real Time PCR (RT ˗ PCR) 

Kontrol ve NAC grubu farelerin gen ekspresyon değiĢinin incelenmesi amacıyla Roche 

LightCycler 480 II cihazında iQTM Syber® Green Supermix Manuel (Bıorad, ABD) 

kiti kullanılarak RT ˗ PCR çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. Tablo 3.3‘te içeriği verilen 

reaksiyon karıĢımı, cDNA‘lar hariç olacak Ģekilde iki grubun (Kontrol ve NAC) örneği 

için hazırlandı. 96 kuyucuklu plağa hazırlanan karıĢım bütün kuyucuklara 13‘er µL 

olacak Ģekilde dağıtıldı. Daha sonra üzerine 2‘Ģer µL cDNA‘lar eklendi. Kuyucukların 

üzeri kapatıldı ve santrifüj edilerek cihaza yerleĢtirildi. PCR çalıĢmaları, Tablo 3.4‘teki 

Parametreler 1.Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak 

Sıcaklık (
O

C) 25 
O
C 37 

O
C 85 

O
C 4 

O
C 

Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika ∞ 
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parametrelere göre gerçekleĢtirildi. RT ˗ PCR çalıĢmalarında kullanılan primerlere ait 

bilgiler, Tablo 3.5‘te verilmiĢtir.  

Tablo 3.3. RT ˗ PCR karıĢımı 

RT ˗ PCR Reaksiyon BileĢenleri Hacim (µL) 

Syber Green Supermix (2X) 7.5 

Forward Primer 1 

Reverse Primer 1 

Nükleaz Ġçermeyen Su 3.5 

cDNA 2 

Total 15 

 

Tablo 3.4. RT ˗ PCR parametreleri 

 

RT ˗ PCR çalıĢmasından elde edilen Ct değerlerinin analizi yapıldıktan sonra ifade 

değiĢimleri, 2
-∆∆CT

 metodu kullanılarak belirlendi. 2
-∆∆CT 

değerleri aĢağıda gösterilen 

formül kullanılarak hesaplandı: 

2
-∆∆CT

 =2
-[NAC grubu geni (Hedef gen CT’si-Referans gen CT’si)-Kontrol grubu geni(Hedef gen CT’si-Referans gen 

CT’si)] 

Bu denklem sonucuna göre elde edilen değerler, 0,9 ile 1,1 aralığına göre 

değerlendirildi. 

 

Analiz 

modu 

Döngü Bölüm Sıcaklık 

DeğiĢim Hızı 

(
O

C/s) 

Hedef 

Sıcaklık 

Süre Ölçüm 

Denatürasyon 

Yok 1 - 4.4 (
O
C/s) 95 

O
C 15 dakika Yok 

Çoğalma 

Miktar 

ölçümü 

38 Bozunma 4.4 (
O
C/s) 95 

O
C 15 saniye Yok 

Bağlanma 2.2 (
O
C/s) 58 - 

62 
O
C 

30 saniye Yok 

Uzama 4.4 (
O
C/s) 72°C 30 saniye Tek 

Soğuma 

Yok 1 - 2.2 (
O
C/s) 50 

O
C 10 saniye Yok 

Melting curve 

 1 - 0.11 (
O
C/s) 95 

O
C - - 
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Tablo 3.5. ÇalıĢmada kullanılan hücre döngüsü, senesens ve apoptoz iliĢkili genler 

Genler Primer Dizisi PCR Ürünü 

Uzunluğu 

(bp) 

Gapdh 5‘ CCCAGCTTAGGTTCATCAGGTA 3‘ 

5‘ TACGGCCAAATCCGTTCACA 3‘ 

91 

P53 5‘ CACTCCATGGCCCCTGTCATCT 3‘ 

5‘ TGAGGGGAGGAGAGTACGTG 3‘ 

128 

P21 5‘ GCAAAGTGTGCCGTTGTCTC 3‘ 

5‘ CGTCTCCGTGACGAAGTCAA 3‘ 

128 

Rb1 5‘ ACCCAGCAGTGCGTTATCTAC 3‘ 

5‘ TTGTATGGCTCTCTGAGTAGTGC 3‘ 

192 

Atm 5‘ TCACCAGAGGATGCTGTTCAC 3‘ 

5‘ TGCTTCACACACCCGTTTTC 3‘ 

182 

Bax 5‘ GCAATATGGAGCTGCAGAGGAT 3‘ 

5‘ GCCTTGAGCACCAGTTTGCTAG 3‘ 

157 

Bcl-2 5‘ TCTTTGAGTTCGGTGGGGTC 3‘ 

5‘ AGTTCCACAAAGGCATCCCAG 3‘ 

154 

Cdk6 5‘ TCGTGATCTGAAACCGCAGA 3‘ 

5‘ TGCAAAGATGCAACCGACAC 3‘  

202 

Siklin B 5‘ GGTTGATAATCCCTCTCCAAGC 3‘ 

5‘ TCTGCGTCTACGTCACTCACT 3‘ 

114 

 

3.5. Ġstatiksel Analiz 

Bu çalıĢmada, biyolojik testlerden elde edilen bulgular sonucu deney grupları arasındaki 

farkların anlamlılığını belirlemek için yapılan istatistiksel analizler GrahPad Prism 

8.0.2. (GraphPad Prisim, San Diego, CA) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Hücre 

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

metodu kullanılmıĢtır. p < 0.05 anlamlılık düzeyi kabul edilmiĢtir.  [0.01 <= p < 0.05 

(*): Ġstatistiksel anlamlılık. 0.001 <= p < 0.01 (**): Yüksek düzey istatistiksel 

anlamlılık. p < 0.001 (***,****): Çok yüksek düzey istatistiksel anlamlılık. 0.05 <= p 

0.10: Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Karakterizasyon ÇalıĢmaları ve Biyolojik Testler 

4.1.1. Mezenkimal Kök Hücrelerin (MKH) Karakterizasyon Bulguları 

Primer kültür izolasyonu yapılan MKH‘ler, biyolojik testlere baĢlamadan önce MKH 

belirteçleri ile karakterize edilmiĢtir. Flow sitometri (BD Facs Aria III) analizine göre, 

kontrol grubundan elde edilen MKH‘ler pozitif belirteçlerden CD44 için %92.4, negatif 

belirteçlerden CD34 için %99.7 ve CD45 için %99.7 olarak belirlenmiĢtir. NAC 

grubundan elde edilen MKH‘ler pozitif belirteçlerden CD44 için %92.1, negatif 

belirteçlerden CD34 için %99.8 ve CD45 için %99.6 olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.1). 

 

ġekil 4.1. CD44 pozitif, CD34 ve CD45 negatif belirteçleri ile yapılan MKH‘lerin 

karakterizasyon bulguları. 
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4.1.2. Senesens ĠliĢkili Beta-Galaktozidaz Aktivite Testi Bulguları 

Bu tez çalıĢmasında, kontrol ve NAC grubundaki farelere ait ADOMKH‘lerin senesens 

hücre yüzdesini belirlemek için senesens iliĢkili β-Gal testi kullanılmıĢtır. Hücrelerin 

morfolojik özellikleri de baz alınarak (yayvan Ģekil, çoklu çekirdek gibi) senesens 

hücreler belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). Belirlenen mavi renkli senesens hücreler sayılarak 

hücre yüzdesi hesaplanmıĢtır (Tablo 4.1). 

 

ġekil 4.2. Kontrol ve NAC grubuna ait ADOMKH‘lerin β-Gal boyama görüntüleri. 

Senesens testi bulgularına göre kontrol grubundaki ortalama hücre oranı, %5.6 iken 

NAC grubunda bu oran %10.6 tespit edilmiĢtir. Kontrol grubuna kıyasla NAC grubu 

senesens hücre miktarında %5 oranında bir artıĢ gözlemlenmiĢtir (Tablo 4.1) 

Tablo 4.1. Kontrol ve NAC grubundan elde edilen ADOMKH‘lerin Senesens ĠliĢkili β-

Gal Testi sonuçları. 

Deney Grupları β-Gal Pozitif Hücre Yüzdesi 

Kontrol Grubu %5.6 

NAC grubu %10.6 

 



 38 

Bu tez çalıĢmasına ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, Kontrol ve NAC 

gruplarında senesens hücre yüzdesi arasında istatistiksel anlamlılık (*) gözlemlenmiĢtir 

(ġekil 4.3). 

 

ġekil 4.3. Senesens ĠliĢkili β-Gal Testi sonuçlarına göre Kontrol ve NAC grubu 

ADOMKH‘lere ait senesent hücre oranları. 

[0.01 <= p<0.05 (*): Ġstatistiksel anlamlılık. 0.001 <= p < 0.01 (**):Yüksek düzey 

istatistiksel anlamlılık. p < 0.001 (***,****): Çok yüksek düzey istatistiksel anlamlılık. 

0.05 <= p 0.10: Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır.] 

 

4.1.3. Annexin V Apoptoz Testi Bulguları  

Deney gruplarında yer alan ADOMKH‘lerin apoptoz oranını belirlemek amacıyla 

Annexin V boyama yapılmıĢtır (ġekil 4.4). 
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ġekil 4.4. Annexin V Apoptoz Testine ait bulgular. 

Tez çalıĢması bulgularına göre, kontrol grubundaki ortalama apoptoz oranı %6.28 iken 

NAC grubunda %8.33 olarak belirlenmiĢtir. NAC grubu apoptoz oranında kontrol 

grubu apoptoz oranına göre %2 oranında bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. Kontrol grubunda 

bulunan ortalama canlı hücre yüzdesi %84.05 oranında iken, NAC grubunda bu oran 

%73.53‘tür (Tablo 4.2). 

Tablo 4.2. Annexin V Apoptoz Testi sonuçları. 

Deney Grupları Canlı Hücre Yüzdesi  Total Apoptotik Hücre 

Yüzdesi  

Kontrol Grubu %84.05 %6.28 

NAC Grubu %73.53 %8.33 
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Bu tez çalıĢmasına ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol ve NAC 

gruplarında canlı hücre yüzdesi arasında istatistiksel anlamlılık (*) gözlemlenmiĢtir. 

Total apoptotik hücre oranına bakıldığında ise, bu iki grup arasında anlamlı bir farkın 

olmadığı (ns) gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.5). 

 

ġekil 4.5. Annexin V Apoptoz Testi sonuçlarına göre Kontrol ve NAC grubuna ait 

ADOMKH‘lerin canlı ve total apoptotik hücre oranları. 

[0.01 <= p<0.05 (*): Ġstatistiksel anlamlılık. 0.001 <= p<0.01 (**):Yüksek düzey 

istatistiksel anlamlılık. p<0.001 (***,****): Çok yüksek düzey istatistiksel anlamlılık. 

0.05 <= p 0.10: Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır.] 

4.1.4. Hücre Döngüsü Testi Bulguları 

Deney gruplarında yer alan ADOMKH‘lerin G0/G1, S ve G2/M fazındaki hücre oranını 

belirlemek amacıyla hücre döngüsü testi yapılmıĢtır (ġekil 4.6). 
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ġekil 4.6. Hücre Döngüsü Testi Bulguları. 

Tez çalıĢması bulgularına göre, G0/G1 fazında kontrol grubundaki ortalama hücre oranı 

%56.33 iken NAC grubunda bu oran %50.9‘ a düĢerek yaklaĢık %6 oranında bir azalma 

gözlemlenmiĢtir. S fazına değerleri incelendiğinde, kontrol grubundaki ortalama hücre 

oranı %4.46 iken bu oran NAC grubunda artıĢ göstererek %5.36 olarak belirlenmiĢtir. 

G2/M fazında ise kontrol grubu ortalama hücre oranı %29.2 iken NAC grubunda bu 

oran %25.7 olarak ölçülmüĢtür. G2/M fazında kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda 

%3.5‘lik bir azalma saptanmıĢtır. Bunlara ek olarak, polinükleer hücre varlığı da tespit 

edilmiĢtir. Kontrol grubunda polinükleer hücre oranı %10.1 iken, NAC grubunda bu 

oran %18.04 olarak belirlenmiĢtir. Kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda %8 

oranında daha fazla polinükleer hücre tespit edilmiĢtir (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3. Hücre Döngüsü Testi sonuçları. 

Deney 

Grupları 

Hücre Döngüsü Evreleri  

G0/G1 S G2/M Polinükleer 

Hücre 

Kontrol 

Grubu 

%56.33 %4.46 %29.2 

 

%10.1 

NAC Grubu %50.9 %5.36 %25.7 %18.04 
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Bu tez çalıĢmasına ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol ve NAC 

gruplarında hücre döngüsünün G0/G1 fazındaki hücre yüzdesi arasında yüksek düzey 

istatistiksel anlamlılık (**) gözlemlenmiĢtir. S fazındaki hücre oranına bakıldığında ise 

bu iki grup arasında anlamlı bir farkın olmadığı (ns) gözlemlenmiĢtir. G2/M fazındaki 

hücre yüzdeleri incelendiğinde bu iki grup arasında istatistiksel anlamlılık (*) olduğu 

tespit edilmiĢtir. Son olarak polinükleer hücre yüzdelerine bakıldığında ise bu iki grup 

arasında çok yüksek düzey istatistik anlamlılık (***) bulunmuĢtur (ġekil 4.7). 

 

ġekil 4.7. Hücre Döngüsü Testi sonuçlarına göre, Kontrol ve NAC grubuna ait 

ADOMKH‘lerin G0/G1, S, G2/M fazındaki hücre oranları. 

[0.01 <= p<0.05 (*): Ġstatistiksel anlamlılık. 0.001 <= p<0.01 (**): Yüksek düzey 

istatistiksel anlamlılık. p<0.001 (***,****): Çok yüksek düzey istatistiksel anlamlılık. 

0.05 <= p 0.10: Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır.] 

3.1.5. Ki67 Proliferasyon Testi Bulguları 

Kontrol ve NAC grubuna ait ADOMKH‘lerin proliferasyon düzeyini belirlemek 

amacıyla Ki67 proliferasyon testi yapılmıĢtır (ġekil 4.8). 
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ġekil 4.8. Ki67 Proliferasyon Testi sonuçları. 

Tez çalıĢması bulgularına göre, ortalama Ki67 (+) hücre oranı kontrol grubunda %25.66 

iken NAC grubunda bu oran %2.4 olarak belirlenmiĢtir. Kontrol grubuna kıyasla NAC 

grubunda Ki67 (+) hücre oranında %23 oranında bir azalıĢ gözlemlenmiĢtir. Ki67 (-) 

hücre oranlarına bakıldığında, kontrol grubu Ki67 (-) hücre oranı %74.33 iken NAC 

grubunda bu oran %97.96 olarak belirlenmiĢtir. Kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda 

Ki67 (-) oranında yaklaĢık %27 oranında bir artıĢ gözlemlenmiĢtir (Tablo 4.4) 

 

Tablo 4.4. Ki67 Proliferasyon Testi sonuçları. 

Deney Grupları Ki67 (+) Hücre Ki67 (-) Hücre 

Kontrol Grubu %25.66 %74.33 

NAC Grubu %2.4 %97.96 

 

Tez çalıĢmasına ait verilerin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol ve NAC 

gruplarındaki Ki67 (+) hücre yüzdesi arasında yüksek düzey istatistiksel anlamlılık (**) 
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gözlemlenmiĢtir. Bu iki grubun Ki67 (-) hücre yüzdesi arasında da yüksek düzey 

istatistiksel anlamlılık (**) gözlemlenmiĢtir. Kontrol grubu, NAC grubuna göre daha 

fazla prolifere olmuĢtur (ġekil 4.9) 

 

ġekil 4.9. Ki67 Proliferasyon Testi sonuçlarına göre, Kontrol ve NAC grubuna ait 

ADOMKH‘lerin Ki67 (+) ve Ki67 (-) hücre oranları. 

[0.01 <= p<0.05 (*): Ġstatistiksel anlamlılık. 0.001 <= p<0.01 (**): Yüksek düzey 

istatistiksel anlamlılık. p<0.001 (***,****): Çok yüksek düzey istatistiksel anlamlılık. 

0.05 <= p 0.10: Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır.] 

4.2. Genetik Analiz Bulguları 

4.2.1. RNA Ġzolasyon Bulguları 

Kontrol ve NAC gruplarına ait MKH‘lerin RNA izolasyonu yapılmıĢtır. Ġzole edilen 

RNA‘ların konsantrasyon ve saflık değerleri, Nanodrop 2000 cihazı (Thermo Scientific, 

ABD) ile ölçülmüĢtür. ÇalıĢma bulgularına göre, NAC grubunda RNA konsantrasyonu 

45.3 ng iken, saflık değeri 2.23 olarak belirlenmiĢtir. Kontrol grubunda RNA 

konsantrasyonu 42.6 ng iken, saflık değeri 2.18 olarak belirlenmiĢtir (Tablo 4.5). 
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Tablo 4.5. Deney gruplarına ait RNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık değerleri. 

Deney Grupları RNA Konsantrasyonu (ng) Saflık-A (260/280) 

NAC Grubu 45.3 2.23 

Kontrol Grubu 42.6 2.18 

 

4.2.2. Hücre Döngüsü, Senesens ve Apoptoz ile ĠliĢkili Genlerin RT ˗ PCR Analizi 

Bulguları 

Senesens, hücre döngüsü ve apoptoz ile iliĢkili genlerin cDNA‘ları kullanılarak RT ˗ 

PCR analizi yapılmıĢtır. Tez çalıĢmasından elde edilen bulgulara göre, P53 geninin 

ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda %93 oranında artmıĢtır. 

P21 ve Rb1 genlerinin ekspresyon seviyesinde ise kontrol grubuna kıyasla NAC 

grubunda %128 oranında bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. Atm geninin ekspresyon ifadesi 

incelendiğinde, kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda %51 oranında artıĢ mevcuttur. 

Bax geninin ekspresyon ifadesi, kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda %173 oranında 

artıĢ göstermiĢtir. Bcl-2 gen ekpresyon seviyesinde ise kontrol grubuna kıyasla NAC 

grubunda %133 oranında bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. Cdk6 gen ekspresyon seviyesine 

bakıldığında, kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda %243 oranında bir artıĢ 

gözlemlenmiĢtir. Son olarak Siklin B geninin ekspresyonu seviyesi incelendiğinde, 

kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda %136 oranında bir artıĢ gözlemlenmiĢtir (Tablo 

4.6). 
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Tablo 4.6. ÇalıĢmada kullanılan genlere ait RT ˗ PCR Analizi sonuçları. 

GEN HÜCRE ∆CT ∆∆CT 2
-∆∆CT

 DeğiĢen/No 

DeğiĢmeyen 

(0.9-1.1) 

 

P53 

NAC 

ADOMKH 

-10.43 -0.95 1.93  

%93 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-9.48 0 1 

 

P21 

NAC 

ADOMKH 

-12.51 -1.19 2.28  

%128 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-11.32 0 1 

 

Rb1 

NAC 

ADOMKH 

-9.49 -1.19 2.28  

%128 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-8.3 0 1 

 

Atm 

NAC 

ADOMKH 

-7.33 -0.59 1.51  

%51 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-6.8 0 1 

 

Bax 

NAC 

ADOMKH 

-12.54 -1.45 2.73  

%173 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-11.09 0 1 

 

Bcl-2 

NAC 

ADOMKH 

-6.76 -1.22 2.33  

%133 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-5.54 0 1 

Cdk6 NAC 

ADOMKH 

-8.47 -1.78 3.43  

%243 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-6.69 0 1 

Siklin B NAC 

ADOMKH 

-8.67 -1.24 2.36  

%136 

ArtıĢ KONTROL 

ADOMKH 

-7.43 0 1 
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5.  TARTIġMA VE SONUÇ 

5.1. TartıĢma 

Mezenkimal kök hücreler (MKH), standart koĢullar altında kültüre edildiklerinde 

plastik yüzeye yapıĢabilen, kendi kendini yenileyebilen ve çok çeĢitli mezodermal 

soylara farklılaĢma yeteneğine sahip multipotent progenitör hücrelerdir (Pittenger ve 

ark., 1999; Kadivar ve ark., 2006). FarklılaĢma ve yüksek parakrin etki potansiyellerine 

bağlı olarak MKH‘ler, immünomodülatör yetenekleri, yara ve neoplazmaya yönelik 

hedef arama ve doku onarım yetenekleri nedeniyle geniĢ bir terapötik potansiyele 

sahiptir ve rejeneratif tıpta sıklıkla kullanılırlar (Kang ve ark., 2008; Ponte ve ark., 

2007). 

En iyi çalıĢılan ve eriĢimi kolay MKH kaynağı kemik iliği olarak bilinmesine rağmen 

MKH‘ler; diĢ pulpası, plasenta, amniyotik sıvı, umblikal kord ve umblikal kordda 

bulunan Wharton jeli gibi çok çeĢitli dokulardan da izole edilmektedir (Igura ve ark., 

2004; Wang ve ark., 2004). Bunlara ek olarak, bir diğer önemli MKH kaynağı ise 

adipoz dokudur (Zuk ve ark., 2002). Adipoz dokudan elde edilen MKH oranı, kemik 

iliğine göre daha fazladır ve MKH elde etme yöntemi daha kolaydır. Bu sebeple, tez 

çalıĢmasında adipoz doku orijinli mezenkimal kök hücreler (ADOMKH) kullanılmıĢtır.  

MKH‘ler kültür ortamında rahatlıkla çoğaltılabilirler. Fakat diğer hücrelerde olduğu gibi 

bu hücrelerin de belirli bir proliferasyon kapasitesi ve maksimum bölünme limiti vardır. 

Bu maksimum bölünme limitine "Hayflick Limiti" denir (Reddel, 2000). MKH‘lerin 

proliferasyon kapasitelerini sınırlandıran bir mekanizmalardan birisi senesenstir. 

Senesens; telomer kısalması, reaktif oksijen türleri, telomerik olmayan DNA hasarı, 

kromatin organizasyonunun değiĢmesi ve aĢırı mitojenik sinyaller gibi çeĢitli faktörler 

sonucu indüklenebilen hücre bölünmesinin kalıcı olarak inhibe eden fizyolojik bir 

süreçtir (Campisi ve di Fagagna, 2007). ÇeĢitli senesens mekanizmaları vardır. Fakat bu 
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mekanizmaların ortak noktası, artan siklin bağımlı kinaz (CDK) inhibitörlerinin RB aile 

üyelerinin aktif hale getirilmesiyle hücre döngüsünün bloklanması temeline dayanır. 

Hücreler için diğer önemli mekanizma ise, apoptozdur. ProgramlanmıĢ bir hücre ölümü 

süreci olan apoptoz, neredeyse tüm hücre tiplerinin geliĢimi ve morfogenezi için, hücre 

sayısının kontrolünün sağlanması ve senesent hücrelerin yok edilmesi için gerekli bir 

mekanizmadır (Vaux ve Korsmeyer, 1999).  

N ˗ asetilsistein (NAC), akciğer, deri, karaciğer ve kolon dahil olmak üzere çeĢitli 

organlarda anti-mutajenik ve anti-tümörojenik etki gösteren kemopreventif bir ajan 

olarak bilinir (De Flora ve ark., 1986; Izzotti ve ark., 1994). NAC, hücre içi tiyol ve 

antioksidan olan glutatyon (GSH) öncüsüdür. Böylece NAC, antioksidan olarak, tek 

baĢına ya da dolaylı olarak reaktif oksidatif ara ürünlerini temizlemede görev alır 

(Aruoma ve ark., 1989). NAC, küçük bir molekül olması sebebiyle hücreler tarafından 

kolaylıkla alınabilir. Liu ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada, NAC uygulamasının 

P21WAF1/CIP1 ve p16INK4a gen ifadesini yukarı regüle ettiğini ve p16INK4a yoluyla 

G1 fazında hücre döngüsü durmasını indüklediği belirtilmiĢtir (Liu ve ark., 1999).  

Literatür bilgilerinden yola çıkarak, NAC‘ın potansiyel olarak senesensin neden olduğu 

dejeneratif süreçlerde etkili olduğu düĢünülmektedir. Yapılan bu tez çalıĢmasında, NAC 

uygulamasının MKH senesensi üzerindeki biyolojik etkisinin incelenmesi 

amaçlanmaktadır. Bu amaç doğrultusunda, 20 aylık kontrol ve NAC grubu farelerden 

elde edilen MKH‘ler kullanılmıĢtır. Ġlk olarak MKH‘lerin primer kültürü yapılmıĢtır. 

Kültüre edilen MKH‘lerin karakterizasyonu flow sitometri kullanılarak yapılmıĢtır.  

Sung ve arkadaĢları BALB/c ırkı farelerden izole ettiği adipoz doku orijinli MKH‘lerin 

karakterizasyonu için CD34, CD44 ve CD45 dahil olmak üzere birçok belirteç 

kullanmıĢlardır. ÇalıĢma sonucunda CD34 ve CD45 belirteçlerinin negatif, CD44 

belirtecinin ise pozitif ifade edildiğini göstermiĢlerdir (Sung ve ark., 2008). Bu tez 

çalıĢmasında, kontrol ve NAC grubu MKH‘lerin karakterizasyonu CD44, CD34 ve 

CD45 belirteçleri kullanılarak yapılmıĢtır. Karakterizasyon sonucunda çalıĢmada 

kullanılan hücrelerin, saf MKH‘ler olduğu doğrulanmıĢtır ve MKH‘lerin kök hücre 

karakterlerini kaybetmedikleri gözlemlenmiĢtir. 

Karakterizasyondan sonra hücreler; senesens, hücre döngüsü apoptoz ve Ki67 

proliferasyon gibi çeĢitli biyolojik testlere tabi tutulmuĢtur. Senesens testi sonucunda 

kontrol grubunda %5.6 senesent hücre ve NAC grubunda %10.6 senesent hücre 
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belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlarda, kontrol grubuna göre NAC grubu 

MKH‘lerde senesens mekanizmasının daha aktif olduğu gözlemlenmiĢtir.  

Senesent bir MKH‘nin belirteçlerinden birisi de hücre döngüsünün durmasıdır. NAC 

uygulamasının senesent MKH‘lerin hücre döngüsü üzerinde nasıl bir etki oluĢturduğunu 

gözlemlemek amacıyla hücre döngüsü testi yapılmıĢtır. Yapılan test bulgularına göre, 

G0/G1 ve G2/M fazında hücre oranı kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda azalmıĢtır. 

S fazındaki hücre oranı incelendiğinde ise NAC grubunda artıĢ gözlemlenmiĢtir. Buna 

ek olarak, kontrol grubuna kıyasla NAC uygulanan grupta %8 oranında daha fazla 

polinükleer hücre tespit edilmiĢtir. NAC grubunda polinükleer hücre sayısının fazla 

olması, NAC uygulanan hücrelerin bölünmeye zorlandığının fakat hücre bölünmesinin 

tam olarak gerçekleĢmediğinin göstergesidir. Senesent hücreler, sürekli büyüyen ve çok 

çekirdekli morfolojik yapıya sahip olan hücrelerdir (Kuilman ve ark., 2010). NAC 

grubunda fazla miktarda çok çekirdekli hücrenin tespit edilmesi, senesensin 

göstergesidir. Sonuç olarak, NAC‘ın senesense neden olduğu gözlemlenmiĢtir. 

Alessio ve arkadaĢları senesent fenotipe sahip bir hücreyi net bir Ģekilde tanımlamak 

için β-gal aktivitesine ek olarak, Ki67 ifadesinin de değerlendirilmesi gerektiğini 

belirtmiĢlerdir (Alessio ve ark., 2021). MKH‘lerin proliferasyon oranını belirlemek 

amacıyla Ki67 testi yapılmıĢtır. Yaptığımız çalıĢmada proliferasyon testi verileri 

incelendiğinde, kontrol grubu Ki67 (+) hücre oranı %25.66 iken NAC grubunda bu oran 

%2.4‘tür. Kontrol grubuna kıyasla NAC grubu Ki67(+) hücre oranında %23.26‘lik bir 

azalıĢ söz konusudur.  

Proliferasyon testi sonuçlarına göre, NAC uygulanan hücrelerde proliferasyonun 

azaldığı gözlemlenmiĢtir. Bu durum iki farklı Ģekilde açıklanabilir. Ġlk olarak, NAC 

grubunda yüksek oranda polinükleer hücrelerin olması, Ki67 (+) hücre oranının az 

olması sonucunu destekler niteliktedir. Endl ve arkadaĢları, kültüre edilmiĢ hücrelerde 

Ki67 düzeyinin en yüksek G2 fazında ve mitozda bulunduğunu belirtilmiĢlerdir (Endl 

ve Gerdes, 2000). Mitozda sitokinezin gerçekleĢmemesi sonucu oluĢan polinükleer 

hücreler, hücre döngüsünün tamamlanamadığını ve böylece Ki67 ifadesinin azaldığının 

göstergesidir. 

Ġkinci durum ise hücre proliferasyonu ve senesens iliĢkisidir. Konuyla ilgili yapılan bir 

çalıĢmada, hücrede senesens mekanizmasının aktif hale gelmesi sonucunda hücre 

proliferasyonunun azaldığı belirtilmiĢtir (Lunyak ve ark., 2017). Sonuç olarak, NAC 
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uygulanan hücrelerde proliferasyonun azalması NAC‘ın senesensi indüklediğinin 

göstergesi olabilir. 

MKH‘lerin apoptoz testi verileri incelendiğinde, kontrol grubuna kıyasla NAC 

grubunda total apoptotik hücre oranı %2 artmıĢtır. Hücre grubunun heterojen bir 

popülasyona sahip olduğu düĢünüldüğünde, NAC uygulanan hücrelerin çok az bir 

kısmının apoptoza uğraması muhtemeldir. Fakat NAC grubundaki hücrelerin genellikle 

senesense eğiliminin olduğu gözlemlenmiĢtir.  

Bu çalıĢmada biyolojik testlere ek olarak, MKH‘lerde P21, P53, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6, 

Siklin B ve Rb1 genlerinin NAC uygulaması sonucu ifadelerinin nasıl değiĢtiğini 

incelemek amacıyla bu genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilmiĢtir. Housekeeping 

genlerden birisi olan Gapdh geni referans olarak seçilmiĢtir.   

Bu çalıĢmada kullanılan P53, P21, Atm ve Rb1 genlerinin ekspresyon seviyeleri NAC 

uygulanan hücrelerde artmıĢtır. Senesensin moleküler mekanizmasında aktif rol alan bu 

genlerin ifadesinin artması, NAC‘ın senesensi indüklediğini göstermektedir.  

Bax geninin ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna kıyasla NAC grubunda artmıĢtır. Bax, 

apoptoz baskılayıcı Bcl-2‘ye bağlanıp onu antagonize ederek programlanmıĢ hücre 

ölümünü hızlandıran apoptotik bir gendir (Oltval ve ark., 1993). Bu çalıĢmada, NAC 

uygulanan hücrelerde apoptotik bir genin ifadesinin artmasına rağmen apoptoz 

gerçekleĢmemiĢtir. Anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2 geninin ifadesinin artması bu 

bulguyu destekler niteliktedir. 

 

5.2. Sonuç ve Öneriler 

Tez çalıĢmasındaki temel amacımız, N ˗ Asetil Sistein (NAC) uygulamasının MKH 

senesensi üzerindeki biyolojik etkisini incelenmekti. Bu çalıĢmanın sonucunda, NAC 

uygulanan grupta senesent hücre ve polinükleer hücre oranı artmıĢtır. Ayrıca, NAC 

uygulanan hücrelerde proliferasyonun azaldığı gözlemlenmiĢtir. RT ˗ PCR sonuçlarına 

göre NAC grubunda P21, P53, Atm, Bax, Bcl-2, Cdk6, Siklin B ve Rb1 genlerinin 

ifadeleri artmıĢtır. Sonuç olarak, NAC uygulanan MKH‘lerde senesens mekanizmasının 

aktif hale geldiği ve NAC‘ın senesensi indüklediği gözlemlenmiĢtir.  

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

meydana gelen değiĢikliklerin protein düzeyinde nasıl bir yol izlediğini anlamak 
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amacıyla bu genlerin Western Blot veya Proteomiks analizlerinin yapılması 

önerilmektedir.  

Bu tez çalıĢmasında, NAC‘ın reaktif oksijen türlerini temizleyici bir etkiye sahip 

olmasına rağmen senesensi indüklediği gözlemlenmiĢtir. Bu konuyla ilgili daha detaylı 

çalıĢmaların yapılması gerektiği düĢünülmektedir.  

Bu çalıĢmada, NAC‘ın efervesan tablet formu kullanılmıĢtır. Efervesan tablet içeriğinde 

içeriğinde çeĢitli maddeler (aspartam vb.) mevcuttur. Sonraki yapılacak olan 

çalıĢmalarda, NAC‘ın sade formunun kullanılması önerilmektedir.  
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