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ROCK iINHIBITORU'NUN MEZENKIMAL KOK HUCRE SENESENSI
UZERINE ETKISININ INCELENMESI

Mustafa Burak ACAR
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Yiiksek Lisans Tezi, Ocak_.2024
Danmisman: Prof. Dr. Servet OZCAN,

OZET

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH), ¢esitli stres faktorleri ile senesens siirecine girer ve
rejeneratif potansiyelini kaybederler. Senesent hiicrelerin kritik dokularda rejenerasyonu
engelledikleri igin bulunduklar popiilasyonlardan temizlenmeleri 6nem arz etmektedir.
Rho-iliskili protein kinaz (ROCK) inhibitériiniin yaslanmis normal hiicreler tarafindan
salgilanan IL-la, IL-1B, IL-6 ve IL-8 seviyelerini azalttigi yapilan caligmalarda
bildirilmistir.

Bu ¢aligmada, ROCK ‘in yaglanmanin beraberinde getirdigi olumsuz kosullar1 azaltmay-
simin tespit edilmesi ve olasi senolitik ve /veya senomorfik roliinii proteomik bir
yaklagim ile irdenmesi amaglanmistir. MKH’lar 30 giin boyunca hiicre kiiltliriinde
tutularak replikatif senesens olusturulmustur. Ardindan, MKH’lara, ¢ift zincir kirigi
olusturan H,O, (Hidrojen Peroksit) uygulayarak genotoksik stres ile indiiklenmis
senesens modeli in vitro’da mimik edilmistir. Olusturulan replikatif ve akut-senesens
tiplerine gore MKH’lara ROCK inhibitorii uygulanarak sekrotom proteinleri
toplanmigtir. Tim gruplarin sekretomlarinin kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile

proteomik analizleri gerceklestirilmistir.

Biyoinformatik analizlerde senesens olusturulmus gruplarda TGF-B1 pozitif
regiilasyonu, DNA hasarina cevaben intrinsik apoptotik sinyal yolunun p53 sinifi
mediator tarafindan regiilasyonu ve kok hiicre popiilasyonunun korunmasinin negatif
regililasyonu gibi senesens siirecinde 6nemli rol oynayan biyolojik siiregler gézlemlendi.
ROCK inhibitorii uygulanmis gruplarda ise apoptotik hiicre temizlenmesinin pozitif
regiilasyonu, mitotik hiicre dongiistiniin G1/S gecisinin pozitif regiilasyonu ve hiicre
biiylimesi pozitif regiilasyonu gibi senesens siirecinin aksine fonksiyonlari olan énemli
biyolojik yollar gozlemlenmistir. Kantitatif analizler sonucunda, senesens siirecinde
yiiksek ifadeleri oldugu bilinen bazi proteinlerin ROCK’1n etkisiyle ifadelerinin azaldigi
gbzlemlenmistir. Sonug olarak; in vitro modelde ROCK inhibitdriiniin senomorfik etkisi

olabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Senesens: Senolitik; Senomorfik; ROCK Inhibitori
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ROCK INHIBITOR ON
MESEENCHYMAL STEM CELL SENESCENCE

Mustafa Burak ACAR
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Master Thesis, January 2024
Advisor: Prof. Dr. Servet OZCAN

ABSTRACT
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) enter the senescence process with various stress
factors and lose their regenerative potential. It is important to remove senescent cells
from their populations since they prevent regeneration in critical tissues. Studies have
reported that Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibitor reduces the levels of IL-
la, IL-1B, IL-6 and 1L-8 secreted by aged normal cells.

In this study, it was aimed to determine whether ROCK reduces the negative outcomes
brought about by aging and to examine its possible senolytic and/or senomorphic role
with a proteomic approach. Replicative senescence was established by keeping MSCs in
cell culture for 30 days. Then, by applying H,O, (Hydrogen Peroxide), which creates
double strand breaks, to MSCs, the genotoxic stress-induced senescence model was
mimicked in vitro. Secrotome proteins were collected after application of ROCK
inhibitor to MSCs following replicative and acute-senescence induction. Proteomic
analyzes of the secretomes of all groups were performed by mass spectrometry (LC-
MS/MS).

In bioinformatic analysis biological processes that play an important role in the
senescence process, such as positive regulation of TGF-B1 in senescent groups,
regulation of the intrinsic apoptotic signaling pathway by the p53 class mediator in
response to DNA damage response (DDR), and negative regulation of the preservation
of the stem cell population, were observed. In ROCK inhibitor-treated groups,
important biological pathways that have functions contrary to the senescence process,
such as positive regulation of apoptotic cell clearance, positive regulation of the G1/S
transition of the mitotic cell cycle and positive regulation of cell growth, were observed.
As a result of quantitative analysis, it was observed that the expression of some
proteins, which are known to have high expression during the senescence process,
decreased due to the effect of ROCK. In conclusion; It has been evaluated that ROCK
inhibitor may have a senomorphic effect in an in vitro model.

Keywords: Senescence; Senolytic; Senomorphic; ROCK Inhibitor
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1. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH), organizmada homeostazin saglanamasinda kritik
Ooneme sahiptir. MKH’lar 6zellikle yiliksek parakrin etkileri ve farklilasma potansiyelleri
sayesinde doku rejenerasyonunda énemli rol oynamaktadir. Fakat bu hiicreler, hiicresel
yaslanma olarak bilinen senesens siirecinden etkilenirler ve rejenerasyon yeteneklerini
kaybedeler. Ayrica senesense giren stromal hiicrelerin parakrin etkilerinde de senesens
stirecine iliskin molekiilleri ifade edilmeye baslar. Dokuya ve organizmaya olumsuz
etkileri olan senesens ile iliskili faktorler salgilayan bu hiicreler, yasa bagli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu sebeple dokuda bulunan senesent-MKH’lerin ortadan
kaldirilmasi 6nem arz etmektedir. Yasa bagli patolojilerin ortaya ¢ikisinda 6nemli rolii
olan senesent MKH’leri hedefleyen stratejilerin translasyonel tip agisindan kritik bir

roli bulunmaktadir.

Senomorfikler, son yillarda iizerine siklikla ¢aligmalar yapilan senesent hiicreleri
hedefleyen ilag ve tedavilere verilen genel bir isimdir. Senolitik olarak test edilen etken
maddeler arasinda Rho-kinaz (ROCK) inhibitorii de yer almaktadir. Rho-kinaz
inhibitOriiniin senesent hiicreler tarafindan salgilanan IL-la, IL-1B, IL-6 ve IL-8
seviyelerini azalttigi yapilan c¢alismalarda Dbildirilmistir. Bu durum Rho-kinaz

inhibitoriiniin bir senolitik olma potansiyeli arastirmaya agik bir konudur.

Bu Tez calismasinda MKH’lerde olusturulan g¢esitli akut ve kronik senesens
modellerinde  Rho-kinaz  inhibitoriiniin ~ senolitik  etkisi  degerlendirilmistir.
Degerlendirmeler sirasinda Rho-kinaz inhibitoérii uygulanmis hiicrelere senesens testi
yapilmistir. Ayrica hiicrelerin sekretomu LC-MS/MS yontemi ile incelenmis ve etken
maddenin sekresyona nasil etki ettigi belirlenmistir. Elde edilen veriler 1s18inda Rho-

kinaz inhibitoriiniin senomorfik olma potansiyeli degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mezenkimal Kok Hiicre

Ik olarak 1924 yilinda Aleksander Maximow tarafindan calisilmistir. Maximow kanda
bulunan ve farklilasma yetenegi olan bu hiicrelere Mezenkimal Kok Hiicre (MKH) adin1
vermistir. 1960’11 yillarda Ernest ve James Till, MKH arastirmalarini ilerleterek, kiiltiir
ortaminda MKH’leri cogaltmay1 basardilar. MKH’ler, bag doku orjinli hiicrelere
farklilasma yetenegi olan multipotent stromal kok hiicrelerdir (Nardi ve ark., 2008;
Bianco ve ark., 2000). Sadece mezenkimal doku hiicrelerine kdken vermenin yani sira
homeostatik dengenin korunmasinda da gorev alirlar. Bu hiicreler, organizmada birgok

dokuda bulunurlar ve doku rejenerasyonunda 6nemli role sahiptirler.

Kemik iligi, adipoz doku, dis pulpas1 ve gobek kordonu gibi bir¢ok kaynaktan izole
edilebilirler. Kolay elde edilebilir olmalar1 ve fazla miktarlarda ¢ogaltilabildikleri i¢in
deneysel ve klinik ¢aligmalarda kullanilmalarindan dolay: ideal hiicrelerdir (Ema ve

Suda, 2012).

- Adherence to plastic Marker expression n Multipotent differentiation potential

MSC Positive Negative MSC

> 95% + < 2% +

/
u CD45”
= CD105* = CD34" 1 1 l
= CD73" = CD14" or CD11b-
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.,__f] = HLA-DR- ® - .
Adherent layer Adipocyte  Osteoblast Chondrocyte

Sekil 2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Ozellikleri (Dominici ve ark, 2006).



MKH’ler, Non-HLA smirli immunsupresif 6zellikler gosterirler. Bu ozelliklerinden
dolayr, MKH’lerin birgok hastaligin tedavisinde ve doku onariminda kullanimi
artmaktadir. Ozellikle de Graft Versus Host Hastaliginin (GVHD) tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Sensebe ve ark., 2010).

Calismalar, MKH’lerin doku onariminda onemli rolii oldugunu gdstermektedir.
MKH’lerin doku yenilenmesine katkisi, bu hiicrelerin kemik, kikirdak, kas, adiposit,
stroma, fibroblast ve endotelyal hiicreler gibi ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabildigi
gercegine dayanmaktadir (Prockop, 1997; Phinney ve ark., 2007). Bunun yani sira
MKH’lerin doku onarimi i¢in dnemli olabilecek molekiilleri salgilamasi sayesinde doku
mikrogevresini etkiledigi 6ne siiriilmektedir (Chamberlain ve ark., 2007; Phinney ve
ark., 2007). Ornegin; immiin-yetmezligi olan akut miyokardial infarktiis gegirmis
farelere insan MKH’leri verildiginde, enjeksiyondan sonra 3 haftalik periyotta donoér
hiicrelere rastlanmamasimna ragmen farelerin kalp fonksiyonlarinda iyilesmeler

goriilmiistiir (Iso ve ark., 2007).

Hasarli doku onariminin MKH’ler tarafindan yapildiginin tespiti yakin zamanda agiga
¢ikarilmis bir durumdur. Bu MKH’ler, hasarli bélgenin iyilestirilmesi i¢in dokuya 6zgii
hiicreleri etkileyecek biiyiime faktorlerini salgilar (Caplan, 2007; Baglio ve ark., 2012).
MKH’ler, CXCL12, SDF-1, stem cell factor (SCF), Flt-3 ligand (FL), thrombopoietin
(TPO), interlokin (IL)-6, IL-11, leukemia inhibitory factor (LIF), macrophage colony
stimulating factor (M-CSF), tumor necrosis factor-alpha (TNFa) ve transforming
growth factor betal (TGFp-1) gibi canlinin biyolojisini diizenleyen kemokinleri ve belli
basl biliyiime faktorlerini tiretir (Li ve ark., 2011).

2.2. Senesens

Hiicre boliinmesini kalic1 olarak inhibe eden ve dejeneratif bir siire¢ olan senesens,
cesitli stress faktorlerinin sonucu olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Senesens mekanizmasi
aktive olmus bir hiicrenin hiicre boliinmesi durur ve DNA igerigi G1 fazindaki bir
hiicrenin DNA igerigi gibi kalir. Senesent hiicre, boyut olarak biiyiik olup lizozomal
beta-galaktosidaz (B-gal) artar (Rando, 2006). Senesens, zamanla hiicrede fonksiyon

kaybina sebep olur ve dokunun kendini yenileme kapasitesinde azalmaya neden olur.



Senesent hiicreler boliinme yetenegini kaybetse de metabolik olarak aktiftirler (Campisi

di Fagagna 2007).
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Sekil 2.2. Hiicresel yaglanma sebepleri ve sonuglar1 (Parikh ve ark., 2019).

Hiicresel senesens, kontrolsiiz boliinmeyi inhibe ederek neoblastik doniistimii
engellemesi agisinda gerekli ve 6nemli bir mekanizmadir. Ancak senesent hiicrelerin
dokuda birikimi, bulunduklart dokunun rejenerasyonunu ve onarim kapasitesinin
diisiirtir. Dokuda bulunan kok hiicrelerin senesens siirecine girmesi ise, dokunun biitiin
profilini etkiler. Bu hiicreler gerek bdoliinerek gerek parakrin etkileri ile homeostazisi
sagladiklarindan boliinme yeteneklerini kaybetmeleri ve senesens ile iligkili molekiiller
salgilamalari, dokuyu rejenerasyon anlaminda kotii etkiler (Turinetto ve Giachino,

2016).

Senesens, temel olarak tige ayrilir. Bunlar embriyonik, akut ve kronik senesenstir.
Embriyonik senesens gelisim siirecinde ihtiya¢ olmayan dokularin gelisimini durduran
ve ortadan kalkmasini saglayan yararli bir siirectir. Akut senesens de embriyonik

senesens gibi yararli bir siire¢ olup yara iyilesmesi ve tiimor baskilanmasi gibi
4



mekanizmalarda 6nemli rol oynamaktadir. Kronik senesenste ise biriken, kiimiilatif bir
hasar s6z konusudur. Kronik senesens telomer erozyonunun en 6nemli sonucudur. DNA
replikasyonu sirasinda kesikli zincirdeki ug¢ replikasyon sorunu telomeraz enzimi
tarafindan sag tokasi yapsindaki telomerler tarafindan ¢éziimlenmistir. Ancak hiicrenin
boliinme sayis1 arttikca telomeraz enziminin aktivitesinin azalmasina bagli olarak
telomer erozyonu meydana gelmektedir. Bu durum DNA hasarina ve buna bagh
replikatif senesense yol agar. Kronik senesens, ayrica genotoksik stres, kemoterapi
ajanlar1 ve reaktif oksijen tiirleri gibi DNA hasar1i olusturan etmenlerle ortaya
cikmaktadir. Ayrica proteotoksik stres, ER stresi, niikleolar stres ve epigenetik
degisimler de kronik senesense sebep olabilmektedir (Childs ve ark., 2015).
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Sekil 2.3. Senesens tipleri ve senesens tiplerine 6zgii yolaklar (Wanner ve ark., 2021).

Embriyonik senesenste TGF-f iizerinden p21 molekiiliiniin aktive edilmesi ve
CDK2’nin bloklanmasiyla RB aile iiyelerinin aktivasyonu gozlemlenir. Akut senesenste

ise, Ccnl, Ras ve PI3K molekiilleri DNA hasar1 indiiklenmesiyle veya mTOR



aktivasyonu ile p53 proteinini uyarir. P53 araciligi ile p21 molekiilii aktive olur ve RB

aile {iyelerinin aktivasyonu ile sonuglanan bir yolak islemeye devam eder (Childs ve
ark., 2015).

Kronik senesensin molekiiler mekanizmasinda ise, ¢esitli stres faktorlerinin ortaya
¢ikardigr kiimiilatif hasar ATM/R ve ARF molekiillerini aktif hale getirir. Bunu takiben
p53-p21 veya pl6 molekiillerinin CDK2 ya da 4/6 {lizerinden RB aile tliyelerini aktive

etmesiyle hiicre dongiisiiniin bloklanmasi gézlemlenmektedir (van Deursen, 2014).

Senesens mekanizmasinin aktive olmasinin genotipte yaptigr degisiklikler fenotipe
yansir. Bunlardan en Onemlisi, proliferasyonun durmasidir.  Proliferasyon
kapasitesindeki bu azalma, Ki 67 veya PCNA immiin boyamalar1 ile belirlenebilir.
Senesent hiicrelerin B-Galaktozidaz aktivitesinde artis gozlemlenir. Bu fenotipik
degisiklik, X-Gal, 4-MUG veya CI2FDG gibi [B-Gal substratlar1 kullanarak
kolorimetrik veya floresan yontemlerle belirlenebilir. B-Gal miktarindaki artisa paralel
olarak lizozom miktarinda da artis gozlemlenir. Senesent hiicreler ayrica genislemis
hiicre yiizeyi ve ¢ok ¢ekirdekcik icermeleri ile de karakterize edilirler (Campisi ve di
Fagagna, 2007). Ek olarak senesent bir hiicre apoptoza kars1 diren¢ kazanir dolayisiyla
apoptoza girmezler. Metabolik olarak aktif olduklar1 halde boliinmesi duran bu
hiicrelerin apoptoz mekanizmalar1 ¢calismadigindan bu hiicreler, kiiltiirde oldukca stabil
hiicrelerdir. Ancak bir hiicrenin apoptoz veya senesense girecegine hangi mekanizmanin

karar verdigi heniiz agiklanamamustir (Childs ve ark., 2015).

Senesens stirecine giren hiicreler, bulunduklar1 mikro ¢evreye bazi faktorler salgilarlar.
Bu faktorler, SASP (Senescence Associated Secretory Phenotype) olarak isimlendirilir.
SASP molekiilleri mikrogevrede bulunan diger hiicrelerin de senesense girmesine sebep
olabilir. Dokuda SASP molekiillerinin ve dolayisiyla senesent hiicrelerin artis1 dokunun
rejenarasyon kapasitesinde azalmaya neden olur. S6z konusu durum, yasa bagl
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler rahatsizliklarin ortaya c¢ikmasinda ve hatta
fonksiyonel B hiicrelerinin kaybiyla Tip-2 diyabet olusumuna sebep olur. SASP
molekiiller neoblastik doniisiim potansiyeli olan hiicreleri bloklar ve tiimér olusumunu
engelleyebilir. Ancak tiimor gelisiminin ilerleyen sathalarinda ise tam tersi etki yaparak

timor hiicrelerinin gelismini desteklerler (Kuilman ve Peeper, 2009).



2.3. ROCK inhibitorii

Rho-kinazlar, ¢esitli hiicresel gorevleri tistlenen proteinlerin RAS siiper ailesinin bir alt
tiyesidir. ROCK1 ve ROCK2 izoformlarma sahip olan Rho ile iliskili kinaz (ROCK),
kiiciik GTP baglayici protein Rho’nun hedef proteinidir ve aktin’i kontrol ederek hiicre
sekli, cogalma, farklilasma, hiicre iskelet organizasyonu, apoptoz ve gen ekspresyonu
dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlarinda gorev alir. Y-27632 olarak da
bilinen ROCK inhibitorii hiicre davranisi iizerinde c¢esitli ve derin etkiler oldugu ve
astim, glokom, sistemik Ilupus, kemik iyilesmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastalik alaninda biiyiik terapotik potansiyelleri
oldugu disiinilmektedir (Chapman ve ark., 2010). Ayni zamanda bahsedilen bu
hastaliklarin senesens mekanizmas: ile de iliskili oldugu bilinmektedir. ROCK
inhibitoriiniin son zamanlarda senesens mekanizmasi lizerine etkileri arastirilmaktadir.
ROCK inhibitorii, proliferatif kapasiteleri biiyiik 6l¢iide arttirdigi ve bu dogrultuda
etkili hiicre immortalizasyonunu saglayabildigi bilinmektedir. (Chapman ve ark., 2010).

Yaslanan hiicreler, farkli organlarda birikir ve yasa bagli patolojilerin gelisimi ile iligkili
olarak yaslanma ile iliskili bir salg1 fenotipi (SASP) gelistirir. Bununla birlikte SASP
icerisinde ozellikle IL-1p, IL-1a, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin varlig
inflamasyonun SASP ile tetiklenebilecegini diisiindiirmektedir. Bu sitokinler, SASP'ler
arasinda yiiksek oranda korunur ve bir¢ok hastalia etken olarak gosterilmektedir.
ROCK inhibitériiniin kalic1 hiicre biiyiimesi durmasini etkilemeden yaslanmis normal
hiicreler tarafindan salgilanan IL-la, IL-1B, IL- 6 ve IL-8 seviyelerini azalttig
bilinmektedir. Yine son zamanlarda, ROCK inhibitoriintin p38 MAPK fosforilasyonunu
azaltarak Caco-2 hiicrelerinde IL-1 ile indiiklenen IL-8 salgilanmasini azalttig
gosterilmistir (Niklander ve ark., 2020). ROCK inhibitérii ile ilgili baska bir ¢alismada
ise, ROCK’1n replikatif senesensin son asamalarinda siirece katildiginda dahil iyilesme
gosterdigi goriilmiistiir. Ancak mekanizmasimin nasil isledigi hala merak konusudur
(Liu ve ark., 2012). Yapilan g¢alismalarda ROCK inhibitoriinin MKH’lerde hiicre
farklilasma yetenegini etkiledigi ortaya koyulmustur. Fakat mekanizmasi tam olarak

anlasilamamustir (Pacary ve ark., 2006).



2.4. Kiitle Spektroskopisi (Mass Spectroscopy)

Kiitle spektroskopisi (MS), molekiiler biyoloji i¢in 6nemli olan spesifik bir analiz
teknigidir. Thomson tarafindan (1912) “parabola spectrograph” adi verilen bir diizenek
ile gelistirilen kiitle spektrokopi teknigi yillar i¢inde gelismistir. Yirminci ylizyilyin
ikinci yarisinda ¢ok asamali kiitle Olglimii yapma stratejisi olan Tandem Kiitle
spektroskopisi (MS/MS) olarak isimlendirilen teknik gelistirilmistir. Tandem MS igin
en sik kullanilan ve 6nciil molekiiliin daha kii¢iik fragmentlere ayrilarak tekrar kiitle
Olclimiiniin yapilmasina dayanan strateji Collision-Induced Dissociation (CID) adi
verilen metotdur. Tandem MS metodu kesfedildikten sonra proteinler gibi kompleks
molekiiller kiitle spektroskopisi ile incelenmeye baslanmistir (Domon ve Aebersold,
2006).

Proteinlerin kiitle spektroskopisi kullanilarak incelenmesi i¢in 6nem tasiyan bir diger
gelisme ise, elektro-spray iyonizasyon yonteminin (ESI) yonteminin kullanilmasidir.
Mobil fazin uzaklastirilmas: ve molekiillerin iyonize edilmesi i¢in kullanilan bir
yontemdir (Dole ve ark., 1968). Proteomiks ¢alismalar a¢isindan 6neme sahip bir diger
iyonizasyon yontemi ise, MALDI (Matrix-assisted laser desorption / ionization) olarak
bilinen metotdur (Aebersold ve Mann, 2003).

Kiitle spektroskopi cihazlarina karigik biyolojik orneklerin saflagtirilarak verilmesini
saglayan kromatografi sistemleri entegre edilmistir. Affinite, iyon-degisim ve ters-faz
kromatografi yontemleri Orneklerin ayristirilmasinda kullanilan yontemlerdir. Bu
metotlar1 kullanan nano-HPLC aygitlar1 kiitle spektroskopileri ile biitiinlesik olarak
caligmaktadir (Huang ve ark., 2009; Percy ve ark., 2013).

2.4.1. nLC-ESI-MS/MS

Proteomik arastirmalar i¢in likit kromatografisi, elektrospray iyonizasyon modiilii ve
farkli konfligiirasyonlarda MS cihazlar1 kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Triple TOF
olarak bilinen sistem nano LC ile biitiinlesik olarak kullanilmigtir. Likit
kromatografisinde su ve ¢oziicii olarak asetonitril (ACN) gradientinden olusan bir mobil
faz ve monolitik kapiler malzeme iizerine sabitlenmis C18 sabit faz ile birlikte

kullanilmastir.



Autosampler’da mobil faz ile karistirilip C18 kolona enjekte edilen 6rnek ACN oraninin
arttirilmasiyla, hidrofobisite 6zelliklerine gore sirayla sokiilerek ESI modiiliine ulasir.
Burada kolon basinci ile dar capli bir tip ucundan piiskiirtiilen molekiillerin etrafini
saran mobil faz 75 °C sicaklik, 2400 V elektrik buharlasir ve 6rnek yiiklenerek MS
cihazina giris yapar. Bu asamada perde gazi yiiksiiz molekiillerin cihaza girigini

engeller.
2.4.2. Bottom-Up Proteomiks

Diger ismi shotgun proteomiks olan Bottom-Up proteomiks ydntemi, proteinlerin
aminoasit sekansini olusturulan bir kiitliphane {izerinden eslestirme yaparak bulmaya
yarayan yontemdir. Bottom-up proteomikste enzimatik kesim kritik role sahiptir.
Kromatografik yontemlerle ayristirilan karisimindaki molekiillerin tandem MS yontemi
ile belirlenen spektralari, sekans kiitiiphanesi kullanilarak tanimlanir. Bu tarama islemi,

genellikle bu islem i¢in 6zel arama motorlari ile yapilir (Yates ve ark., 2009).
2.4.3. Label Free Kantitasyon

Label-free kantitasyon yontemi ise, MS spekralarinin degerlendirilmesi peptit
miktarlarinin 6rnekler arasi relatif sekilde kiyaslanmasi yaklagimina dayanmaktadir.
Label-free yontemler, daha az giivenilirlige sahip olmasina ragmen giiglii istatistiksel
yontemlerle desteklendiginde diizgiin sonuglar vermektedir. Ayrica maliyetsiz olmasi
acisindan da avantaj saglamaktadir. Verilerin incelenmesi igin OpenMS ve MassView
gibi yazilimlar kullanilir (Neilson ve ark., 2011) (Lundgren ve ark., 2010). Label-free
kantitasyon i¢in bu tez ¢alismasinda kullanilan yazilimlarin baginda MaxQuant yazilimi

kullanilmastir.
2.5. Tez Calismasinin Amaci

Hiicresel yaslanmay1 engelleyecek veya geciktirecek ajanlarin kesfedilmesi molekiiler
biyoloji alaninda 6nemli bir hedef olmustur. Hiicresel yaslanmay1 hedefleyen stratejiler
ve kimyasallar, in vivo ve in vitro modellerde siklikla denenerek etkinligi

incelenmektedir.



Bu Tez calismasinda ROCK inhibitoriin hiicresel yaslanma {izerine etkileri
degerlendirilmistir. ROCK inhibitoriiniin replikatif ve oksidatif stresle indiklenmis

senesens mekanizmalari tizerinde etkilerini proteomik araglarla irdelemektir.
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3. YONTEM VE MATERYAL
3.1. Hiicre Kiiltiirii
3.1.1. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Bu Tez galismasinda kullanilan hiicreler, American Type Culture Collection (ATCC)
tireticisinden temin edilen MKH’lerdir (ATCC® PCS-500-011™).

Sivi azot tankinda saklanan ve kiiltiire etmek igin ¢ikarilan hiicreler, DMEM ile 1:10
oraninda dilue edilmistir. DPBS ile bir kez yikamadan sonra hiicreler, %10 FBS, 4 mM
L-Glutamin, 100 U/ml Penisilin-Streptomisin ve 5 ng/mL b-FGF igeren besiyerinde
kiiltiire edilerek ¢ogaltilmislardir. Hiicreler, stoklanacagi zaman dondurularak sivi azot
tankinda saklanmistir ve deneyler igin kullanilacagi zaman kiltiir kabindaki

yogunluklar1 %90°1 bulunca kullanilmislardir.

Tez g¢alismasi i¢in kullanilan MKH’ler, ticari hiicre hatti olmasina ragmen kiiltiirde
gecen siirede karakterlerini kaybetme ihtimaline karsi CD34 ve CD45 negatif
belirtecleriyle CD44, CD90-FITC ve CDI105 pozitif belirtegleriyle boyanarak akim
sitometri araciligiyla karakterizasyona tabii tutulmustur. BD Cell Wash ile ¢oziilen
5x10° hiicre iizerine konjuge florokrom iceren belirtecler eklenmistir. 15 dakika
inkiibasyon sonrasinda 500 pL BD cell wash ile dilue edilen 6rnekler BD FACS Aria 111
cihazinda yapilmig olup degerlendirmeler i¢in BD FACS Diva 8.0.1 programi

kullanilmastir.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

1. Grup: Genotoksik Stres ile Indiiklenmis Senesens: Kiiltiire edilen MKH’lara 30
dakika boyunca 300 uM H202 (Hidrojen peroksit) uygulanmis ve 48 saat icerisinde

senesens fenotipi olusumu gézlemlenmistir.



2. Grup: Replikatif senesens: MKH’lar, 45 giin siiresince devamli kiiltiirde birakilarak

gerektiginde pasajlanarak senesens fenotipinin olusumu gézlemlenmistir.

3.Grup: Genotoksik Stres ile Indiiklenmis Senesens + Rock inhibitdrii: 1. grup

hiicrelerine 10 uM ROCK inhibitorii eklenmis ve 72 saat kiiltiire edilmistir.

4. Grup: Replikatif senesens + Rock inhibitdrii: 2. grup hiicrelerine 10 uM ROCK

inhibitorii eklenmis ve 72 saat kiiltlire edilmistir.
3.3. Beta Galaktozidaz Testi

Bu Tez ¢alismasinda hiicrelerdeki senesens oranini goérsel olarak belirlemek amaciyla
Beta-Galaktozidaz (B-gal) boyamasindan yararlanilmistir. Senesent hiicrelerin
karakteristik ozelliklerinden biri de lizozomal enzimlerin artmasiyla lizozom
miktarindaki artistir. B-gal’de bu enzimlerden biridir. Senesense bagli B-gal aktivitesi,
pH:6’da gozlenebilen ve kiiltiirdeki senesent memeli hiicrelerini belirlemeye yarayan
sitokimyasal bir boyama metodudur. Bu metotta B-gal ile tepkimeye girdiginde
¢Oziinemeyen mavi renkte iiriin olusturan bir substrat olan X-gal kullanilmistir.
Glutaraldehit ile fikse edilen hiicreler boyama soliisyonu i¢inde inkiibe edilerek,
senesent hiicrelerde mavi renk olusumu gozlenmistir (Debacg-Chainiaux ve ark.,
2009).

3.4. LC-MS/MS Analizleri

3.4.1. Sekretom Proteinlerinin Eldesi

En az %70 yogunluga ulasan hiicrelerin besiyeri uzaklastirilip tizerine FBS’siz besiyeri
eklenerek 20 saat boyunca inkiibasyonu saglanmistir. Ardindan hiicrelere StrataClean
Bead eklenerek inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyonun ardindan StaraClean
Bead’lerin yikama asamasini takiben vakum konsantratorii kullanilarak ornekler,

kurutularak analize kadar -20 °C’de saklanmigtir (Bonn ve Otto 2018).
3.4.2. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Speedvac ile kurutulan Bead’ler, 100 uL 50mM TEAB iceren %2 (w/v) RapiGest
kullanilarak ¢6ziildii. Final konsantrasyon 20 mM olacak sekilde TCEP eklenerek ve 60
°C’de 30 dk inkiibe edildi. Takiben ornekler, buz iizerinde sogumaya birakildi.

Orneklere final konsantrasyonu 40 mM olacak bigimde alkilleyici ajan olan IAA eklendi
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ve ornekler 15 dk karanlikta inkiibe edildi. Sistein alkilleme islemi sonrasinda enzimatik
kesim icin sonrasinda Srneklere 200 ng Lys-C ilave edildi ve 37 °C’de gece boyunca
calkalanarak inkiibasyona birakildi. lk inkiibasyonu takiben &rneklere 800 ng Tripsin-
Gold eklendi ve tekrar 4 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
ornekler, 1 dk boyunca 10000 x g’de santrifiij edildi ve kesilmis peptitleri igeren
siipernatant toplandi. Ardindan 6rneklerden RapiGest deterjaninin uzaklastirilmasi igin
15 dk ve 12000 x g’de santrifiij gerceklestirildi. Santrifiijjden sonra orneklerin C18’e
tutunmasini saglamak amaci ile %1 TFA kullanilarak pH:2 altina diisiirmek suretiyle
asidifiye edildi. C18 iceren StageTip’ler, oOncelikle metanol ile aktive edildi.
Sonrasinda %0.1 Asetik Asit, %80 ACN iceren buffer B ile yikandi ve %0.1 Asetik Asit
igeren buffer A ile dengelendi. Onceden asidifiye edilen &rnekler tiplere koyularak
santrifiij yapildi. Kesilmis peptit bagl tipler iki defa buffer A ile yikandi. Takiben buffer
B tiplere eklenerek peptitler bir azot tiipii basinci yardimi ile tiiplerden eliie edildi.

Hazirlanan 6rnekler speedvac’te liyoflize edildi ve analizi igin — 20 °Cde saklandi.

Speedvac ile liyofilize edilen sekretom 6rnekleri %5 ACN ve %0.1 formik asit igeren
soliisyon ile ¢oziilerek 30 saniye vorteks sonrasinda ultrasonik su banyosunda 1 dakika
sonike edildi. Sonikasyon islemini miitakip o6rnekler, 10000 x g'de 5 dakika
santrifiijlendi ve thin-glass’lara koyularak MS o6rnek tiipli icine transfer edilmis ve

cihazin autosampler modiiliine yerlestirilmistir.
3.4.3. LC Metodu

Karigik peptitilerin saflastirilarak MS analizi yapilmasinda Eksigent ekspert™ nanol.C
400 kullanilmistir. Analizler sirasinda 6rneklerin ayristirilmasi i¢in 180 dakikalik metot

kullanilmistir.

Autosampler modiiliine yerlestirilen 6rnekten 4 pL alinarak analizler baslatilmistir.
Bagli olan trap kolondan gegirilen ornekler, analiz kolonuna ydnelendirilmistir. Analiz
kolonu olarak Monolitik kapiler (GL Science) kullanilmistir. Peptit karsiminin
ayristirtlmasi i¢in 180 dakikalik metot kullanilmistir. Analizler sirasinda akis hizi 250

nL/dk olarak belirlenmistir ve su-asetonitril gradiyenti kullanilmistir.
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3.4.4. Elektro-Sprey Iyonizasyon (ESI)

Likit kromatografisinde C18 materyal ile ayristirilan peptitler Nebulizer ve Curtain Gas
olarak azot kullanilarak ve 2400 V ISVF (iyon kaynagi voltaj frekansi) ve 75 °C IHT
(arayiiz 1sitict sicakligi) kosullar1 kullanilarak iyonizasyona tabi tutulmus ve mobil faz

uzaklagtirilmastir.
3.4.5. MS/MS Analizleri

Elektrosprey iyonizasyon sonrasi peptitlerin analizleri igin ABSciex TripleTOF® 5600+
Hybrid Quadrupole-TOF kiitle spektroskopisi kullanilmistir. Analizlerde DDA (Veri
Bagimli Kazanim) metodu kullanildi. Her bir deneysel pencerede kiitle ve yiik
bakimindan en iyi 35 molekiil se¢ilmis ve tandem MS islemi yapilmistir (Switch
criteria: >350.000 m/z, <1250.000 m/z, lon tolerance 150.000 mDA).

Tandem MS isleminin ilk deneyinde Positive TOF MS tarama yontemiyle onciil iyon
(Precursor-lon) analizi gergeklestirilmistir (Accumulation time: 0.250 sec, Collision
Energy (CE): 10, Declustring Potential (DP): 100, TOF Masses 350.0000 — 1250.0000
Da).

Tandem MS isleminin ikinci deneyinde Positive Product lon tarama yontemi ile
precursor peptitlerden elde edilen iyonlarin (product ion) analizleri tamamlanmistir
(Accumulation time: 0.0500 sec, Collision Energy (CE): 35 Collision Energy Spread
(CES): 10, Declustring Potential (DP): 100, TOF Masses 230.0000 — 1500.0000 Da).

Cihazin kalibrasyonu, 729.3650 Da Kkiitleli peptit ve bu peptitin iiriin iyonlar

kullanilarak her 6rnekten once bir kez yapilmistir.

Kiitle spektrotroskopisinden mass fingerprint eldesi sirasinda cihazin kontrolii,
Analyst® TF v.1.6 (ABSciex) ile gergeklestirildi. Mass fingerprint degerlendirilmesi,
PeakView (1.2) ile gergeklestirildi. Cihazin raporlamasi ile olusturulan veri,
ProteinPilot 4.5 Beta (ABSciex) programi kullanilarak UniProtKB’den indirilen giincel

protein sekansi iizerinden analiz edildi (https://www.uniprot.org).

3.5. Biyoistatistik Analizler

Biyoistatistik testler GraphPad Prism programi kullanilarak tamamlanmigtir. Analizler
sirasunda Two-way Anova Metodu kullanilmistir. p < 0.05 anlamlhilik diizeyi kabul
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edilmistir. [0.01 <= p < 0.05 (*): Istatistiksel olarak anlamli. 0.001 <= p < 0.01 (**):
Yiiksek seviye istatistiksel anlamlilik. p < 0.001 (***): Cok yiiksek seviye istatistiksel
anlamlilik. 0.05 <= p <0.10 (*): Sinirda anlamlilik. p > 0.10: Istatistiksel olarak anlaml

farklilik bulunamamastir.
3.6. Biyoinformatik Analizler

Tandem MS spektralarinin olusturdugu verileri igeren .wiff dosyalar1 UniprotKB’den
indirilen en giincel tarihli Homo sapiens proteomu indirilip kullanilarak tanimlama
yapilmustir. Izoformlarin tanimlanmasi igin Canonical+Isoform secenegi kullaniimistir.
Digestion methodu Trypsin, Cys Alklation lodoacetamide olarak secilmistir. Arama
motorunun istatistiksel analizinde “Critical FDR” degeri %1.0 olan proteinler

kullanilmustir.
3.6.1. Gene Ontology — Biological Process Analizi

Listelenen molekiillerin Gene Ontology — Biological Process (GO-BP) analizi StringDB
veri tabant kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim analizlerde default parametreler

kullanilmustir.
3.6.2. Label-Free Quantification (LFQ) Analizleri

Proteomik verilerin kantitatif analizi icin MaxQuant yazilimindan yararlanilmistir. MS
kiitle toleransi, 0.05 Da MS/MS Kkiitle toleransi ile 20 ppm olarak kabul edilmistir.
Karbamidomethyl (C) sabit modifikasyon, Oksidasyon (M) ve Asetil (Protein N-term)
degisken modifikasyon olarak belirlenmistir. Proteomik veritabani olarak Homo sapiens
proteom’u UniProt'tan (UP0000005640) indirilmistir. Gruplar arasindaki relatif
kantitatif degisim, R ile gorsellestirilmistir.
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4. BULGULAR

Ticari olarak temin edilen ve yukarida belirtilen kosullarda kiiltiire edilen mezenkimal
kok hiicreler, %90 yogunla ulastiklarinda pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarina
almmiglardir (Sekil 3.1). Kiiltiir edilen mezenkimal kok hiicrelerin karakterleri, akim
sitometri yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Akim sitometri sonuglarina gore
mezenkimal kok hiicreler, CD34 ve 45 markerlar agisindan %100 negatif olarak
belirlenmistir. CD44, 90 ve 105 Belirtegleri acisindan ise %99 fizeri pozitiflik
gostermislerdir (Sekil 3.2).

Mezenkimal kok hiicreler kiiltiirde uzun siire tutularak ve hidrojen peroksit uygulanarak

senesens siirecine sokulmuslardir.

MKH %70 Yogunluk MKH %100 Yogunluk

Sekil 4.1. Mezenkimal Kok Hiicre kiltiiri.
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Sekil 4.2. Mezenkimal Kok Hiicre akim sitometri sonuglari.

Mezenkimal kok hiicreler, kiiltiirde uzun siire tutulduktan (45 bgiin) ve hidrojen
peroksit uygulanarak akut senesens siirecine sokulduktan sonra senesens oranini 6lgmek
amaciyla beta Galaktozidaz testine tabii tutulmuslardir. Test sonuglarina gore oksidatif
stres grubunda %38.6 senesens orani gozlenirken, ROCK inhibitérii uygulamasindan
sonra bu oran %31.1°e diigmiistiir. Replikatif senesens grubunda ise %40.4 senesens
oran1 gozlemlenirken, ROCK uygulama sonrast bu oran %31.5 civarina gerilemistir

(Sekil 3.3). Hiicreleri ait test goriintiileri Sekil 3.4°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Senesens iligkili Beta Galaktozidaz Testi.
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Replikatif Senesens Replikatif Senesens + ROCK

Oksidatif Stres ile indiiklenmis Senesens Oksidatif Stres ile indiiklenmis Senesens

Sekil 4.4. Senesens iliskili Beta Galaktozidaz Testi goriintiileri.

Uzun siireli kiiltirde senesent hale getirilen mezenkimal kok hiicrelerin sekretom
proteinleri kiitle spektroskopisi ile analiz edildiginde, bu gruba 6zgii 58 protein
tanimlanmistir. Rock inhibitorii uygulamasindan sonra yapilan analizlerde ilgili gruba

0zgll tanimlanan protein sayis1 84 tiir (Sekil 3.5).

n"MSC-OL

hMSC-OLD-ROC

Sekil 4.5. Replikatif Senesens ve ROCK uygulamasi gruplarinda tanimlanan protein
sayilart.
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Sadece senesent gruba ait 58 proteinin biyolojik siire¢ analizleri yapildiginda bu

proteinlerin hiicresel farklilasmanin negatif regiilasyonu, Telomer organizasyonu, hiicre

dis1 matrix organizasyonu Ve kromatin organizasyonu gibi hiicresel yaslanma ile ilgili

siireglere katildiklar1 gdzlemlenmistir (Tablo 4.1). ROCK Inhibitorii uygulamasindan

sonra hiicresel yaslanma ile ilgili biyolojik siireglere 6zgii proteinlerin varligi tespit

edilmmeistir. Bunun yerine hiicresel metabolizma, gen ekspresyonu ve biyosentetik

proses gibi siireglerin 6n plana ¢iktig1 gézlemlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.1. Replikatif Senesens Grubu Gene Ontology Biological Process Analizi

sonuglari
#term 1D term description observed background | false discovery
gene count gene count rate

G0:0045653 | Negative regulation of 13 19 5.28e-22
megakaryocyte differentiation

GO0:0061644 | Protein localization to CENP- | 13 18 5.28e-22
A containing chromatin

G0:0006335 | DNA replication-dependent 13 32 6.06e-20
chromatin assembly

G0:0006336 | DNA replication-independent | 13 33 6.06e-20
chromatin assembly

GO0:0006334 | Nucleosome assembly 14 124 2.38e-15

GO0:0032200 | Telomere organization 13 129 1.27e-13

GO0:0006352 | DNA-templated transcription, | 13 131 1.43e-13
initiation

G0:0045637 | Regulation of myeloid cell 14 214 1.74e-12
differentiation

G0:1903706 | Regulation of hemopoiesis 15 410 4.16e-10

GO0:0050793 | Regulation of developmental | 27 2492 7.69e-08
process

G0:0045595 | Regulation of cell 22 1582 8.73e-08
differentiation

G0:0006325 | Chromatin organization 15 612 9.01e-08

G0:0002682 | Regulation of immune system | 21 1438 1.03e-07
process

GO0:0051093 | Negative regulation of 17 933 3.43e-07
developmental process

GO0:0045596 | Negative regulation of cell 15 685 3.67e-07
differentiation

G0:2000026 | Regulation of multicellular 19 1389 2.40e-06

organismal development
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Tablo 4.1. Replikatif Senesens Grubu Gene Ontology Biological Process Analizi
sonuclari (Devami)

G0:0048523 | Negative regulation of cellular | 34 4736 2.94e-06
process

G0:0048519 | Negative regulation of 36 5313 2.98e-06
biological process

G0:0030198 | Extracellular matrix 10 278 3.37e-06
organization

G0:0051239 | Regulation of multicellular 25 2749 1.23e-05
organismal process

G0:0034654 | Nucleobase-containing 14 913 8.20e-05
compound biosynthetic process

G0:0016043 | Cellular component 34 5436 8.97e-05
organization

G0:0002486 | Antigen processing and 3 3 0.00016
presentation of endogenous
peptide antigen via MHC class |
via ER pathway, TAP-
independent

G0:0022607 | Cellular component assembly 22 2467 0.00016

G0:0065003 | Protein-containing complex 16 1303 0.00017
assembly

G0:0030199 | Collagen fibril organization 5 59 0.00033

G0:0006996 | Organelle organization 25 3470 0.00079

G0:0097435 | Supramolecular fiber 10 570 0.0013
organization

G0:0051641 | Cellular localization 21 2677 0.0020

G0:0007155 | Cell adhesion 12 965 0.0041

G0:0016070 | RNA metabolic process 15 1550 0.0056

G0:0009059 | Macromolecule biosynthetic 14 1394 0.0074
process

G0:0045953 | Negative regulation of natural 3 19 0.0082
killer cell mediated cytotoxicity

G0:0030155 | Regulation of cell adhesion 10 784 0.0165

G0:0008104 | Protein localization 16 1943 0.0170

GO0:0050794 | Regulation of cellular process 45 11025 0.0259

G0:0018057 | Peptidyl-lysine oxidation 2 5 0.0358

G0:0071895 | Odontoblast differentiation 2 5 0.0358

G0:0085029 | Extracellular matrix assembly 3 35 0.0360

G0:0042270 | Protection from natural killer 2 6 0.0454
cell mediated cytotoxicity

GO0:0050789 | Regulation of biological process | 46 11655 0.0454
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Tablo 4.2. ROCK Inhibitérii uygulanmis Replikatif Senesens Grubu Gene Ontology
Biological Process Analizi sonuglari.

#term ID term description observed background | false discovery
gene count gene count rate

G0:0002181 Cytoplasmic translation 16 123 9.72e-15

G0:0006412 Translation 19 389 4.70e-11

G0:0043603 Cellular amide metabolic | 20 810 5.05e-07
process

G0:1901566 Organonitrogen  compound | 22 1338 6.56e-05
biosynthetic process

G0:0044271 Cellular nitrogen compound | 23 1494 8.67e-05
biosynthetic process

GO0:0030036 | Actin cytoskeleton | 14 547 0.00015
organization

GO0:0007015 | Actin filament organization 10 274 0.00048

G0:0010467 Gene expression 26 2101 0.00048

G0:0097435 Supramolecular fiber | 13 570 0.0011
organization

G0:0009987 Cellular process 80 14826 0.0012

G0:0009059 Macromolecule biosynthetic | 20 1394 0.0013
process

GO0:0034314 | Arp2/3  complex-mediated | 4 17 0.0016
actin nucleation

G0:0034641 Cellular nitrogen compound | 33 3463 0.0021
metabolic process

G0:1901576 Organic substance | 26 2438 0.0052
biosynthetic process

G0:0044249 Cellular biosynthetic process | 25 2362 0.0084

G0:1902373 Negative  regulation of |5 67 0.0093
MRNA catabolic process

G0:0010608 Post-transcriptional 11 546 0.0151
regulation of gene expression

G0:0030593 Neutrophil chemotaxis 5 80 0.0185

G0:0070098 Chemokine-mediated 5 82 0.0200
signaling pathway

G0:0010737 Protein kinase A signaling 3 17 0.0380

G0:2000641 Regulation of early | 3 18 0.0416
endosome to late endosome
transport

G0:0044260 Cellular macromolecule | 24 2512 0.0423

metabolic process
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Oksidatif stresle hiicresel yaslanma indiiklenen grupta yapilan proton analizleri

sonucunda hidrojen peroksit grubunda 19 protein ve ROCK inhibitorii uygulanmis

hidrojen peroksit grubunda 22 protein tanimlanmustir (Sekil 4.6).

H202

H202 ROCK

Sekil 4.6. Replikatif Senesens ve ROCK uygulamasi gruplarinda tanimlanan protein
sayilar1 verilmistir.

Oksidatif Stres ile indiikklenmis mezenkimal kok hiicre grubunda biyolojik siireg

analizleri sonucunda istatistiksel olarak anlamli zenginlestirmeler gézlemlenmemistir.

ROCK Inhibitdrii Uygulanmis grupta ise protein katlanmasi ve Supramolekiiler fiber

organizasyonu ile ilgili biyolojik stireclere katilan molekiillerin varligi gézlemlenmistir.

Ancak bu molekiilleri hiicresel yaslanma ile iligkilerine rastlanilmamistir (Tablo 3.3).

Tablo 4.3. Oksidatif stres ile indiiklenmis ve ROCK Inhibitérii uygulanmis Senesens

Grubu Gene Ontology Biological Process Analizi sonuglari.

organization

#term 1D term description observed background | false
gene count | gene count | discovery
rate
G0:0006457 | Protein folding 8 215 1.03e-06
GO0:0097435 | Supramolecular fiber | 7 570 0.0161

Bu Tez calismasinda gruplar arasinda ifade farklili§i bulunan proteinlerin relatif

kantitasyonu da yapilmistir. ROCK uygulanmis deney grubunda Replikatif senesens
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grubuna kiyasla ifadesi artan ve azalan proteinler ve 10g2FC degerleri Tablo 4.4°de
verilmistir. Bu molekiiller arasinda hiicresel yaslanma siirecinde sekretomda goriilen

insiilin benzeri biiyltime faktorleri baglanma proteinleri dikkat cekmektedir.

Ayrica, hiicre dis1 matrix modifiye edici proteinler de ifadesi anlamli sekilde degisiklik
gdsteren molekiiller arasindadir. Ifade farklilig: tespit edilen molekiillerin yolak
analizleri yapildiginda replikatif senesens ifade edilen hiicresel yaslanma ile ilgili

molekiillerin ROCK uygulamasi sonrasi ifadesinin azaldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.7).

Tablo 4.4. Replikatif senesens ve ROCK uygulanmig replikatif senesens grubu

proteinlerinin relatif kantitasyon analizi log2FC degerleri ve protein listesi.

Difference | Protein.names Gene.names
-0,7962 Tumor protein D54 TPD52L.2
-0,74705 LIM domain only protein 7 LMO7
-1,3931 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 IQGAP1
-1,39473 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix | EFEMP1
protein 1
-0,71852 N(G),N(G)-dimethylarginine DDAH2
dimethylaminohydrolase 2
-1,15287 Thrombospondin-2 THBS2
-1,37851 L-lactate  dehydrogenase @ B  chain;L-lactate | LDHB
dehydrogenase
-0,93779 Far upstream element-binding protein 1 FUBP1
-1,57234 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK
-0,81611 Periostin POSTN
-0,75501 Complement factor B CFB
-2,63347 Target of Nesh-SH3 ABI3BP
-2,01816 Collagen alpha-1(X1I) chain COL12A1
-2,00948 HLA class | histocompatibility antigen, HLA-B
-0,74011 Tubulin-specific chaperone A TBCA
-1,66121 Versican core protein VCAN
-1,11613 Alpha-actinin-4 ACTN4
-1,14206 SPARC SPARC
-1,34255 Cartilage oligomeric matrix protein COMP
-1,20398 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-prolyl | FKBP10
cis-trans isomerase FKBP10
-2,92205 Immunoglobulin superfamily containing leucine- | ISLR
rich repeat protein
-0,88827 Disintegrin ~ and  metalloproteinase ~ domain- | ADAM10
containing protein 10
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Tablo 4.4. Replikatif senesens ve ROCK uygulanmis replikatif senesens grubu

proteinlerinin relatif kantitasyon analizi log2FC degerleri ve protein listesi (Devami)

-1,79845 Calumenin CALU
-1,67049 BAG family molecular chaperone regulator 3 BAG3
-1,35152 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
-0,88561 Metalloproteinase inhibitor 1 TIMP1
-1,02383 Collagen alpha-1(111) chain COL3Al
-2,22164 Annexin Al;Annexin ANXA1
-2,14189 Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1
-1,30955 Collagen alpha-2(V) chain COL5A2
-0,71818 Glucose-6-phosphate isomerase GPI
-1,24647 72 kDa type 1V collagenase;PEX MMP2
-2,2722 Collagen alpha-2(1V) chain;Canstatin COL4A2
-1,04363 Macrophage colony-stimulating factor 1 CSF1
-1,24888 Laminin subunit gamma-1 LAMC1
-1,08757 Collagen alpha-2(V1) chain COL6A2
-0,7315 Collagen alpha-3(V1I) chain COL6A3
-0,81331 Metalloproteinase inhibitor 2 TIMP2
-1,28419 Collagen alpha-1(V) chain COL5Al
-1,20205 Insulin-like growth factor-binding protein 4 IGFBP4
-1,83608 Pentraxin-related protein PTX3 PTX3
-0,92409 Protein-lysine 6-oxidase LOX
-0,79493 Fibrillin-1 FBN1
-1,1943 Fibrillin-2 FBN2
-1,56593 Chitinase-3-like protein 1 CHI3L1
-1,25255 Pigment epithelium-derived factor SERPINF1
-1,08868 Rab GDP dissociation inhibitor beta;Rab GDP | GDI2
dissociation inhibitor alpha
-1,72859 Lumican LUM
-1,3441 UV excision repair protein RAD23 homolog B RAD23B
-1,38099 Laminin subunit beta-2 LAMB2
-0,71486 Thymosin beta-10 TMSB10
-0,95465 Basement membrane-specific  heparan sulfate | HSPG2
proteoglycan core protein;Endorepellin;LG3 peptide
-1,02461 Transgelin TAGLN
-1,0328 Follistatin-related protein 1 FSTL1
-0,77697 Inactive tyrosine-protein kinase 7 PTK7
-1,03422 Dystroglycan;Alpha-dystroglycan;Beta- DAG1
dystroglycan
-0,71235 LIM and SH3 domain protein 1 LASP1
-2,63675 Reticulocalbin-1 RCN1
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Tablo 4.4. Replikatif senesens ve ROCK uygulanmis replikatif senesens grubu

proteinlerinin relatif kantitasyon analizi log2FC degerleri ve protein listesi (Devami)

-0,81731 Extracellular matrix protein 1 ECM1
-0,91852 Coiled-coil domain-containing protein 80 CCDC80
-2,7207 Peroxidasin homolog PXDN
-0,7975 Serine protease HTRA1 HTRA1
-0,79839 Coiled-coil domain-containing protein 124 CCDC124
-1,19601 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog | VAT1
-0,77239 Matrix-remodeling-associated protein 8 MXRAS8
-1,79339 Spondin-2 SPON2
-1,53959 Lysyl oxidase homolog 2 LOXL2
-0,82401 EMILIN-1 EMILIN1
1,007838 Septin-7 SEPT7
0,903823 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 EEF1A1
1,173338 60S ribosomal protein L17 RPL17
1,816597 Sorting nexin-12 SNX12
1,537814 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRNPM
1,500137 Nucleophosmin NPM1
0,820117 Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP
1,104563 Interleukin-6 IL6
0,767683 Moesin MSN
0,929948 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO HNRNPD
1,163633 60S ribosomal protein L24 RPL24
1,272055 Insulin-like growth factor-binding protein 3 IGFBP3
2,651828 NAD kinase 2, mitochondrial NADK2
1,554634 40S ribosomal protein S3a RPS3A
1,422648 60S ribosomal protein L14 RPL14
0,866372 Elongation factor 1-delta EEF1D
4,53995 FOLR2 FOLR2
0,833211 CAMP-dependent protein kinase type Il-alpha | PRKAR1A
regulatory subunit
0,703661 Septin-9 SEPT9
1,860887 Rho GTPase-activating protein 33 ARHGAP33
1,353024 60S ribosomal protein L18a RPL18A
0,82372 40S ribosomal protein S16 RPS16
0,91794 High mobility group nucleosome-binding domain- | HMGN4
containing protein 4
0,75942 Sorting nexin-3 SNX3
0,75257 Histone H2B type 1-J HIST1H2BJ
1,238744 Vesicle-trafficking protein SEC22b SEC22B
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Tablo 4.4. Replikatif senesens ve ROCK uygulanmis replikatif senesens grubu

proteinlerinin relatif kantitasyon analizi log2FC degerleri ve protein listesi (Devami)

1,37505 Vesicle-associated membrane protein-associated | VAPB
protein B/C
0,78963 Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1
0,819628 Decorin DCN
1,429538 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD3
3,576004 Growth-regulated alpha protein CXCL1
2,176611 Interleukin-8;MDNCF-a;Interleukin-8;I1L-8 CXCLS8
1,279631 Calpain-2 catalytic subunit CAPN2
1,467274 60S ribosomal protein L35a RPL35A
1,094447 Insulin-like growth factor-binding protein 5 IGFBP5
0,786252 40S ribosomal protein S12 RPS12
1,145422 40S ribosomal protein S19 RPS19
0,775853 40S ribosomal protein S18 RPS18
2,696052 40S ribosomal protein S11 RPS11
0,755089 40S ribosomal protein S25 RPS25
1,274059 60S ribosomal protein L11 RPL11
0,793917 60S ribosomal protein L8 RPLS8
1,238103 40S ribosomal protein S21 RPS21
1,377333 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 YBX1
1,273377 Sushi repeat-containing protein SRPX SRPX
0,698633 RNA-binding protein 3 RBM3
1,128211 Adenylyl cyclase-associated protein 1 CAP1
0,900392 Collagen alpha-1(XIV) chain COL14A1
1,228956 Mitochondrial antiviral-signaling protein MAVS
1,058571 Protein NOXP20 FAM114A1
2,001498 Myosin-1lla MYO3A
0,98208 Dynein light chain roadblock-type 1 DYNLRB1
0,787981 TATA-binding protein-associated factor 2N TAF15
2,040355 Protein kinase C delta-binding protein PRKCDBP
0,803395 Protein deglycase DJ-1 PARKY7
2,200887 EH domain-containing protein 2 EHD2
1,397193 Peptidyl-prolyl  cis-trans  isomerase ~ NIMA- | PIN4
interacting 4
2,351579 60S ribosomal protein L36 RPL36
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Quantitative Changes in Protein Abundance of h(MSC_oldROCK Compared to hMSC_old
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Sekil 4.7. Replikatif senesens ve ROCK uygulanmis replikatif senesens

proteinlerinin relatif kantitasyon analizi.
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Oksidatif stres ile hiicresel yaslanma grubuna kiyasla bu grubun ROCK Inhibitérii
uygulanmis deney grubunda insiilin benzeri biiyiime faktorleri baglanma proteinlerinin
ifadesin artis oldugu gézlenmektedir. Replikatif senesens grubunda gozlenenin aksine
senesens ile iligkili sekresyon proteinleri ROCK uygulanmis deney grubunda artis

gostermistir.

Ozellikle IGFBP4 ifadesinin artmast ve TGF-Beta ifadesindeki artis dikkat
cekmektedir. ROCK uygulamasindan sonra ise SERPINE1 ve LDHA gibi proteinlerin
ifadesinde azalma gozlemlenmistir. Yapilan yolak analizleri sonrasinda ROCK

grubunda hiicre dis1 matrix organizyasyonu ve insiilin benzeri biiyiime faktorleri ile

ilgili yolaklar gozlemlenmistir (Tablo 4.5) (Sekil 4.8).

Tablo 4.5. Oksidatif stres ile indiiklenmis senesens ve ROCK uygulanmis senesens
grubunu proteinlerinin relatif kantitasyon analizi log2FC degerleri ve protein listesi.

Difference | Protein.names Gene.names
-0,5729 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1
-0,41167 Polyadenylate-binding protein 1;Polyadenylate-binding | PABPC1
protein
-0,35132 | Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA
-0,85565 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al; HNRNPA1
-0,34127 Nucleophosmin NPM1
-0,32169 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B PPIB
-0,19681 Nucleobindin-1 NUCB1
-0,20923 Serpin H1 SERPINH1
-0,18261 | Cysteine and glycine-rich protein 1 CSRP1
-0,42956 LIM domain and actin-binding protein 1 LIMA1
-0,38975 Hematological and neurological expressed 1 protein HN1
-0,33046 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
-0,61293 | Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1
-0,33262 | Tissue factor pathway inhibitor TFPI
-0,21359 | Cofilin-1 CFL1
-0,48673 | Protein-lysine 6-oxidase LOX
-0,40757 | Transgelin-2 TAGLN2
-0,22796 | Hepatoma-derived growth factor HDGF
-0,63063 | Histone H4 HIST1H4A
-0,34561 | 40S ribosomal protein S28 RPS28
-0,24118 Thymosin beta-10 TMSB10
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Tablo 4.5. Oksidatif stres ile indiiklenmis senesens ve ROCK uygulanmis senesens

grubunu proteinlerinin relatif kantitasyon analizi log2FC degerleri ve protein listesi.

-0,74655 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 YBX1
-0,15347 Brain acid soluble protein 1 BASP1
-0,61373 Transgelin TAGLN
-0,36004 Filamin-C FLNC
-0,38361 LIM and SH3 domain protein 1 LASP1
-0,34031 Reticulocalbin-1 RCN1
-0,43839 Extracellular matrix protein 1 ECM1
-0,29929 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein SERBP1
0,252667 Testican-1 SPOCK1
0,678433 Gelsolin GSN
0,419444 Tenascin-X TNXB
0,366006 Cadherin-2 CDH2
0,351053 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1
0,221477 Filamin-B FLNB
0,231031 Myosin-9 MYH9
0,815324 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1
0,41645 Tubulin-specific chaperone A TBCA
0,187047 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ
1,33421 Actin, cytoplasmic 1 ACTB
0,598845 Versican core protein VCAN
0,212855 Protein kinase C delta-binding protein PRKCDBP
0,201749 SPARC SPARC
0,15987 Semaphorin-7A SEMATA
0,951153 Profilin-1 PFN1
0,94989 Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat protein | ISLR
0,1657 Perilipin-3 PLIN3
0,428367 Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1
0,429506 Heat shock protein beta-1 HSPB1
0,286297 Clathrin light chain A CLTA
1,011694 Clusterin;Clusterin beta chain;Clusterin alpha chain CLU
0,378273 Collagen alpha-1(V) chain COL5AlL
0,283891 Insulin-like growth factor-binding protein 4 IGFBP4
0,717338 Insulin-like growth factor-binding protein 5 IGFBP5
0,25211 Triosephosphate isomerase TPI1
0,188521 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;Peptidyl-prolyl cis-trans | PPIA
isomerase A, N-terminally processed
0,448068 40S ribosomal protein S21 RPS21
0,200659 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 TGFBI
0,301954 Signal peptide, CUB and EGF-like domain-containing protein 3 SCUBE3
0,280279 Endosialin CD248
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Sekil 4.8. Oksidatif stres ile indiikklenmis senesens ve ROCK uygulanmis senesens
grubunu proteinlerinin relatif kantitasyon analizi.
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5. TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Hiicre boliinmesini kalic1 olarak durdugu dejeneratif bir siire¢ olan senesens, telomer
erozyonu ve genotoksik stress gibi cesitli faktorlerin sonucu olarak ortaya ¢ikar.
Senesens siirecindeki hiicrenin bdliinmesi durur ve DNA igerigi G1 fazindaki bir
hiicrenin DNA igerigi gibi kalir. Senesent hiicre, boyut olarak biiyiir ve lizozomal beta-
galaktosidaz (-gal) artar (Rando, 2006).

Senesens hiicrede ve hiicrenin bulundugu dokuda fonksiyon kaybina sebep olur ve
dokunun rejenerasyon kapasitesinde azalmaya neden olur. Hiicresel senesens,
kontrolsiiz boliinmeyi inhibe ederek neoblastik doniigiimii engellemesi agisindan
degerlendirildiginde bir anti-timér mekanizmasi olarak distiniiliir. Ancak senesent
hiicrelerin dokuda birikimi, bulunduklari dokunun rejenerasyonunu ve onarim
kapasitesini disiiriir. Senesent hiicreler boliinme yetenegini kaybetse de metabolik
olarak aktiftirler (Tollefsbol, 2007).

Mezenkimal Stromal Hiicreler, cesitli stres faktorleri ile senesens siirecine girer ve
rejeneratif potansiyelini kaybederler. Ayrica bu hiicreler, salgiladiklar senesens iliskili
faktorlerle organizmadaki diger dokularda hiicresel yaslanmay: tetikler ve yasa bagh
patolojilerin ortaya ¢ikisina sebep olabilirler. Senesens hiicreler, dokudan apoptotik
hiicreler gibi immiin sistem araciligiyla temizlenemediginden dokuda kalir ve uzun siire
boyunca fizyolojik aktivitelerini siirdiirerek organizmanin kritik dokularini etkilerler.
Bu hiicrelerin apoptoza ve nekroza yonlendirilmesi stratejisine dayanan yontemler son
yillarda popiiler olmustur. Senesent hiicreleri ortadan kaldirmaya yonelik kullanilan

etken maddelere senolitik maddeler ad1 verilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla birgok potansiyel madde hiicresel yaslanma modeli
tizerinde denenmis ve hangi yolak ve mekanizmalarla hiicresel yaslanmay: etkiledigi
test edilmistir. Senesent hiicreleri etkili sekilde ortadan kaldirmaya yarayan etken

madde arayisi hali hazirda devam etmektedir. Bu baglamda, apoptoza ile ilintili



yolaklarda etkisi oldugu bilinen Rho-kinaz inhibitoriiniin potansiyel bir senolitik olarak

degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir.

Rho-kinazlar, RAS siiper ailesinin bir alt iiyesidir. Iki farkli izoforma sahip olan Rho ile
iligkili kinaz kiigiik GTP baglayici protein Rho’nun hedef aldigi bir proteindir ve
sitoiskelet elemanlarindan aktin’i kontrol ederek hiicre sekli, ¢ogalma, farklilagsma,
hiicre iskelet organizasyonu ve apoptoz dahil olmak flizere ¢esitli hiicresel biyolojik
siireclerde gorev alir. Y-27632 olarak da bilinen Rho-kinaz inhibitoriiniin hiicre
davranigi lizerinde cesitli etkileri oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar ve nérodejeneratif
hastaliklar gibi yasa bagl bir¢ok hastalik alaninda biiyiik terapdtik potansiyeli oldugu
diistiniilmektedir (Chapman ve ark., 2010). S6z konusu bu hastaliklar hiicresel senesens
mekanizmasi ile de iligkili oldugundan, Y-27632’nin bir senoterapétik olup olmadigi
tartisilmaya basglanmistir. Bu sebeple inhibitoriiniin son zamanlarda senesens
mekanizmas1 lizerine etkileri arastirllmast O6nem arz etmektedir. Rho-kinaz
inhibitoriiniin  bazi hiicrelerde proliferatif kapasiteyi biiyilk 06l¢iide arttirdigi
bilinmektedir (Chapman ve ark., 2010). Y-27632’nin yaslanan hiicrelerde de ifadesi
artan IL-la, IL-1PB, IL-6 ve IL-8 seviyelerini azalttig1 bilinmektedir. Son zamanlarda
yapilan bir calismada Y-27632’nin p38 MAPK fosforilasyonunu azaltarak Caco-2
hiicrelerinde IL-1 ile indiiklenen IL-8 salgilanmasini azalttigi gosterilmistir (Niklander
ve ark., 2020). Ayrica, etken maddenin MKH farklilagmasina etki ettigini gdsteren
calismalar mecuttur (Pacary ve ark., 2006). ROCK Inhibitorii'niin Senesens
mekanizmasina nasil etki ettigi, izerinde durulmasi gereken bir konudur (Liu ve ark.,

2012).

Bu Tez calismasinda ROCK Inhibitorii, iki farkli senesens modelinde test edilmistir.
ROCK inhibitériinin ~ uygulandigi  hiicrelerdeki  senesens oranmi  azalttigi
gozlemlenmistir. Proteom analizleri sonrasinda ise iki farkli senesens grubunda belirgin

sonuglar gbze carpmaktadir.

Replikatif senesens siirecinde meydana gelen senesens ile iliskili degisimler, ROCK
Ihbitérii uygulamasi ile azalmistir. IGFBP’lerin ifadesindeki azalma ECM modifiye
edici proteinlerin ifadesindeki diislis gbzlemlenmesi ROCK inhibitoriiniin replikatif
senesens modelinde bir senomorfik olarak kullanilma potansiyelinin oldugunu

gostermektedir. Ancak oksidatif stres ile indiiklenen senesens modelinde ise, bu olumlu
32



etki gozlemlenmemistir. Ayrica buna ek olarak ROCK uygulamas: yapilan grupta
senesens ile iliskili molekiillerin ifadelerinde artis gozlemlenmistir. Bu verilen bilgiler
1s5181inda oktidatif stres iligkili senesens modelinde ROCK inhibitdriiniin senoterapotik

olarak degerlendirilmesi miimkiin goriinmemektedir.

Yapilan bu caligmalara ek olarak, hiicrelerin tiim hiicre proteomu ve ¢ekirdek
proteomunun sonraki caligmalarda incelenmesi degerli veriler sunacaktir. Ayrica,
ROCK Inhibétiirii’niin  apoptoz ve otofaji gibi yolaklar iizerindeki etkileri

degerlendirilerek biyolojik siireclere genis cerceveden bakilmasi dnerilmektedir.
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