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OZET

Hipofizin yaslanmay1 diizenledigine dair ilk bulgular kirk yil Oncesine
dayanmaktadir. Insan biyolojik sivilarinda ve hayvan modellerinde yapilan
calismalar, yaslanma ile birlikte miRNA ifade profillerinde degisiklikler meydana
geldigini gostermistir. miRNA ifade diizeylerinde meydana gelen degisikliklerin
hipofizer yaslanmayla iliskili olabilecegine dair hipotezimiz 1s181nda gergeklestirilen
bu c¢alismada gen¢ ve yash farelerin hipofizlerinde, rejeneratif kapasitelerini
etkileyebilecek miRNA ifade diizeylerinin ve yaslanmaya bagli meydana gelen
somatotrop, laktotrop ve Sox2 ifade eden kok hiicrelerdeki degisikliklerin analiz
edilmesi hedeflenmistir.

Calismada erkek BALB/c farelerin hipofiz dokular1 kullanilmistir ve fareler 2, 4, 6
ve 16 aylik olarak gruplandirilmistir. Hipofiz dokusunun hiicrelerine ayrigtirilmasi
vasitastyla 2 ve 6 aylik farelerin 6n hipofizi incelendiginde, somatotrop hiicrelerinin
sayisinda azalma gdzlemlenirken, laktotrop hiicrelerinin sayisinin  arttigi
gozlemlenmistir. Sox2 ifade eden kdk hiicrelerin sayisinda erken yaslanma evresinde
bir farklilik gozlemlenmemistir. Kok hiicrelere dair 6n hipofizin hiicrelere
ayristirilmast ile elde edilen bu bulgular, ekibimizin daha 6nce hipofizer doku
ornekleri tizerinde yaptigi ¢alismada elde ettigi sonuglarla paraleldir. miR-21’in yiiz
yasindaki bireylerde daha diisiik seviyede ifade olmasi ve miR-150 ve let-7¢’nin
geng ve yaslt bireyler i¢in biyolojik yaslart bakiminda ayirt edici faktor olarak
kullanilabilecegine dair bulgular ve bu ii¢ molekiiliin kok hiicrelerin diizenlenmesine
iligkin rolleri g6z Oniline almarak hipofizer yaslanmadaki ifade diizeyleri
incelenmistir. Geng ve yash fare 6n hipofizlerinde miR-21 ve miR-150 ifadelerinde
anlaml bir fark gézlenmemisken, let-7e ifadesinde anlamli bir diisiis bulunmustur.
Let-7e¢ {izerine yakin zamanda yapilan g¢alismalar, bu miRNA’nin GH
sentezlenmesinde gorev aldigina isaret etmektedir Calismamizda, let-7e’nin
yaslanmis hipofiz dokusunda anlamli olarak diisiik miktarlarda ifade ediliyor olmasi
ve yaslanmis hipofiz dokusunda somatotrop ve Sox2 kok hiicre sayisinin azalmis
olmasi, let-7e’nin hipofiz homeostasisinin saglanmasi acisindan olas1 rollerini one
cikartmaktadir. Metaverse teknolojilerinin  konusuldugu giliniimiizde; hipofiz,
yaslanma ve miRNA {iggeninde insani aragtirmak ve yaslanmayla birlikte hipofizer
kok hiicreler ve hormon salgilayan hiicrelerin fonksiyonunda meydana gelen diisiisiin
mekanizmasin1 anlamak, modern insanlar i¢in saglikli bir yaslanmanin nasil
saglanabilecegine 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hipofiz; Kok Hiicre; miRNA; Somatotrop; Yaslanma



COMPARISON OF LET-7E, miR-21 AND miR-150 EXPRESSION LEVELS
IN THE YOUNG AND AGING ANTERIOR PITUITARY OF MICE AND
ASSESSMENT OF EFFECTS OF AGING ON SOMATOTROPES,
LACTOTROPES AND STEM CELLS

Nezaket EFESOY
Erciyes University, Institute of Health Sciences
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Master’s Thesis

Supervisor: Assistant Professor Duygu YUCEL
ABSTRACT

The regulatory role of pituitary functions on aging has been demonstrated forty years
ago. Studies conducted on human bodily fluids and on animal models have shown a
link between miRNA expression profiles and aging. Our hypothesis on possible roles
of differentially expressed miRNAs during the aging process of pituitary has been
tested on young and old mice. In addition to investigation of miRNAs with putative
regenerative roles, aging-mediated changes in the pituitary was investigated in terms
of assessment of number of somatotropes, lactotropes and Sox2 stem cells via
dispersion of pituitary cells.

In this study, anterior pituitary of male BALB/c mice were used where animals were
grouped as 2, 4, 6 and 16 months-old. Dispersed pituitary of 2-month-old and 6-
month-old mice were analysed for somatotrop cells where a significant decrease in
cell number was observed. In contrast, lactotrop cell number was increased. Sox2
stem cell number did not show any changes. These observations at the cellular level
are in line with our previous finding on the tissue level. miR-21 was found decreased
in centenarians and miR-150 and let-7e were shown as biomarkers of biological
aging which can differentiate between young and old subjects. These miRNAs were
selected on the basis of their possible role on aging and on stem cell regulation where
their expression was interrogated in 4 month-old and 16-month-old animals. There
was no significant difference in the expression levels of miR-21 and miR-150 in the
anterior pituitary of the old mice compared with the young ones. However, let-7e
was significantly downregulated in the anterior pituitary of old mice. Let-7e has been
recently demonstrated with regulatory roles on GH secretion. Given that we have
found let-7e with decreased expression levels in the aging pituitary and that
somatotropes and Sox2 stem cells decrease in number in the aging pituitary, let-7e
might play a role in maintenance of pituitary homeostasis.

In the world of metaverse, investigation of our own species through a triangle of
pituitary, aging and miRNAs and understanding the mechanism of a decrease in the
function of stem cells and hormonal cells in the aging pituitary may shed light into to
how healthy aging can be achieved in modern humans.

Key Words: Aging; miRNA,; Pituitary; Somatotrope; Stem Cell

Vi



ICINDEKILER

Sayfa no

L SN o PP
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ......ccviitiieisiiseeieseeesiesesistessessesesssssssssnessssesessasnens i
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFAST .....ooiiiieiieeseieeieresseseeesensesesssseses s i
KABUL VE ONAY SAYFASI c...oooiiiieiieeeseee e ters et ssn s iii
TESEKKUR .....coititititiieeisieeie ettt esss s st sa st nas s s enss s s s sessnans iv
OZET oo ettt ettt v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt st s sttt s s en st et s s e nenans vi
ICINDEKILER .....ooovitiectit ettt ettt sttt sttt n st n e vii
KISALTIMALAR ..ottt sttt st s st ans st s st iX
SEKILLER LISTESI ....ocvvitiiitceeetee ettt ettt sttt ettt sne Xi
TABLOLAR LISTESI....civiiiiiiiieieieieeceeete ettt Xii
1. GIRIS VE AMAC ....ooceoviteieeeeeeeee ettt en ettt ne st ss st sas e 1
2. GENEL BILGILER ....cocvovvititeisiit et essts et ssenesas s en st 3
2.1 YASLANMA NEDIR? ..ottt ev s s ten s neness s 3
2.2 KOK HUCRE NEDIR? ..ottt e et ees v st en s neness s senees 4
2.3 KOK HUCRE TURLERI.......ccoiitiiiieceeeee et 4
2AMIRNA ..ottt 5
2.5 HIPOFIZ BEZI ...t 9
2.6 HIPOFIZER ERISKIN KOK HUCRELER.........cccecsiseeeteeeeeeee e, 12
2.6.1 Hipofizer Erigkin Kok Hiicreler ve Yaslanma ..........ccccoovveniiiiiiiiiiiennns 13

3. GEREC VE YONTEM ....cooititiieieeieteteteteteete ettt sttt 14
3.0 GEREC ..ottt s sttt na st ens st nn s tanees 14
R N R O] T V4 I | G SRR OT PR PP 14
3.1.2 Sarf MalZEMEIET ..o 14

vii



R ()N N 21\ COS OSSR 15

3.2.1 Fare Hipofiz Orneklerinin Toplanmast .............ccoeeveeverrererercrerseseresneennnn, 15
3.2.2 Hiicre Diizeyinde Immiinflorasan Boyamalar ve Gériintiileme................... 16
3.2.3 Real-Time Quantitatif PCR (RT-QPCR) ....ccoviiiiiiiieiieece e 17
4. BULGULAR ...ttt 21

412 AYLIK VE 6 AYLIK FARELERDE SOMATOTROP VE
LAKTOTROPLARIN KARSILASTIRILMASI .....ccocoiiiiiiiiiiiiiciis 21

4.2.2 AYLIK VE 6 AYLIK FARELERDE SOX2 IFADE EDEN KOK
HUCRELERIN KARSILASTIRILMASI ......ccvovirteieierieceeeeseseseeeseieseneen, 26

4.3 GENC VE YASLI FARE ON HiPOFIZLERINDE miRNA IFADE

DUZEYLERI ....oocviiiiiiicicieee ettt 26
5. TARTISMA ..ooooereeeseeeeseeesesees st ns st n s 28
6. SONUC VE ONERILER .......cocviuiieietiietctetctsie ettt snas 35
7 KAYNAKLAR ...coovoeeeee ettt 36
EKLER
OZGECMIS

viii



3’ UTR
ACTH
AH
ARC
AVP
BALB/C
C. elegans
CRH
D.melenogaster
DGCRS8
DNA
EKH

FS

FSH

GH
GHRH
GnRH
IGF-1
KLF 4
LH

LHA
LTH
MiRNA
MKH
MN
MRNA
MSH

KISALTMALAR

: Three Prime Untranslated Region
: Adrenokortikotropik Hormon

: Anterior Hipofiz

. Arkuat ¢ekirdek

- Arjinin Vasopresin

: Immiin Kompetan Fareler

: Caenorhabditis elegans

: Corticotropin Releasing Hormone
: Drosophila melanogaster

: DiGeorge Sendromu Kritik bolge geni 8
: Deoksiriboniikleik asit

: Embriyonik Kok Hiicre

: Folikiilstelat

: Folikiil Stimule Edici Hormon
: Growth Hormone

: Growht Hormone Releasing Hormone
: Gonadotropin Releasing Hormone
: Insiiline Benzer Biiyiime Faktorii-1
: Kruppel-like Factor 4

: Luteinize Edici Hormon

: Lateral Hipotalamik Area

: Prolaktin

: mikroRNA

: Mezenkimal Kok Hiicre

: Medial Cekirdek

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Melanokortin Stimule edici hormon



MSS
MZ
OCT
oT
PCR
PeVN
PH
PRL
PVN
RNA
RT-gPCR
SASP
SCAl
SCN
Sox2
SP

SS
STH
TGFB
TOR
TSH
WNT

: Merkezi Sinir Sistemi

: Marijinal Zon

: Optimal Cutting Temperature Compound
: Oksitosin

: Polymerase Chain Reaction

. Periventrikiiler Cekirdek

: Posterior Hipofiz

: Prolaktin

: Paraventrikiiler Cekirdek

: Riboniikleik asit

: Quantitative Reverse Transcription PCR
: Senescence-associated secretory phenotype
: Spinocerebellar ataxia type 1

: Sodium Voltage-Gated Channel Alpha Subunit
: Sex determining region Y-box 2

: Side Population

: Somatostatin

: Somatotrofik hormon

: Transforming Growth Factor Beta

: Target of Rapamycin

: Tiroid Stimule edici hormon

: Wingless-related integration site



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3,

Sekil 4.4.

SEKILLER LISTESI

Sayfa no
miRNA biyogenezinin sematik goSterimi.........cooovvvrviiiiiiiiiniinieieeenn 7
Insan ve fare hipofiz bezinin sematik gOSterimi. ..........cocccovvvvevererennnne, 10
12X T271HK FIEXSIX GIP cuvveeiiiieiiiiieiiiiiesiiiesiie e siee et 17
CIP KONLTOICTST 1.ttt 18
BIOMArK HD ..o 18
GH salgilayan hiicreler yaglanma ile birlikte azalmaktadir. ................... 22
PRL salgilayan hiicreler yaslanma ile birlikte artmaktadir. .................... 24

Sox2 kok hiicrelerinin sayisinda erken yaslanma doneminde bir

farklilik gozlemlenmemektedir ..........coecvviiviiiiiiniiiic e 26
On hipofiz dokularinda miRNA ifade diizeyleri gosterilmektedir.......... 27

Xi



TABLOLAR LIiSTESI

Sayfa no
Tablo 3.1. Mikrofliiidik ‘Assay’ ve ‘Sample’ Kartgimi .........cccoeevenininnninnenenen, 19
Tablo 3.2. Real-time RT-PCR Termal DONGUSI .......cccvveeeieiiieiesieneseeeeeeeeen, 19

xii



1. GIRIS VE AMAC

Hipofizin yaslanmay1 diizenledigine dair ilk bulgular kirk yi1l Oncesine
dayanmaktadir (Everitt vd., 1983). Hipofizer fonksiyonlarin yaslanma iizerindeki
etkilerine dair ilk c¢alismalar, hipofizektomi islemi uygulanan ratlarda yasam
stiresinin uzadigin1 ve prolaktin (PRL) ve growth hormonunun (GH) yaslanmay1
tetikleyen faktorler arasinda bulundugunu gostermistir. Yaslanma her canlida
goriilen, tlim islevlerde azalma ve yavaglamaya neden olan evrimsel bir siirectir.
Insan biyolojik sivilarinda ve hayvan modellerinde gerceklestirilen cok sayida
calisma hormonlar ve yaslanma arasindaki iliskiyi ortaya koymustur. Yaslanma
tizerindeki etkilerine dair son yillarda 6ne ¢ikan molekiiller arasinda mikroRNA’lar
(miRNA) bulunmaktadir. miRNA’lar kodlamayan proteine doniistiiriilmeyen kiigiik
RNA molekiilleridir. 20-25 niikleotid uzunluga sahiptirler. miRNA’larin yaslanma
ile iligkisi iizerine yapilan c¢alismalarda, geng ve yash bireylerde miRNA ifade
diizeylerinin anlamh farklilik gdsterdigi ve miRNA’larin yaslanma ile birlikte ifade
diizeylerinin ¢ogunlukla diistigii goriilmektedir (Noren Hooten vd., 2010). miR-
21’in yiiz yasindaki bireylerde daha diisiik seviyede ifade olmasi ve miR-150 ve let-
7e’nin geng ve yasl bireyler i¢in biyolojik yaslart bakimindan ayirt edici faktor
olarak kullanilabilecegine dair bulgular ve bu iic molekiiliin kok hiicrelerin
diizenlenmesine iligkin rolleri g6z 6niine alinarak bu projede fare modeli kullanilarak
bahsi gegen miRNA’larin hipofizer yaslanmadaki rollerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Yaslanma ile birlikte kok hiicre sayisinin ve hipofizin rejeneratif
kapasitesinin azaldigi fare modelinde yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Fu &
Vankelecom, 2012). Hipofiz dokusunda Sox?2 ifade eden eriskin kok hiicre sayisinin
yaglanmaya bagli olarak azaldigini doku diizeyinde ilk kez gosteren Onceki

calismalarimizin 1s18inda (Kaya, 2019), bu tez ¢alismasinda geng ve yash farelerin



hipofizlerinde, rejeneratif kapasitelerini etkileyebilecek miRNA ifade diizeyleri
incelenmesine ek olarak, hipofizde yaslanmaya bagli meydana gelen somatotrop,
laktotrop ve Sox2 ifade eden kok hiicrelerdeki degisiklikler, geng ve erken yaslanma
evresindeki fare hipofizlerinin hiicrelerine ayristirilmasi vasitasiyla analiz edilmesi
hedeflenmistir. Insan biyolojik sivilarinda ve hayvan modellerinde yapilan
caligmalar, yaslanma ile birlikte miRNA ifade profillerinde degisiklikler meydana
geldigini ortaya koymustur. miRNA ifade diizeylerinde meydana gelen bu
degisikliklerin hipofizer yaslanmayla iliskili olabilecegine dair hipotezimiz 1s1ginda
gerceklestirilen bu calisma, hipofizer yaslanmaya mekanistik 151k tutulmasini

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yaslanma Nedir?

Yaslanma, zaman iginde, canli organizmalarda cesitli degisikliklere neden olan
karmagik bir siirectir. Arking (1999) yaslanma igin su tanimi Onermektedir;
“Genellikle iireme olgunlugunda kendilerini gostermeye baslayan ve sonunda
6liimle sonuclanan, zamandan bagimsiz kiimiiltatif, ilerleyici, i¢sel ve zararl islevsel
ve yapisal degisiklikler dizisi.”” Bu siireclerin nasil meydana geldigini agiklamaya
yardimci olmak igin birgok teori gelistirilmistir (Cannon, 2015). Yaslanma siireci
hem evrimsel hem mekanik perspektiften biyolojinin temel gizemlerinden biri
olmaya devam etmektedir. Bir organizmanin yetiskin yasami boyunca saglikli bir
islev gorebilmesi, hemeostatik mekanizmalara baghdir (Goodell & Rando, y.y.).
Yaslanma, bir organizmanin yapisinin ve fonksiyonunun, molekiiler ve hiicresel
modifikasyonlarin bir Omiir boyunca bireysel diizeyde cesitli etkilere sahip
olabilecegi bozulmay1 ifade etmektedir. Yaslanma, genetik ve gevresel faktorlerin
belirledigi ¢ok faktorlii bir siiregtir. Genotip, tiirler veya bireyler arasindaki yagam
stiresindeki degisimi belirler; bu varyasyon, yetiskin kok hiicre fonksiyonunu
tehlikeye atan molekiiler hatalarin birikme egiliminden, spesifik bir genetik

programdan daha ciddi bigimde etkilenmektedir (Rodriguez-Rodero vd., 2011).

Yaslanmada bircok genetik faktor rol oynar. Spesifik gen kombinasyonlar1 yasam
siiresini belirler. Ornegin IGF1R, PON1, APOC3 ve PI3K genlerindeki yaslanma ile
iligkili polimorfizmler ve IIS yoluyla uzun Omiirliiliigiin evrimsel olarak korunan
uzantisi, asir1 uzun Omiirle ilgili genetik faktorlerdir. Memelilerdeki IIS esdegeri,
viicut bliylimesini diizenleyen somatotropik eksenin bir pargasidir. Somatik

biiyiimeye, hipofiz tarafindan salinan biiyiime hormonu (GH) aracilik etmektedir.



Dolagimdaki GH, GH reseptoriinii (GHR) aktive eder; bu da hedef hiicrelerde IGF-1
reseptoriinii (IGF-1R) baglayan, hiicre bliylimesini ve hayatta kalmasini tetikleyen
IGF-1'in salgilanmasina yol agar. Plazma IGF-1 konsantrasyonlarinda bir azalma ile
iliskili spesifik polimorfizmler, Askenazi Yahudi’lerinde yiiz yasina kadar yasayan
bireylerde siklikla bulunmaktadir. Bu bulgular, GH ve IGF-1 sinyalinin
regiilasyonunun insan Omriinde bir rolii olduguna isaret etmektedir (Rodriguez-

Rodero vd., 2011).
2.2. Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicreler, kendini yenileyebilen, farklilagmamis fakat zamanla bulundugu doku
veya organa farklilagabilme yetenegi olan hiicrelerdir (Verfaillie vd., 2002). Uzun
siire boliinebilme, kendi kendini yenileyebilme, farklilasmamis olma, 6zellesmemis
hiicrelere doniisebilme ve c¢ogalabilme Ozelliklerine sahip hiicreler kok hiicreler
olarak siniflandirmaktadir (Verfaillie vd., 2002). K6k hiicrelerin viicutta yasam boyu
kaliciligi, onlart hiicre 6limi, yaslanma veya rejeneratif fonksiyon kaybina yol
acabilecek hiicresel hasarin birikmesine karsi 6zellikle duyarli hale getirmektedir.
Bircok dokudaki kok hiicrelerin yasla birlikte derin degisikliklere ugradigi, doku
hasarma kars1 yaniti, proliferatif aktivitelerin diizensizligi ve azalan fonksiyonel
kapasiteler sergiledigi bulunmustur. Bu degisiklikler, yasli organizmalarda hiicre
replasmaninin ve doku rejenerasyonun etkinliginin azalmasi ile sonu¢lanmaktadir

(Ohvd., 2014).
2.3. Kok Hiicre Tiirleri

Kok hiicreler genel anlamda embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler olmak
tizere ikiye ayrilmaktadirlar. Embriyodan, fetal dokulardan, kordan kani, kemik iligi,
beyin, deri, gdz, kalp, bobrek, gastrointestinal sistem, pankreas, karaciger, meme,
prostat, ve testis gibi dokulardan kok hiicre izole etmek miimkiindiir (Mimeault &
Batra, 2006). Somatik kok hiicre de denilen eriskin kok hiicrelerinin esas gorevleri,
bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini saglamaktir (Sagséz &

Ketani, 2008).

Gilinlimiizde rejeneratif tip uygulamalar1 i¢in embriyonik ve eriskin kok hiicreler
kullanilmaktadir. Erigkin kok hiicreler hem immunolojik agidan sorunsuzdur hem de

etik sorunlar olusturmadiklar1 i¢in siklikla tercih edilirler. Erigskin kok hiicreler,



farklilagsmis dokularda bulunan farklilasmamis hiicrelerdir. Her canlida bulunan bu
hiicreler kendilerini  yenileyebilir ve gerektiginde farkli hiicre tiirlerine
doniisebilmektedir. Eriskin kok hiicreleri; multipotent mezenkimal kok hiicre
Ozelliginde olup embriyonik kok hiicrelere gore gelisme kapasitesi daha azdir.
Onemli bir &zellikleri ise, dokuya 6zgii farklilasabilmeleri. Kas hiicresinin bazal
membraninin hemen altinda bulunan satellit hiicrelerini kas dokuya ait eriskin kok
hiicreler  olarak  tanimlamustir. Bu tanimlamalar eriskin kok hiicrelerin ilk
siniflandirmasi  olmustur. Bundan sonra 1960’11 yillarin sonunda calismalar hiz
kazanmig ve sirasiyla kemik iligi mezenkimal kok hiicreler (MKH); kordon
kaninda eriskin hematopoetik kok hiicreler ve noral kok hiicreler bulunmustur
(Cer¢i & Erdost, 2019). Uzmanlar eriskin kok hiicrelerinin embriyonik kok
hiicrelerinde oldugu gibi her ¢esit dokuya kaynaklik edebilecegi konusunda heniiz
goriis birligine varmig degildirler. Somatik kok hiicre de denilen eriskin kok
hiicrelerinin esas gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun

devamliligint saglamaktir (Sagsoz & Ketani, 2008).
2.4. miRNA

microRNA (miRNA) ilk olarak Caenorhabditis elegans'ta gozlendi ve en bol
bulunan kii¢clik RNA ¢esididir. Simdi hemen hemen tiim model organizmalarda tespit
edildi. Insanlarda yaklasik 2000 agiklamali miRNA geni vardir ve agiklamali toplam
mikro RNA lokus sayist 206 tiirde 24, 521 lokustur. Insan genomu, tahmin edilen
tim insan genlerinin %1-5'ini olusturan ¢ok sayida miRNA geninden olusur ve
memeli miRNA'lar1 tiim protein kodlayan genlerin yaklasik %30'unu diizenledigi
bilinmektedir. Ambros ve Ruvkun, 1993 yilinda miRNA'y1 ilk kesfeden kisilerdi.
Lin-4, Caenorhabditis elegans (C. elegans'ta) kesfedilen ilk miRNA'yd1 ve 2000
yilinda let-7 adinda ikinci bir miRNA kesfedildi. C.elegans, Drosophila
melanogaster ve insan genomlari miRNA kiigiik kodlayict olmayan RNA'lardir, tek
sarmalli RNA uzunluklar yaklasik 21-23 niikleotit olan molekiiller. miRNA 5'
ucunda bir iiridin bulunur ve haberci RNA'nin (mRNA) 3' u¢ c¢evrilmemis
bolgelerine kismen tamamlayicidir. miRNA Argonaute (AGO) protein kompleksini
bir tamamlayiciya alir hedef mRNA, mRNA'nin translasyon baskilanmasi veya
bozulmasi veya dedenilasyonu ile sonuglanir (Vishnoi & Rani, 2017). mikroRNA'lar

(miRNA'lar), mRNA bozulmasini arttirdig1 veya transkripsiyon sonrasi translasyonu



engelledigi bulunan, yiliksek oranda korunmus kiigiik kodlayici olmayan RNA'larin
bir grubudur (Bavelloni vd., 2017).

miRNA'lar, gen ekspresyonunu, transkripsiyonel baski veya mRNA bozunmasi
yoluyla transkripsiyon sonrasi kontrol eden kisa, kodlamayan RNA'larin bir sinifidir.
miRNA'larm, gelisimsel zamanlama ve konakgi-patojen etkilesimlerinin yani sira
hiicre farklilagmasi, proliferasyon, apoptoz ve tiimdrijenez de dahil olmak tizere
cesitli organizmalarda calisan diizenleyici mekanizmalarda 6nemli roller oynadigi
bilinmektedir. miRNA'larin bir alt kiimesi kodlayic1i olmayan RNA'lar,
transkripsiyonel sonrast hedef mRNA boliinmesini diizenlemek icin kabul ya da
baski altinda olan ~ 22-nt uzunlugunda, endojen baslatilan kisa RNA molekiilleridir.
Nematod, sinek ve memelilerde tiim genlerin yaklagik %]1'ini miRNA'larin
olusturdugu tahmin edilmektedir. miRNA'larin yarisindan fazlasi konakg¢i1 genlerinin
intronlarinda bulunur ve komsu protein kodlama dizileriyle birlikte eksprese edilir ve
bazilar1 ortak birincil transkriptlerden tiiretilebilir ve hatta ayni promotorleri
paylasabilir. Tek bir miRNA'nin birden fazla hedef mRNA'nin ekspresyonunu
kontrol edebildigi ve her mRNA'min birden fazla miRNA tarafindan
diizenlenebilecegi gosterilmistir. Daha uzun 3’ UTR'leri olan genlerin genellikle daha
yilksek miRNA baglama bolgeleri yogunluguna sahip oldugunu ve esas olarak
gelisimsel modiilasyonlarda yer aldigini, oysa daha kisa 3" UTR'leri olan genlerin
genellikle daha diisiik miRNA baglama bolgelerine sahip oldugunu ve egiliminde
oldugunu gosterdi. Bildigimiz gibi, biiyliyen bir miRNA govdesi gelisim ve dokuya
0zgl diizenleme mekanizmalar1 gosterir, ancak bilinen miRNA’larin 6nemli bir
kism1 evrensel olarak ¢esitli dokularda ve tiirlerde eksprese edilmektedir. Buna gore,
miRNA'larin biyogenezini (Sekil 2.1.) ve iglevlerini diizenlemek i¢in diizenleme

aglarmin var olabilecegi agiga ¢ikmistir (Cai vd., 2009).
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Sekil 2.1. miRNA biyogenezinin sematik gosterimi

Insandaki miRNA biyogenezi, niikleer ve sitoplazmik boliinme olay ile iki asamali
bir siireci takip etmektedir. Cekirdekte miRNA'lar, ya kendi promotorleri tarafindan
ya da konake1 genlerinin promotdrlerini paylasarak, pri-miRNA ad1 verilen uzun bir
transkript olarak kopyalanir. ki RNA polimeraz arasinda miRNA'nin ¢ogunlugu igin
RNA pol I ve RNA pol 111, RNA pol II'nin pri-miRNA transkripsiyonundan sorumlu
oldugu disiiniilmektedir. Pri-miRNA, pol III transkripsiyonunu sonlandiran {iiridin

kalintilar1  dizileri igermektedir. Transkripsiyon i¢in genellikle pol Il tercih



edilmektedir. pri-miRNA'nin istisnast olmasina ragmen, miR-142'nin transkripsiyonu
RNA pol III tarafindan gergeklesmektedir. Yukarida belirtilen 6zelliklere ek olarak,
transkripsiyonel baslangic bolgeleri genlerden ¢ok uzakta bulunur ve promotorler,
RNA pol II'nin tipik 06zelliklerini igermektedir. miRNA'nin transkripsiyonel
reglilasyonu bazen miRNA'nin pozitif veya negatif regiilasyonu kendi
ekspresyonlarini agagi regiile ettigi veya c¢ogalttigr geri besleme dongiisiinii takip
eder. Intronlarda bulunan miRNA'lar, mirtronlar olarak bilinir. Mirtron varli
Drosophila, C. elegans, omurgalilar ve bitkilerde yaygidir. Oncelikle mirtronlar igin
olan transkripsiyon, konak¢1 genden bagimsiz olarak gerceklesmektedir (Vishnoi &
Rani, 2017).

Pri-miRNA'nin ntikleer boliinmesi, Drosha RNase III endoniikleaz tarafindan
gerceklestirilir. Drosha RNase III endoniikleaz, birincil gévde dongiisiiniin tabanina
yakin bolgelerde gévdenin her iki sarmalin1 da keser ve ~60—70 nt uzunlugunda kok
dongii ara maddesini serbest birakir, miRNA Onclisii veya pre-miRNA olarak
adlandirilir. Sadece bu, pri-miRNA, esnek bir terminal dongiisiine (>10 bp) ve 5'
fosfata ve ~2 nt 3' tek sarmalli RNA ¢ikintilarina sahip fonksiyonel miRNA'ya
olgunlasir. RNase III endoniikleaz Drosha ve ¢ift sarmalli RNA baglayict protein
DiGeorge sendromu kritik bolge geni 8 (DGCRS8) araciligiyla pasha olarak da bilinir
. PremiRNA, 5’ fosfat ve 3’ 2 niikleotid ¢ikintisi ile kademeli bir kesime sahiptir.
Mirtronlar istisnadir ve oncii eklemeyi serbest birakan Drosha yolunu atlar. Bu
premiRNA, exportin-5 ve Ran-GTP’nin etkilesimi yoluyla sitoplazmaya tasinir
(Vishnoi & Rani, 2017).

Sitoplazmada pre-miRNA olgunlasmasi ayrica RNase III endoniikleaz Dicer
tarafindan gerceklestirilir. Tabandan yaklasik olarak iki sarmal doniiste 5° fosfat ve
3’ cikintiyr tanir ve ¢ift ipligi keser. Boliinme, ilmek yapisini ayirir ve kusurlu ¢ift
sarmal, miRNA:miRNA* kompleksi olarak bilinir. miRNA, olgun bir miRNA iken
mMiRNA*, miRNA’nin karsit koludur, bu kompleks ve miRNA*, miRNA’nin
klonlanmasiyla ortaya ciktigr gibi kisa Omiirliidiir. Dicer, sarmal, bir PAZ alani, cift
sarmalli RNA baglama alan1 ve bir RNAIII alan1 varlig: ile karakterize edilir. PAZ
alant 3’ bolgesini tanir ve tiim prosediir sadece miRNA kompleksi Dicer’a

yiiklendiginde gergeklesmektedir (Vishnoi & Rani, 2017).



2.5. Hipofiz Bezi

Beyin tabaninda, hipotalamusun altinda bulunan 0,5 gram agirliginda endokrin bir
bezdir. Gorevi hormon iiretip, salgilayarak hemeostasiyi diizenlemek. Bunu
hipotalamusun uyarimlari ile i¢ salg1 bezlerini denetleyerek yapmaktadir. On, orta ve
arka olmak iizere ii¢ pargcadan olusmaktadir. On lopta epitel doku, arka lop sinir
hiicrelerinden olugmus ara lop ise bircok canlidan bulunmakla birlikte yetiskin
insanlarda korelmis haldedir. Hipofizin her ii¢ lobu da hipotalamus ile baghdir ve

hipotalamusun kontroliindedir (Vankelecom & Chen, 2014).

Hipotalamik-hipofizer sistem vaskiiler bir ag ile ¢evrilidir. Bu ag sayesinde
hipotalamus ile hipofiz anlik iletisim kurabilmektedir. Hipotalamus, hipofizer
hormonlarin salgisin1  kontrol eden o6zellesmis hiicre gruplart icermektedir.
Parventrikiiler ¢ekirdek (PVN), Arkuat c¢ekirdek (ARC), Medial ¢ekirdek (MN),
Suprakizmatik ¢ekirdek (SCN), Periventrikiiler ¢ekirdek (PeVN) ve Lateral
Hipotalamik Area (LHA) isimli hiicre gruplart enerji dengesi, yeme davraniginin
diizenlenmesi ve noéroendokrin fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi G6nemli

fonksiyonlarin gerceklesmesinde yardimei olmaktadir.

Magnoseliiler ndronlar ve parviseliiler ndronar, hipotalamusun endokrin ve sinir
sistemi arasinda koprii olusturan hiicre gruplaridir. On hipofizden hormon salimini
kontrol eden parviseliiler hiicreler, Tritopin Salgilatict Hormon (TRH) ve Kortikopin
Salgilatict Hormon (CRH) salgilayanlar PVN c¢ekirdekte, Somastotasin (SS)
salgilayanlar PeVN’de, Growth Hormone Salgilatict Hormon (GHRH) ve Dopamin
(DA) salgilayanlar ARC c¢ekirdekte, Gonadotropin Salgilatict hormon ise LHA
cekirdekte bulunmaktadir. Arka hipofizde depo edilen magnoseliiler hiicreler ise
Oksitosin  (OT) ve Arjinovasporesini (AVP) hiicrelerinin  salgilanmasini
saglamaktadir (Szarek vd., 2010).

Adrenokortikotropik hormon (ACTH), tiroid uyarict hormon (TSH), biiylime
hormonu (STH), prolaktin (PRL), esey hormonlar1 (gonadotropinler), luteinlestirici
hormon (LH) ve folikiil uyarici hormon (FSH) hipofizin 6n lobunda sentezlenen ve
salgilanan hormonlardir (Vankelecom & Chen, 2014).  Hipofiz tarafindan
hormonlarin sentezi ve salgilanmasi, hipotalamustan gelen uyarici ve engelleyici

faktorler ve hedef bezlerden gelen geri bildirim habercileri dahil olmak iizere



merkezi ve gevresel sinyaller tarafindan diizenlenir (Nys & Vankelecom, 2021).
Hipofiz fonksiyon bozuklugu ve hatalik organizmanin biyolojisini gii¢lii bir sekilde
etkiler. Fiziksel hasar, tiimor gelisimi ve yaslanma hipofiz islevselligini olumsuz
etkilemektedir. Hormon hiicrelerinin {istlinde hipofiz, bir kok hiicre popiilasyonu
icermektedir. Bu kok hiicrelerin fizyolojik rolleri heniiz bilinmemektedir aym
zamanda bu kok hiicrelerin piyitif hastalia dahil olup olmadigi ve kusurlu

islevselligin geri kazanilmasi belirsizligini korumaktadir (Nys & Vankelecom, 2021).

insan hipofiz bezi Fare hipofiz bezi

/

Hipofiz hastaliklar

Fiziksel Hasar

. o

Yaslanma

Konjenital

Sekil 2.2. insan ve fare hipofiz bezinin sematik gdsterimi. Insan hipofizi anterior hipofiz ve
posterior hipofiz olmak tizer iki bolgeden olugmaktadir. Fare hipofizi ise anterior hipofiz,
posterior hipofiz ve intermedier lob bolgelerinden olusmaktadir. Ayrica Marjnal zon, kok
hiicrelerin yogun olarak bulundugu bir bdlge de icermektedir Yaslanma, fiziksel hasar,
tiimor ve konjenital sorunlar nedeniyle olusan hipofiz hastaliklar1 sematize edilmistir.
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Hipofiz, GH iiretiminin azalmis hipotalamik stimiilasyonunun somatopozda gozlenen
biliylime hormonu diisiisiinde rol oynadigina dair gostergeler vardir ancak, azalmis
islevsellik ile hipofiz yaslanmasmin bir rol oynaylp oynamadigi heniiz
bilinmemektedir (Nys & Vankelecom, 2021). Gonadotroplar ayrica yaslanma ile
iliskili degisiklikler gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda erkek sigcan hipofizinde,
hiicrelerdeki biiylik vezikiillerden kiiclik vezikiillere dogru fenotipik bir kayma ve
ganadotrop hiicre sayisinin ve boyutunun azaldigi bulunmustur. FSH ve LH
seviyeleri erkek sicanlarda yaslanma ile beraber azalirken, disi sicanlarda sabit kalir
hatta yiikselebilmektedir. Farelerde ve insanlarda GH’daki hiicre sayis1 yaglanma ile
birlikte azalmaktadir (Laporte vd., 2021). GH seviyesindeki diislisiin homozigot GH
reseptorli nakavt farelerde daha uzun yagam omrii goriilmesi, bunun aksine GH asir1
ekspresyonun yasam siiresini onemli Olgiice kisaltmasi nedeniyle yasam siiresinin
altinda yatan ana neden oldugu diisiiniilmektedir. Azalan GH, karaciger tarafindan
tiretilen IGF1 diizeylerin diismesine neden olur. GH/IGF ekseni, artan yasam siiresi
ile giderek daha fazla iligkilendiren kalori kisitlamasi tarafindan da diismektedir.
Hipofiz GH iiretimi azalmig hipotalamik stimiilasyonun, somatotroplarda gozlenen
GH diisiisiinde rol oynadigina dair gostergeler vardir. Ancak azalmis islevsellik ile
hipofiz yaslanmasimin bir rolii olup olmadigi heniiz bilinmemektedir (Nys &

Vankelecom, 2021).

Hipofizde salgilanan, kok hiicre benzeri 6zellikler gosteren, Side Population (SP)
adinda bir hiicre popiilasyonu oldugu bilinmektedir. Bu hiicrelerin kok hiicreler ile
olan benzer ozelligi, toksik maddelerin hiicreden atilmasini saglayan ABC
transporter molekiillerin ifade edildigi ve yiiksek aktiviteye sahip olmasidir. SP’nin
biyokimyasal analizi sonucunda kok hiicreler ile ilgili birkag belirtecin (scal, Nanog,
Oct-4, CD133) ve kendini yenilemenin molekiiler efektorlerinin asir1 ekspresyon
gostermesi bulunmustur. Ayrica SP hiicreleri yapismayan kiireler seklinde klonal
olarak bliyiiyebilmektedir, bu 6zellik sayesinde seri gecislerden sonra tutuldugunda
kendini yenileme aktivitesi olarak kabul edilir ve ¢oklu dokularin kok/proginetor

hiicreleri olarak paylasilmaktadir (Florio, 2011).
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2.6. Hipofizer Eriskin Kok Hiicreler

Hipofiz tiimorii olusumu ile kok hiicreler arasindaki baglanti heniiz netlik
kazanmamustir. Yerlesik hipofiz (sox2) kok hiicreleri, bezlerinde tiimor olusumu
sirasinda aktive olmus gibi goriinlir ancak dogrudan tiimoére yol ag¢mazlar
(Vankelecom & Chen, 2014). Son 15 yilda, hipofiz bezinin yerlesik bir kok hiicre
bdlmesi barindirdigina dair kanitlar birikmistir. Hipofiz kdk hiicrelerinden biiyiiyen
ve kok hiicre fenotipi ve aktivasyon durumunu oOzetleyen organoidler olarak
adlandirilan yeni ve gii¢lii bir in vitro arastirma modeli bulunmaktadir. Marjinal
bolge (MZ) embriyonik olarak gelisen hipofizin projenitdr hiicrelerini barindirir.
Sox2 topografyast dogumdaki hiicreler, MZ'de ¢ok hiicreli katmanlar gosterir,
Ozellikle 6n ve orta lobun (kamalar olarak adlandirilir) birlesme bdolgesinde
belirgindir, burada Sox2 + kok hiicrelerinin "akimlar1" gelismekte olan AP'ye dogru
hareket eder. Ayrica, kok hiicre bolmesi, ¢ogalan Sox2 + hiicrelerinin daha biiyiik bir
oranini igeren daha yiiksek bir aktivasyon durumu gosterir. Kok hiicrelerin canli yeni
dogan biiyiime evresinde kilit oyuncular olup olmadigr ve yaslilikta hipofiz
fonksiyonundaki diisiislin azalmis kok hiicre zindeligi ile iliskili olup olmadig1 gibi
bir¢ok soru ¢oziilmemistir. Ayrica, hipofiz plastisitesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar, Ozellikle kok hiicre baglantili olanlar, hala biiyiikk o6lciide
bilinmemektedir. Hipofiz kok hiicrelerinin bezin yaslanma fenotipine dahil oldugu
diizenli olarak varsayilmis olsa da, bu varsayim su anda yalnizca ¢ok az
desteklenmektedir. Hipofiz kok hiicrelerini kapsadigi bilinen folekiilstelat (FS)
hiicrelerinin sayis1 yash si¢anlarda azalir (geng si¢anlarda referans alan basina 4,5
hiicreden yash siganlarda 1,5'e diismektedir). Ancak insan hipofizinde FS hiicre
sayisinin genisledigi bulunmustur. ilging bir sekilde, hipofizin onarici kapasitesi de
yaslanmayla birlikte olduk¢a hizli bir sekilde azalmaktadir. Birlikte ele alindiginda,
yaglanma sirasinda hipofizin hiicre yapisinda ve hormonal ¢iktisinda cesitli
degisiklikler meydana gelir, ancak su anda, yaslanmanin yerel kok hiicreler
tizerindeki etkisi ve bu degisikliklere katilimi hakkinda neredeyse hicbir sey
bilinmemektedir (Laporte vd., 2021).

12



2.6.1. Hipofizer Eriskin Kok Hiicreler ve Yaslanma

Hipofiz ve hormonal faktorlerin yaslanma siirecini etkiledigi, genetik fare
modellerinden anlasilmaktadir. Yaslanmis hiicrelerde, geri doniisii olmayacak bir
sekilde hiicre dongiisiiniin durmasi, interlokin-6 (11-6) gibi inflamatuar sitokinler ve
‘yaslanma ile iligkili salgi fenotipi’ (SASP) faktorlerin salgilanmasi ile karakterize
edilir. ilging bir sekilde hipofizin onarici kapasitesi de yaslanma ile birlikte hizl1 bir
sekilde azalir. Dokularin hemeostatik ve rejenereterif kapasitesi de yaslanma ile
birlikte azalir ve doku kok hiicrelerin, organlarin fiziksel ve fonksiyonel diisiisline
katkida bulunabilecek bir yaglanma siiresine girdigine dair giderek daha fazla kanit

bulunmaktadir (Nys & Vankelecom, 2021).

Kok hiicre yaglanmast hem yerel hem de sistemik diizeyde kok hiicre islevi ve
diizenlenmesinde dejeneratif degisikliklerden kaynaklanabilir. Hipofizde kok hiicre
yaglanmasinin meydana gelip gelmedigi net degildir. Yapilan bir ¢alismada,
hipofizin yenilenme kapasitesinin yagh farelerde kayboldugu kesfedildi ve bunun
nedeni olarak da hipofizer kok hiicre yaslanmasi isaret edildi. Bagka bir ¢calismada ise
kas gibi dokularda kok hiicre yaslanma da igsel islevlerini korudugu ancak mikro
cevre tarafindan baski altina alindigi boylece mikro c¢evre geng¢ bir ortam ile

degistirildiginde genglesme gosterdigi bulunmustur (Nys & Vankelecom, 2021).

Hipofiz kok hiicrelerin bezin yaslanma fenotipine dahil oldugu varsayilmis olsa da
bu varsayim su anda ¢ok az desteklenmektedir. Kok hiicrelerini kapsadigi bilinen FS
hiicrelerinin sayisi yasli siganlarda zamanla azalmaktadir. Bununla beraber insan
hipofizinde, FS hiicre sayisinin genisledigi bulundu. Birlikte ele alindiginda
yaglanma sirasinda hipofizin hiicre yapisinda ve hormonsal ¢iktisinda cesitli
degisiklikler meydana gelir, ancak su anda yaslanmanm yerel kok hiicreler
tizerindeki etkisi ve bu degisikliklere katilimi hakkinda neredeyse hicbir sey
bilinmemektedir. Bildiklerimiz dahilinde olanlar, diger bir¢ok dokudaki kok
hiicrelerde oldugu gibi sayilarinin, aktivitelerinin ve uygunluklarinin zamanla

azalmasidir (Laporte vd., 2021).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Biomark HD (Fluidigm)

Invert Mikroskop (Leica)

Sitospin santrifiijii (Thermo)

Pipet Tabancasi (Thermo)

DNA RNA Calisma Kabini (Biosan)

Vorteks (Heidolph)

Mikrofiij (Thermo)

Mikropipet (Gilson)

-80°C Sogutucu (Binder)

-20°C Sogutucu (Vestel)

4°C Sogutucu (Samsung)

Timer (Isolab)

3.1.2. Sarf Malzemeler

Goat anti-human Sox2 (R&D Systems, AF2018)
Cy™3 AffiniPure Donkey Anti-Goat (Jackson Immuno Research, 705-165-003)
Rabbit anti-rat GH (Dr A. F. Parlow)

Rabbit anti-rat PRL (Dr A. F. Parlow)



Donkey Serum (Sigma, D9663)

DAPI (sigma)

Mm_miR-21 miScript Primer Assay (Qiagen)
Mm_miR-150 miScript Primer Assay (Qiagen)
Mm_let-7e miScript Primer Assay (Qiagen)
SNORD96A 11 miScript Primer Assay (Qiagen, NR_002592)
RNUG6-2_11 miScript Primer Assay (Qaigen, NR_125730)
RNA Later (Qiagen)

miRVANA PARIS RNA Purification Kit (Thermo)
miScript Microfluidics PreAMP Kit (Qiagen)
miScript Il RT Kiti (Qiagen)

Saponin (Sigma)

Mikrofiij Tiipler (Axygen)

10 -200ul Filtreli Pipet Uglar1 (Axygen)

1000u1 Filtreli Pipet Uglar1 (Vertex)

10 - 1000u1 Filtresiz Pipet Uglar1 (Greiner)

Lam, Lamel (Thermo)

Pap Pen (Abcam)

Alkol (Tekel)

Distile Su (Millipore)

Tiip Stand1 (Isolab)

3.2. Yontem

3.2.1. Fare Hipofiz Orneklerinin Toplanmasi

Bu projede daha once etik kurul izinleri alinmis iki ayr1 ¢alisma i¢in kullanilan
hayvanlarin  6lii dokular1 kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda daha Onceki

caligmalarda sakrifiye edilen hayvanlarin 6lii dokular1 kullanilmis olup hayvan
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sakrifiye edilmemistir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar, 13.12.2017 tarihli, karar
no:17/127, “Yaslanmaya bagli degisikliklerin hipofiz dokusunda rejenerasyon ve
miRNA ifade diizeyleri bakimindan arastirilmasi” bashikli proje ve 15.01.2014
tarihli, karar no: 14 / 003, “Travmatik Beyin Hasarl1 Fare Modellerinde Hipotalamik-
Hipofizer Aksin Incelenmesi” baslikli proje icin kullamlmis olan farelerin 6lii
dokularimin bu tez caligmasi i¢in kullanilmasinin uygunlugunda dair alinan
08.09.2021 tarihli etik kurul onay1 ile gerceklestirilmistir. Mevcut 6lii dokular igin
ornek sayisi 3 ile 10 arasinda degismektedir. Calismada erkek BALB/c farelerin
dokular1 kullanilmistir ve fareler 2 aylik, 4 aylik, 6 aylik ve 16 aylik olarak

gruplanmaistir.
3.2.2. Hiicre Diizeyinde Immiinflorasan Boyamalar ve Goriintiileme

Daha once hiicrelerine ayristrilmis hipofiz preparatlari kullanilmistir. Hiicrelere
ayristirmak i¢in hipofiz posterior lobdan ¢ikartildiktan sonra 6n hipofiz dokusunun
hiicrelere ayristirilmasi i¢in Oncelikle %2,5’lik tripsin soliisyonunda 37°C’de 15
dakika inkiibe edilmistir (Denef et al., 1989). Ardindan DNase enzimi ile bir dakika
bekletilmistir ve hipofizlerin tiipiin dibine ¢cokmesi saglanarak supernatant atilmistir.
On hipofiz dokusuna tripsin inhibitorii eklenerek 37°C’de 15 dakika muamele
edilmistir. Siipernatantin uzaklastirilmasindan sonra hipofizler modifiye edilmis
hipofize 6zgli medyalarla 6nce 5 dakika sonra 15 dakika 37°C’de bekletilmistir.
Inkiibasyon siiresinin dolmasmna miiteakip hipofiz hiicrelere ayristirilmistir.
Ayrnstirtlmis hipofiz hiicrelerinden preparat hazirlanmasi igin sitospin santrifiijii

kullanilmistir.

Hazir hipofizer preparatlarnin immunfloresan tayini icin, 2 aylik ve 6 aylik farelere
ait ayristirilmig hiicreler Rabbit anti-rat GH (Dr A. F. Parlow), Rabbit anti-rat PRL
(Dr A. F. Parlow), Sox2 (R&D Systems, AF2018) antikorlar1 kullanilarak
boyanmistir. Hipofizer hiicreler ii¢c kez 10 dakika % 0,125’lik saponin ¢ozeltisinde
yikandiktan sonra, sekonder antikor ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan bir kez % 0,125’1ik saponin ile, li¢ kez PBS ile yikandiktan sonra DAPI
mounting medium eklenerek mikroskop analizi i¢in hazir hale gelmistir.
Goriintiilemek i¢in Leice DMI4000 floresan mikroskobu kullanilmistir. Elde edilen

goriintiiler Image J programinda cell counter plug-in kullanilarak sayilmistir.
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3.2.3. Real-Time Quantitatif PCR (RT-gPCR)

4 aylik ve 16 aylik fare 6n hipofizinden elde edilmis total RNA 6rnekleri kullanilarak
cDNA sentezi yapilmistir. Bunun i¢in miScript II RT kiti (Qiagen) kullanilarak
iretici talimatlara gére RNA 6rneklerine 5X miScript HiSpec Buffer, 10x Nucleics
Mix, RNase-free water ve miScript reverse transcriptase karisimi eklenmistir.
Hazirlanan reaksiyon 37°C’de 60 dakika ve 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve 10ul

hacmindeki soliisyon 40ul RNaz-free su ile seyreltilmistir.

Gen¢ ve yash hipofiz dokularinin let-7e, miR-21 ve miR-150 miRNA (Primer
Assays, Qiagen) ifade diizeyleri tespit edilmesi i¢in mikrofluidik tabanli Real-time
RT-PCR yontemi (Fluidigm Biomark) kullanilmistir. 12x12 olarak organize edilmis

FlexSix ciplerine drneklerin ve ilgili miRNA primer assay’lerinin yiiklenmistir.

Sekil 3.1. 12x12’lik FlexSix ¢ip

Mikrofluidik PCR kit komponentleri ve ¢ip i¢in 6zel sarf malzemeleri bu ¢ipin
“assay” yani deney kismina yiiklenirken “sample” yani 6rnek kismina yiiklenmistir.
Yiiklenen soliisyonlarin ¢ip igerisine dagitilmasit sekil 3.2 ‘de gdsterilen ¢ip
kontrolciisii icerisindeki yazilim ile yapilmistir. Yaklasik 1,5 saat siiren bu islemin

ardindan, ¢ip Biomark HD sistemine yiiklenecektir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.2. Cip kontrolciisii

Sekil 3.3. Biomark HD
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Tablo 3.1. Mikrofliiidik ‘Assay’ ve ‘Sample’ Karigimi

Mikrofluidik "Assay" Karisimi

Mikrofluidik Universal Primer 165 ul
2X Assay Loading Reagent 30 ul
Rnaz-free su 165 ul
Total 660 ul
Mikrofluidik "Sample" Karisim

Mikrofluidik Master Miks 330 ul
20X DNA Binding Dye 33 ul
Rnaz-free su 77 ul
Total 440 ul

Real-time RT-PCR termal donglisiic mikrofluidik sistem i¢in Tablo 3.2.°de

gosterildigi gibi ayarlanmistir.

Tablo 3. 2. Real-time RT-PCR Termal Dongiisii

Basamak Zaman Sicaklik Dongii Sayisi
120 saniye 50 °C 1
Termal karisim 1800 saniye 70 °C 1
600 saniye 25 °C 1
Aktivasyon 600 saniye 95 °C 1
15 saniye 94 °C
3 asamah dongii 30 saniye 55 °C 40
30 saniye 70 °C
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Biomark HD cihazindan elde edilen olan ham veriler, GraphPad Prism 9.3.1
programi kullanilarak Two-way ANOVA testi analiz edilmistir. Normalizasyon i¢in

SNORD96A ve RNUG6-2 kullanilmigtir.

ACq degerlerinin hesaplanmasi i¢cin ACq = CqmiRNA - Cqreferans formiilii
kullanilmistir. Katsayr degisimi (fold change) AACq yontemi ile i¢in 2- (ACqyash —
ACqgeng) formiilii kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.4. istatisiksel Analiz

Graphpad Prism 9.3.1 kullanilarak yapilan analizlerde GH, PRL ve Sox2 hiicre
sayist 2 aylik ve 6 aylik farelerde Student’s t-test ile karsilagtirilmistir (p < 0,05). 4
aylik ve 16 aylik farelerde gen ifade diizeylerinin Two-way ANOVA post-test Tukey
ile yapilmistir (p < 0,05).
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4. BULGULAR
4.1. 2 Aylik ve 6 Aylik Farelerde Somatotrop ve Laktotroplarin

Karsilastirilmasi

Hiicrelerine ayristirilmis 2 aylik ve 6 aylik farelerin 6n hipofizi incelendiginde, GH
salgilayan somatotrop hiicrelerinin sayisinda azalma gozlemlenirken, PRL salgilayan

laktotrop hiicrelerinin sayisinin arttig1 gézlemlenmistir.

2 aylik (n=4), 6 aylik (n=7) farelerin hiicrelerine ayristirilmis hipofiz dokusunda
somatotrop hiicrelerinin temsili goriintiileri Sekil 4. 1°de gosterilmektedir. Her bir

zaman dilimi igin 5 farkli teknik replikat kullanilmistir.

A)




B)
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Sekil 4.1. GH salgilayan hiicreler yaslanma ile birlikte azalmaktadir. Somatotroplarin 2 aylik
ve 6 aylik hiicrelerine ayrigtirilmis fare hipofizinde temsili goriintiileri A) 2 aylik (n=4), B) 6
aylik (n=7) fare hipofizinde C) hiicre sayilar karsilagtirilmigtir (Student’s t test, *p=0,0147).
Veriler ortalama + sem olarak grafikte gosterilmektedir. Olgii belirteci 50 mikronu
gostermektedir.

2 aylik (n=7), 6 aylik (n=10) farelerin hiicrelerine ayristirilmis hipofiz dokusunda

laktotrop hiicrelerinin temsili goriintiileri Sekil 4.2.”de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. PRL salgilayan hiicreler yaslanma ile birlikte artmaktadir. Laktotroplarin A) 2
aylik (n=7) ve B) 6 aylik (n=10) hiicrelerine ayristirilmig fare hipofizinde temsili
goriintiileri ve C) hiicre sayilarmin karsilagtirilmast (Student’s t test, ****p < 0,0001).
Veriler ortalama + sem olarak grafikte gosterilmektedir. Olgii belirteci 50 mikronu
gostermektedir.

4.2. 2 Aylik ve 6 Aylik Farelerde Sox2 ifade Eden Kok Hiicrelerin

Karsilastirilmasi

Hiicrelerine ayristirilmis 2 aylik ve 6 aylik farelerin 6n hipofizi incelendiginde, Sox2

ifade eden kok hiicrelerin sayisinda bir farklilik gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.3. Sox2 kok hiicrelerinin sayisinda erken yaslanma doneminde bir farklilik
gozlemlenmemektedir. Kok hiicrelerin A) 2 aylik (n=4) ve B) 6 aylik (n=6) fare hipofizinde
temsili goriintiisic ve C) hiicre sayilarmin karsilastirilmasi (Student’s t test, p= 0,3661)
Veriler ortalama + sem olarak grafikte gosterilmektedir. Olgii belirteci 50 mikronu
gostermektedir.

4.3. Geng ve Yash Fare On Hipofizlerinde miRNA Ifade Diizeyleri

Geng (n=3) ve yasl farelerde (n=3) miR-21-5p, miR-150-5p ve let-7e miRNA ifade
diizeyleri 6n hipofiz dokularinda RT-gPCR ile Olgiilmiistiir. Geng 6n hipofiz
ornekleri icin 4 aylik fareler kullanilirken, yash anterior hipofiz érnekleri i¢in 16
aylik fareler kullanilmistir. Normalizasyon SNORD96A ve RNUG6-2 genleri ile
yapilmustir. Her biri ti¢ farkli bagimsiz 6rnekten elde edilen veriler sonucunda, miR-
21 ve miR-150-5p ifade diizeylerinde anlamli bir fark gozlemlenmezken, yash
farelerde let-7e ifade diizeyinin geng¢ farelerle karsilastirildiginda azaldigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.4. On hipofiz dokularinda miRNA ifade diizeyleri gosterilmektedir. Geng farelerde
(n=3) ve yash farelerde (n=3) miR-21-5p (p=0,2908) miR-150-5p (p=0,7731), let-7e
(p=0,0292) miRNA ifade diizeyi relatif olarak RT-qPCR ile dl¢iilmiistiir. Geng 6n hipofiz
ornekleri i¢in 4 aylik fareler kullanilirken, yash anterior hipofiz ornekleri i¢in 16 aylik
fareler kullanilmistir. Normalizasyon SNORD96A ve RNU6-2 genleri ile yapilmistir. Her
biri li¢ farkli bagimsiz Ornekten elde edilen veriler ortalama + sem olarak grafikte
gosterilmektedir. (Two-way ANOVA, *p< 0,05).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada erken yaslanma doneminde (2 aylik ve 6 aylik) olan farelerin
somatotrop ve laktotrop hiicreleri karsilastirilmis ve somatotrop hiicrelerinin
sayisinda azalma gozlemlenirken laktotrop hiicre sayisinda artis gozlemlenmistir.
Sox?2 ifade eden eriskin kok hiicre sayisinda erken yaslanma doneminde bir farklilik
tespit edilmemistir. On hipofiz bezinde baslica growth hormon (GH), prolaktin
(PRL), adrenakortikotrop hormon (ACTH), follikiil stimulan hormon (FSH),
luteinizan hormon (LH) ve tiroid stimulan hormon (TSH) iiretilip salgilanmaktadir.
Tiim bu hormonlarin tiretimi ve salgilanmasi hipotalamustan, hipotalamo-hipofizer
portal sistem araciliyla on hipofize ulasan salgilatici ve/veya baskilayici diger
hormonlarin kontrolii altinda olmaktadir (Emral, 2014). Hipofiz, sella turcica'da
hipotalamusun altinda yer alan kiigiikk bir bezdir. Kortikotroplar, tirotroplar,
gonadotroplar, somatotroplar ve laktotroplar dahil olmak iizere bes ana hiicre tipi
aracilifiyla hipotalamus ve periferik hedef organlar arasinda bir rol gérevi goren
“ana” endokrin organdir. Somatotroplar spesifik olarak biiylime hormonu (GH) tiretir
ve hiicre popiilasyonunun yaklasik %50'sini olusturan 6n hipofizin ana hiicre tipini
olusturmaktadir (H. Zhang vd., 2018).

Hipofizer fonksiyonlarin yaglanma iizerinde etkilerine dair ilk c¢alismalar,
hipofizektomi islemi uygulanan ratlarda yasam siiresinin uzadiini gostermistir
(Everitt vd., 1983; Powers vd., 2006) Bu c¢alismalar, Prolaktin ve Growth
hormon ailesinin yaslanmay1 tetikleyici etkileri bulundugunu gostermistir. Insan
biyolojik sivilarinda ve hayvan modellerinde gerceklestirilen cok sayida ¢alisma
hormonlar ve yaslanma arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (Caglar vd., 2015;
Chesnokova & Melmed, 2022; Console vd., 1993; Noren Hooten vd., 2010;
Veldhuis, 2013). Ancak bu ¢alismalarda GH ve PRL diizeyleri serumda veya doku



orneklerinde immunohistokimyasal analizlerle gosterilmistir. GH salgilayan
hipofizer hiicrelerin, yani somatotroplarin yaslanma ile birlikte sayica azaldigina dair
doku kesitleri kullanilarak yapilan gézlemler mevcut iken, bu calismalar hipofizer
yaslanmay1 hiicre diizeyinde, hipofizi hiicrelere ayristirarak analiz etmemistir
(Laporte vd., 2021). Bu tez galismasinda, hipofizer yaslanma ilk kez hipofizin
hiicrelerine ayristirilarak incelenmis ve somatotrop sayisinda erken yasglanma
doneminde azalma oldugu tespit edilmistir. insanlarda biiyiime hormonu seviyeleri
yagsla birlikte azalmaktadir. Somatopoz yaslanmaya bagli endokrin degisikliklerin en
basinda gelmektedir. Somatopoz, kas kiitlesi, kemik yogunlugu ve deri kalinligindaki
azalmalar gibi yaslanma ile iliskili gesitli durumlarla baglantilidir. Somatotropik
sinyal yolagi yaslanma ve yasam uzunlugu ile iliskili hayvan modelleri be insanlar
tizerinde yapilan caligsmalarda son yirmi yildir 6ne ¢ikmaktadir. Ames dwarf (ciice)
fare modeli, 6n hipofiz dokusunun farklilasmasinda rol alan transkripsiyon faktori
PIT-1°de meydana gelen bir mutasyondan dolayi, bu fare modelinin normal farelere
gore licte bir oraninda daha kiiciik olmasina neden oldugu gézlemlenmistir. Ames
dwarf farelere dair en 6nemli gézlemlerden biri viicutlarinin kiigiikliigiiniin aksine,
yasam uzunluklarmmin normal farelerinin iki kati oldugunun tespit edilmesidir
(Brown-Borg vd., 1996). Bu fareler somatotrop, laktotrop ve tirotrop hiicrelerine
sahip degillerdir dolayisiyla dolasimda GH, PRL ve TSH hormonlar
bulunmamaktadir. Bu {ii¢ hormonun eksikligine ragmen, yasam uzunlugunu
diizenleyen primer faktoriin GH eksikligi oldugu gosterilmistir. Benzer bir dwarf fare
modelinde yapilan ¢alismada, PRL takviyesinin yasam uzunlugu {izerinde herhangi

bir etkisi olmadigi gézlemlenmistir (Flurkey vd., 2001).

Farkli yaslardaki erkek ve disi siganlarda laktotrop hiicre popiilasyonunun yani sira
prolaktin (PRL) salgisinin kantitatif immiinohistokimyasal degerlendirmesini
yapildig1 bir ¢calismada, geng (3 aylik) ve yash (20 aylik ve 29 aylik) erkek ve disi
Sprague-Dawley ratlarinin hipofizleri incelenmistir. Her iki cinsiyetten hayvanlarda
PRL hiicre popiilasyonunda yasa bagli degisikliklerin ortaya ¢iktigi, prolaktin serum
seviyesinin kadinlarda yasla birlikte belirgin bir artig gosterdigi, ancak erkeklerde

sadece diisiik diizeyde bir ylikselme gosterdigi bulunmustur (Console vd., 1997) .

Ratlarda yapilan baska bir calismada, disi hayvanlarda PRL mRNA seviyesinde artis

gozlemlenmistir (Seo vd., 1987). Bu gozlemler disilerdeki laktasyon siireci ile iligkili
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olabilir. Dwarf fare modelinde gosterildigi gibi, bu farelerin yasam uzunluguna
PRL’nin etki etmedigi goz Oniine alinacak olursa, calismamizda erken yaslanma
donemindeki erkek farelerde laktotrop artisinin gozlemlenmesi dikkat g¢ekicidir.
Yaklagik dort yliz sempanze ilizerinde yakin zamanda yapilan bir arastirmada, yasam
uzunlugu ve serum PRL seviyeleri arastirilmistir. Insanda PRL serum seviyesi erkek
ve kadinlarda karsilastirildiginda, kadinlarda daha yiiksek diizeydedir (Sawin vd.,
1989). Sempanzeler iizerine yapilan c¢alismada, serum PRL seviyesi disi ve erkek
sempanzeler karsilastirildiginda insanlardakine benzer bir sonug¢ elde edilmesine
nazaran, yaslanma ve PRL seviyeleri karsilastirildiginda sempanzelerde yasla birlikte
PRL seviyesinin arttig1 gozlemlenmistir. Sempanzelerdeki gozlemin aksine,
insanlarda yaslanmayla birlikte PRL seviyesinde azalan bir trend gosterdigi rapor
edilmistir (Sawin vd., 1989). Fare modeli kullandigimiz ¢alismamizda, sempanze
calismasina benzer sekilde yaslanmayla birlikte PRL sekrete eden laktotrop
hiicrelerinin sayisinda anlamli bir artis gézlemlenmektedir. Bu bulgular, insanlarda
yapilan calismalarin O6rnek sayist artirilarak tekrar edilmesi gerekliligini One
cikartmaktadir. Obezite, somatopozun Onemli bir nedeni olarak gosterilse de
yaslanmanin biiyiime hormonu seviyesindeki degiskenliginin arkasindaki faktorlerin
¢ogu bilinmemektedir (Pamphlett vd., 2019). Yash erkeklerde biiylime hormonu
replasmant  bu degisikliklerin bazilarmi1  diizeltildigi  gdsterilmistir, ancak
somatopozdaki biliyiime hormonu replasmaninin degeri tartismalidir. Bununla
birlikte, somatopozun altinda yatan faktorlerin bazilarimi bulmak, azalan biiylime
hormonu seviyelerini 6nlemek veya tedavi etmek i¢in yontemler gelistirmede degerli
olabilir (Pamphlett vd., 2019). Insanlar ve laboratuvar kemirgenleri de dahil olmak
tizere cesitli memeli tiirlerinde dolagimdaki GH diizeylerinin yasla birlikte azaldig
gosterilmistir (Bartke, 2019).

Sox2, kok hiicre fenotipinin korunmasindan sorumlu transkripsiyon faktdrlerinden
biridir. Normal hipofiz ve hipofiz néroendokrin tiimorlerinde kok hiicrelerin bir
belirteci olarak gosterilmistir. Sox2 hiicreleri bu nedenle biiyiime hormonu iireten
tiimorlerde ve normal hipofizlerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu hiicrelerin ¢ogu,
olasi bir kok hiicre popiilasyonu olarak folikiilo-stellat hiicrelerin bir alt
popiilasyonunu temsil etmektedir (Soukup vd., 2020). Sox2, yasam boyu kok hiicre

bakimi ve farkli soylara baglilik arasindaki dengede onemli bir rol oynadigindan,
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Sox2'nin kok hiicre yaslanma siireglerini diizenleyebilecegi varsayilmaktadir (Sarlak
& Vincent, 2016).

Gelisim, stres ve Ostrus siklusunda hipofizer hiicre kompozisyonunda degisiklikler
meydana gelmektedir. Bunlardan en 6ne ¢ikani gebelik ve laktasyon sirasinda
sayilar birkag kat artan PRL salgilayan laktotroplardir. Hipofizin ¢evresel etkenlere
cevap veren dinamik bir doku olmasini saglayan temel mekanizmanin erigkin kok
hiicreler oldugu gosterilmistir (Vankelecom, 2012; Vankelecom & Gremeaux, 2010;
Vennekens vd., 2021).

Yaslanma ile birlikte hipofizer kok hiicrelerin ve hipofizin rejeneratif kapasitesinin
azaldig1 bilinmektedir. Bu azalmanin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte, Sox2,
TGFB ve WNT gibi yolaklarda yer alan genlerin ifade diizeylerinin azaldigi
gbzlemlenmistir. Bu ¢alismada, erken yaslanma donemindeki farelerin hipofizer kok
hiicre sayis1 geng farelerle karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
Bu gézlem, ekibimizin daha 6nce yaptig1 ¢calismada elde ettigi bulgularla paraleldir (
Kaya, 2019) Yasl farelerde kok hiicre sayisindaki azalmanin doku diizeyinde
gosterildigi onceki calismamizda hipofiz hiicrelerine ayristirilmadan incelenmistir.
Doku kesitlerinin kok hiicre rezervi acisindan ilk kez incelendigi Onceki
calismamizda, 2 aylik geng¢ farelerle karsilastirildiginda, hipofizer kok hiicre
sayisinin azaldigima dair ilk farklilik 8 aylik farelerde tespit edilmistir. 4 ayhk
farelerde bir farklihk gozlemlenmemistir. Bu tez c¢alismasinda, hiicrelerine
ayristirilarak yapilan analizlerde, 2 aylik ve 6 aylik farelerde kok hiicre sayisinda
anlamli bir fark tespit edilmemesi doku diizeyindeki ve hiicre diizeyindeki bulgularin
birbiri ile oOrtiistiigiinii  gostermektedir. Aynmi  zamanda, hipofizin hiicrelere
ayristirilmast sirasinda yapilan islemler ve uygulanan yontemlerin muntazam bir
sekilde gergeklestirildigine de isaret etmektedir. Biitiinligi bozulmayan doku
diizeyindeki analizler, hiicrelerine ayristirllmis preparatlardaki  analizlerle

dogrulanmistir.

Kodlamayan yani proteine doniistiiriilmeyen kiicik RNA molekiilleri olan
miRNA’lara kars1 ilgi, 2000°li yillarin  baslarinda  ¢esitli  hastaliklarla
iliskilendirildiklerinden itibaren oldukga artmistir (Krichevsky & Gabriely, 2009).
Hedef aldiklar1 genlerle etkilesimleri sayesinde miRNA’lar birgok biyolojik siireci

kontrol edebilmektedir ve basta kanser olmak iizere Alzheimer ve Parkinson gibi
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yasa bagli hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynadiklar1  gosterilmistir.
miRNA’larin yaslanmanin biyolojisinde rol aldiginda dair model organizmalardan
insanlara c¢esitli kanitlar mevcuttur. miRNA’lar, kok hiicrelerin  yeniden
programlanmasinda ve pluripotent kapasitelerinin diizenlenmesinde rolii oldugu

gosterilmistir (Xu vd., 2009).

Bu calismada miR-21, miR-150 ve let-7e miRNA’larinin segilmesinin nedeni bu
faktdrlerin yaslanmayla olan iliskisine dair bulgulara dayanmaktadir. Insanlarda
yapilan bir ¢alismada, miR-21’in yiiz yasindaki bireylerde daha diisiik seviyede ifade
oldugu gozlemlenmistir (Elsharawy vd., 2012). Baska bir ¢alismada, ortalama yasi
altmisalt1 olan bireylerde miR-150 ve let-7e’nin geng ve yash bireyler i¢in biyolojik
yaslar1 bakiminda ayirt edici faktor olarak kullanilabilecegini géstermistir (Huan vd.,
2018). Insanlar iizerine yapilan her iki ¢alismada kan 6rnekleri kullanilmistir. Fare
modeli lizerinde yapilan bir ¢aligmada, travmatik beyin hasari sonrasi gen¢ ve yash
fareler molekiiler diizeydeki travma cevabi acisindan degerlendirildiginde, miR-21’in
geng farelerde aktive olurken, yash farelerde bu cevap gozlemlenmemistir (Sandhir
vd., 2014). miR-21’in hipofizer doku homeostasisi iizerindeki roliiniin ortaya
konmasi agisindan calismamizda 4 aylik ve 16 aylik farelerin 6n hipofizleri
incelenmis ancak miR-21 ifade diizeyleri arasinda bir fark gdézlemlenmemistir.
Benzer sekilde calismamizdaki geng ve yasli 6n hipofiz dokularinda, miR-150 ifade
diizeyleri arasinda bir fark bulunmamaktadir. Yaslanma ve kok hiicreler iizerinde
diizenleyici rolleri bulunmakla birlikte, miR-21 ve miR-150 hipofiz dokusunda etkin
gorev alan miRNA’lar olmayabilir. Bunun yaninda, single molekiil floresan in situ
hibridizasyon (smFISH) teknigi ile miR-21 ve miR-150’nin somatotroplar,
laktotroplar ve Sox2 kok hiicrelerindeki lokalizasyonu ve yash ve geng farelerde
hiicre diizeyinde smFISH ile ifade diizeyine dair calismalar bu miRNA’larin

hipofizer hiicreler {izerindeki roliine dair daha net bir veri saglayacaktir.

Lethal-7 (let-7) geni baslangigta C. elegans'ta onemli bir gelisimsel gen olarak
kesfedilmistir. Let-7, tespit edilen ilk insan miRNA'sidir. Let-7 ve aile iiyeleri, dizi
ve islev bakimindan tiirler arasinda yiliksek oranda korunur ve let-7min yanlis
diizenlenmesi, daha az farklilasmis bir hiicresel duruma ve kanser gibi hiicre temelli
hastaliklarin gelismesine yol agmaktadir (Roush & Slack, 2008). Let-7 ailesinin

farkl1 kanser tipleri ve noronal kok hiicrelerde anti-proliferatif rol oynadig
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gosterilmistir (Nishino vd., 2008). Let-7e iizerine yakin zamanda yapilan ¢alismalar,
bu miRNA’nin GH sentezlenmesinde gorev aldigina isaret etmektedir (Cheng vd.,
2020; Teng vd., 2022). Calismamizda, let-7¢’nin yaslanmis hipofiz dokusunda
anlamli olarak diisiik miktarlarda ifade ediliyor olmasi ve yaslanmis hipofiz
dokusunda somatotrop ve Sox2 kok hiicre sayisinin azalmig olmasi, let-7e’nin
hipofiz homeostasisinin saglanmasi agisindan olasi rollerini 6ne ¢ikartmaktadir.

miR -21’in gelisim, onkoloji, kok hiicre biyolojisi ve yaslanma gibi gesitli
alanlardaki rolleri tizerine ¢alismalar bulunmaktadir. let-7, miR-17-92 kiimesi ile
birlikte en ¢ok calisilan miRNA'lardan biri haline gelmistir. Olgun miR-21, diger
birgok miRNA gibi memelilerde korunmustur ve tek bir gen tarafindan kodlanir.
Olgun miR-21 ¢ogu kanserli hiicre hattinda yiiksek diizeyde bulundugundan, miRNA
ekspresyonu ve olgunlasmasini incelemek icin bir model olarak kullanilan ilk
miRNA'lar arasindadir (Krichevsky & Gabriely, 2009). Ornegin, normal beyindeki
disik miR-21 seviyeleri, beyinde yiiksek diizeyde eksprese edilen ve beyin
gelisiminde rol oynayan bir faktér olan NFIB'in neden oldugu baskilanmis
transkripsiyonuyla agiklanabilir. Spesifik hiicrelerde miR-21 ekspresyonunun
arttirtlabilecegi ek bir mekanizma, transkripsiyonel diizenleyici dizilerinin epigenetik
modifikasyonudur. Hastalikta miR-21 indiiksiyonunun epigenetik mekanizmalarini
aragtirmak icin daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ vardir.

Dogrudan miR-21 hedeflerinin belirlenmesinde, hayvan hiicrelerinde miRNA'lar ve
hedefleri arasinda sadece kismi bir tamamlayicilik oldugundan, belirli bir miRNA
icin spesifik hedef genlerin tanimlanmasi, miRNA islevini anlamamizda hala biiytik
bir zorluk teskil etmektedir. Birka¢ hesaplama algoritmasi, yiizlerce mRNA'y1 miR-
21 i¢in olas1 hedefler olarak tahmin edilebilmektedir. miR-21 hedeflerini belirlemek
icin hem gen tahminine dayali hem de sistematik tarama yaklagimlari yapilan ¢esitli
caligmalarda kullanilmistir. miRNA'lar hem mRNA stabilitesini hem de translasyonu
diizenleyebildiginden, mRNA'lar veya ekspresyonu miR-21'den etkilenen proteinler
arasinda dogrudan hedefler tanimlanabilmektedir. Bu nedenle, her biri belirli
avantajlara ve kusurlara sahip olan mRNA dizi ifadesi ve proteomik, anti-miR-21 ile
hiicre tedavisinden sonra kullanilmistir. miRNA inhibisyonunu veya asir
ekspresyonunu takiben mRNA dizisi analizi, hedef tanimlama igin nispeten basit ve

saglam bir yontem olsa da, bu yaklagim, tamim geregi, 6zel olarak translasyonel
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baskiya maruz kalan mRNA'lar1 tanimlayamaz. Bu bariz sinirlama baslangigta
diisiiniildigli kadar giiclii olmayabilir, ¢linkii son bulgular miRNA diizenlemesinin
cogunlugunun mRNA seviyelerinde saptanabilecegini diisiindiirmektedir. Yukarida
aciklanan birka¢ dogrulanmis miR-21 hedefine (PDCD4, RECK, TPM1 ve NFIB) ek
olarak, hesaplamali olarak tahmin edilen hedefler gergekten de hem artan hem de
azalan miR seviyelerine yanit verdigi bulunmustur. Bunlar arasinda STAT3, SOX2,
PELI1, Yodl, PPARA, GPR64, RASGRP1, FAM63B, TIMP3, CDC25A, GLCCI1,
TRIM59, CCDC14, PLEKHA1, CPEB3, MSH2, TNFRSF11B, ANKRD46, Sesnl,
FAM3c ve APAF1 bulunmaktadir. Yapilan bir ¢calismada yaslanmaya bagli bobrek
fibrozunun, kalori kisitlamasi ile miRNA-21 ifadesini diizenleyerek yaslanmaya
bagli fibrozu engelledigi bulunmustur (Liu vd., 2020).

miR-150, spesifik olarak olgun lenfositlerde eksprese edilen, ancak progenitorlerinde
olmayan bir mikroRNA'dir. miR-150'nin en yiiksek tahmin edilen hedefi, lenfosit
gelisiminin ¢oklu asamalarimi kontrol eden ve iretimi igin gerekli olan bir
transkripsiyon faktori olan c-Myb'dir (Xiao vd., 2007). miR-150, 19913 kromozomu
tizerinde bulunmaktadir ve hematopoezde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Son
arastirmalar, miR-150'nin bir¢ok kanserle de korelasyon i¢inde oldugunu
bildirilmektedir. Ornegin, miR-150 proapoptotik gen EGR2'yi negatif olarak
diizenledigi ve bu da mide kanseri hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi bulunmustur.
Bununla birlikte, miR-150"nin akciger kanserinde timor olusumunu nasil diizenledigi
hala tam olarak anlagilamamistir (N. Zhang vd., 2013). miR-150’nin hipofizer
yaslanma {izerinde etkisini inceleyen c¢alismalar smirli sayidadir. Calismamizda
yaglanma ile birlikte diizeylerinin diistiigli fakat anlamli bir derecede olmadigi

bulunmustur.

Bu tez calismasinda, let-7e’nin yaslanmis anterior hipofiz dokusunda anlamli olarak
azalmis olmast ve bu molekiilin yaglanmayla ve GH sentezlenmesi ile ilgili
fonksiyonlar1 g6z oniine alindiginda, hipofizer yaslanmada rolii olabilecegine isaret
etmektedir. smFISH teknigi ile let-7e’nin hangi hipofizer hiicrelerde lokalize oldugu,
hipofizer kok hiicrelerin diizenlenmesinde gorevi olup olmadigina dair veriler ileriki
calismalar ile belirlendigi takdirde, let-7e¢’nin hipofizer yaslanmayr nasil

diizenledigine dair mekanistik 151k tutabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda, yaslanma ve kok hiicreler iizerinde etkisi olabilecek spesifik
miRNA’larin ifade diizeyleri ve somatotrop, laktotrop ve kok hiicrelerde yaslanma
ile birlikte meydana gelen degisiklikler geng fareler, erken yaglanma donemindeki ve
yaslt fare On hipofiz dokularinda incelenmistir. Erken yaslanma doneminde
somatotrop sayisinda anlamli bir azalma goriiliirken, laktotrop sayisinda artis
gozlemlenmistir. GH sentezinde diizenleyici gorev alan let-7e’nin, yash farelerde
anlamli olarak ifade diizeyinin diistiigii tespit edilmistir. miR-21 ve miR-150 ifade
diizeyleri geng ve yash fareler karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriillmemistir.
Let-7e¢ lizerine yakin zamanda yapilan c¢alismalar, bu miRNA’nin GH
sentezlenmesinde gorev aldigina isaret etmektedir Calismamizda, let-7e’nin
yaslanmis hipofiz dokusunda anlamli olarak diisiik miktarlarda ifade ediliyor olmasi
ve yaglanmis hipofiz dokusunda somatotrop ve Sox2 kok hiicre sayisinin azalmig
olmasi, let-7e¢’nin hipofiz homeostasisinin saglanmasi agisindan olasi rollerini 6ne
cikartmaktadir. Bunun yaninda, single molekiil floresan in situ hibridizasyon
(smFISH) teknigi ile let-7e’nin somatotroplar, laktotroplar ve Sox2 kok
hiicrelerindeki lokalizasyonu ve yash ve geng farelerde hiicre diizeyinde smFISH ile
ifade diizeyine dair ¢aligmalar hipofizer hiicreler tizerindeki roliine dair daha net bir

veri saglayacaktir.

Metaverse teknolojilerinin konusuldugu giinimiizde; hipofiz, yaslanma ve miRNA
ticgeninde insani aragtirmak ve yaslanmayla birlikte hipofizer kok hiicreler ve
hormon salgilayan hiicrelerin fonksiyonunda meydana gelen diisiisiin mekanizmasini
anlamak, modern insanlar i¢in saglikli bir yaslanmanin nasil saglanabilecegine 151k

tutacaktir.
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