T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

EKSTRASELULER MATRIKSIN HUCRE YASLANMASI UZERINDEKI
ETKIiSININ HUCRE KULTURU TEMELLI MODELLE DEGERLENDIRILMESI

Dilara YASAROGLU

DANISMAN
Prof. Dr. Miijgan CENGIZ

Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Tibbi Biyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Program

Kasim, 2024



TEZ KABUL VE ONAYI

Dilara YASAROGLU tarafindan, Prof. Dr. Miijjgan CENGIZ danismanliginda hazirlanan
"Ekstraseliiler Matriksin Hiicre Yaslanmas1 Uzerindeki Etkisinin Hiicre Kiiltiirii Temelli
Modelle Degerlendirilmesi" baslikli bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan 28/11/2024 tarihinde
yapilan sinav sonucunda oy birligi ile basarili bulunarak Yuksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.
Tez Jurisi
imza Sonug
Prof. Dr. Miijgan CENGIZ
DANISMAN Istanbul Uni.\./efsites'i- | KuI
Cerrahpasa Universitesi ]
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ret
Prof. Dr. ilhan ONARAN
OYE Istanbul Universitesi- Kul
Cerrahpasa Universitesi (]
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah Ret
Dr. Ogr. Uyesi Burgak
YAVUZ X
UYE Altinbas Universitesi Kabul
Tibbi Gorlintiileme Programi F\gt

Anabilim Dali







Hayatim boyunca bana inanan, sevgisi ve fedakarliklariyla beni bugiinlere getiren canim

aileme ithaf ediyorum...



BUTCE DESTEKLERI

EKSTRASELULER MATRIKSIN HUCRE YASLANMASI UZERINDEKI
ETKIiSININ HUCRE KULTURU TEMELLI MODELLE DEGERLENDIRILMESI

Bu calisma Istanbul Universitesi - Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: 37532



TESEKKUR

Yuksek lisans egitimim siiresince rehberligi, bilgisi ve deneyimiyle bana 151k tutan; destek ve
ilgisini higbir zaman esirgemeyen degerli danismanim Prof. Dr. .Miijgan CENGIZ’e,
Bu calismanin fikir asamasindan itibaren bana ilham veren, her adimda yanimda olarak
yolumu aydmlatan bu siireci basariyla tamamlamama katki sunan  degerli
Prof.Dr.ilhan ONARAN’a
Calismamda karsilastigim zorluklar1 sabirla dinleyerek bana yol gosteren destekleyici
yaklastmi ve samimi ilgisiyle ¢Oziime ulagsmamda biiyiik katki saglayan kiymetli
Do¢.Dr.Nurten BAHTIYAR’a
Calismamin ilerlemesi i¢in laboratuvar imkanlarindan faydalanmami saglayan, bu siiregte
bana destek olan degerli Prof.Dr.Oguzhan GUNDUZ’e
Calismamdan Gte, bana laboratuvarda deneyim kazandiran ve sayesinde hicre kiltirinin
temellerini 6grendigim, her problemime bir ¢dziim sunan Dr.Ogr.Uyesi Ayse Ceren Calikoglu
KOYUNCU’ya
Caligmamin daha verimli ilerlemesinde buylk katkida bulunan, tiim sorularimi nazik
yaklasimiyla ve sabirla yanitlayan degerli hocam Dr.Ogr.Uyesi Burcak YAVUZ’a
Bu zorlu tez siirecinde, her animda yanimda olan, tiim sorunlari birlikte ¢6zdiigiim, yalnizca
bu tezde degil, hayatimda en biiyiik motivasyon kaynagim olan, yalnizca bilimsel bir deneyim
degil, gercek dostlugun ne kadar degerli oldugunu oOgreten canim arkadasim
Aisha SULEYMANOVA'ya
Hayatimda oldugu gibi yiiksek lisans siirecimde de her an yanimda olan, maddi ve manevi
desteklerini arkamda hissettigim, hayattaki en biiyiik sansim olan canim ABLAM, canim
ANNEM ve cannm BABAM’a

SONSUZ TESEKKURLER...

Kasim 2024 Dilara YASAROGLU

Vi



ICINDEKILER

Sayfa No

TEZ KABUL VE ONAY L ...ttt I
BEY AN e ii
BUTCE DESTEKLERI ........c.cooviviiiioeeeee ettt v
g DR D) CQ S 2P Vi
TCINDEKILER ...ttt ettt s st en e vii
SEKIL LISTEST ..ottt na s sttt anees X
TABLO LISTESI......coiiiiiiiiiiiii e Xii
SIMGE VE KISALTMA LISTESI .......ccoviiiiiiiiiiii s Xiii
OZET ... ... ... A A ... XV
A B ST RACT et b bbbt R e bbbttt n e Xvii
L. GIRIS Ve AIMAC ...ttt et e et et s e et et eee e tetereeesenenas 1
2. GENEL BILGILER ........coooooiitiitiiinesis sttt 4
2.1. Hiicre Yaslanmast (SENESENS) ....ccuuuiiirreiiiieiiiiiessireeasiieessireessssessssessseesssseesssssesssnessseeens 4
2.1.1. Telomer KISAIMAST ...c.eiieiiiiiiiiieiiii ettt e e eeennee s 5
2.1.2. Mitokondriyal DIiSTONKSIYON .........coiiiiiiiiiiiieicse s 6
2.1.3. Morfolojik de@isiKIKIEr .........ccoiiiiiiiii s 6
2.1.4. Replikatif Yaslanma...........ccoooiiiiiiiiic e 6
2.1.5. Senesens ile Iliskili B-Galaktosidaz AKLIVItESI.........ccceveveveveveeeeeeeeeee e, 8
2.1.6. Yaslanan Hiicrelerden Salman Faktorler..........ccccovviiiiiiiiiiiiiiii e 8

2.2. HUCTEIEriN IMIKIOGEVIESI ..couviieiiieie ittt sttt st 10
2.2.1. Hiicre Di1§1 Matriks (ECM).....ooiiiiiiiiieiiiee e 11
2.2.2. Yaslanma Siirecinde Ekstraseliiler Matriks Degisiklikleri..........ccooovvviviiniiiininnnnnn 15
2.3.4. Hiicre Yaslanmasi ve ECM ile liskili Genler ..........cccccooovruevereriecreeeneeeceeieenanes 17

A Bt I o1 SRS 17
2.3.4.2. NAD Bagiml Deasetilaz Sirtuin-1 (SIRTUIN 1) c.cooiiiiiicccceecccecceenee 18
2.3.4.3. NUKLEER FAKTOR KAPPA-B (NF-KB) ....ccevierereiereeeeeeeereeeeeieiee s, 19

2.4, DOKU MUIENAISIIZT ...veivveiieiieicie et 21
2.4.1. Doku miihendisligi Strate]ileri.........coouiiiiierieiiiieiieeie e 22
2.4.2. 3 BOYUIU BIYOYAZICL...cuiiiiiiiiiiiiii e 22

vii



2.5. Ug Boyutlu HUCTE KUIUIT ......c.cvoeeevrceeieccvescececee et 23

2.5.1. Iskele bazli 3B hiicre Kiiltiirli MOdeller ..........ccoevevvivirereriiieceieieieneeee e 24
2.5.2. Biyomiirekkep olarak ECM’nin 10lili........cccoiiiiiiiiiiiiiiiic e 26

2.6. HUCTESIZICSHIIINC. ...ttt ettt b e st e e e et e e beeenne e 26
2.6.1. Hiicresizlestirilmis Ekstraselliiler Matriks Hidrojeli..........ccocovvviiniiiniiiiiniiieiieens 28

3. MATERYAL VE YONTEM ..ottt 30
3.1. Hiicresizlesmis Dermal Hiicre Dis1 Matriksinin EIdesi .........ccccooveiiiiiiiniin e, 32
3.2. Hiicresizlesmis Dermal Hiicre Dis1 Matriksinin Karakterize Edilmesi ...............cc........ 34
3.2.1. DNA IGEIK @NAIZI......ooiiiiiiieeeece et 34
3.2.2. DNA Miktarmnin Olgiimii ve Saflik Tayini........cccoovuerrrererieeresieeeesceeeee e, 34

3.3. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi .......ccccccvevviviiiiiiiiiiinnnnnnn, 35
B I S e (o (I U] (0 TR 36
3.4.1. Dondurulmus Hiicrelerin COZUIMEST........ccouerrvieriiiiii e 36
3.4.2. Hiicrelerin Beslenmesi ve Pasajlanmasi...........cccceviviriiieniiiie i 37
3.4.3. HUCIE SAYIMI ...ttt 37
3.4.4. Hiicrelerin Dondurulmast .........coiveiiiriiiniiiiiie et 38

3.5. Deseliilerize dermal hiicre dis1 matriksinin 3B biyobaski teknoloji kullanilarak

UPELIMIL Lot 38
3.5.1. Hidrojel hazirlanmast .........cccueiiiiiiiiiiiici e 38
3.5.2. Hiicre YUKIU Hidrojel Hazirlanmast..........ccceoveriirieniieninieieiecnese e 39
3.5.3. Ug Boyutlu BiyoyaziCl SiSteMi.........c.ccvrevirirereririeeecieresisesssesesesesssese s 41
3.5.4. Ug Boyutlu Biyobasim STIECH.......cvrurrrrrirrreriisieesesesesssssssssssesesssssssssssssssssssssssssenns 41
3.5.5. Biyobasim InKiibasyon SHIECH.......ccovvviiiriierieiseieeeieeeetee et 42
3.5.6. Orneklerin TOPIANMASL..........c.cvveevevererireeeeetetee ettt esesse et es sttt es s eeeens 42
3.5.7. RNA 1Z01aSYONU.....cocviviviiiiieiiicteiieie ettt 42
3.5.8. KONSantrasyon OIGUMIL............cccuevieeverrsieceescee et 44
3.5.9. CDINA SENEEZI.....cuveuiiriieiiiieiteee ettt 44
3.5.10. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) Islemi........c..cccccvuee... 44

A BULGULAR ...ttt 48

4.1. Hiicresizlestirme Protokoliiniin Islemi ve Dogrulanmasi .............cccoevevrveveveveveceerenennn. 48
4.1.1. DNA Miktartnin OIGHMI ........c.cooveveveveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseseeesesesesesessssss s sesssssesanns 49
A 1.2 FTIR ANAIZI ..ottt 49

4.2. RNA 1201a5yon BUIGUIATT............cccviviiiirireiiecieice e 51
4.2.1. Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulart (GZ-PZR) .........c.ccco..... 51
4.2.2. Gen Ifade Diizeylerinin BelirleNmesi..........c.cccovveueuerevriicceeieeeseeeee e 51

viii



5. SONUC ve TARTISMA
KAYNAKLAR.........ccoeene.



SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Sekil 2.1. Fibroblast Hiicresinin ECM Bilesenlerini Salgilama Modeli...........cc.cooovnviiinnnnnn. 13
Sekil 2.2. Geng Ve Yaslanmis Hiicrelerde ECM DENQESI ...cvvevvveveeieiieiieie e eie e 16
Sekil 2.3. SIRT1’in Hiicresel Yaslanmay1 Baskilama Mekanizmasi ..........cccocovevviiieennennnnne 18
Sekil 2.4. NF-KB AKIVASYONU .....cc.oiuiiiiiiiiiiieiesie ettt 20
Sekil 3.1. Geng Sigan (Solda) Ve Yaslh Sican (Sagda) .....ccccevveviiiiiniiiiiiecie e 33
Sekil 3.2. Hiicresizlestirme Protokoliiniin AKIS Semast........ccccceviiieiiiiiiiee e, 34
Sekil 3.3. Calisma Kapsaminda Kullanilan FTIR Cihazi..........ccoooieiiiiiniiieeee 35
Sekil 3.4. Insan Dermal Fibroblastlarinin Mikroskopik Gériintiisii (10X)..........ccecevvvrvrvrrrnnnns 36
Sekil 3.5. LIYOTFIHZE DOKU ..ot 39
Sekil 3.6. HDM Dokusunun Sindirilme SUFECH. ....cc.evviiieiiiie e 39
Sekil 3.7. Geng Ve Yasli ECM ile Fibroblast Kombinasyonlarin1 Gosteren Deneysel Grup
152 10 1 DT PPPPPRPP 40
Sekil 3.8. Ug Boyutlu Biyoyazict Sistemi V& Tasariml ..........cccceveuevieeersieeeerseeressesssissesenenns 41
Sekil 3.9. dECM Hidrojelin Siringa Igerisindeki GOIUNtESL.........ovoveveverererererereeeeeeeeeeeeeeeiennas 42
Sekil 4.1. Hiicresizlestirme ProtoKolUnin SUFECH........ccveiiiiiieeiii et 48
Sekil 4.2. DNA Miktarinin OIGUIMESI .........cvovverueveierirceieieieseseseese e sesesses e esesessessesesesensseesns 49
Sekil 4.3. Geng Ve Yasli Dogal Doku Ve HDM FTIR Spektrumlart ........ccccooeveiineninnnnnenn 50
Sekil 4.4. Trizol Izolasyonu Sonrasi; RNA, DNA, Ve Protein Fazlarma Ayrilmis Ornek. .....51
Sekil 4.5. A, B, C Ve D Gruplarinda Bulunan Fibroblast Hiicrelerinde P53 Gen Ifadesinin 0.,
3., 7. Ve 10. Ginlerdeki Degisiminin INCElENMESI. .....ccverververiiiiiiniiiieiee e 52
Sekil 4.6. A,B,C Ve D Gruplarinda Bulupan Fibroblast Hiicrelerinin COL1A1 Gen Ifadesinin
0., 3., 7. Ve 10. Glinlerdeki Degisiminin InCElenmMESsi. .........ccerueriiriiiiiiiiiiiesie e 53
Sekil 4.7. A,B,C Ve D Gruplarinda Bulunan Fibroblast Hiicrelerinin MMP1 Gen [fadesinin

0.,3.,7. Ve 10. Giinlerdeki Degisiminin InCelenmesi ............ccecevevrvererererrieecerereeeeeeeeesenne 54



Sekil 4.8. A,B,C Ve D Gruplarinda Bulunan Fibroblast Hiicrelerinin GLB1 Gen [fadesinin 0.,
3., 7. Ve 10. Giinlerdeki Degisiminin INCElENMESI .......cevvevevrerererereeececececececceeeeeeceeeeeeeeenes 55

Sekil 4.9. A,B,C Ve D Gruplarinda Bulunan Fibroblast Hiicrelerinin SIRT1 Gen ifadesinin
0., 3., 7. Ve 10. Giinlerdeki Degigiminin TNCRIEIMEST ..ottt 56

Sekil 4.10. A, B, C Ve D Gruplarinda Bulunan Fibroblast Hiicrelerinin NF-kB Gen Ifadesinin
0.,3.,7. Ve 10. Giinlerdeki Degisiminin InCelenmesi ...........cccecevevrvrrerererriieceereeseeeeeee e 57

Xi



TABLO LISTESI

Sayfa No
Tablo 2.1. integrinlerle Etkilesen Matriks Proteinleri.........cococevevevevevereeeeeieesieeeeeeeeeeseeesennn, 12
Tablo 3.1, CDNA SENTEZI ...t 44
Tablo 3.2.GZ-PZR Reaksiyon Karisimi IGerifi............coeieeeueriieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
Tablo 3.3. GZ-PZR Termal Dongili KOSUIIArL........cc.oeeveiiieiiieiiiieie e 45
Tablo 3.4. GZ-PZR’da Kullanilan Primer DizZiler..........cccccieiiiiieiiiiiiieeieceeeieeee e 46

Xii



SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler

ug
Mg
MI
mm
nm
°C

Kisaltmalar

2B

3B
ATCC
CaCl.
cDNA
CO:
COL1Al
DMEM
DMEM-F12
DMSO
DNA
Dnaz
ECM
FBS
GLB1
HDF
MMP1
NF-kB
P53

Aciklama

Mikrogram
Miligram
Mililitre
Millimetre
Nanometre
Santigrat Derece

Aciklama

: Iki Boyutlu

: Ug Boyutlu

: Amerikan Tip Kultur Koleksiyonu

. Kalsiyum Klorr

: Komplementer Dioksiribontkleik Asit
: Karbondioksit

: Kollajen, Tip I, Alfa 1

: Dulbecco's Modified Eagle Medium

: Dulbecco’s Modified Eagle Medium-F12
: Dimetil Stlfoksit

: Deoksiribonukleikasit

: Deoksiribonikleaz

: Ekstraseluler Matriks

: Fetal Bovine Serum

: Beta Galaktosidaz

: Insan Dermal Fibroblast Hiicreleri

: Matris Metallopeptidaz 1

: NUkleer Faktor NF-kappa-B

: TUmor Protein 53

Xiii



PBS : Fosfat Tampon Cozeltisi

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu Reaksiyonu

RNA : Ribonukleikasit

Rnaz : Ribontikleaz

RT-PZR : Gergek Zamanli Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir
SIRT1 : Sirtuin 1

Xiv



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

EKSTRASELULER MATRIKSIN HUCRE YASLANMASI UZERINDEKI ETKISININ
HUCRE KULTURU TEMELLI MODELLE DEGERLENDIRILMESI

Dilara YASAROGLU

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Tibbi Biyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Programi

Damisman : Prof. Dr. Miijgan CENGIZ

Insan diploid fibroblastlar1, biiyiimenin durmasi, morfolojideki degisiklikler ve degismis gen
ifadesi ile karakterize edilen replikatif senesens durumuna girmeden dnce sonlu sayida hiicre
bélinmesini tamamlama kapasitesine sahip olup, bu surecte ekstraseliiler matris (ECM) ile
etkilesim, hiicrelerin yaslanma ve senesens slirecine girmelerinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Hiicre yaslanmasinin altinda yatan biyolojik siireglerin anlasilmasi, doku
miihendisligi ve yaslanmaya kars1 gelistirilen tedavi yontemleri i¢in kritik bir 6neme sahiptir.
Ancak, yaslanma siirecinde c¢evresel faktorlerin etkisi ve 6zellikle hiicresel mikrogevrenin bu
slirecteki rolli heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu baglamda, yash hiicreleri goriiniiste
genc bir duruma geri dondirmek igin gen¢ dermal dokudan gelen ekstraseltler matris (ECM)
ile etkilesimin senesens siirecini tersine ¢evirdigi one siiriilmiis ve ayrica, yasli ECM'nin geng
hiicreler tlizerindeki etkisi de ek olarak incelenmistir. Bu calismada, ii¢ boyutlu biyoyazici
teknolojisi kullanilarak {iretilmis hiicresizlestirilmis ECM (dECM) modeli yardimiyla
fibroblast hiicrelerinin yaslanma siireci incelenmistir. Calismamizda, fibroblast hiicrelerinin
yaslanma siirecini daha dogal bir hiicresel mikrogevrede gozlemlemek amaciyla {i¢ boyutlu
kiiltir modeli kullanilmistir. Bu model, hiicrelerin in vivo benzeri bir ortamda yaslanma
mekanizmalarin1 daha gergekei bir sekilde incelemeye olanak tanimistir. Geng ve yasl sigan
derisinden elde edilen dECM, yasli ve geng¢ hiicrelerle birlikte kullanilarak ECM’nin
biyokimyasal oOzelliklerinin yaslanma iizerindeki etkisi arastirdmigtir. Bu kapsamda,
dECM'iin kimyasal yapist Fourier doniistimli kizilotesi spektroskopi (FTIR) ve DNA miktar1
Olciimii ile dogrulanmis, yaslanmaya etki eden SIRT1, p53, GLB1, COL1A1l, NF-kB ve
MMP1 gibi genlerin ekspresyon seviyeleri, 0, 3, 7 ve 10. giinlerdeki orneklerden alinan
verilerle gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) kullanilarak analiz edilmistir.
Calismanin sonuglari, dECM'nin yasl hiicrelerin bazi geng fenotip oOzelliklerini geri
kazanabilme kapasitesine sahip oldugunu ve ECM'nin geng 6zelliklerinin yaglanmig hiicrelere
aktarilabilecegini gostermistir. Bu bulgular, ECM’nin yaslanmay1 yavaglatma veya kismen
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tersine ¢evirme potansiyeli iizerine yeni bir bakis agist sunarak, hiicre-mikrogevre
etkilesimlerinin yaslanma siirecine etkisini ortaya koymaktadir. Calismamiz, ECM nin hiicre
yaslanmasi tlizerindeki etkilerini agiklayarak, doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda
yaslanma karsit1 stratejilere katki saglayacak veriler sunmaktadir.

Kasim 2024 , 96 sayfa.

Anahtar kelimeler: Ekstraseliiler Matriks (ECM), Hiicre Yaslanmasi, 3B hucre kultlrl, 3B
Biyobaski, Fibroblast
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

EVALUATION OF THE EFFECTS OF EXTRACELLULAR MATRIX ON
CELLULAR AGING USING A CELL CULTURE-BASED MODEL

Dilara YASAROGLU

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology

Medical Biology

Supervisor : Prof. Dr. Miijgan CENGIZ

Human diploid fibroblasts have the capacity to complete a finite number of cell divisions
before entering a replicative senescence state, characterized by growth arrest, morphological
changes, and altered gene expression. During this process, the interaction with the
extracellular matrix (ECM) plays a significant role in the onset of cellular aging and
senescence. Understanding the biological processes underlying cellular aging is of critical
importance for tissue engineering and therapeutic strategies aimed at combating aging.
However, the impact of environmental factors and, particularly, the role of the cellular
microenvironment in this process has yet to be fully elucidated. In this context, it has been
suggested that the interaction with the ECM derived from young dermal tissue can reverse the
senescence process and restore aged cells to a seemingly youthful state. Additionally, the
effect of aged ECM on young cells has also been examined. In this study, the aging process of
fibroblast cells was investigated using a decellularized ECM (dECM) model produced by
three-dimensional bioprinting technology. To observe the aging process of fibroblasts in a
more natural cellular microenvironment, a three-dimensional culture model was employed.
This model enabled a more realistic investigation of aging mechanisms in an in vivo-like
environment. dECM derived from both young and aged rat skin was used in conjunction with
aged and young cells to investigate the impact of ECM’s biochemical properties on aging. In
this context, the chemical composition of dECM was verified by Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) and DNA quantification. The expression levels of genes involved in
aging, such as SIRT1, p53, GLB1, COL1A1, NF-kB, and MMP1, were analyzed using real-
time polymerase chain reaction (qQPCR) on samples taken on days 0, 3, 7, and 10. The results
demonstrated that dECM has the capacity to restore some youthful phenotypic features in
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aged cells and that the youthful properties of ECM can be transferred to aged cells. These
findings provide a new perspective on the potential of ECM to slow down or partially reverse
aging and highlight the impact of cell-microenvironment interactions on the aging process.
Our study, by elucidating the effects of ECM on cellular aging, offers data that can contribute
to anti-aging strategies in tissue engineering and regenerative medicine.

November 2024, 96 pages.

Keywords: Extracellular Matrix (ECM), Cellular Aging, 3D Cell Culture, 3D Bioprinting,
Fibroblast
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1. GIRIS ve AMAC

Hiicre yaslanmasi, biyolojik sistemlerde bircok etkenin etkilesimiyle tetiklenen ve
organizmanin genel yaslanma siirecine katkida bulunan karmasik bir olaydir. Bu siirec,
hiicresel bdliinmenin durmasi, metabolik aktivitenin degigsmesi ve fonksiyonel kayiplarla
karakterizedir. Yaslanmaya baglh bu degisiklikler, DNA hasari, telomer kisalmasi, oksidatif
stres ve mitokondriyal disfonksiyon gibi cesitli biyokimyasal olaylarla iliskilidir. Bu
tetikleyici faktorler, hiicrelerin genetik ve yapisal biitiinliiklerini koruma kapasitesini
sinirlandirarak, organ ve doku diizeyinde fonksiyon kayiplarma yol agar (Lopez-Otin ve ark.,
2013). Ekstraseliiler matriks (ECM), hiicrelerin ¢evresini olusturan ve hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde kilit rol oynayan kompleks bir protein ve polisakkarit agidir. ECM, yalnizca
hiicrelere yapisal destek saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicre-matriks etkilesimleri

araciligryla hiicresel davraniglar1 yonlendirerek yaslanma siirecine de miidahil olur (Hynes,

2009; Frantz ve ark., 2010).

ECM’nin yaglanma iizerindeki etkisi Ozellikle dikkat c¢ekicidir, ¢iinkii hiicrelerin
bulunduklar1 mikrogevreyi algilama ve cevresel sinyallere yanit verme yetenekleri ECM
tarafindan belirlenir. ECM, hiicre membranindaki reseptorler araciligiyla hiicresel sinyal
yollarini etkileyerek, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptozis gibi temel biyolojik
stireclerde kritik bir rol oynar (Bonnans ve ark., 2014). ECM’nin yaslanma siirecindeki
etkilerini anlamak, hem yaslanma mekanizmalarina dair daha derin bir kavrayis saglar hem de
yaslanmaya bagli hastaliklarin tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak tanir. Choi
ve arkadaslariin (2011) yaptig1 calismada, geng ECM’nin, iki boyutlu kiiltiir ortaminda
yaslanmig insan diploid fibroblastlarinin proliferatif kapasitelerini yeniden kazanmalarina
yardime1 oldugu bulunmustur. Ayrica, gen¢ ECM’nin sagladigi mikrogevrede, yaslanmis
hiicrelerde mitokondriyal fonksiyonun iyilestigi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) azaldig1
gosterilmistir. Bununla birlikte, bu ¢alisma, ECM’nin yaglanma tizerindeki etkisini yalnizca
iki boyutlu bir modelde incelemistir. Ug¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii modelleri, hiicrelerin
dogal biyokimyasal ve biyofiziksel ortamlarina daha yakin davranmasmi sagladigindan,
ECM’nin yaglanma siirecine olan etkisini daha gercekei bir sekilde arastirmak igin ideal bir

sistem sunar.



Caligmamizin amaci, biyoyazici teknolojisi ile elde edilen hiicresizlestirilmis ECM
(dECM) jeli kullanarak olusturulan 3B hiicre kiiltiirii modelinde ECM’nin hiicre yaslanmasi
iizerindeki etkilerini degerlendirmektir. Hiicresizlestirilmis ECM, hiicresel bilesenlerden
arindirilmis dogal bir biyolojik iskele sagladigindan, hiicrelerin in vivo benzeri bir ortamda
gelisimlerini siirdiirmesine olanak tanir. ECM’nin bu modelde hiicre yaslanmasi iizerindeki
etkilerini anlamak amaciyla, yaslanma siireciyle yakindan iliskili oldugu bilinen gen
ekspresyon diizeyleri analiz edilecektir. Calismamizda ele alinacak genler; hiicresel stres
yanitlar1 ve yasam siiresinin diizenlenmesinde rol oynayan SIRT1, apoptozis ve yaslanmada
etkili p53, inflamatuar yanitlar1 diizenleyen NF-kB, ECM nin yeniden sekillenmesinde kritik
bir rol oynayan MMP1, yaslanmis hiicrelerin belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilan
GLB1 ve ECM’nin ana yapisal proteinlerinden biri olan COL1A1’dir (Baker & Petersen,
2018). SIRTI, p53’ii baskilayarak hiicresel yaglanmay1 geciktirir ve hiicrelerin yasam siiresini
uzatir. p53, hiicre dongiisii kontrolinde rol alarak yaslanmayi hizlandirirken, NF-kB
inflamatuar yanitlar1 diizenleyerek MMP1’in aktivitesini artirir. MMP1, ECM proteinlerinin
parcalanmasina yol acarak mikrogevreyi yeniden sekillendirir; bu esnada COL1A1, ECM nin
yapisal biitiinliiglinii korur ve hiicreye destek saglar. GLB1 ise yaslanmis hiicrelerde beta-
galaktosidaz aktivitesi ile ECM’deki yaslanma belirtilerini igaret eden Onemli bir
biyobelirtegtir (Gialeli ve ark., 2011). Bu genlerin etkilesimi, ECM’nin hiicre yaslanmasi

tizerindeki etkilerini daha kapsamli bir sekilde anlamamiza olanak tanir.

Ug boyutlu kiiltiir ortaminda elde edilen ECM, hiicrelerin morfolojik ve fonksiyonel
ozelliklerini daha iyi yansitmakta ve hiicrelerin In vivo Ozelliklerine daha yakin
davranmalarina olanak tanimaktadir. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri, hiicrelerin ECM ile
tic boyutlu etkilesimini saglayarak, hiicrelerin yasam dongiisiinde karsilastig1 biyokimyasal ve
biyomekanik sinyalleri daha dogal bir sekilde algilamalarina olanak tanir. Hiicresizlestirilmis
ECM’nin kimyasal yapisi ve biyolojik islevlerinin FTIR (Fourier doniisiimlii kiziltesi
spektroskopi) ile dogrulanarak yaslanma siirecleri lizerindeki etkileri daha dogru bir sekilde
anlagilacaktir. ECM’nin yaslanmis hiicrelerin genglik 6zelliklerini yeniden kazanmalarini
saglama potansiyeli, 6zellikle rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi alanlarda yeni tedavi
stratejileri gelistirilmesine katki saglayabilir. Ornegin, yaslanmis fibroblast hiicreleri geng
ECM ile etkilesime girdiklerinde proliferatif kapasitelerini yeniden kazanabilir ve ROS
seviyelerinde azalma gozlenebilir (Choi ve ark., 2011). Boylece, ECM nin hiicre yaslanmasi

iizerindeki etkisini anlamak, yaslanma siirecinin geri dondiiriilmesi veya yavaslatilmasi i¢in



yeni terapotik hedeflerin belirlenmesine yardimer olabilir (Conboy ve ark., 2005; Bonnans ve
ark., 2014). Bu calisma ile ECM’nin biyolojik ve biyokimyasal oOzelliklerinin hiicre
yaslanmasi1 iizerindeki etkilerini daha iyi anlamak hedeflenmektedir. ECM’nin yaslanma
siirecine olan etkilerini, ii¢ boyutlu bir kiiltiir ortaminda dECM kullanarak incelemek, hiicre
yaslanmasinin  daha gergek¢i bir modelle anlasilmasina katkida bulunabildigi
diisiiniilmektedir. Bu baglamda, ECM nin hiicre yaslanmasi lizerindeki potansiyel etkilerinin
daha iyi anlagilmasi, yaslanma karsit1 uygulamalar i¢in yeni yaklasimlar gelistirilmesi ve doku

miihendisligi alaninda yenilik¢i ¢oziimler sunulmasi agisindan 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Yaslanmasi (Senesens)

Yaglanma, molekiiller, hiicreler, organlar ve organizmalar Uzerinde zamanla ortaya
c¢ikan bozulma siirecidir ve bu siire¢ Oliime karst duyarhiligin artmasina neden olur.
Organizmanin yaslanmasi, bir dizi faktoriin etkilesimiyle olusan fiziksel ve molekiiler islev
bozukluklar1 ile karakterizedir. Yaslanma, doku hasar1 ve organ islev kaybina yol agar.
Yaslanma terimi genellikle bir organizmay1 tanimlamak icin kullanilsa da, hiicresel diizeyde
de gecerlidir. Hiicresel yaslanma, hiicrelerin cesitli i¢sel (endojen) ve digsal (eksojen) streslere
kars1 gosterdigi biyolojik yanitlarin bir sonucudur. DNA hasari, telomer kisalmasi ve diger
hiicresel faktorler, bu stresler arasinda yer alir ve hiicrelerin islevlerini ve biitiinliiklerini

zamanla azaltabilir (Di Micco ve ark., 2021).

Yaglanmis hiicreler, kalic1 proliferasyon durmasi ve belirli morfolojik degisikliklerle
taninir. Bu degisiklikler arasinda hiicre ylizeyinin diizlesmesi, vakuolizasyon, sitoplazmada
graniiller ve anormal organeller yer alabilir. Bu morfolojik 6zellikler, hiicrelerin yaslanma
stirecinin karakteristik isaretleridir. Hiicresel yaslanma ilk kez 1961°de Hayflick ve Moorhead
tarafindan tanimlanmis, insan somatik hiicrelerinin (diploid fibroblastlarin) ardisik kiiltiirlerde
proliferasyonunun durmasi lizerine yapilan ¢aligmalarda, bu siirecin biyolojik mekanizmalari
anlagilmaya baslanmistir (Hayflick ve Moorhead, 1961). DNA replikasyonu sirasinda
telomerlerin kisalmasi, hiicrelerin boliinmesinin durmasina neden olur ve bu durum "replikatif
yaslanma" olarak bilinir. Replikatif yaslanma, yaslanmanin tanimlanmis ilk seklidir, ancak
daha sonra yapilan c¢aligmalar, hiicresel yaslanmanin embriyonik gelisim sirasinda da
goriildiiglinii ve cesitli icsel streslerin (DNA hasari, telomer kisalmasi, organel hasar1 vb.) bu

stireci tetikledigini gostermistir (Herranz ve Gil, 2016).

Hiicresel yaslanmay: tetikleyen cesitli stres faktorleri vardir. Bunlarin basinda niikleer
DNA hasar yer alir ve genellikle DNA c¢ift sarmal kiriklar1 (DSB) seklinde meydana gelir.
DNA hasar1 yanit1 (DDR) yoluyla bu hasar onarilmaya caligilir ve hiicre dongiisii durdurulur.
Bu siire¢, bozulmus genetik bilgilerin yayilmasini engellemeyi amaglar. DDR faktorleri,

hasarli DNA bolgelerinde birikerek, histon H2AX’in fosforilasyonu, MDC1 ve 53BP1



proteinlerinin etkilesimi gibi genigletilmis kromatin modifikasyonlar1 olusturur (Jackson ve
Bartek, 2009). Eger DNA hasar1 onarilamazsa, kalict DDR sinyali ile hiicresel yaslanma
siireci baglar. Yaslanmis hiicrelerde bu kalict DDR odaklari, tamir edilememis DSB’leri
icerebilir ve hiicresel yaslanma ile uzun siireli kontrol noktasi aktivasyonu arasinda
benzerlikler oldugu gosterilmistir (Galbiati ve ark., 2017). DDR sinyal yolunun inhibe
edilmesi, yaslanmis hiicrelerin yeniden proliferasyon yapmasina olanak saglar (Mallette ve

Ferbeyre, 2007).

DDR kaskadinin bir pargasi olarak, ATM ve ATR’nin hedefi olan tiimor baskilayict p53
aktive edilir. Bu, yaslanma ile iligkili hiicre dongiisii durmasini baslatan 6nemli bir faktordiir
ve p2l'in ekspresyonunu uyarir. Ayrica, pl6 ve CDK4/6’nin inhibitorleri de yaslanma
siireclerinde rol oynar; p21 erken agsamada aktive olurken, pl6 daha sonra etkinlesir
(Beausejour ve ark., 2003). Ayrica, timdr baskilayici ARF, p53°ii stabilize ederek yaslanma
stirecini destekler. Onkogenik strese yanit olarak p53'e bagli yaslanma olusumu, 6zellikle

DDR ve ARF yollarinin etkilesimi ile baglantilidir (Kamijo ve ark., 1997).

Yaslanmig hiicrelerin fenotipi genellikle geri doniisiimsiiz kabul edilse de bazi
arastirmalar doku mikrogevresinin hiicresel kaderi degistirme ve yaslanmig kok hiicrelerin

bazi ozelliklerini yenileme potansiyeline sahip oldugunu o6ne siirmiistiir (Conboy ve ark.,

2005).

2.1.1. Telomer Kisalmasi

Hiicresel yaslanmanin en iyi bilinen ve tanimlanmis tetikleyici mekanizmalarindan biri
telomer kisalmasidir. Kromozomal DNA uclarinin, standart DNA replikasyon
mekanizmalariyla tam olarak kopyalanamamasi nedeniyle, telomer bakim mekanizmalari
eksik oldugunda (6rnegin, telomeraz ekspresyonu ya da telomerler aras1 rekombinasyon gibi
mekanizmalar), her replikasyon dongiisiinde telomerler kisalir. Telomerler, belirli bir
uzunlugun altina diistiigiinde, koruyucu yapilarin kaybi ve telomer sinirlama faktorlerinin
ortadan kalkmasi, kritik derecede kisa telomerlerin ¢ift sarmall1 kiriklara (DSB) benzemesine
yol agar. Bu durum, DNA hasar yanit1 (DDR) mekanizmasini tetikler ve bu siire¢, telomerik
DSB'lerin tetikledigi DDR'ye benzer bir reaksiyon olusturur (Fagagna ve ark., 2003).
Telomerin bir veya birkagc DDR sinyali, replikatif hiicresel yaslanmay1 baslatmak i¢in yeterli
olabilir ve telomerazin zorla ekspresyonu, hiicresel yaslanmay1 engeller ve siirsiz hiicre

cogalmasini destekler (Hemann ve ark., 2001; Bodnar ve ark., 1998).



Kalict DDR aktivasyonu, kritik derecede kisalmamis telomerlerde, eksojen genotoksik
tedavilere maruz kalan boliinmeyen hiicrelerde ve yaslanan boliinmeyen hiicrelerde de
meydana gelir. Telomerlerin hasar gordiiglinde, DSB onarimi ¢ok daha verimsiz hale gelir ve
bu durum hiicresel yaslanmanin siirdiiriicii bir faktorii olur (Fumagalli ve ark., 2012; Bae ve
Baumann, 2007). Telomerik DSB'lerin devam etmesi, hiicresel yaslanmanin devam etmesine
ve korunmasia yol acar. Dolayisiyla, telomerlerdeki kalict DDR aktivasyonu, telomer
uzunlugundan bagimsiz olarak hem ¢ogalan hiicrelerdeki telomer kisalmasindan hem de
cogalmayan hiicrelerdeki telomerik DNA hasarindan kaynaklanabilir (Rossiello ve ark.,

2017).

2.1.2. Mitokondriyal Disfonksiyon

Yaslanan hiicrelerde, mitokondriyal islev bozuklugu ile iliskili olarak oksidatif stresin
arttigit  gézlemlenir. Bu hiicrelerde, mitokondriyal kiitle, membran potansiyeli ve
mitokondriyal morfolojide belirgin degisiklikler meydana gelir (Chapman ve ark., 2019).
Islevini yitiren mitokondrilerin birikimi, mitokondriyal sirtuinlerin azalmas1 ve mitokondriyal
fonksiyonun selektif kimyasal inhibisyonuyla baglantilidir ve bu durum yaslanmanin

baslatilmasinda 6nemli bir rol oynar (Wiley ve ark., 2016).

Niikleer DNA hasar1 ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu arasinda karsilikli bir
etkilesim oldugu yoniinde bulgular mevcuttur (Correia-Melo ve ark., 2016). Ozellikle,
mitokondriyal disfonksiyonla iliskili yaslanma (MiDAS), yasli hayvanlarda gézlemlenen
metabolik degisiklikler ve anormal adiposit farklilagsmasi gibi Ozelliklerle baglantili olup,

benzersiz bir hiicre-otonom olmayan program sergileyebilir (Wiley ve ark., 2016).

2.1.3. Morfolojik degisiklikler
Replikatif yaslanma ile iliskili olarak hiicrelerde belirgin morfolojik degisiklikler
gbzlemlenir. Bu degisiklikler, hiicrelerin biiylimesi ve diizlesmesi, igsi seklin azalmasi,
sitoplazmada graniil olusumu, vakuoller ve mikrofilamentlerin artisi, ¢ekirdek ile lizozomlarin
biiyiimesi ve hiicre zarinda belirsizlik gibi 6zellikleri igerir. Bu morfolojik degisiklikler,
hiicrelerin yaslanma siirecine dair belirgin isaretler olup, replikatif yaglanmanin ilerlemesiyle

daha da belirginlesebilir (Bruder ve ark., 1997; Kuilman ve ark., 2010).

2.1.4. Replikatif Yaslanma
Yaglanan hiicrelerin birgok farkli dokuda yasla birlikte arttigi ve birikmeye basladigi

gozlemlenmistir (Hudgins ve ark., 2018). Hayflick ve Moorhead'in erken donem



calismalarinda, diploid hiicrelerin sinirlt replikatif kapasiteye sahip olduklari ve her boliinme
dongiisiinde senesense girdikleri ortaya konmustur. Bu durum, fibroblastlar ve diger
embriyonik hiicre serileriyle de dogrulanmistir (Hayflick ve Moorhead, 1961). Sonraki
arastirmalar, hiicresel senesensinin yaslanmanin temel bir 6zelligi oldugunu gostermistir
(Lopez-Otin ve ark., 2013). Hiicresel yaslanma, hiicre dongiisiiniin kararli bir sekilde
durdurulmasidir ve bu stireg, farkli hiicre i¢i ve dis1 uyaricilara yanittir. Yaslanma sinyalleri
ve ¢esitli stresler bu siireci tetikleyebilir (Kumari ve Jat, 2021). Hiicreler, stresin yogunluguna
ve tiirline bagl olarak onarim, 6liim veya yaslanma gibi farkl tepkiler verebilirler (Surova ve

Zhivotovsky, 2013).

Yaslanma, telomer kisalmasi, mitojenik sinyaller, genotoksik stres ve diger faktorlere
bagli olarak c¢esitli i¢sel ve digsal uyaranlara yanit olarak gergeklesebilir (Mikula-Pietrasik ve
ark., 2020; Kuilman ve ark., 2008). Replikatif yaslanma, hiicrelerin béliinme yeteneklerinin
kayboldugu ve fonksiyonlarinda degisiklikler oldugu bir siirectir. Bu durum, telomerlerin
giderek kisalmasiyla dogrudan iliskilidir (Campisi ve ark., 1996). Replikatif yaslanma
sirasinda hiicreler, genellikle G1 fazinda biiylime duraksamasi gosterir, biiylime sinyallerine
yanit veremez ve S fazina gegemezler. Yaslanmis hiicreler metabolik olarak aktif kalsa da
baz1 genler biiylime sinyalleriyle uyarilabilir, ancak biiylime diizenleyicilerinin ifadesi degisir.
Ayrica, fonksiyonel degisiklikler gecirerek terminel diferansiye hiicrelere benzer ozellikler
gosterirler ve apoptoza karsi direng kazanarak daha stabil hale gelirler (Campisi ve ark.,

1996).

2.1.4.1. Hicre Hatlarinda Replikatif Yaslanma

Replikatif yaslanma siireci, hiicre hatlarinda pasaj sayismin artmasiyla birlikte belirgin
degisikliklerin ortaya c¢ikmasina yol agar. Bu siirecte hiicrelerin ilk pasajdaki fonksiyonel
ozelliklerinde bozulmalar meydana gelebilir ve hiicrelerin genomik DNA's1 ile molekiiler
diizeyde mutasyonlar olusabilir. Bu mutasyonlar, hiicrelerin islevselligini etkileyebilir ve
ozellikle belirli genlerin ekspresyonu ya da protein yapilarin1 degistirebilir. Bu degisiklikler,
hiicre hatlarmin nasil evrildigini ve adaptasyon yeteneklerini gelistirdigini anlamamiza

yardimei1 olabilir (Yu ve ark., 1997).

Hiicreler pasajlandik¢a, fizyolojik 0Ozelliklerinde, morfolojisinde, gen ekspresyon
seviyelerinde ve metabolik aktivitelerinde de degisiklikler gdzlemlenebilir. Bu degisiklikler,

hiicrelerin kiiltiir ortaminda gegirdikleri siire ile ¢ogalma sayisinin bir sonucu olarak ortaya



cikar. Hiicrelerin biiyiikligi, sekli ve yapilar1 degisebilirken, gen ekspresyonu ve metabolik
aktiviteleri de adaptasyon siireclerine bagli olarak farklilik gosterebilir. Bu siirecler, hiicre
hatlarinin kiiltiir ortaminda nasil evrildigini ve yaslanma siirecindeki dinamiklerini daha iyi

anlamamiza olanak tanir (Briske-Anderson ve ark., 1997).

Kim ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmaya gore, insan deri fibroblast (HDF) hiicrelerinde
pasaj sayisiin artmasiyla hiicre dongiisiiniin siiresi belirgin bir sekilde uzar. Arastirmalarinda,
P40'tan P90'a kadar olan donemde hiicre dongiisiiniin siiresinin iki katma ¢iktigini ve bu
egilimin diger pasajlarda da devam ettigini goézlemlemislerdir. Bu gdzlemler, yaslanan
hiicrelerde hiicre dongiisiiniin siireklilik gosteren uzama egilimini dogrulamaktadir (Kim ve
ark., 2013). Bu bulgular, hiicrelerin kiiltiir ortaminda nasil evrildigini ve adaptasyon
stireclerini anlamamiza yardimci olabilir. Hiicrelerin uzun siire kiiltiir ortaminda tutulmasi ve

sirekli pasajlanmasi, genetik ve epigenetik diizeylerde farkli degisikliklere yol agabilir.

2.1.5. Senesens ile iligkili p-Galaktosidaz Aktivitesi
Senesens iligkili p-Galaktosidaz (SA-B-Gal), yaslanmanin tespiti ig¢in yaygin bir
biyomarker olarak kullanilmaktadir. Bu enzim, lizozomal bir hidrolaz olup, genellikle pH 4'te
en yiiksek aktivitesini gosterirken, yaslanan hiicrelerde pH 6 civarinda optimum aktiviteye
ulasir (Dimri ve ark., 1995). SA-B-Gal aktivitesi, yalnizca senesens siirecine giren hiicrelerde
artig gosterir ve bu nedenle bu aktiviteye SA-B-Gal ad1 verilmistir. Yaslanan hiicrelerde SA-B-
Gal aktivitesindeki artisin, lizozomal igerik ve aktivitenin artisiyla iliskili oldugu

distiniilmektedir (Lee ve ark., 2006).

2.1.6. Yaslanan Hiicrelerden Salinan Faktorler

Replikatif ya da erken yaslanan hiicrelerde, "Senesens ile Iliskili Sekretuar Fenotip"
(SASP) adi verilen sekretomda belirgin degisiklikler gozlemlenir. Bu, diger bir deyisle
"senesens mesajlagsma sekretomu" (SMS), hiicreler arasindaki iletisimi yonlendiren karmasik
bir pro-inflamatuar yanit sergiler. SASP, proinflamatuar sitokinler (IL-a, IL-1p, IL-6, IL-8),
biiyiime faktorleri (VEGF, HGF, TGFB, GM-CSF), TNF-a, kemokinler (CXCL-1, -3, -10) ve
matriks metalloproteinazlarini (MMP’ler) igerir. Bu sekretuar profil, yaslanan hiicrelerin
cevresindeki dokular etkileyerek, yaglanma siirecinin ¢evresel etkilerini sekillendirir (Loaiza
ve Demaria, 2016). SASP, temel olarak NF-kB ve CCAAT/enhancer-binding protein-f3
(C/EBPp) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile diizenlenir. Bu faktorler, yaslanan



hiicrelerde inflamatuar SASP faktorlerinin, Ornegin IL-6 ve IL-8’in transkripsiyonunu

dogrudan kontrol eder (Herranz ve Gil, 2018).

SASP yaniti, pl6INK4a ve p21WAFI/CIP1 tarafindan tetiklenerek NF-kB'nin
aktivasyonuna yol acar. Bu, pro-inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve blylime
faktorlerinin hiicreler tarafindan salgilanmasina neden olur (Takahashi ve ark., 2006). Bu
inflamatuar yanit, hiicresel yaslanma siirecine aracilik eder ve inflamasyonun yayilmasina
katkida bulunur (Barnes, 2015). SASP’nin islevi, yaslanan hiicrelerin ¢evresindeki saglikli
hiicrelere riskli durumlarini ileterek, hasarli veya tiimdrojenik hiicrelerin temizlenmesini
tesvik etmek olabilir. Bilesenler, otokrin yolla hiicrelerin kendi yaslanma siire¢lerini
hizlandirabilir veya parakrin sekilde ¢evresindeki hiicrelerde benzer bir fenotipi tetikleyebilir

(Sekil 2.1.) (Chandler ve Peters, 2013).

Yaslanan hiicrelerden kaynaklanan SASP salinimi, inflamasyon yoluyla normal doku
yapisin1 ve islevini bozarak, ileri yaslarda kanserin yeniden ortaya ¢ikmasina neden olabilir.
Bu hiicrelerin gecici varligi, timor baskilayict bilyiime duraklamasina yardimer olup, hasarl
dokularm onarimini diizenleyebilir. Ancak, uzun siireli varliklar1 normal doku yapisini

bozabilir ve lokal inflamasyon gibi zararl etkiler yaratabilir (Campisi, 2013).
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Sekil 2.1. Hiicre Yaslanmasinin Molekiiler Mekanizmasi (Di Micco ve ark., 2020)

2.2.  Hucrelerin Mikrocgevresi

Hiicrelerin farklilagsma, gdc, ¢ogalma ve apoptoz gibi birgok 6nemli 6zelligi, disaridan
aldiklart sinyallere gore gen ifade profillerinde yapilan diizenlemeler sonucunda ortaya ¢ikar.
Bu siirecte hiicrelerin bulunduklar1 mikrogevre ile etkilesimleri, hiicrelerin kaderinin
belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Mikrogevre, hiicre dis1 matriks (ECM) yapisi, biiyiime
faktorleri ve diger hiicreler tarafindan olusturulur ve bu unsurlar, dokuya 6zgli mekanik
Ozellikler kazandirmanin yani sira hiicrelerin cevresiyle stirekli iletisim halinde olmasini

saglar.

Bu etkilesimler, dokularin tiiriine ve fonksiyonlarina gore farklilik gosterir. Bag
dokusunda hiicre ve hiicre dig1 matriks iligkisi daha belirgindir ve mekanik stres bu iliskilerde
onemli bir rol oynar. Epitelyal dokuda ise hiicreler arasi iligkilerin daha baskin oldugu

gozlenir. Hiicreler arasi etkilesimler, dokularin ve hiicrelerin organizasyonunda énemli bir
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yere sahiptir. Ozellikle embriyonik dénemde, hiicrelerin ayn1 dokuya ait diger hiicrelerle

adezyonu, bu etkilesimlerin segici oldugunu gosterir (Gilbert ve Miles, 2000).

Epitel hiicreleri, aralarindaki siki baglant1 (tight junctions) bdlgeleri sayesinde dokularin
farkli boliimleri arasinda bariyer olusturur ve segici gegirgenlik saglar. Hiicreler arasindaki
oluklu baglantilar (gap junctions) ise hiicreler arasinda kiigiik molekiillerin aligverisini saglar.
ECM, hiicre membraninda bulunan reseptorlerle dogrudan etkilesime girerek veya biiyiime

faktorleri aracili@iyla hiicrelerin fonksiyonlarini1 ve metabolizmalarimi diizenler.

2.2.1. Hiicre Dis1 Matriks (ECM)

Hiicre dis1 matriks (HDM), hiicreler tarafindan salgilanan g¢esitli proteinler ve
karbonhidratlardan olusan karmasik bir yapidir (Sekil 2.2.). Dokulara sagladigi mekanik
destegin yani sira hiicrelerin fonksiyonlari iizerinde de onemli bir rol oynar. En temel
ozelliklerinden biri, hiicrelerin tutunabilecegi bir ortam saglamaktir. Epitel hiicrelerinde
matriks ile baglantilarin kaybolmasi, anoikis olarak adlandirilan bir ¢esit programlanmis hiicre
olimii (apoptoz) ile sonuglanir. Benzer sekilde, pankreatik adacik hiicreleri gibi birgok hiicre

tipinde tutunma ve hayatta kalma arasinda dogrudan bir iligki oldugu gésterilmistir (Hammar
ve ark., 2004).

HDM, enzimatik ve enzimatik olmayan sureclerle sirekli olarak yenilenir.
Igerigindeki proteinlerin gesitliligi ve oranlar1, dokularin 6zelliklerine ve fonksiyonlarma gore
farklilik gosterir. Ornegin, matriks bilesenleri dis ve kemiklerde sert bir yap1 olustururken
korneada seffaf ve ince bir yapt meydana getirir (Alberts ve ark., 2007). HDM'nin bu
bilesimsel farkliliklari, dokulara 6zgii fiziksel, biyokimyasal ve biyomekanik o6zelliklerin
ortaya ¢ikmasini saglar. Sert ve gozenekli bir HDM yapisi, hiicrelerin yapismasi, hiicre

bolunmesi, doku polaritesi ve hiicre gocu gibi strecleri etkiler (Gattazzo ve ark., 2014).

HDM, temel olarak proteoglikanlar ve fibr6z proteinlerden olusur. Dokular arasindaki
boslugun biiyiik kismi proteoglikanlar tarafindan doldurulur. Proteoglikanlar, yapisal destek
saglama, hidratasyon, proteinler arasinda koprii benzeri yapilar olusturma ve mekanik
direnclilik gibi fonksiyonlar Ustlenir. Fibroz proteinler ise genellikle kollajen, fibronektin ve

lamininden olusur (Frantz ve ark., 2010).

HDM, hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanarak veya cesitli biiyiime

faktorleri araciligiyla hiicre davranisimi etkiler. Hiicre-HDM etkilesimleri, kadherinler ve
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integrinler aracilifiyla gerceklesir. Integrinler, hiicre iskeleti ile HDM arasinda koprii gorevi
goren transmembran proteinlerdir. Heterodimer yapida olan integrinler, o ve [ alt
iinitelerinden olusur ve 18 farkli a ile 8 farkli B alt {initesinin kombinasyonuyla 20’den fazla
integrin ¢esidi tanimlanmistir (Hynes, 2002). Bazi integrinler yalnizca tek bir protein ile
etkilesimde bulunurken gogu birden fazla HDM proteinini tanir. Integrinler genellikle kisa
peptit motifleri araciligryla baglanir ve bu siirecte her iki alt birim de gorev alir. Arjinin-
glisin-aspartat (RGD) dizisi, bir¢ok integrin tarafindan taninir ve baglanmada kritik bir motif
saglar (Tablo 2.1.) (Jokinen ve ark., 2004).

Tablo 2.1. integrinlerle Etkilesen Matriks Proteinleri

Kollajen tip-1 alPl, o2B1, alOB1, al 1Bl
Kollajen tip-4 alPl, a2pl
Fibronektin a3fl, a4Pfl, a4f7, aS5P1, a8Bl, avpl,

avp3, avBs, avp6, allbp3

Laminin alBl, a2B1, a3p1, a6pl, a7p1, a6p4

Dokularda bulunan hiicre dist matriks (HDM) yapisi, iki ana tlirden olusur: bazal
lamina ve interstisyel matriks. Bazal lamina, epitel ve endotel hiicreleri arasinda bir bariyer
islevi gorerek dokularm biitiinligiinii saglar ve O6rnegin bdbrek glomeriiliinde segici bir
filtrasyon yapar. Bu yapida kollajen tip-4, laminin, entaktin ve heparan sulfat gibi

proteoglikanlar yer alir.

Interstisyel matriks ise bag dokusunun hiicreler aras1 bosluklarini doldurarak dokunun
mekanik destegini saglar. Kollajen tip-1, tip-3, fibronektin, tenaskin ve ¢esitli proteoglikanlar
gibi bilesenler icerir (Karsdal ve ark., 2015). Ayrica bu yapi, dokunun hidrasyonunu ve
hiicreler arasindaki etkilesimi diizenleyen sitokinler ve biiylime faktorleri ile baglantilidir.
Matriks icindeki proteinler arasinda capraz baglar olusturarak dokunun biitinligiinii ve

islevselligini korur.
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Sekil 2.2. Fibroblast hiicresinin ECM bilesenlerini salgilama modeli (Kalluri ve ark.,
2006).

2.2.1.1.Kolajen

Kolajen, viicutta en bol bulunan proteinlerden biri olup, bag dokularinda, o6zellikle
tendonlar ve deri gibi yapilar icinde yogun sekilde bulunur (Tanzer, 2006; Kim ve ark., 2011).
Bu yapisal protein, sadece dokulara gerilme mukavemeti saglamakla kalmaz, ayni zamanda
hiicre yapismasi, gocii gibi bircok hiicresel siirecte de Onemli rol oynar (Rozario ve
DeSimone, 2010). Yaklasik 30 farkli kolajen tiirii tanimlanmis olup, bazilar1 hiicre disi
matrikste izole edilebilir (Heino, 2007).

Kolajen, dokularin gerekli yapisal biitiinliiglinli saglamak amaciyla fibril yapisinda
diizenlenir. Ozellikle tip I, II, III, V ve XI kolajen tiirleri, fibril olusumunda kritik bir rol
oynar. Bu fibril diizenlemesi, bag dokularinin mekanik streslere karsi dayanikli olmasini
saglayarak, gerilme, kayma ve basing gibi faktorlere karsi mukavemet kazandirir (Badylak ve
ark., 2009). Kolajen fibril olusumunu diizenleyen ekstraseliiler matriks molekiilleri arasinda
dekorin ve fibromodulin gibi molekiiller bulunur. Ayrica bu siiregte, hiicre yiizeyinde bulunan
integrinler de énemli bir rol oynar. Integrinler, alfa (o) ve beta () alt birimlerinden olusan
heterodimerler seklinde bir araya gelir. Kolajenle etkilesen dort ana integrin tiiri
bilinmektedir; bunlardan alp1 ve a21 en yaygin olanlaridir. Bu reseptorler, kolajen tiretimini
negatif geri besleme yoluyla diizenler ve kolajen matris sentezini ve remodelasyonunu
artirirlar (White ve ark., 2004).
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Tip | kolajen, neredeyse tiim dokularda yaygin olarak bulunan baskin formdur, 6zellikle
tendonlar ve deri gibi yapilarla iligkilidir. Diger kolajen tiirleri ise belirli dokularda 6zel
olarak bulunur; 6rnegin, tip II kolajen kikirdakta ve korneada bulunurken, tip III kolajen kan
damarlarmin duvarlarinda 6nemli bir bilesendir. Kolajen iiretimi yalnizca fibroblastlar
tarafindan degil, ayn1 zamanda endotel ve epitel hiicreleri tarafindan da gergeklestirilir

(Bosman ve Stamenkovic, 2003).

2.2.1.2.Fibronektin

Fibronektin, kolajene oranla daha az incelenmis olmakla birlikte, ECM'in bazal
membrant (BM) icinde onemli bir rol lstlenir. Hiicre yapigsmasinda ve yara iyilesme
siireclerinde kritik bir islevi oldugu tespit edilmistir (Tanzer, 2006). Farelerde fibronektin
eksikliginin 6liimciil oldugu gozlemlenmis ve bu durum, fibronektinin embriyonik geligim
gibi in vivo stireclerdeki kritik 6nemini ortaya koymustur (Mao ve Schwarzbauer, 2005).
Fibronektin, iki formda bulunur: biri kan plazmasinda dolagsan ve yaralanma bolgelerine

taginan, digeri ise fibroblastlar tarafindan tiretilen hiicresel bir formdur (Eckes ve ark., 2010).

Fibronektin, kollajene benzer sekilde bir fibril agi seklinde diizenlenir ve hiicre
ylizeyindeki integrinlere baglanir. Cesitli hiicre tipleri tarafindan {iretilen bu protein, bag
dokulartyla smirli degildir. Fibronektin, disiilfiir baglar1 ile baglanabilen dimer formunda

iiretilir ve her bir alt birim, tip I, II ve III olmak {izere {i¢ tiire ayrilir (Mao ve Schwarzbauer,
2005).

Fibronektinin hiicrelerle etkilesimini saglayan ana reseptor, integrin a5f1 olup, bu
etkilesim, fibronektinin RGD bdlgesi (Arg-Gly-Asp tripeptit dizisi) ile gerceklesir (Fogerty ve
ark., 1990). Fibronektin matrisi, integrin aktivasyonu araciligiyla hiicrelerin aktin iskeletiyle
baglant1 kurar. Bu etkilesim, basarili matris olusumu i¢in kritik 6neme sahiptir ve hiicrelerin
immdunofloresan boyama yontemleriyle izlenebilir (Wu ve ark., 1995). Fibronektin fibrilleri,
olusumlarina bagli olarak 10 ila 1000 nm arasinda degisen kaliliklara sahip olabilir (Chen ve

ark., 1978).

2.2.1.3.Laminin
Lamininler, trimerik yapiya sahip glikoproteinlerdir (Aumailley ve ark., 2005). Farkli a,
ve vy zincirlerinden olusan lamininler, evrimsel siirecte, ilk basta basit bir laminin

heterotrimerinden, omurgalilarda ise 16 farkli trimerik izoforma kadar cesitlenmistir
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(Yurchenco, 2011). Lamininler ilk olarak fare Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) sarkomunun

(Matrigel) ekstraseliiler matriksinde bir bilesen olarak tanimlanmistir.

Bu proteinler, kas ve epitel hiicreleri de dahil olmak tizere cesitli doku tiirlerinde ifade
edilir ve hiicre yapigmasi, diferansiyasyonu ve gog¢ gibi hiicresel siireclerde 6nemli bir rol
oynar. Integrinler aracilifiyla hiicreler ile alttaki matriks arasinda iletisim kurarak bu
siireclerde aracilik yaparlar (Eckes ve ark., 2010). Embriyonal gelisim sirasinda ortaya ¢ikan
ilk ECM proteinleri arasinda yer alan lamininler, genetik kusurlar sonucu embriyonik 6lim
veya c¢oklu organlar etkileyen ciddi hastaliklara yol acabilir. Bu 6zellikleri, lamininlerin sinir
ve damarlar gibi farkli dokularda ©Onemli fonksiyonlar iistlendiklerini gostermektedir

(Domogatskaya ve ark., 2012).

2.2.2. Yaslanma Siirecinde Ekstraseliiler Matriks Degisiklikleri

Yaslanma siireciyle birlikte, bircok dokunun altindaki bazal membranin (BM)
bozuldugu gézlemlenmistir. Bu bozulma, daha az BM proteini sentezi ve artan MMP (matriks
metaloproteinaz) seviyeleri ile iligkilidir; bu durum, protein par¢alanmasini artirir (Frantz ve
ark., 2010). Yaslanmis hiicrelerde fibronektin, biiyiime faktorleri (GF'ler), interlokinler ve
sitokinler gibi molekiillerin seviyelerinin arttig1 bildirilmistir. Bir¢ok arastirma, yasl
hiicrelerin hiicre dongiisiinde ¢ogalmalarinin engellendigini telomer kisalmasiyla iliskilendirir

(Labat-Robert ve ark., 2012; Choi ve ark., 2011).

Yaglanma siireciyle birlikte, dokulardaki kollajen miktarindaki azalma, doku
biitlinliigii ve giiciinde zayiflamaya yol acar (Damodarasamy ve ark., 2010). Ayrica,
yaglanmig dokularda artan sertlik, gereksiz kolajen ¢apraz baglanmasmin artisiyla
iligkilendirilir; bu durum, biyomekanik o&zelliklerin  bozulmasina ve ECM'iin
organizasyonunun tehlikeye girmesine neden olur (Frantz ve ark., 2010). Yasla birlikte, tip I
kollajen liflerinin diizeni daha az organize hale gelir, daha gevsek ve parcali bir yap1 gosterir.
Bu degisiklikler, 6zellikle cilt gibi yaslanmis dokularda belirgin hale gelir (Fisher ve ark.,
2008).

Kollajen liflerinin diizenindeki farkliliklar, geng¢ ve yash farelerin tendonlarindan elde
edilen 6rneklerde de gozlemlenmistir (Sprenger ve ark., 2010). Geng farelerin tendonlarinda,

ECM bilesiminde diisiik kollajen igerigi ve yiiksek hiicresel orani tespit edilmistir (Lavagnino
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ve ark., 2013). Yasl farelerde ise tendonun kollajen igerigi artar ve bu da dokunun sertliginin

artmasina yol acar (Goh ve ark., 2008).

Yaslanma ile birlikte, cilt dahil diger bag dokularda da matriks sentezi ile matriks
yikimi arasindaki denge matriks yikimina kayar (Labat-Robert, 2004). Bu durum, ciltte
elastikiyet kayb1 ve kirigikliklar gibi yaslanma belirtilerine yol agar (Mancini ve ark., 2012).
Esneklik kaybi, MMP'lerin ECM bilesenlerini, 6zellikle tip I ve III kollajenleri,
proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar1 par¢alamasiyla iliskilidir (Carrino ve ark., 2003).
ECM bilesenlerinin kaybi1 ve kollajenlerin artan ¢apraz baglanmasi, dokularin biyomekanik

ozelliklerinde yasla birlikte azalmaya neden olur (Sekil 2.3.) (Vedrenne ve ark., 2012).

J Collagen
< Elastin MMPs 4
4 PGs (modular/SLRPs) ADAMTS 4
M === tPA / uPA P
ECM sentezi ECM bozulmasi
f ¥ TIMPs Cathepsins P
Denge Katabolik fenotip

Oksidatif stres

Sekil 2.3. Geng ve Yaslanmis Hiicrelerde ECM Dengesi (Mavrogonatou ve ark.,2017)

Bu c¢alismada, erken gecisli ve ge¢c gecisli insan dermal fibroblastlari
karsilastirildiginda, azalan kollajen I ve III seviyeleri ile birlikte plazminojen aktivatori,
iirokinaz (uPA) ve katepsin O gibi dermal matriksin parcalanmasinda rol oynayan proteaz
diizeylerinde artis gozlemlenmistir (Shelton ve ark., 1999). Bu ¢ekirdek ECM proteinlerinin
kayb1, dermal matrisin yapisal biitiinliigliniin ciddi sekilde bozulmasina neden olur; bu durum,

kronolojik yaslanma siirecinde dermal matris mimarisinin dejenerasyonu ile uyumlu bir

bulgudur (West, 1994).

Ornegin, yaslanma sirasinda dermal fibroblastlarin boyutunda bir azalma, azalan
mekanik gerilim ve fibroblast-ECM baglanmasindaki bozulmadan kaynaklanmaktadir (Fisher

ve ark., 2009). 3B kollajen matrisleri ile yapilan deneyler, azalan mekanik kuvvetlere yanit
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olarak dermal fibroblast boyutunun azalmasinin, ECM bilesenlerinin iiretimindeki azalma ile

iligkili oldugunu ortaya koymustur (Quan ve ark., 2013).

Bir bagka c¢alismada ise, geng hiicrelerin ECM etkilesimlerinin, yashi ve senesens
hicrelerini genc bir fenotipe geri dondlrerek proliferasyon kapasitelerini ve morfolojik
ozelliklerini restore edebilecegi gosterilmistir. Bu bulgu, ECM kaynakli ¢evresel sinyallerin
yaglanmis hiicrelerin genclik Ozelliklerine yeniden kavusmasini sagladigini ve hiicre
yaslanmasinin ¢evresel faktorlerle manipiile edilebilecegini ortaya koymustur (Choi ve ark.,

2010).

2.3.4. Hiicre Yaslanmasi ve ECM ile iliskili Genler

2.3.4.1.p53
p53, 393 amino asitten olusan ve 17. kromozomun kisa kolunda yaklasik 20 kilobazlik
bir bolgeyi kapsayan TP53 geninin kodladig1 11 eksonlu bir proteindir (Varley ve ark., 1997).
Bu protein, hiicre dongiisiiniin kontrolii, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, yaslanma,
programlanmis hiicre 6liimii, DNA onarimi1 ve genomik stabilitenin korunmasi gibi pek ¢ok
onemli hiicresel siirecte rol oynar (Harris, 1996). p53, bu islevleri, ya bir transkripsiyon
faktori olarak ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenleyerek ya da diger proteinlerle veya

dogrudan DNA ile etkilesime girerek yerine getirir (Kogak ve ark., 2011).

p53, hiicre sagkalimi ve Oliimiiyle iliskili yollarin merkezinde yer alir ve hiicrenin
mevcut durumuna gore yasam veya Olim kararmi verir (Velculescu ve El-Deiry, 1996).
Hiicrede hasar olustugunda, p53 stabilize olur ve hiicre dongiisiinii durdurarak hasarin
onarilmasina olanak tanir. Eger hasar, hiicrenin onarim kapasitesini asarsa, p53 apoptoza

neden olan bir yol agar (Kogak ve ark., 2011).

p53, hiicresel hasar durumunda bir transkripsiyon faktorii olarak DNA'ya baglanir ve
p21 (WAF2/Cipl) protein gen ekspresyonunu uyarir. p21, hiicre dongiisiiniin GO/G1
evresindeki siklin bagimli kinazlarin islevini engelleyerek hiicre dongiisiinii G1 asamasinda
durdurur. Hasar onarilamazsa, p53, BCL-2 interacting killer (Bik) proteinini indikleyerek

hiicreyi apoptoza yonlendirir (Mates ve ark., 2008).
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2.3.4.2.NAD Bagimh Deasetilaz Sirtuin-1 (SIRTUIN 1)

Sirtuinler (SIRT), ilk olarak 1970'lerde dogada kesfedilmis ve hiicresel yaslanmay1
geciktirmede ve organizma Omriinii uzatmada 6nemli bir rol oynadig1 belirlenmistir (Lee ve
ark., 2019). Insanlarda bulunan yedi SIRT izoformu arasinda en ¢ok calisilan1 SIRT1'dir
(Wang ve ark., 2019). SIRT1, NAD+ bagimli bir deasetilazdir ve bu nedenle timor
baskilayict p53 proteini, DNA onarim faktérii Ku70, NF-kB, sinyal transdiiktorii ve
transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) ve FOXO ailesi gibi ¢esitli proteinlerle etkilesime girer
(J. Biol. Chem., 2011).

Sirtuinlerin hiicresel yaslanmay1 baskilama mekanizmalari, yasa bagli telomer
kisalmasinin geciktirilmesi, genom biitiinliiglinlin korunmasi ve DNA hasar onariminin tegvik
edilmesi gibi yollarla gerceklesir. SIRT1, hiicre dongiislinlii durdurma yetenegini artirabilir,
oksidatif strese kars1 direnci siirdiirebilir ve hiicre 6liimiinii ve apoptoz yollarin1 engelleyebilir
(Sekil 2.4.) (Brunet ve ark., 2004). Ayrica, Ku70'in stres kaynakli apoptotik hiicre 6liimiinii
engelleyerek proapoptotik faktér Bax'1t mitokondriden uzak tutarak hiicre 6liimiinii engelledigi
gosterilmistir. NF-kB ise hiicre hayatta kalmasimi kontrol eden genlerin ifade edilmesinde
onemli bir rol oynar. SIRT1, norodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi

bir¢ok yasa baglh bozuklukta yer alir (Zhao ve ark., 2020).
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Sekil 2.4. SIRT1’in hiicresel yaslanmayi baskilama mekanizmasi (Mengdi, 2021)

2.3.4.2.1. Sirtuin 1 Yaslanmadaki Rolii
Sirtuinlerin yaslanmadaki rolii, ilk kez maya (Saccharomyces cerevisiae) modelinde
kesfedilmistir. Bu modelde, bir maya ana hiicresinin senesens (hiicre yaslanmasi) dncesinde
kac¢ kez yavru hiicre iiretebildigi, yani replikatif yasam siiresi araciligiyla arastirilmistir. 1997

yilinda yapilan bir ¢aligmada, maya yaslanmasinin sebeplerinden birinin rDNA bdlgelerinde
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meydana gelen rekombinasyon oldugu belirlenmistir (Sinclair ve Guarente, 1997). Bu
calisma, homolog rekombinasyon yoluyla ekstrakromozomal rDNA halkasi (ERC)
olusumunun, yaslanan hiicrelerde ERC'lerin ¢ogalmasina ve hiicrelerde birikmesine yol
actigim gostermistir. 1999 yilinda yapilan bir bagka c¢alismada ise, SIR2 geninin ekstra bir
kopyasmin eklenmesinin, rDNA rekombinasyonunu baskilayarak ERC olusumunu azaltip
replikatif yasam siiresini yaklasik %30 oraninda uzattig1 gosterilmistir. Buna karsin, SIR2'nin
silinmesi ERC'lerin artigina ve yasam siiresinin kisalmasina yol agmistir (Kaeberlein, McVey

ve Guarente, 1999).

Ozellikle, SIRT1 hiicresel metabolizmay1 ve hayatta kalmay1 diizenleyebilir (Imai,
2011) ve insan dermal fibroblastlarinin (HDF'ler) yaslanmasini tetikleyen inflamasyon
tepkileri ile yaslanma stireclerinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica, farelerde SIRT1'in genetik
olarak yok edilmesi, NF-kB aktivasyonunu ve pro-inflamatuar sitokin salinimini artirmistir.
Bu bulgular, SIRT1'in NF-xB sinyal yolunun diizenlenmesinde onemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Ancak, SIRT1/NF-kB sinyal yolunun HDF yaslanmasini nasil etkiledigi ve

diizenledigi konusunda hala tam bir anlayis bulunmamaktadir.

2.3.4.3.NUKLEER FAKTOR KAPPA-B (NF-kB)

NF-kB, hicre proliferasyonu, apoptoz ve oksidatif strese karst yanit gibi 6nemli
islevleri diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Ik olarak 1986'da Ranjan Sen ve David
Baltimore tarafindan tanimlanmistir (Sen ve Baltimore, 1986). NF-kB ailesi bes farkl tiyeden
olusur: NFkB1 (p50/p105), NFkB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB ve cRel. Bu iiyeler hiicre
icinde heterodimer veya homodimer kompleksler seklinde bulunur (Kierszenbaum, 2007;
Shishodia ve Aggarwal, 2002). NFkBI1, baslangigta 105 kDa'lik uzun bir prekiirsér molekiil
olarak sentezlenir ve daha sonra islenerek p65 alt birimi ile p50/p65 heterodimerini olusturur
(Bakkar ve Guttridge, 2010). Bu heterodimer kompleksinde, p50 alt birimi DNA'ya
baglanirken, p65 alt birimi transkripsiyonel aktivasyonu baslatir. Normalde, stres durumlari
olmadiginda, NF-kB dimerleri sitoplazmada, IK-B olarak bilinen inhibitdr proteinlerle bagl
halde inaktif olarak bulunur (Ling ve ark., 1998). NF-kB'nin aktivitesini dizenlemek icin en
az alt1 farkli IkB proteini gereklidir. IkB proteinlerinin N-terminal kisimlarindaki serin
kalintilar1, ¢esitli uyarilarla fosforile olur. Bu fosforilasyon, IkB proteinlerinin proteolitik
yikimimi baglatir ve boylece NF-kB aktive olur. Aktif NF-kB, nukleusa gecerek burada

inflamasyonla iligkili genlerin transkripsiyonunu baglatan enhancer veya promoter bolgelerine
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baglanir (Ling ve ark., 1998). Bu mekanizma sayesinde NF-kB, hiicre proliferasyonu,

farklilagsmas1 ve apoptoz gibi siireglerde kritik bir rol oynar (Sekil 2.5.).

[tps

Serbest Radikaller
Sitokinler

STOPLAZMA

NFx3
Kompleksi

NUKLEUS

150 65,

= Hedef Genler

Sekil 2.5. NF-kB Aktivasyonu (Ling ve ark., 1998)

2.3.4.3.1. NF-kB nin Yaslanmadaki Rolii

NF-kB'nin yaslanma siirecindeki rolii, deri yaslanmasmin klinik belirtileri ve
ekstraselliiler matriksin (ECM) 6nemli bilesenleri olan kollajen ve elastindeki degisikliklerle
iliskilidir. Yaslanma sirasinda serbest radikallerin birikmesi, fibroblastlarin yiizeyindeki
biiyiime faktorleri ve sitokin reseptdrlerinin aktive olmasina yol agar. Bu aktivasyon, bir
sinyal iletim kaskadmin tetiklenmesine neden olur (Tekin, 2005). Sonu¢ olarak, aktivator
protein 1 (AP-1) ve proinflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu dizenleyen NF-kB
transkripsiyon faktort aktive olur. Bu iki faktor, kollajenaz (MMP-1) ve 92 kDa jelatinaz
(MMP-2) iiretimini arttirarak ECM'nin bozulmasina ve dermal yapinin zayiflamasina yol agar
(Chung ve ark., 2003; Fisher ve ark., 2002). Yaslanan fibroblastlarda MMP enzimlerinin

artis1, dermal yapinin pargalanmasia neden olur (Hadshiew ve ark., 2000).

MMP'ler, matriks metalloproteinazlar (MMP), cinko igeren, kalsiyum bagiml
enzimlerdir ve ekstraselliiler matriks ve bazal membran bilesenlerini pargalayabilirler
(Rundhaug, 2005). MMP ailesi, bag dokusu hiicreleri tarafindan salgilanarak, doku yeniden

yapilanmasi, deri yaslanmasi, morfogenezis ve yara iyilesmesi gibi biyolojik siireclerde
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onemli roller oynar. Ayrica, bu enzimler tiimdr hiicre invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz
gibi patolojik siireglerde de yer alir (Wiseman ve ark., 2003; Maskos, 2005). MMP ailesi, 26
farkli liyeye sahiptir ve oOzellikle MMP-1 ve MMP-2, matriksin parcalanmasinda kritik
islevlere sahiptir (Jenkins, 2002). MMP-1, fibriler kollajeni hidrolize ederek Uclu helikal
yaptyl1 bozar; MMP-2 ise bu denatiire kollajeni daha kiigiik parcalara ayirarak kollajen
yapisiin bozulmasina yol acar. Yaslanan deride, hiicre proliferasyonu ile apoptoz arasindaki
denge bozulur. Bir¢ok arastirma, NF-kB'nin yaslanma ile birlikte aktivitesinin arttigini
gostermektedir (Kriete ve ark., 2008). Yash bireylerin deri fibroblastlarinda NF-kB
aktivitesinin arttigini belirten bulgular mevcuttur. Ayrica, yash farelerde NF-kB'nin genetik
olarak inhibe edilmesi, yasa bagli patolojileri tersine ¢evirmistir, bu da NF-kB'nin
inhibisyonunun yaslanma siirecine karst potansiyel bir tedavi stratejisi olabilecegini

diistindiirmektedir (Adler ve ark., 2007).

2.4. Doku Miihendisligi

1990’larin basinda Langer ve Vacanti, doku fonksiyonlarini geri kazandirma, koruma
veya onarma amactyla biyolojik ikameler gelistirmek i¢in miihendislik ve yasam bilimlerinin
ilkelerini birlestiren disiplinlerarasi bir alan olarak doku miihendisligini tanimlamistir (Langer
ve Vacanti, 1993). Doku miihendisligi, dokuya 6zgii rejenerasyon siireclerini baslatmay1 ve
organ nakli sirasinda karsilasilan zorluklari (6rnegin, donodr eksikligi ve immiinosiipresif
tedavi ihtiyaci) agsmay1 hedeflemektedir (Caddeo, Boffito ve Sartori, 2017). Giliniimiizde, doku
miithendisligi, doku benzeri yapilar iiretmek i¢in canli hiicreler, biyouyumlu malzemeler,
biyokimyasal (6rnegin, bliylime faktorleri) ve fiziksel (6rnegin, dongilisel mekanik yiikleme)
faktorlerin kombinasyonlarini kullanan, gorece yeni bir alan olarak kabul edilmektedir. Bu
yaklasimin nihai amaci, yaralanmalar1 onarmak veya islevini kaybetmis organlarin yerine
gecebilecek doku yapilarmin viicuda implantasyonu ile iyilesmeyi saglamaktir (Berthiaume,
Maguire ve Yarmush, 2011). Rejeneratif tip, doku miihendisligini kapsayan bir alan olup,
viicudun kendi hiicreleri ve biyolojik materyallerin birlikte kullanilarak dokularin ve
organlarin yeniden yapilandirilmasi, yani viicudun kendi kendini iyilestirme yetenegine
odaklanmaktadir (Masson ve Dunnill, 2008). Bu baglamda, doku miihendisligi ve rejeneratif
tip terimleri birbirinin yerine kullanilabilir hale gelmistir. Her iki yaklasim da, hasar gormiis
dokunun islevini yeniden kazanmasi ve etkin bir rejenerasyon siirecinin saglanmasiyla

basariya ulagir.



22

2.4.1. Doku miihendisligi stratejileri

Doku miihendisligi yaklagimlari, rejenerasyon amaci giiden farkli yoOntemleri
kapsamaktadir. Hiicresiz greftler, dondér dokudan hiicrelerin uzaklastirilmasiyla elde edilen,
hiicresel bilesenlerden arindirilmis ancak hiicre dist matriks (HDM) elemanlarint koruyan
iskelelerdir. Bu tiir iskeleler, ayni zamanda sentetik biyomateryaller kullanilarak da
iiretilebilmektedir. HDM iskeleleri, hiicrelerin uzaklastirilmasi sayesinde daha yiiksek biyo-
uyumluluk sunarak, yeni doku gelisimi i¢in daha uygun hale gelir ve bu 06zellikleriyle
gelecekte dnemli bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir. Iskelelerin yapiminda, proteinler ve
yapay malzemeler dahil olmak iizere farkli biyomateryaller veya HDM'ler kullanilmaktadir.
Bu iskeleler {izerine, biiylime faktorleri iceren veya igermeyen hiicre gruplari eklenebilir ve

uygun ortam saglandiginda doku gelisimi beklenir (Belleghem ve ark., 2020).

2.4.2. 3 Boyutlu Biyoyazici

3B biyoyazic1 teknolojisi, biyomalzemeler ve hicreleri mikrometre ve milimetre
araliginda istenilen sekillerde birlestirerek, miihendislik iiriinii doku benzeri yapilar liretmeyi
mimkiin kilan yenilik¢i bir yaklasimdir. Son on yilda biiyiik bir hizla gelisen bu teknoloji,
rejeneratif tip alaninda 6nemli bir rol oynamaktadir. 3B biyoyazicilar, canli hiicreleri ve
biyomalzemeleri ayni anda birlestirerek, kullanici tarafindan belirlenen desenlere gore
"tabandan yukariya" dogru 3B yapay implantlar veya karmasik doku yapilari iiretme imkan
sunmaktadir (Mandrycky ve ark., 2016). Bu siirecte hiicreler, biyomiirekkep olarak
kullanilirken, kullanilan biyomalzemelerin biyouyumlu olmasi, hiicre hasarmi dnlemesi ve
uygun reolojik ile mekanik mukavemete sahip olmasi kritik 6neme sahiptir (Murphy ve Atala,

2014; Groll ve Yoo, 2018).

Hidrojeller, hiuicre kapsulleme icin biyouyumlu ve mekanik olarak destekleyici bir
mikro ¢evre sagladiklar1 i¢cin 3B hiicre baskisinda biyomiirekkep olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Park, 2011). Kollajen, kitosan, jelatin metakriloyl (GeIMA), aljinat ve
hyaluronik asit (HA) gibi ¢esitli hidrojel bazli iskelelerin, biyouyumluluk ve kontrol edilebilir
malzeme Ozellikleri sundugu yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir (Fernandes-Cunha ve ark.,

2020; Guo ve ark., 2024).

Bu polimerler arasinda kollajen, dogal bir ECM proteini olarak hayvan kaynaklarindan
elde edilebilmesi sayesinde belirgin bir avantaj sunar. Ancak, kollajenin diisiik mekanik

dayaniklilig1 ve baski sonrasinda yeterli sekil sadakatine ulasamamasi hem in vitro hem de in
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vivo ortamda 3B yapinin korunmasii zorlastirmaktadir (Singh ve ark., 2016). Bu
dezavantajlar1 gidermek amaciyla, kollajen genellikle farkli dogal veya sentetik polimerlerle

kombine edilerek kompozit hidrojellerin olusturulmasinda kullanilmaktadir.

3B biyobaski teknolojisi, karmasik mikro yapilar1 hassas bir sekilde kontrol edebilme
kabiliyeti ile dokuya 0zgii yapilarin olusturulmasini miimkiin kilmakta ve umut vadeden
sonuglar sunmaktadir (Levato ve ark., 2014). Bu yontem, farkli polimerlerin ve canh
hiicrelerin es zamanl olarak basilmasina olanak tanir ve doku miihendisligi uygulamalari i¢in
gerekli olan hiicresel yapilar1 destekler (Malda ve ark., 2013). Ayrica, hedef doku hiicreleri ile
hazirlanmis hidrojellerin biyomiirekkep olarak kullanilmasiyla, biyolojik ve fiziksel agidan
uyumlu, yenilenme kapasitesi yliksek iskelelerin iiretilmesi saglanabilir (Zhang ve Huang,
2021). Bu durum, doku onarimmi ve rejeneratif tip alanlarinda yeni ve giiglii uygulamalarin

Oniinii agmaktadir.

2.5. Ug Boyutlu Hiicre Kiilttirt

Uc boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii, hiicrelerin karmasik in vivo ortamlar1 daha iyi simiile
etmesini saglar (Ravi ve ark., 2015). Hiicreler 3B yapilar icinde biiytidiigiinde, hiicreler arasi
iletisim ve sinyal iletimi gibi siirecler daha etkin gergeklesir (Saji Joseph ve ark., 2019). 3B
hiicre kiiltiirii sistemleri genel olarak iskele igermeyen, iskele bazli ve hibrit modeller olmak

tizere li¢ ana kategoriye ayrilir (Sekil 2.6.) (Jensen ve Teng, 2020).

Iskele igermeyen teknikler, kat1 bir destek yapiya ihtiya¢ duymadan hiicre agregatlari
veya sferoidlerin olusumuna olanak tanir. Bu yontemler arasinda askida damla teknigi, diisiik
yapiskanlik yiizeyleri ve manyetik levitasyon gibi uygulamalar &ne ¢ikar. Iskele bazl
modellerde ise biyolojik veya sentetik hidrojeller, hicreler icin 3B ortam olusturacak sekilde
iskele olarak kullanilir. Hibrit modeller ise hem iskele bazli hem de iskele igermeyen

yontemlerin avantajlarini birlestirir.

Bir 3B kiltir modelinin secimi, htcrelerin proliferasyonu, agregasyonu ve
farklilagmast i¢in dokuya 6zgii fizyolojik bir mikro ¢evrenin taklit edilmesi agisindan kritik
oneme sahiptir (Anton ve ark., 2015). Bununla birlikte, hlcre-hiicre ve hiicre-ekstraseliler
matriks (ECM) etkilesimlerinin yan1 sira, dokuya 6zgii sertlik, oksijen ve besin gradyanlari ile

metabolik atiklarin uzaklastirilmasi gibi unsurlarin saglanmasi gereklidir (Griffith ve Swartz,
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2006). Bu nedenlerle, ¢alisma amaci dogrultusunda en uygun 3B hicre kulttrd modelinin

belirlenmesi biiyiik 6nem tasir.

Coéziinebilir Faktérlerin Hucreler, integrin-matris
baglanmasi araciliglyla ECM'ye
Yogun Bir Gradyani tutunmas:
kv
2
&l .
ar Matriks
o . igindeki Hiicre

Matriks fibrilleri hiicre
dagilmasini kisitlar.

Sekil 2.6. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii (Owems, 2023)

2.5.1. iskele bazh 3B hiicre kiltiirii modelleri

Iskele bazli kiiltiir teknolojileri, hiicrelere agregasyon, proliferasyon ve go¢ igin
gerekli mekanik destegi sunan, ECM benzeri matrislerin fiziksel yapisini saglayan 6nemli bir
yontemdir (Hayward ve ark., 2013). Bu teknolojilerde kullanilan iskelelerin kimyasal ve
fiziksel 6zellikleri, hiicrelerin fonksiyonlarin1 dogrudan etkileyebilir (Kapalczynska ve ark.,
2018). Hiicreler, iskele lizerinde veya i¢inde yerlestirilerek dogal ECM ortaminda gergeklesen
islevlerini taklit eden bir mikro ¢evre olusturur. Iskele malzemeleri, biyolojik kaynakli
kolajen, matrigel, jelatin ve aljinat gibi materyallerin yani sira polietilen glikol, polilaktik asit

ve hiyaluronik asit gibi sentetik polimerlerden de Uretilebilir (Langhans, 2018).

Dogal kaynakli malzemeler arasinda kolajen, fibrin ve hiyaliironik asit gibi ECM'nin
temel bilesenleri one ¢ikar (Willerth ve ark., 2006; Gerecht ve ark., 2007). Bunlar, hiicre
yapismasini destekleyen dogal adezyon bolgeleri saglayarak hiicrelerin canlilik, proliferasyon
ve farklilagma siire¢lerini olumlu yonde etkiler. Ayrica, ipek, jelatin ve aljinat gibi diger dogal

tiirevli materyaller de iskele iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Awad ve ark., 2004).
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Sentetik malzemeler ise ECM'nin mekanik o6zelliklerini taklit edecek sekilde tasarlanir ve
genellikle belirli kimyasal formulasyonlara uyarlanabilirlik ve ayarlanabilir mekanik
Ozellikler gibi avantajlar sunar (Langhans, 2018). Polimerler, titanyum, biyoseramikler,
biyoaktif camlar ve peptitler gibi malzemeler bu kategoride yer alir (Gunatillake ve ark.,
2003; Lu ve ark., 2003). Bunun yani sira, bazi sentetik iskelelerde hormonlar, biiyiime
faktorleri veya biyolojik olarak aktif molekiiller kapsiillenerek hiicre adezyonu, farklilagsmasi

veya proliferasyonu desteklenebilir (Hayward ve ark., 2013).

Iskele tasarrminda kullanilan materyallerin biyobozunurluk, gdzeneklilik, gdzenek
boyutu, sertlik ve stabilite gibi 6zellikleri kritik 6neme sahiptir. Bununla birlikte, baz1 sentetik
malzemeler dogal ECM'nin adezyon boélgelerinden yoksun olabilir ve bu eksiklik, iskelelerin
ECM proteinleriyle kaplanmasiyla giderilebilir (Caliari ve Burdick, 2016). Bu 6zelliklerin
optimizasyonu, iskelelerin hiicre kiiltiirii uygulamalarinda bagarili bir sekilde kullanilabilmesi

icin gereklidir.

2.5.1.1.Biyolojik Hidrojel

Hidrojel, capraz baglar veya hidrojen baglar1 yoluyla birbirine baglanan seyrek
polimer zincirlerinden olusan ve yiiksek su tutma kapasitesine sahip hidrofilik polimer
aglaridir (Lian ve ark., 2017). Hidrojellerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, ECM yapisin1 taklit
edebilmesi ve buyume faktorleri ile sitokinler gibi ¢ozunebilir molekillerin jel icinde
serbestce hareketine olanak saglamasidir (Jensen ve Teng, 2020). Bu 6zellikleri, hidrojelleri

doku miihendisliginde en yaygin kullanilan iskele malzemelerinden biri haline getirmektedir.

Hidrofilik yapis1 sayesinde biiylik miktarda su emme ve tutma kapasitesine sahip olan
hidrojeller, ayn1 zamanda diisiik yiizey gerilimi, yumusaklik ve lastik benzeri esneklik gibi
ozellikler sunar (Hamidi ve ark., 2008). Bu 6zellikleri, hidrojelleri dogal dokularla uyumlu ve
cok yonlii bir secenek haline getirir. Hidrojel yapiminda sentetik, dogal veya her iki tiir
malzemenin kombinasyonundan olugan hibrit yaklasimlar kullanilabilmektedir. Hibrit

hidrojeller, fiziksel ve biyolojik 6zelliklerin gelistirilmesi amaciyla tasarlanmistir (Zhu, 2011).

Dogal hidrojeller genellikle kolajen, matrigel, jelatin, fibrinojen, hiyaliironik asit ve
aljinat gibi biyopolimerlerden {iiretilmektedir. Bu tiir hidrojeller, hiicrelerin yapismasi, hayatta

kalmasi, kontrollii ¢ogalmasi ve farklilagsmasi i¢in uygun bir ortam saglar (Drury ve Mooney,
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2003). Kolajen, bu alanda en ¢ok tercih edilen dogal polimerlerden biri olup, hidrojel

hazirliginda yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.5.2. Biyomurekkep olarak ECM’nin roli

Doku miihendisligi uygulamalarinda dogal biyopolimerler, kollajen, kitosan, alginat,
fibrin, elastin, laminin, heparan siilfat ve hyaluronik asit gibi ¢esitli malzemelerden
yararlanilarak dogal iskeleler olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira, hiicresizlestirme
yontemiyle farkli dokulardan elde edilen hiicre dis1 matriks (ECM), biyolojik iskele olarak
stkca tercih edilmektedir. Hiicresizlestirilmis doku ve organlardan elde edilen biyolojik
yapilarin hem klinik 6ncesi hayvan modellerinde hem de insan klinik uygulamalarinda

basarili sonuglar verdigi gosterilmistir (Lin ve ark., 2004; Dellgren ve ark., 1999).

ECM'den tiiretilen biyolojik iskeleler, farkli doku tiirlerinin yenilenmesini destekleme
yetenegiyle on plana c¢ikmaktadir. Her doku ve organa 0zgii ECM bilesenleri, yapisal
diizenlenmeleri ve biyomekanik ozellikleri sayesinde biyomalzeme tasarmmi ve iiretim

streclerinde buyuk ilgi gérmektedir (Nieponice ve ark., 2009).

Hiicresizlestirilmis ECM iskeleleri, igerdikleri kollajen, glikozaminoglikanlar (GAG),
matris proteinleri ve bliyiime faktorleri ile sentetik iskelelere kiyasla biyomimetik 6zellikleri
acisindan daha istiin kabul edilmektedir. Bu 6zellikler, hiicresizlestirilmis ECM iskelelerini

daha etkili bir biyolojik tasiyici haline getirmektedir (Jain ve Bansal, 2015).

Son yillarda, dokuya 06zgii ECM biyomiirekkeplerinin gelistirilmesi, 3B baski
teknolojileriyle kusurlu dokularin daha uyumlu ve islevsel yapilarla yenilenmesini miimkiin
kilmistir. Hiicre ytikli, 3B baskilt ECM yapilari, yalnizca kollajen bazli yapilara kiyasla daha
fazla doku olusumunu desteklemistir. Ornegin, ECM molekiilleri kullanilarak olusturulan
yeni bir deri ECM tiirevli biyomiirekkep, yumusak doku yenilenmesi i¢in Onemli bir

potansiyele sahiptir (Pati ve ark., 2015).

2.6. Hiicresizlestirme

Hiicresizlestirme iglemi sirasinda, dogal doku yapisinin ve ECM bilesiminin
korunmasi bliyiik 6nem tasir. Hiicresizlestirme yontemleri ve kullanilan dokunun kdkeni,
ECM'in yapisal biitiinligiinii ve biyokimyasal 6zelliklerini etkileyebilir. Ayn1 zamanda bu

sirecte  uygulanan sterilizasyon yontemleri de ECM'nin biyolojik tepkilerini
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degistirebilmektedir. Hiicresizlestirme islemi, farkli doku ve organlara uygulanabilir, ancak
her bir uygulamada kullanilan yontemlerin ECM'nin yapismna olan etkisi degisiklik

gosterebilir (Crapo ve ark., 2011).

Bu islem genellikle fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerin tek basina veya
kombinasyon halinde kullanilmasini igerir (Sekil 2.7.). Fiziksel yontemler arasinda karistirma,
sonikasyon ve dondurma/¢6zme gibi teknikler yer alir. Bu yontemler, hiicre zarlarini tahrip
ederek hiicre igeriginin serbest birakilmasini ve ardindan yikama iglemiyle hiicresel
kalintilarin ECM'den uzaklastirilmasini saglar. Ancak, fiziksel yontemlerin tek basma yeterli

olmadig1 durumlarda kimyasal ve enzimatik yontemlerle desteklenmesi gerekebilir.

Hiicresizlestirme protokollerinde genellikle ©once hiicre zarlarmin pargalanmasi
saglanir, ardindan enzimatik yontemlerle hiicresel igerikler ECM'den ayrilir. Kimyasal ajanlar
ise sitoplazmik iceriklerin ¢oziliniir hale getirilmesine yardimci olur. Siirecin sonunda,

hiicresel kalintilar tamamen uzaklastirilarak saf ECM elde edilir (Gilbert ve ark., 2006).

Hiicresizlestirilmis  dokularin ~ degerlendirilmesinde,  ¢ekirdek  kalintilarinin
bulunmamasi ve ¢ift sarmallit DNA (dsDNA) miktarindaki belirgin azalma 6nemli bir basari
gostergesidir. Bu bulgular, hiicresizlestirme stirecinin etkili bir sekilde gerceklestirildigini ve
hedef dokudan hiicresel igerigin tamamen uzaklastirildigini isaret eder. Ayn1 zamanda, bu
siirecte antijen gibi diger hiicresel iceriklerin de uzaklastirildig1 varsayilir. Hiicresizlestirme
isleminin etkinligi, biyolojik ve klinik uygulamalarda kullanilacak dokularin giivenligi ve

uygunlugu agisindan kritik bir 6neme sahiptir (Neishabouri ve ark., 2022).



28

PN

KiMYASAL FiZIKSEL

- (0]
= > % ~
= R H /
==
= H H
ASITLER VE ALKOL Vv DONDURMA VE ELEKTROPORASYON
BAZLAR ¢OzULME
ENZIMLER
<9
JS

IYONIK VE
IYONIK BASINCLANDIRMA
OLMAYAN DETERJANLAR

HUCRELERI GIDERILMIS
1 DOKU

Sekil 2.7. Hiicresizlestirme Yontemleri (Paula ve ark., 2023)

2.6.1. Hiicresizlestirilmis Ekstraselltler Matriks Hidrojeli

ECM hidrojellerinin iiretimi, oncelikle hedef dokunun tamamen hiicresizlestirilmesini
takiben bir dizi islem gerektirir. Bu islemler arasinda dondurarak kurutma, toz haline getirme,
kismi enzimatik sindirim ve fizyolojik kosullara nétralizasyon bulunur. Hiicresizlestirilmis
dokularin dondurarak kurutulmasi, hem su iceriginin uzaklastirilmasi hem de dECM'nin uzun
siireli saklanmas1 agisindan kritik bir adimdir. Ozellikle yiiksek su igerigine sahip dokular igin
dondurarak kurutma yontemi en uygun secenektir (Farnebo ve ark., 2014). Kurutulmus
dECM'nin toz haline getirilmesi, ECM'in yilizey alanim artirarak enzimatik sindirim
stirecinin verimliligini 6nemli dl¢lide artirir. Bu adim, sindirim siiresini kisaltarak ECM'nin

asidik kosullarda uzun siire maruz kalmasinin 6niine gecer.

Kismi enzimatik sindirim islemi, ECM'nin ¢Ozlinmesini saglamak amaciyla
gerceklestirilir. Toz haline getirilmis ECM, yogun kollajen lifleri nedeniyle fosfat ¢ozeltisi
gibi biyolojik ¢oziiciilerde ¢oziinemez. Bu nedenle, pepsin gibi enzimler kullanilarak kismi
sindirim uygulanir. Sindirim siireci; enzim konsantrasyonu, enzim ile ECM tozu orani ve

¢oOziicli tiirii gibi faktorlere bagli olarak farklilik gosterebilir. Ancak yetersiz veya asiri
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sindirim, hidrojellerin homojen lif dagilim1 ve mekanik 6zelliklerini olumsuz etkileyerek
istenilen yap1 ve oOzelliklerin elde edilmesini zorlastirabilir. Bu nedenle, en uygun sindirim
kosullarinin belirlenmesi biiylik 6nem tasir (Wolf ve ark., 2012; Wu ve ark., 2015; Ahearne
ve Coyle, 2016; Wassenaar ve ark., 2015).

Sonug olarak, ECM'nin hidrojel formuna doniistiiriilmesi siirecinde, fizyolojik tuz, pH

ve sicaklik gibi kosullarin dikkatle kontrol edilmesi gereklidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismalarda Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e Aljinat, Sigma, Almanya

e Dimetilsulfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

e DMEM/Ham’s F-12 (DMEM/F-12), with L-Glutamine, Diagnovum
e Etanol, Merck, Almanya

e Fetal Sigir Serumu (FBS), Diagnovum

e Fosfat tuz ¢ozeltisi (PBS), Gibco, USA

e Hidroklorik Asit (HCI), ISOLAB

e Kloroform, Sigma, Almanya

e Pepsin, Sigma, Almanya

e Penisilin-Streptomisin Solusyonu, Diagnovum
e Sodyum Hidroksit (NaOH) , Merck, Almanya
e Sodyum Kilorit (CaCl2), Merck, Almanya

e 90,25 Tripsin/EDTA, Diagnovum

e TRUEzol Reagent, ClearBand

e Triton X-100, Sigma, Almanya

e Dispaz Il, Sigma, Almanya

e SDS

e Izopropanol

Deneysel Calismalarda Kullanilan Sarf Malzemeler

e 25 cm?2’lik Hiicre Kiiltiirii Flasklari, Nest
e 75 cm?2’lik Hiicre Kiiltiirii Flasklari, Nest
e 150 cm?2’lik Hicre Kiiltiira Flasklari, Nest

e 5 mL Serolojik Pipetler, Medpoint
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e 10 mL Serolojik Pipetler, Medpoint

e 25 mL Serolojik Pipetler, Medpoint

e 50 mL Serolojik Pipetler, Medpoint

e Pipet Ucu 10 puL, Eppendorf, Almanya
e Pipet Ucu 200 pL, Greiner

e Pipet Ucu 1000 puL, Eppendorf, Almanya
e 10 mL Steril Enjektor, Ayset

e 0,22 um Steril Siringa Filtresi, TPP

e 6 kuyulu kiiltlir kaplar1, Nest

e 0,2 mL PZR Tupu, Axygen

e 15 mL Santriflj Tlpd, Nest

e 50 mL Santrifuj Tupu, Nest

e 1,5 mL Mikrosantriftj Tupl, Axygen
e 0,2 mL PZR Tupu, Axygen

e 96 Kuyucuklu PZR Plakasi, Nest

e Kiriyotup, TPP

Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

e 3B Biyoyazici, Axolotl Biosistem, Tiirkiye
e Hassas Terazi, Ohaus, USA

e Manyetik Karistirici, Weightlab Instruments
e Distile su cihazi

e pH Metre

e Vorteks

e Otoklav

e Su banyosu
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e Biyoguvenlik-2 Kabini

e Hiicre Kiiltiirii Inkiibatorii (CO: inkiibatérii), Thermo Scientific
e Serolojik pipet tabancasi, Thermo Scientific

e Santrifij

e Inverted Mikroskop

e [sik Mikroskobu

e Hiicre Goriintiileme Cihazi, Evos Floid Microscope
e Hiicre Sayim Cihazi, Anvajo

e Buzdolab1

e -80°C Dondurucu

e Sivi Azot Tanki1

e PZR Kabini

e Gergek zamanlhi PZR Cihazi

e Nanodrop Cihaz1

e Termal DOnguleyici

e Mikropipetler, Eppendorf, Almanya

o Liyofilizator (freeze dryer), CHRIST

Kullanilan Kitler

e BlasTag™ 2X gPCR Master Mix, Abmgood
e OneScript Plus cDNA Synthesis Kit, Abmgood
e (PCR MasterMix, Abmgood

3.1. Hiicresizlesmis Dermal Hicre Dis1 Matriksinin Eldesi

Bu calisma Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
23.06.2023 tarihli ve 2023/27 sayili Etik Kurul Raporu kapsaminda gergeklestirilmistir.
Wistar Albino tiirii sicanlar, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Deneysel Tip Arastirma
Laboratuvart (DETALAB)’tan temin edilmistir. Bu c¢alismada, yasa gore iki farkli gruba
ayrilan 2 aylik (geng) ve 8 aylik (yasli)) Wistar Albino tiirli siganlar kullanilmistir. Siganlar
ksilazin (75 mg/kg) - ketamin (8 mg/kg) anestezisi altinda 6tanazi edilerek sirt derisi dokulari
almmugstir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Geng sican (solda) ve yash sican (sagda)

Sican deri dokusundan hiicrelerin uzaklastirilmast ve dogal dokuya en yakin yapinin
(HDM) elde edilmesi amaciyla literatiirde yaygin olarak kullanilan Triton X-100 bu ¢alismada
da tercih edilmistir. Hiicresizlestirme islemine baslamadan 6nce, dokularin belirli bir kismi
"dogal doku (kontrol grubu)" olarak ayrilmis ve bu dokular, uygulamalara kadar -80°C’de

saklanmustir.

Hiicresizlestirmeye baslamadan Once deri ornekleri, iizerlerindeki kan kalintilarini
temizlemek amaciyla PBS ile yikanmistir. Yikamanin ardindan, hipodermis tabakasindaki yag
dokusu pens yardimiyla dikkatlice temizlenmistir. Epidermis tabakasi, dispaz II enzimi (50
U/mL) kullanilarak 4°C’de bir gece siiren inkiibasyonla dermis tabakasindan cimbiz
yardimiyla ayrilmistir. Enzim uygulamasi ile ayrilan dermis tabakasi, 1x1 cm? boyutlarinda
kesilmis ve hiicresizlestirme protokoline tabi tutulmustur. Tiim islemler manyetik

karistiricida (300 rpm) oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Deri doku pargalart Oncelikle 1x PBS ¢ozeltisi ile 1 saat muamele edilmistir.
Ardindan, 37 °C’de %0,25 Tripsin-EDTA ile 6 saat bekletilmistir. Bu islem sonrasinda, tekrar
37 °C’de PBS ile ii¢ kez durulanmistir. Daha sonra, %70 izopropanol ve 9%0,1 SDS
karisiminda 37 °C’de 6 saat bekletilmistir ve ardindan distile su ile bes kez durulama
yapimustir. Takip eden asamada, %1 Triton X-100 kullanilarak 37 °C’de 12 saat boyunca
islemler gergeklestirilmis, Daha sonra PBS ile iki kez durulama yapilmstir. Islemler
tamamlandiktan sonra, ornekler ii¢ giin boyunca liyofilize edilmis ve kullanima kadar -20

°C’de saklanmistir (Sekil 3.2.).
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%0,1 SDS

Tripsin- 0 %1 Triton
PBS EDTA PBS + %70 PBS %-100 PBS
Kloroform
. 2 kez 30’ar 2 kez 30’ar
1 Saat 6 Saat 15 Dakika 6 Saat dakika 12 Saat dakika

Sekil 3.2. Hiicresizlestirme protokolinin akis semasi

3.2. Hiicresizlesmis Dermal Hiicre Dis1i Matriksinin Karakterize Edilmesi

Deseliilerize edilmis dermal HDM’nin karakterizasyonuna yonelik tiim analizlerde,

pozitif kontrol olarak hiicresizlestirme islemi uygulanmamis dogal deri dokusu kullanilmistir.

3.2.1. DNA icerik analizi

Dokularin DNA igerikleri, ticari bir kit (Zymo Research) kullanilarak belirlenmistir.
Ik olarak, dokulara kit icerisindeki 200 uL baglama ¢ozeltisi (Binding Buffer) ve 40 pl
Proteinaz K eklenmis ve vortexlenmistir. 60 °C’de 5 dakika inkiibasyon yapilarak doku
sindirme islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, érneklere 200 pL %99 etil alkol
eklenmis ve iyice karigtirilmustir. Kitin igeriginde yer alan filtreli tiipler ve toplayicr tlipler ile
birlestirilmis, ardindan Eppendorf tiiplerindeki karisim pipetle filtreli tiiplere aktarilmstir.
18.000 g’de 2 dakika santrifiij islemi uygulanmis ve santrifiij sonrasi filtrelenen kisim tlpten
uzaklastirilmistir. Filtreli tliplerin tizerine 400 uL inhibitor ¢ozelti eklenerek tekrar 18.000
g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. TUpdeki filtrelenen kisim bu asamada da uzaklastirilmis ve
750 uL yikama cozeltisi eklenerek yine 18.000 g’de 2 dakika siireyle santrifiij islemi
gergeklestirilmistir. Santrifiijiin ardindan tiipler atilmis ve filtreli tiipler eppendorf tlplere
yerlestirilmistir. Daha 6nce 70 °C’de 1sitilan eliisyon ¢ozeltisinden 100 puL eklenmis ve oda
sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir. Son olarak, 18.000 g’de 2 dakika santrifiij islemi
yapilmig ve santrifiij sonrasinda filtreli tiipler atilmistir. Eppendorf tiiplerdeki DNAlar, bir

gece +4 °C’de bekletildikten sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2. DNA Miktarmn Olgiimii ve Safhik Tayini
Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri, Microplate (Thermo

Scientific — Multiskan) spektrofotometre cihazi kullanilarak belirlenmistir. DNA nin saflik ve
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miktar tayini, spektrofotometrede 260 nm, 280 nm, 260 nm/280 nm ve 260/230 nm dalga

boylarinda yapilan okumalar sonucunda gerceklestirilmistir.

3.3. Fourier donusiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Hiicresizlestirilmis ve dogal doku ornekleri arasindaki kimyasal bag benzerlikleri ile
her iki yapidaki fonksiyonel gruplarin tespiti amaciyla, zayiflatilmis toplam yansima (ATR)
yontemi kullanilarak FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometer, Jasco, UK) analizi
yapilmistir. Spektrumlar, 500-4000 cm™* frekans araliginda ve 4 cm™ spektral ¢oziintirliikte
elde edilmistir. Arka plan absorbsiyonu ise 100 tarama ile dl¢iilmiistiir. Olclim sonunda elde

edilen pikler sunlar ifade etmektedir (Sekil 3.3.):

e 2900 cm™: Lipit (-CH gruplar1)

e 1600-1700 cm™: Protein yapisit (Amid I, genellikle alfa heliks ve beta tabaka)
e 1500-1550 cm™: Protein yapis1 (Amid II)

e 1030-1150 cm™: Karbonhidratlar, glikozaminoglikanlar (GAG)

e 600-1500 cm™: Diger fonksiyonel gruplar

o

b e
TR,

2
&3

Sekil 3.3. Cahsma kapsaminda kullanilan FTIR cihazi
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3.4. Hucre Kultdra
Tez kapsaminda, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (ATCC) temin edilen insan

Dermal Fibroblast Hiicre Hatti (HDF) kullanilarak bir ii¢ boyutlu kiiltiir modeli
gelistirilmistir. Deneysel siireclerde, Insan Dermal Fibroblast hiicreleri i¢in erken pasaj (geng)
icin 35, ge¢ pasaj (yaslh) icin 61 arasinda pasaj numaralar1 kullanilmigtir. HDF hiicre hatt1
Marmara Universitesi'nden Dr. Ogr. Uyesi Ayse Ceren Calikoglu Koyuncu tarafindan temin

edilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. insan Dermal Fibroblastlarinin Mikroskopik Gériintiisii (10X).
3.4.1. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

Hucrelerin kilttre edilme sureci, dondurma sollisyonunda bulunan DMSO'nun yiiksek
toksisitesi nedeniyle hizla gergeklestirilmistir. Bu amagcla, hiicreler sivi azot tankindan
cikarilmis ve elde hizli bir sekilde ¢oziilmiistiir. Coziilen kriyotiipler, biyogiivenlik kabini

icinde %70 alkol ile dekontamine edilmistir.

Hiicreler, asir1 pipetleme ile kopiirmenin Oniine gegmek icin 2 ml'lik bir pipet
kullanilarak dikkatlice 5 kez yeniden silispanse edilmistir. Sonrasinda, hiicreler 15 ml'lik
Falcon tiipiine aktarilmis ve tizerine 5 ml uygun besiyeri eklenerek 500 g’de 5 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda, slipernatant dikkatlice uzaklastirilmig ve hiicre

peleti uygun besiyeri i¢inde yeniden siispanse edilmistir.
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Stispanse edilen hiicreler, T75'lik flask igerisine eklenmis ve yapigmalarini saglamak
amaciyla 37°C'de %5 CO: igeren inkiibatérde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire
zarfinda hiicrelere miidahale edilmemistir. Tk 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, kalan olas1
DMSO izlerini gidermek amaciyla besiyeri degistirilmis ve hiicreler yeniden inkiibatore

yerlestirilmistir.

3.4.2. Hiicrelerin Beslenmesi ve Pasajlanmasi

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda, %10 FBS iceren High Glucose DMEM besiyeri
hazirlanmasi i¢in 450 ml besiyeri Gzerine 5 ml penisilin-streptomisin ve 50 ml FBS
eklenmistir. Calisma siiresince hiicreler diizenli araliklarla ters mikroskop ile gdzlemlenmis ve
her 2 giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir. Hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini %80-90

oraninda kapladiginda pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

Pasajlama islemi sirasinda, mevcut besiyeri serolojik pipet kullanilarak uzaklastirilmas,
hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyi uygun sekilde 2 kez PBS ile yikanmistir. PBS ortamdan
uzaklastirildiktan sonra, hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi amaciyla 37°C’de 5 dakika siireyle
Tripsin/EDTA soliisyonu ile inkiibe edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi mikroskop
altinda gozlemlendikten sonra, Tripsin/EDTA'nin etkisini durdurmak i¢in iki kati kadar
besiyeri eklenmis ve hiicreler santrifiij tiipline alinarak 500 g’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda silipernatant dikkatlice atilmis, hiicre peleti besiyeri iginde
¢Oziilmiis ve hiicre sayimi i¢in 20 ul ayrilmistir. Geri kalan hiicreler ise daha genis ylizey
alanina sahip kiltiir kaplarina aktarilmis ve 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiire

devam edilmistir.

3.4.3. Hiicre Sayimi

Hiicre saymminda, Anvajo markali otomatik hiicre sayim cihazi kullanilmistir.
Pasajlama islemi sirasinda, hiicre saymmi amaciyla ayrilan 20 pl hiicre siispansiyonu hiicre
sayim lamma aktarilmistir. Hiicrelerin dogru bir sekilde sayilabilmesi i¢in uygun bir
seyreltme faktorii uygulanmistir. Seyreltme igleminin ardindan, hiicre sayim lami otomatik
sayim cihazina yerlestirilmis ve cihaz yardimiyla hem canli hiicre sayis1 hem de canlilik

yiizdesi hesaplanmistir.



38

3.4.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Calismanin tekrarlanabilirligini saglamak ve hiicre hatlarini pasaj sayisinin olumsuz
etkilerinden korumak amaciyla hiicre hatlarinin stoklanmasi gereklidir. Bu islem, hiicre
hattinin dondurulmasi yoluyla gerceklestirilir. Dondurma soliisyonunda yer alan DMSO,
hiicreler agisindan toksik olmasina ragmen, suyun donarken kristallesmesini Onleyerek
hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Boylece, su amorf bir sekilde donar ve buz kristallerinin
hiicrelere zarar verme riski azaltilir. Soliisyonun diger bileseni olan FBS, hiicrelerde oksidatif
stresi azaltmada onemli bir rol oynar. Dondurma soliisyonu, %90 FBS (fetal sigir serumu) ve

%10 DMSO (Dimetil sulfoksit) icermektedir.

Dondurma iglemine baslamadan 6nce, her kriyotiip lizerine tarih, hiicre hatt1 ve pasaj
numarast kalict bir marker ile yazilmis ve dondurma soliisyonu hazirlanmistir. Hiicreler
dondurulmadan oOnce pasajlama islemi uygulanmis, santrifiij sonrasinda silipernatant
uzaklastirilarak dondurma soliisyonu yavasca hiicre peletine eklenmis ve siispansiyon haline
getirilmistir. Hazirlanan hiicre slispansiyonu mikropipet yardimiyla kriyotiiplere boliinmiis ve
her kriyotiipte 2 ila 5 x 10¢ hiicre olacak sekilde dagitilmistir. Hiicrelerin zarar gérmesini en
aza indirmek amaciyla kademeli dondurma islemi uygulanmus; hiicreler dnce bir saat siireyle -
20°C'de bekletilmis, ardindan gece boyunca -80°C'de saklanmis ve daha sonra sivi azot

tankina alinarak uzun siireli saklama saglanmstir.

3.5.  Deseliilerize dermal hiicre dis1 matriksinin 3B biyobaski teknoloji kullanilarak

Uretimi

Yapr biitiinligi korunmus ve dogal dokuya benzer oOzellikler sergileyen HDM,

liyofilize edildikten sonra bu ¢aligmalarda kullanilmastir.
3.5.1. Hidrojel hazirlanmasi

Liyofilizasyon islemi sonrasinda elde edilen kuru doku 6rnekleri kiigiik parcalara ayrilarak
(Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.) , 10 mg HDM dokusu 0.01 N HCI (pH:1.8) igerisinde hazirlanan 1
mg/mL pepsin ¢ozeltisine alinmis ve manyetik karistiricida 72 saat boyunca sindirilmistir.
Sindirim sonrasinda, 1:10 oraninda 1M NaOH eklenerek nétralizasyon saglanmisg, ardindan

1:9 oraninda 10x PBS eklenmistir. 3B biyobaski islemlerine kadar 4°C'de saklanmistir.
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Sekil 3.5. Liyofilize Doku

Sekil 3.6. HDM dokusunun sindirilme sireci.

3.5.2. Hiicre Yiiklii Hidrojel Hazirlanmasi

Ekstraselliler matriksin hiicre yaslanmasi (zerindeki etkisinin 3B hicre kultarl
temelli modelle degerlendirmek amaciyla kiiltire edilen erken (35) ve ge¢ (61) pasaj
fibroblast hiicreleri, besiyerinden uzaklastirildiktan sonra iki kez PBS ile yikandi. Hiicreler,
tripsin ile inkiibe edilerek ortamdan ayrildi, santrifiij yapilip siipernatant atildi ve ardindan
%10 FBS iceren High Glucose DMEM besiyeri ile tekrar stspansiyon haline getirildi. Bu
islem sonrasinda, 20 pl hiicre siispansiyonu ayrilarak hiicre saymmi yapildi ve hiicre
konsantrasyonu 1.5 x 10° hiicre/mL olarak belirlendi. Stok halinde muhafaza edilen asidik

Hiicresizlestirilmis ekstraseliiler matriks (AECM) hidrojeli, pH 7.4'e getirilerek nétralizasyon
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islemi tamamlanmig ve hiicrelerle karistirllmaya uygun hale getirilmistir. Viskozite diistikligii
ve yetersiz jellesme o6zellikleri géz oniinde bulundurularak, ¢alismalar dogrultusunda uygun
goriilen %4'lik aljinat ile 1:1 oraninda homojen bir karisim elde edilmistir. Jellesme
tamamlandiginda, hiicre yiiklii hidrojel olusturmak icin kabarcik olusumundan kagimilarak
dikkatlice pipetle 5:1 oraninda hidrojel hiicre karisimi hazirlandi. Biyoyazici sistemine uygun

formda hazirlanmig olan hiicre yukli hidrojeller 3 m1’lik pnomatik tiiplere aktarilmistir.

Dort farkli kombinasyon {izerinde calismalar ylriitiilmiis ve her bir grup, daha kolay
tanimlanabilmesi amaciyla harflerle adlandiriimistir. Ilerleyen boliimlerde, gruplar bu harfler

ile ifade edilecektir (Sekil 3.7.).

e A: Geng¢ ECM + Yash Fibroblast
e B: Yasli ECM + Yasli Fibroblast
e C: Geng ECM + Geng Fibroblast
e D: Yashhi ECM + Geng Fibroblast

Geng ECM + Yasli Hiicre (A) Yasli ECM + Yasli Hiicre (B)

Sekil 3.7. Geng ve yash ECM ile fibroblast kombinasyonlarini gosteren deneysel grup
semasi
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3.5.3. U¢ Boyutlu Biyoyazic1 Sistemi

Tez calismast siiresince hiicre yiikli hidrojeller, ekstriizyon tabanli {i¢ boyutlu
biyoyazici sistemi Axo A6 Bioprinting System ile basilmustir, hlicre yUkli hidrojeller
bilgisayar destekli PrusaSlicer yazilimi1 kullanilarak tasarlanmistir. Yapilarin boyutlar1 25 mm
X 25 mm X 1 mm olarak belirlenmis ve biyobasim sonucunda her kuyucuk i¢in ii¢ dairesel

katman seklinde ekstriide edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. U¢ Boyutlu Biyoyazici Sistemi ve Tasarimi

3.5.4. U¢ Boyutlu Biyobasim Siireci

Steril kosullarda hazirlanan hiicre yiiklii biyomiirekkep, 3 ml'lik pnomatik siringaya
dikkatlice yerlestirildikten sonra, baski dncesi hava kabarciklarmin tamamen giderilmesine
0zen gosterilmistir. Ardindan, 0.41 mm i¢ ¢apa sahip 22 G igne siringanin ucuna takilmis ve
siringa, basing kontrollii ekstriizyon kafasina sabitlenmistir. Biyoyazici tablasina, 6 oyuklu
plaka yerlestirilmis, kalibrasyon ve yazicinin yonlendirilmesi Repetier-Host yazilimi ile
yapitlmistir. Baski parametreleri optimize edilerek, oda sicakliginda ve 100 hizla, nihai

yliksekligi 1 mm olan 3 katmanli dermal yapilar basilmistir. Baski sonrasi yapilar, iki agamali
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bir capraz baglanma islemine tabi tutulmustur. Ilk asamada, dECM jeli 37°C’de inkiibe
edilerek jellesme ve ¢apraz baglanma islemi gergeklestirilmistir. Ikinci asamada ise yapilar, 1
M CaCl. ¢ozeltisinde 15 dakika bekletilerek iyonik ¢apraz baglanma saglanmis, sonrasinda
Ca?" ve Mg?* igeren PBS ile iki kez yikanarak inkiibasyon agamasina alinmistir. Deneyler, 0.,

3., 7. ve 10. giinlerde analiz edilecek sekilde planlanmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. dECM Hidrojelin Siringa icerisindeki Goriintiisii
3.5.5. Biyobasim Inkiibasyon Siireci
Ug boyutlu yapilar, PBS ile yikama islemi sonrasinda, %10 FBS ve %] penisilin-
streptomisin ile desteklenmis High Glucose DMEM ortamina aktarilmig ve 37°C, %5 CO-
kosullarinda 10 giin siireyle inkiibe edilmistir.
3.5.6. Orneklerin Toplanmasi
Ug boyutlu hiicre yiiklii hidrojeller, basim islemi sonras1 0., 3., 7. ve 10. giinlerde

orneklenmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.7. RNA izolasyonu
Dort gruptan alinan 6rnekler, RT-PZR analizleri i¢in belirlenen zaman noktalarinda

(0., 3., 7. ve 10. giinlerde) toplanmis ve biyolojik aktivitenin korunmasi amaciyla ¢alisma



43

gundne kadar -80°C’de saklanmistir. RNA izolasyonu sirasinda yiiksek verimli ve saf RNA

elde etmek i¢in Trizol reaktifi kullanilmistir.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Orneklerin her biri 15 mI’lik tiiplere alinarak 1000 pL Trizol ile muamele edilmistir.
Hidrojelin Trizol igerisinde par¢alanmasini saglamak icin pipetaj islemi yapilmistir.
Ornekler, oda sicakhiginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Her 1 mL Trizol basina 0.2 mL kloroform eklenmistir.

Kloroform eklendikten sonra, drnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan, +4°C’de 12,000 x g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiiplerde li¢ faz olugsmustur: iist faz (RNA iceren), ara faz (DNA

iceren) ve alt faz (protein igeren).
RNA'nin bulundugu iist faz, dikkatlice ¢ekilerek Eppendorf tiiplere aktarilmistir.

Lizis i¢in kullanilan 1 mL Trizol reaktifi basina, RNA iceren sulu faza 0.5 mL

izopropanol eklenmistir.

Ornekler, +4°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda, drnekler +4°C’de 12,000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
RNA igeren faz, 1:1 oraninda %75’lik etanol ile yeniden siispanse edilmistir.
Stispanse edilen faz, +4°C’de 7500 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 olusan siipernatant atilmaistir.

RNA'larda kontaminasyonu dnlemek i¢in, pellet %75’lik etanol ile iki kez yikanmistir.
RNA pelleti, 10 dakika boyunca hava ile kurutulmustur.

Her pellet, 20 uL. RNase igermeyen su soliisyonu ile yukari ve asag1 dogru pipetleme

yapilarak tekrar siispanse edilmistir.

[zolasyonu tamamlanan RNA’lar, bir sonraki asamaya kadar -80°C’de saklanmustr.



44

Bu islem, tiim 6rnekler i¢in tekrarlanmistir.
3.5.8. Konsantrasyon Olguimi

Saf RNA oOrneklerinin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla NanoDrop cihazi
kullanilmustir. Ik olarak, NanoDrop cihazina 1 pL RNAaz i¢ermeyen su eklenerek cihazin
sifirlama islemi gergeklestirilmistir. Ardindan, elde edilen saf RNA oOrneklerinden 1 pL
almarak NanoDrop cihazinda RNA konsantrasyonunun 6l¢timii yapilmistir. Elde edilen RNA
konsantrasyon degerlerine dayanarak, uygun cDNA sentezi i¢in gerekli hesaplamalar

gergeklestirilmistir.

3.5.9. cDNA Sentezi

RNA o6rneklerinin cDNA'ya dontstiiriilmesi islemi, Abmgood markali OneScript Plus
cDNA Synthesis kiti ve BIO-RAD markali Thermal Cycler cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tim silire¢, tdretici firmanin Onerdigi protokole uygun sekilde
yiirtitiilmiigtiir. Enzimlerin aktivitesini korumak ve reaksiyonlarin dogrulugunu saglamak
amaciyla tiim malzemeler buz iizerinde muhafaza edilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilacak
toplam RNA o6rnekleri, cDNA MasterMix ile karistirilarak hazirlanmistir; bu islem ayrintili
olarak Tablo 3.1'de sunulmustur. cDNA sentezi tamamlandiktan sonra, elde edilen 6rnekler -
20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.1. cDNA Sentezi: Reaksiyon Bilesenleri ve Miktarlari.

5x RT Buffer 4 pl
dNTP 1l
Random Primer 1wl
RTase 1
Total RNA 1000 ng
RNase icermeyen su 20 wl’yi

tamamlayacak kadar

3.5.10. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) islemi

Deneysel calismalarin 0., 3., 7. ve 10. gilinlerinde alinan 6rneklerden izole edilen RNA,

OneScript® Plus cDNA sentez kiti kullanilarak ¢cDNA'ya doniistiiriilmiistiir. Hedef genin
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ifade seviyeleri, CFX96 Touch Real-Time PCR cihazinda BlasTaq™ 2X gPCR Master Mix
ile gergeklestirilen GZ-PZR yontemi kullanilarak Olcililmiistiir. GZ-PZR islemi 6ncesinde,
GZ-PZR reaksiyon karisiminin igerigi hazirlanmistir; bu igerik ayrintili olarak tablo 3.2'de

sunulmustur.

Tablo 3.2. GZ-PZR Reaksiyon Karisimi icerigi.

SYBR Green PCR Sul
Mastermix

cDNA 1000 ng
Forward Primer 0.25 ul
Reverse Primer 0.25 ul
RNase icermeyen su 3.5ul

GZ-PZR islemi, gen ifade diizeylerini belirlemek amaciyla Bio-Rad Real Time PCR
cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. GZ-PZR deneyinde kullanilan spesifik termal dongii

kosullar1, Tablo 3.3'de ayrintili olarak sunulmusgtur.

Tablo 3.3. GZ-PZR Termal Dongii Kosullari.

Dongu Sicakhk Sure
On Denatiirasyon 95°C 3 dakika
SN
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 8
%:
Primer Baglanmasi 60°C 15 saniye ®
(e

Uzama 72°C 45 saniye
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GZ-PZR analizi i¢in referans gen olarak B-actin (ACTB) kullanilmistir. Bu genin sabit
ifadesi, diger hedef genlerin relatif ifade seviyelerinin dogru bir sekilde karsilastiriimasina
olanak tanimaktadir. Analizde incelenen hedef genler arasinda p53 (timor protein p53),
COL1Al (Kolajen Tip | Alfa 1 Zinciri), MMP1 (matris metallopeptidaz 1), GLB1 (beta
galaktosidaz 1), SIRT1 (Sirtuin 1), ve NF-kB (Nukleer faktor-kappa-B) bulunmaktadir. Bu

genlerin primer dizileri, Tablo 3.4'te ayrintili olarak agiklanmustir.

Tablo 3.4. GZ-PZR’da Kullanilan Primer Dizileri.

Sembol Gen Baz Dizilimi (5°—3°)

P53 TUmor Protein p53 F:5'CCTCAGCATCTTATCCGAGTGGS'
R:5TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC3!

COL1Al1 Kollajenl F:5'GATTCCCTGGACCTAAAGGTGC 3
R:5’AGCCTCTCCATCTTTGCCAGCA 3'

MMP1 Matris Metallopeptidaz 1 F:5'ATGAAGCAGCCCAGATGTGGAG3
R:5TGGTCCACATCTGCTCTTGGCAZ'

GLB1 Beta Galaktosidaz 1 F:5'CACTCCACAATCAAGACCGAAGCT
R:5'CTGTGCTGCATAGGGTGAGTTGS!

SIRT1 Sirtuin 1 F:.5 TAGACACGCTGGAACAGGTTGC3'
R:5'CTCCTCGTACAGCTTCACAGTCS'

NF-kB Nukleer Faktor NF-kappa- F:5’GCAGCACTACTTCTTGACCACC3’
B R:5'TCTGCTCCTGAGCATTGACGTC3'

ACTB B-Actin F:5’CACCATTGGCAATGAGCGGTTCS’

R:5’AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT3

F:Forward, R: Reverse

3.8. istatistiksel Analiz
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Analiz sonucunda elde edilen Ct degerleri kullanilarak gen ifadesindeki
degisiklikler ACt yontemi ile hesaplanmistir. Elde edilen veriler, gen ifadesindeki kat
degisimini gostermek amaciyla 2°(-\Delta Ct) matematiksel formiili dogrultusunda
degerlendirilmistir. Kat degisimi, ilgili genin ifadesinin kontrol grubuna kiyasla ne kadar
arttigin veya azaldigini ifade etmektedir. Istatistiksel anlamlilik, Student’in t testi kullanilarak

hesaplanmis ve anlamliblk esigi p<0,05 ve p<0,01 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hucresizlestirme Protokoliiniin islemi ve Dogrulanmasi

Calisma kapsaminda, geng¢ ve yasl si¢an deri dokularinin hiicresizlestirilmesi igin en
uygun protokol uygulanmistir. Soguk zincir ile laboratuvara ulastirilan deri doku ornekleri,
epidermis ve hipodermis tabakalarindan ayristirilarak kiiciik pargalara bolinmiistiir.
Hiicresizlestirme islemi sonrasinda, dis doku gorlinlimiinde beklenen degisiklikler
gozlemlenmis ve dokunun dogal renginin tamamen kaybolmasiyla, hiicresizlestirmenin bir

gostergesi olan beyaz renk elde edilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Hucresizlestirme ProtokolUntn Sureci
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4.1.1. DNA Miktarmin Ol¢iimii

Protokoliin dogrulanmas1 amaciyla, uygulama sonrasi elde edilen dokularin DNA
miktarlari, dogal doku DNA miktarlariyla karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, geng
ve yash dogal dokuya ait DNA miktarlar1 sirastyla 126,3+5 ng/mg ve 132,747 ng/mg olarak
belirlenmistir. Protokol uygulandiktan sonra, hiicresizlestirilmis gen¢ ve yash dokularin DNA

miktarlarinin  sirasiyla 33,1+3 ng/mg ve 42,848 ng/mg’ye diistigli gozlemlenmistir
(Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. DNA Miktarinin Olciilmesi

4.1.2. FTIR Analizi

Bu asamada, ii¢ boyutlu biyobaskilama islemi i¢in segilen hiicresizlestirilmis geng ve
yasl deri matrisinin (HDM), kimyasal bag ve fonksiyonel grup igerigi agisindan dogal doku
ile benzerligini ortaya koymak amaciyla Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)
analizi  gergeklestirilmistir. FTIR analizleri sonucunda elde edilen spektrumlar:
incelendiginde, hem yash hem de geng deri dokularinda belirli bolgelerde benzer 6zelliklerin

korundugunu gostermektedir.
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Hiicresizlestirme islemi Oncesi ve sonrast elde edilen FTIR spektrumlari
incelendiginde; her iki dokuda da 2900 cm™ civarinda bulunan lipit piklerinde kayda deger
bir degisim bulunmamistir. Amid I ve Amid II bolgelerinde (1600-1700 cm™ ve 1500-1550
cm™') her iki doku tipinde de pik yogunluklarinda hafif azalmalar gozlemlenmistir.
Glikozaminoglikanlar (GAG) ve diger karbonhidratlarla iliskili 1030-1150 ¢cm™ bandinda

yasli dokuda hiicresizlestirmeden sonra degisiklikler gézlemlenmistir.
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Sekil 4.3. Gen¢ ve Yash Dogal doku ve HDM FTIR spektrumlari
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4.2 RNA lizolasyon Bulgular

Hidrojelden RNA izolasyonu, Trizol ile isleme tabi tutulmustur. Santrifiij
islemi sonucunda {li¢ ayr1 faz olusmustur: st faz RNA'y1l, orta faz DNA'y1 ve alt faz

proteinleri icermektedir. Bu faz ayrimi, RNA’nin saf olarak elde edilmesine olanak tanimustir.

Sekil 4.4. Trizol izolasyonu Sonrasi; RNA, DNA, ve Protein Fazlarina Ayrilmis Ornek.

Toplanan iist faz, santrifiij ile RNA ¢okeltilmistir. Elde edilen RNA pelletleri, RNase-

free ¢ozeltisinde ¢oziilerek saflastirilmastir.

4.2.1. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular (GZ-PZR)

Dort farkli gruba ait drneklerin (A,B,C,D) 0., 3., 7. ve 10. gunlerde elde edilen GZ-PZR
sonuglar1 degerlendirilmistir. Segilen genlerin ifade diizeylerinin belirlenmesinde referans gen

olarak ACTB (B-actin) kullanilmistir.

4.2.2. Gen ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) deneylerinden elde edilen
sonuglar, ortalama degerler = SD olarak sunulmustur. Istatistiksel analizlerde p-degeri

kullanilmis ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4.2.2.1.GZ-PZR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Geng ve yasli ECM ortaminda kiiltiire edilen yash ve geng hiicrelerde, giinlere bagl
olarak p53 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. A grubunda, p53 ekspresyon
seviyesinde 7. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p:0,013). B
grubunda ise 10. gilinde, 0. giine kiyasla anlamli bir artis tespit edilmistir (p:0,012). C
grubunda, 10. giinde p53 ekspresyon seviyesinde bir artis gozlenmis olsa da bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p:0,056). D grubunda ise 3. giinde, 0. giine kiyasla

anlamli bir artis saptanmustir (p:0,013).

P53 I:I A: Geng ECM = Yasli Fibroblast
I B: Yash ECM = Yagls Fibrobl ast
2.0 * I C: Geng ECM + Geng Fibroblast

| - D: Yagh ECN + Geng Fribrobl ast

1.5

1.0

Kat Degisimi

0.3

0.0

Sekil 4.5. A, B, C ve D gruplarinda bulunan fibroblast hiicrelerinde p53 gen ifadesinin 0., 3., 7.
ve 10. giinlerdeki degisiminin incelenmesi.

Yaslt hiicrelerin p53 ekspresyon seviyesi A grubunda B grubuna gore %66,1 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir. Ote yandan genc hiicrelerin D grubunda C grubuna gore p53

ekspresyon seviyeleri %91 oraninda artmaistir.

Geng ve yasli ECM ortaminda kiiltiire edilen yash ve geng hiicrelerde, giinlere baglh
olarak COL1A1 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. Geng¢ ve yasli ECM ortaminda
kiiltire edilen yash ve geng hiicrelerde, giinlere bagli olarak COL1A1 geninin ekspresyon
seviyesi incelenmistir. A grubunda 7. gunde, 0. gline gére COL1A1 ekspresyon seviyesinin
arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p:0,021). B grubunda
10. giinde, 0. giine gore anlamli bir azalma saptanmistir (p:0,032). C grubunda 7. giinde, O.
giine gore anlamli bir azalma goriilmiistiir (p:0,046). D grubunda ise 3. glinde, 0. gline gore
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belirgin bir azalma gozlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p:0,526).

COL1A1

D A: Gen¢ ECM = Yagh Fibroblast
- B: Yagh ECM = Yagh Fibroblast
- C: Gen¢ ECM » Geng Fibroblast

,—l - D: Yagh ECM = Gen¢ Fibrobl ast
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Sekil 4.6. A,B,C ve D gruplarinda bulunan fibroblast hiicrelerinin COL1AL gen ifadesinin 0., 3.,
7. ve 10. giinlerdeki degisiminin incelenmesi.

Yash hiicrelerin COL1A1 ekspresyon seviyesinin, A grubunda B grubuna kiyasla %53,9
oraninda arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, geng hiicrelerin D grubunda C grubuna gore

COL1AL ekspresyon seviyelerinde %59 oraninda bir azalma goriilmiistiir.

Geng ve yaslhi ECM ortaminda kiiltiire edilen yasli ve gen¢ hiicrelerde, giinlere bagh
olarak MMP1 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. A grubunda 7. giinde 0. giine kiyasla
bir azalma gozlemlenmistir ancak bu artis anlamli bulunmamistir (p:0,9). B grubunda ise, 10.
giinde 0. giine kiyasla anlamli bir artis gézlemlenmistir (p:0,032). C grubunda, 7. ginde O.
giine kiyasla anlamli bir azalma tespit edilmistir (p:0,012). D grubunda, 7. glinde 0. gline

kiyasla artig gézlemlenmistir ancak anlamli bir fark saptanmamistir (p:0,076).
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I:I A: Geng ECM + Yash Fibrobl ast
I B: Yagl ECM + Yagh Fibroblast
4 I C: Geng ECM + Geng Fitroblast
* B D: vl ECM - Geng Fibroblast
3
2

Kat Degisimi

frf

Sekil 4.7. A,B,C ve D gruplarinda bulunan fibroblast hiicrelerinin MMP1 gen ifadesinin 0., 3., 7.
ve 10. giinlerdeki degisiminin incelenmesi

A grubunda yash hiicrelerde MMP1 ekspresyon seviyesinin B grubuna gore %20,1
oraminda diistiigii saptanmustir. Ote yandan, geng hiicrelerde D grubunda C grubuna kiyasla

MMP1 ekspresyon seviyelerinde %70’lik bir artis gézlemlenmistir.

Geng ve yasli ECM ortaminda kiiltiire edilen yash ve geng hiicrelerde, giinlere bagl
olarak GLB1 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. A grubunda, 7. giinde 0. giline kiyasla
belirgin bir azalma gozlemlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p:0,064).
B grubunda 0. giine kiyasla bir artis tespit edilmistir ancak anlamli bir fark saptanmamistir
(p:0,055). C grubunda 7. giinde 0. giine gore bir azalma gbézlenmis olsa da anlamli bir fark
saptanmamustir (p:0,09). D grubunda ise 10. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir artig
gozlemlenmistir (p:0,013).
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: Az Geng EOM = Yagh Fibwobl ast
- B: Yash ECM = Yad Fibroblast
GLB1 I C: Geng ECM = Geng Fitwoblast
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Sekil 4.8. A,B,C ve D gruplarinda bulunan fibroblast hiicrelerinin GLB1 gen ifadesinin 0., 3., 7.
ve 10. giinlerdeki degisiminin incelenmesi

Yapilan incelemede, yash hiicrelerde GLB1 ekspresyon seviyesinin A grubunda B
grubuna oranla %33,49 azaldig1 tespit edilmistir. Buna karsilik, geng hiicrelerde D grubunun

B grubuna gore GLB1 ekspresyon seviyelerinde %56°lik bir artis oldugu goriilmiistiir.

Geng ve yaslhi ECM ortaminda kiiltiire edilen yash ve geng hiicrelerde, gilinlere baglh
olarak SIRT1 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. A grubunda 10. glinde 0. gline gore
artig gorilmistiir ve bu sonug istatiksel olarak anlamlidir (p:0,005). B grubunda ise 10. glinde
en diisiik ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir (p:0,066). C grubunda 0. Gline gore anlamli bir
degisim bulunmamustir (p:0,42). D grubunda ise 10. giinde 0. giline kiyasla anlamli bir azalma

meydana gelmistir (p:0,019).
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Sekil 4.9. A,B,C ve D gruplarinda bulunan fibroblast hiicrelerinin SIRT1 gen ifadesinin 0., 3., 7.
ve 10. giinlerdeki degisiminin incelenmesi

Sonuglar, yagh hiicrelerde A grubunda SIRT1 ekspresyon seviyesinin B grubuna
kiyasla %83,78 oraninda arttiZin1 géstermektedir. Geng hiicrelerde ise D grubunun B grubuna

gore SIRT1 ekspresyon seviyelerinde %46,66 oraninda bir azalma kaydedilmistir.

Geng ve yasli ECM ortaminda kiiltiire edilen yash ve geng hiicrelerde, gilinlere baglh
olarak NF-kB geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. A grubunda 7. giinde 0. giine kiyasla
anlamli bir azalma gozlemlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p:0,013). B grubunda ise, 10. giinde 0. giine kiyasla en fazla artis gdzlemlenmis ancak bu
artis anlamli bulunmamustir (p:0,055). C grubunda, 7. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir
azalma tespit edilmistir (p:0,019). D grubunda, 7. giinde 0. giine kiyasla artis gdzlemlenmistir
ancak anlamli bir fark elde edilememistir (p:0,088).
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. Az Geng ECM + Yagh Fibroblast
5 - I B: Yagl ECAM + Yagh Fibroblast
I C: Geng ECM + Geng Fibroblast
4 - - D: Yash ECM + Geng Fibrobl ast

Kat Degisimi

Sekil 4.10. A, B, C ve D gruplarinda bulunan fibroblast hiicrelerinin NF-kB gen ifadesinin 0.,
3., 7. ve 10. giinlerdeki degisiminin incelenmesi

Yash hiicrelerde NF-kB ekspresyon seviyesi, A grubunda B grubuna gore %75,75
azalma gostermistir. Geng hiicrelerde ise, D grubunda C grubuna kiyasla NF-kB ekspresyon

seviyelerinde %80,68 oraninda bir artis oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Hiicresel yaslanma, hiicrelerin normal islevlerini siirdiirebilmesi icin gerekli
biyokimyasal yollarin bozulmasi ve ¢ogalma yeteneklerinin azalmasiyla karakterize edilen
karmagik bir biyolojik stirectir. Bu siire¢, genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimiyle
tetiklenir ve doku homeostazinin bozulmasina yol acar. Doku homeostazindaki bozulmalar,
hiicresel yaslanmanin tetikleyicisi olabilecegi gibi, yaslanma siirecinin ilerlemesinde de
onemli bir rol oynayabilir. Bu baglamda, ekstraseliiler matriks (ECM), hiicrelere yapisal
destek saglamak ve biyokimyasal sinyalleri diizenlemek agisindan onemli bir bilesendir.
ECM'nin yaslanma siirecindeki rolii, hiicresel yaslanma mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasina katkida bulunabilir. Calismamizda, geng ve yash deri dokusundan elde edilen
hiicresizlestirilmis ekstraseliiler matriks (dECM) hidrojelleri kullanilarak, yasli ve geng
hicreler icin ¢ boyutlu (3B) bir mikrogevre modeli olusturulmustur. Bu modelde, ECM'nin
yaslanma siirecindeki rolii ve yaslanma siirecini tersine cevirme potansiyeline etkisi
incelenmigstir. FTIR (Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopi) ve DNA analizleri ile
dECM’nin DNA miktar1 ve yapisal biitliinliigli dogrulanmistir. Bu c¢alismada, dort farkh
deneysel grup olusturulmustur: Grup A, geng ECM iginde yash fibroblastlar; Grup B, yash
ECM iginde yasl fibroblastlari; Grup C, gen¢ ECM ile geng fibroblastlar1; ve Grup D, yash
ECM ile geng fibroblastlari tanimlamaktadir. Calismamizda, bu dort grubun uzun dmiire katki
saglayan ve yaslanmaya etki eden SIRT1, p53, GLB1, COL1A1, NF-xB ve MMP1 genlerinin
ekspresyon ifadeleri, RT-PZR yontemiyle analiz edilmistir. Gen ekspresyonu, 0, 3, 7 ve 10.

giinlerde degerlendirilmis ve bu genlerin yaslanma siirecine olan etkileri incelenmistir.

Hiicresizlestirme stirecinde, hiicresel bilesenlerin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi ve
ekstraseliiler matriks (ECM) yapisinin korunmasi, bagarili bir biyomateryal {liretimi i¢in kritik
bir asamadir. Bu siirecin degerlendirilmesinde, FTIR ve DNA analizi olmak (zere iki ana
teknik kullanilmaktadir. FTIR, materyallerin kimyasal bilesenlerini ve yapisal degisikliklerini
belirlemek i¢in kullanilir. DNA analizi ise hiicresel yapilar1 degerlendirmek ve
hiicresizlestirme silirecinde DNA kalintilarinin miktarim1 6lgmek amaciyla kullanilmaktadir.
Calismamizda, dogal dokulardaki DNA miktari, gen¢ dokularda 126,3+5 ng/mg ve yash
dokularda 132,7+7 ng/mg olarak Ol¢iilmiistiir. Hiicresizlestirme protokolii sonrasi ise, geng

dokularda DNA miktar1 33,143 ng/mg, yash dokularda ise 42,848 ng/mg olarak
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belirlenmistir. Bu sonuglar, yashh dokularda daha fazla DNA kalintisinin  kaldigini
gostermektedir. FTIR spektrum analizleri, hiicresizlestirme islemi Oncesi ve sonrasi elde
edilen incelendiginde; her iki dokuda da 2900 cm™ civarinda bulunan lipit piklerinde kayda
deger bir degisim bulunmamistir. Amid I ve Amid II bélgelerinde (1600-1700 cm™ ve 1500-
1550 cm™) her iki doku tipinde de pik yogunluklarinda hafif azalmalar gézlemlenmistir.
Glikozaminoglikanlar (GAG) ve diger karbonhidratlarla iligkili 1030-1150 cm™ bandinda
yash dokuda hiicresizlestirmeden sonra degisiklikler gézlemlenmistir. Yasl deri dokusundan
elde edilen ECM nin hiicresizlestirilmesi sonrasinda gézlemlenen protein yapisi bozulmalari
ve GAG birikintileri, hidrojel iiretim siire¢lerini molekiiler diizeyde etkileyebilir. GAG’lar,
ekstraselliiler matriksin yapisal biitiinliigiinii bozarak dokularin biyomekanik o6zelliklerini
degistirebilir. Bu durum, hiicre-matriks etkilesimlerini sinirlayarak hiicre gogiinii ve doku
entegrasyonunu zorlastirabilir. Ayrica, yaslanmis ECM’nin sertlesen yapisi, hidrojellerin
mekanik 6zelliklerini zayiflatabilir ve biyolojik uyumlarin1 olumsuz etkileyebilir. Bu etkileri
azaltmak ve hidrojellerin biyolojik ve mekanik verimliligini artirmak amaciyla ¢alismamizda
aljinat kullanilmistir. Aljinat, matriksin mekanik 6zelliklerini iyilestirmeye yardimci olmustur.
Olson ve arkadaslarinin (2021) yaptig1 bir caligmada, farkli yas gruplarindaki (1, 2 ve 20
aylik) fare iskelet kaslar1 incelenmistir. Calismada, yasl kaslardan elde edilen ekstraseliiler
matrikste (ECM), gen¢ dokularla karsilastirildiginda, hiicresizlestirme islemi sirasinda yapisal
kayiplarin daha belirgin hale geldigi tespit edilmistir. Ayrica, bu kayiplarin glikozaminoglikan
(GAQ) birikimiyle iligkili oldugu ve kolajen yapisinin bozulmasi nedeniyle jellesme oraninin
onemli dl¢lide azaldig: bildirilmistir (Olson ve ark., 2021). Olson ve arkadaslarinimn bildirdigi
sonuclar, calismamiz sonucunda elde ettigimiz verileri destekler niteliktedir. Bulgularimiz,
yasa bagl hiicresizlesmis ECM'deki degisikliklerin hidrojel iiretimindeki dezavantajlarin

neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

p53, hiicre dongiisiinii diizenleyen ve hiicre stresine yanit olarak 6nemli rol oynayan
bir timor baskilayict gendir. Calismamizda, geng ve yasli ECM ortamlarinda kiiltiire edilen
yasli ve genc hiicrelerde, gilinlere bagli olarak p53 geninin ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. A grubunda, p53 ekspresyon seviyesinde 7. giinde 0. giine kiyasla anlaml
bir azalma gozlemlenmistir (p:0,013). B grubunda ise 10. giinde, 0. giine kiyasla anlamli bir
artis tespit edilmistir (p:0,012). C grubunda, 10. glinde p53 ekspresyon seviyesinde bir artig
gbzlenmis olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p:0,056). D grubunda ise
3. giinde, 0. giine kiyasla anlamli bir artis saptanmistir (p:0,013). Yash hiicrelerin p53

ekspresyon seviyesi A grubunda, B grubuna kiyasla %66,1 oraninda azalmistir. Geng
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hiicrelerin ise D grubunda, C grubuna kiyasla p53 ekspresyon seviyeleri %91 oraninda
artmistir. Choi ve arkadaglarinin ¢alismasinda, replikatif olarak yaslanmis insan diploid
fibroblast hiicreleri ve geng fibroblast hiicreleri kullanilarak yapilan deneyin 14. giiniiniin
sonunda, gen¢ ECM ortaminda p53 gen ekspresyonunun daha yiiksek seviyelerde oldugu
tespit edilmistir. Ote yandan, geng fibroblastlar yasli ECM iizerinde kiiltiire edildiginde,
hiicrelerin ¢ogalma siirelerinde belirgin bir gecikme oldugu bildirilmistir (Choi ve ark., 2010)
Literatirdeki bu c¢alisma, elde ettigimiz verileri desteklemektedir. Bulgularimiz, genc
ECM'nin yaslanmis hiicrelerde p53 ekspresyonunu azaltarak geng fenotipi geri kazandirdig,
yasli ECM ise hiicrelerin proliferasyonunu engelledigi ve p53 ekspresyonunu arttirdigi

gdzlenmistir.

SIRT1, Sirtuin ailesine ait, NAD+-bagimli bir deasetilaz enzimidir ve hiicresel stres
yanitlari, metabolizma, yaslanma ve hiicresel farklilasma gibi cesitli biyolojik siirecleri
diizenler. Ayrica, SIRT1'in p53 ve NF-«xB iizerindeki etkileri, ECM'nin dinamik dengesinin
saglanmasinda ve hiicresel ¢evrenin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Calismamizda,
SIRT1 gen ekspresyonunun giinlere bagl degisimi incelendiginde, A grubunda 10. Giinde 0.
giine gore artig goriilmistiir ve bu sonug istatiksel olarak anlamlidir (p:0,005). B grubunda ise
10. gilinde en diisiikk ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir ancak anlamli bir fark
saptanmamigtir (p:0,066). C grubunda anlamli bir degisim bulunmamstir (p:0,42). D
grubunda ise 10. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir azalma meydana gelmistir (p:0,019). Yash
hiicrelerde A grubunun SIRT1 ekspresyon seviyesinin B grubuna kiyasla %83,78 oraninda
arttig1, geng hiicrelerde ise D grubunun B grubuna kiyasla %46,66 oraninda azaldig: tespit
edilmistir. Sun ve arkadaslar1 (2021), gen¢ (3 aylik) ve yash (18 aylik) farelerin ilik
hiicrelerinden elde edilen geng ve yasli ECM iizerinde Kkiiltiire ettikleri mezenkimal kok
hicrelerinin (MSC) SIRT1 ekspresyon seviyelerini incelediklerinde, 7. Gunin sonunda geng
ECM ortaminda kiiltiire edilen MSC'lerin SIRT1 seviyelerinin, yasli ECM ortaminda kiiltiire
edilen MSC'lere kiyasla %30-50 oraninda azaldigini bildirmislerdir (Sun ve ark., 2011). Sun
ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alisma elde ettigimiz verileri destekler niteliktedir. Bulgularimiz,

SIRT1’in hiicresel ve molekiiler diizeyde ECM ile etkilesimini gostermektedir.

GLB1 (B-galaktozidaz 1), lizozomal bir enzim olup, glikanlarin pargalanmasinda
onemli bir rol oynar. Bu enzim, glikanlarin dogru sekilde metabolize edilmesini saglayarak
hiicrelerin diizgiin islev gérmesini destekler. Calismamizda GLB1 gen ekspresyon seviyesi
incelendiginde; A grubunda, 7. glinde 0. giine kiyasla belirgin bir azalma gézlemlenmis ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p:0,064). B grubunda ise 0. giine kiyasla bir artis
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tespit edilmistir fakat anlamli bir fark elde edilememistir (p:0,055). C grubunda 7. gunde 0.
giine gore bir azalma gbzlenmis olsa da anlaml bir fark saptanmamustir (p:0,09). D grubunda
ise 10. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir artis gozlemlenmistir (p:0,013). Yaptigimiz
analizlerde, A grubunun GLBI1 ekspresyon seviyesinin B grubuna oranla %33,49 azaldigi
belirlenmistir. Geng hiicrelerde ise D grubunun GLB1 ekspresyon seviyelerinin C grubuna
gore %56 oraninda arttig1 tespit edilmistir. Chen ve arkadaslari, sitokimyasal boyama ile SA
B-gal oranlarin1 degerlendirdigi ¢alismasinda, HUVEC'lerin (3. ve 4. pasaj) glikasyonlanmis
kollajen (GC) ile kaplanmis tabakalarda 5 giin siireyle kiiltiire edilmesi sonucunda, SA B-gal
pozitif hiicrelerin oraninin, dogal kolajen Uzerinde kiiltiire edilen hiicrelere kiyasla 2 kat
arttigin1 bildirmislerdir (Chen ve ark., 2002). Chen ve arkadaslarinin bulgular1 verilerimizle
paralellik gostermekte olup ECM’nin GLBI1 ifade diizeylerinin tizerindeki etkisi

gosterilmistir.

COL1A1 geni, hiicre dis1 matriste en fazla bulunan proteinlerden biri olan Tip I
kolajenin sentezini saglar ve bag dokularmin yapisal biitlinliigiiniin korunmasinda énemli bir
islev tstlenir. ECM’nin etkisinde COL1A1 gen ekspresyonu incelendiginde; A grubunda 7.
giinde, 0. giine gore COL1A1 ekspresyon seviyesinin artti§1 ve bu artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (p:0,021). B grubunda 10. giinde, 0. giine gore anlamli bir
azalma saptanmistir (p:0,032). C grubunda 7. giinde, 0. gline gore anlamli bir azalma
goriilmiistiir (p:0,046). D grubunda ise 3. giinde, 0. giine gore belirgin bir azalma gozlenmis
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p:0,526). Yash hiicrelerin
COLI1A1 ekspresyon seviyesi, A grubunda B grubuna gore %53,9 oraninda artmistir. Geng
hiicrelerin ise D grubunda C grubuna gére COL1A1 ekspresyon seviyelerinde %59 oraninda
bir azalma goriilmistiir. Varani ve arkadaglari, gergeklestirdikleri ¢alismada, hazirladiklar
kollajen jelini kollajenaz enzimleri ile pargalamislardir. Saglam ve kismen pargalanmis
kolajen jellerine eklenen fibroblastlarin Tip 1 kolajenin ifade dizeyleri, 4. giinde
degerlendirilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore, Tip I prokollajen ekspresyon dizeyleri,
pargalanmis kolajende bulunan fibroblastlarin saglam kolajende bulunan fibroblastlara kiyasla
belirgin sekilde azaldigi gozlemlenmistir (Varani ve ark., 2001). Varani ve arkadaslari elde
ettigimiz verileri desteklemekle birlikte bulgularimiz ECM nin kolajen tiretiminde 6nemli bir

rol oynadigimi gostermektedir.

NF-kB (Nuclear Factor kappa-B), hiicrede iltihaplanma, hiicre biylmesi ve immin
yamit gibi siiregleri diizenleyen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. SIRT1, NF-kB'nin

inaktivasyonunu desteklerken, yaslanma siirecinde NF-kB'nin aktive olmasi, ECM yikimin1
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artran MMP-1 gibi enzimlerin ekspresyonunu tetikler. NF-kB ekspresyon seviyesi
incelendiginde, A grubunda 7. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir azalma gézlemlenmis ve bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,013). B grubunda ise, 10. gunde 0. giine
kiyasla en fazla artis gbzlemlenmis ancak bu artis anlamli bulunmamistir (p:0,055). C
grubunda, 7. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir azalma tespit edilmistir (p:0,019). D grubunda,
7. ginde 0. giine kiyasla artis gozlemlenmistir ancak anlamli bir fark elde edilememistir
(p:0,088). NF-kB ekspresyon seviyesi, A grubunda B grubuna kiyasla %75,75 oraninda
azalma gostermistir. Geng hiicrelerde ise, D grubunda C grubuna kiyasla %80,68 oraninda
artis gostermistir. Fafidn-Labora ve arkadaslarinin (2021) ¢alismasinda, senesens indiiklenmis
IRAS hicrelerinden ekstraselliler vezikiller (sEV) izole edilmistir. Bu vezikiillere, pro-
inflamatuar sitokinler ve senesens hiicrelerinden salinan molekiiller eklenmis ve HFFF2 alici
hiicrelerine aktarilmistir. 7. giiniin sonunda, NF-kB yolaklarinin aktive oldugu, senesensin
cevresel etkilerini yayarak SASP’nin tetiklendigini Dbildirilmistir (Fafian-Labora ve
O'Loghlen, 2021). Fafidn-Labora ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma bulgularimizi
desteklemektedir. Verilerimiz, NF-kB aktivasyonunun ve ECM bozulmasiyla iliskisini ortaya
koyabilir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP) enzim ailesi {iyeleri, bag dokusunun
bozunmasindan ve ¢esitli MMP'lerin transkripsiyonundan sorumludur ve esas olarak niikleer
faktor-kB (NF-kB) ve aktivator protein 1 (AP-1) tarafindan diizenlenir. Calismamizda giinlere
bagli olarak MMP1 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir. A grubunda 7. gunde 0. gune
kiyasla anlamli bir azalma gozlemlenmistir ancak bu artis anlamli bulunmamustir (p:0,9). B
grubunda ise, 10. glinde 0. giine kiyasla en fazla artis gdzlemlenmis ve anlamli oldugu tespit
edilmigtir (p:0,032). C grubunda, 7. giinde 0. giine kiyasla anlamli bir azalma tespit edilmistir
(p:0,012). D grubunda, 7. giinde 0. giine kiyasla artis gézlemlenmistir ancak anlaml bir fark
elde edilememistir (p:0,076). MMP1 ekspresyon seviyesinin, A grubundaki yasli hiicrelerde B
grubuna gore %20,1 oraninda diistiigii bulunmustur. Ote yandan, geng hiicrelerde D grubunda
C grubuna kiyasla %70’lik bir artis gézlemlenmistir. Priglinger ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan calismada, oksidatif stres ile indiiklenen RPE (retinal pigmented epitelyum)
hlcrelerinin kolajen bozunumu arastirilmis ve yapilan kiltirde MMP1 gen ifadesi 48. Saatte
10 kata artmis ve tip I kolajenin bozulmasina ECM’yi etkiledigi bildirmistir (Alge-Priglinger
ve ark., 2009). Bulgularimiz literatiirle paralel olarak gosteriyor ki, ECM'in yaslanma

strecinde MMP-1 ekspresyonu ile iliskisini géstermistir.
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Calismamizda elde edilen bulgular, ekstraseliler matriksin (ECM) biyokimyasal ve
biyomekanik o6zellikleri araciligiyla hiicre yaslanmasi siireglerini etkileyebilecegini ve hiicre
fonksiyonlarini destekleyerek doku yenilenmesini tesvik edebilecegini gostermistir. ECM'nin,
Ozellikle SIRT1, p53, NF-kB, GLB1, COL1A1 ve MMP1 gibi yaslanmayla iligkili genlerin
ekspresyonunu diizenleyebildigi tespit edilmistir. Bu durum, ECM'nin yaslanmay1 yavaglatma
veya geri ¢evirme potansiyeline sahip oldugunu ve yaslanma karsiti terapiler i¢in 6nemli bir

temel olusturabilir.

Ug boyutlu hiicresizlestirilmis ECM (dECM) hidrojeli kullamlarak olusturulan
modelimiz, hicrelerin in vivo mikrogevreye daha yakin kosullarda incelenmesine olanak
saglamistir. Calisgmamiz, ECM'nin geng 6zelliklerinin yaslanmis hiicrelere aktarilabilecegini

ve bu etkilesimin baz1 geng fenotip 6zelliklerini geri kazandirabilecegini ortaya koymustur.

Bununla birlikte, ¢alismamiz bazi smirlamalara sahiptir. Oncelikle, kullanilan ii¢
boyutlu kiiltir modeli, dogal doku mikrogevresinin tiim 0&zelliklerini tam olarak
yansitamamaktadir. Ayrica, dECM hidrojelinin bozunma egiliminde olmasi, deneylerin
yalnizca 10 giin boyunca siirdiiriilebilmesine olanak tanimis ve uzun stireli analizlerin
yapilmasint kisitlamistir. Bu durum, uzun siireli etkilerin degerlendirilmesi agisindan bir
dezavantajdir. Daha dayanikli veya kontrollii bozunma 6zelliklerine sahip biyomalzemelerin

gelistirilmesi, gelecekteki ¢alismalar i¢in kritik 6neme sahiptir.

Ileri galismalarda, ECM'nin farkli bilesenlerinin yaslanma siireglerine olan uzun siireli
etkilerinin incelenmesi onerilmektedir. Ayrica, dECM modellerinin yaslanmaya bagh
hastaliklarin tedavisindeki potansiyelini degerlendiren preklinik ve klinik calismalar, bu

alandaki bilimsel ilerlemeyi hizlandirabilir.
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