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OZET

Mezenkimal kok hiicreler, cesitli dokulara farklilasma yetenegine sahip multipotent
hiicre popiilasyonudur. Adipoz doku kok hiicre icerigi bakimindan zengindir ve kolay
elde edildiginden MKH kaynag1 olarak siklikla tercih edilir. Hiicreler, oksidatif stres,
DNA hasar1 ve onkogen aktivasyonu gibi ¢esitli uyaranlarin bir sonucu olarak hiicresel
yaslanmaya girebilir. Hiicresel yaslanma, yasa bagli bircok hastalik i¢in 6nemli risk
faktoriidiir. Yaslanan hiicreler salgiladiklart molekiiller araciligiyla sadece kendilerini
degil ¢evre dokular1 da etkilerler. Glutatyon onciisli olan N-asetilsistein, ROS’u ortadan
kaldiran bir antioksidandir. Uzun siireli NAC kullaniminin fare yag dokusundan elde
edilen MKH'ler tizerindeki etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada. 7 aylik fareler 14 ay
boyunca NAC soliisyonu ile beslendikten sonra. sakrifiye edilerek MKH'ler toplandi,
kiiltiirlendi ve molekiiler analizlerle karakterize edildi. NAC ile beslenen hayvanlardan
elde edilen MKH'lerin, daha yiiksek Beta-Gal boyamasina ve Ki-67 boyamasina sahip
oldugu saptandi. Hiicre dongiisii verileri, kontrol grubundaki hiicrelerin GO/G1'de daha
fazla oldugunu gosterirken, NAC’1n hiicre dongiisii durmasina ve yaslanmasina neden
oldugunu gosteren daha fazla poliniikleer hiicre icerdigini gostermektedi. Ayn1 zamanda
NAC grubunda apoptoz daha yiiksek bulundu. p53, BCL2, CDK4, CYCLIN B, p21,
RB1, BAX ve ATM gen ekspresyonlarmin analizi de hiicre dongilisii ve apoptoz
verilerini destekledi. Bu ¢alismanin sonucunda, NAC uygulamasindan bagimsiz olarak
her iki grupta da yaslanan hiicrelerin stemness 6zelliklerini kaybetme egilimi gosterdigi
ayrica NAC’m uzun siireli kullaniminin yash mezenkimal kok hiicrelerde senesens ve

apoptozu arttirici etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicre; N-asetilsistein;  Senesens;

Senoteropatikler
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INVESTIGATION OF NAC (N-ACETYLCYSTEINE) TREATMENT ON
ADIPOSE TISSUE ORIGINATED MESENCHYMAL STEM
CELLSENESCENCE IN MOUSE MODEL
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells are multipotent cell population that has the ability to
differentiate into various tissues. Adipose tissue is rich in stem cell content and is
frequently preferred as a source of MSC since it is easily obtained. Cells can enter
cellular senescence as a result of various stimuli such as oxidative stress, DNA damage,
and oncogene activation. Cellular aging is an important risk factor for many age-related
diseases. Senescent cells affect not only themselves but also the surrounding tissues via
secreted molecules. In recent years, many studies have been carried out in order to

eliminate or minimize aging or the damage caused by aging.

N-acetylcysteine, a glutathione precursor, is an antioxidant which eliminates reactive
oxygen species. In our study, we investigated the effects of long-term use of NAC on
MSC’s obtained from mouse adipose tissue. We feeded 7 months-old mice for 14
month with NAC solution. After scarification of animals MSCs were collected, cultured
and characterized by molecular assays. The MSCs obtained from NAC fed animals had
higher Beta-Gal senescence staining and Ki-67 staining. Our cell cycle analysis data
show that the cells in the control group in GO/G1, while NAC group cells contains more
polynuclear cells that which indicate that NAC causes cell cycle arrest and senescence.
At the same time apoptosis was higher in the NAC group. The analysis of p53, BCL2,
CDK4, CYCLIN B, p21, RB1, BAX and ATM gene expression also supported the cell
cycle and apoptosis data. As a result of this study, it was observed that senescent cells in
both groups tended to lose their stemness properties, regardless of NAC application, and
long-term use of NAC had an increasing effect on senescence and apoptosis in aged

mesenchymal stem cells.

Key Words: Mesencaymal Stem Cell; N-asetilsistein; Senescence; Senothropatics
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1.GIRIS VE AMAC

Mezenkimal kok hiicreler farkli kaynaklardan elde edilebilen (kemik iligi, dis pulpasi,
umblikal kord, adipoz doku) ve bir¢ok dokuya farklilagabilen multipotent stromal
hiicrelerdir. Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreler kok hiicre sayisi
bakimindan zengin olmasi sebebiyle sikca MKH kaynagi olarak kullanilir.
ADOMKH’lar uygun kosullar saglandiginda in vitro ortamda adipojenik, kondrojenik,
miyojenik ya da ostrojenik dokulara farklilagabilirler (Zuk ve ark., 2001). Bu nedenle
adipoz doku kaynakli kok hiicreler alternatif bir multipotent kok hiicre kaynagidir.
Cesitli yiizey belirtecleri varligiyla kararkterize edilirler. Bunlardan en sik kullanilanlari
CD44, CD90 ve CDI105’tir. MKH’ler proliferasyon kapasitesi siirli bir hiicre
poplilasyonudur ve bu durumun temel sebebi senesens mekanizmasidir. Senesens
hiicrelerin c¢esitli endojen ve eksojen streslere karst verdigi bir yanittir. Oksidatif stres,
IR radyasyon, gesitli kimyasallar ve telomer kisalmasi gibi cesitli olaylar senesensin
sebebi olabilir. Yaslanmis hiicrelerin yasa baglh olarak dokuda biriktigi ve yasa baglh
hastaliklarin olusumuna sebebiyet verdigi bilinmektedir. Bunun sebebi sinirli boliinme
kapasitesine sahip olan somatik hiicrelerin dogal bir 6zelligi olan replikatif senesenstir
(Liu, Y., ve Chen, Q. 2020). Kronik senesens, bir¢ok hastalik i¢in sorun olusturan bir
risk faktoriidiir. Bu agidan degerlendirildiginde, yaslanmaya neden olan mekanizmalarin
ayn1 zamanda yasa bagli hastaliklar1 da tesvik edebilecegi diislinlilmekedir. Hiicresel
stresin neden oldugu kalici hiicre dongilisti durmasi olarak tanimlanan hiicresel senesens,
son zamanlarda kanser, ateroskleroz ve osteoartrit gibi ileri yas hastaliklarina da katkida
bulunan temel bir yaslanma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmistir. Terapotik stratejiler,
senesent hiicrelerin (SNCs) secici olarak ortadan kaldirilmasi veya SNC sekretomunun
bozulmast gibi hiicresel yaslanmanin zararli etkilerine giivenli bir sekilde miidahale
edebilmektedir. Terapotik stratejiler, insan klinik caligmalarina yaklasan birkag
programla birlikte O6nemli Ol¢iide dikkat g¢ekmektedir (Childs ve ark., 2017). N-

asetilsistein (NAC) kolay ulasilabilir, bilinen ve sik kullanilan bir antioksidandir.



Glutatyon onciisii ve ROS inhibitorii olarak gorev yapar. NAC genel olarak mukolitik

bir ajan olarak bilinse de klinikte pek ¢ok rahatsizligin tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu ¢alisma ile NAC’1n uzun siireli kullanimimin fare adipoz dokusundan elde edilmis
mezenkimal kok hiicre senesensi iizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
amacgla dogumunun 7. ayindan itibaren 20. ay1 tamamlayana kadar BALB/c 1rki erkek
fareler ad libitum olarak NAC ¢ozeltilisi ile beslenmistir. Stire sonunda sakrifiye edilen
hayvanlarin adipoz dokularindan primer kiiltiir ile mezenkimal kok hiicreler kiiltiir
edilmistir. Karakterizasyon sonrasinda; apoptoz, senesens, proliferasyon ve hiicre
dongiisii testleri yapilmis bu bulgular1 desteklemek icin hiicre dongiisii, senesens ve

apoptoz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1 Kok Hiicre

Kok hiicrenin genel tanimi, “hem kendisinin bir kopyasint hem de en az bir 6zellesmis,
farklilagmis hiicre tipini meydana getirebilmek i¢in boliinebilen hiicredir”. Organizmay1
olusturan birgok normal hiicre gibi kok hiicreler de boliinebilir ve kendilerinin yeni bir
kopyasini iiretebilirler. Ayrica kok hiicreler organizmayr meydana getiren diger hiicre
tiplerine farklilasabilme ve 6zellesebilme yetenegine sahiptir. Eger bir kok hiicre, germ
hiicreleri ve plasenta gibi fetiise bagli embriyonik olmayan yapilar da dahil olmak {izere
embriyoyu ve yetigkin tiim hiicre tiplerini olusturabiliyorsa, totipotent kok hiicre olarak
kabul edilir. Totipotent kok hiicreler dollenmis yumurtanin blastosist olusumuna kadar
gecen siirede bulunabilirler. Bir kok hiicre tiim bunlar1 yapabiliyor fakat embriyonik
olmayan (ekstra embriyonik olarakta adlandirilir) yapilari olusturamiyorsa bu kok hiicre
grubuna pluripotent kok hiicre adi verilir. Embriyonik kok hiicreler pluripotenttir.
Pluripotent kok hiicreler plasenta ve yolk kesesi gibi ekstra embriyonik parcalar
olusturamazlar. Insan viicudunda 210°dan fazla hiicre tipi vardir ve pluripotent hiicreler
bu hiicrelere farklilasabilir (Sikorski, 2015). Fetiisiin ya da eriskin canlinin 6zellesmis
dokularinda bulunan diger tim kok hiicreler, tiim doku hiicrelerini olusturmasa da
cogunu olusturabildikleri anlamina gelen multipotent olarak adlandirilir. Multipotent
kok hiicreler, yalnizca bulunduklari organ ya da dokuda bulunan hiicre tiplerine
Ozellesebilme yetenegine sahiptir. Mezenkimal kok hiicreler bulunduklart dokunun

rejenerasyonunda ve yeniden olusumunda gorev alirlar.

Kendini yenileyebilme ve farklilasma kapasitesine sahip olan hiicre grubu kok hiicreler
olarak adlandirilir. Farkli hiyerarsik gruplardaki hiicrelere farklilasabilme potansiyeline

sahiptirler.



2.2. Senesens

Hiicreler stirekli olarak eksojen ve veya endojen kaynaklardan stres ve hasar yasar ve
tepkileri tam iyilesmeden hiicre Oliimiine kadar degisir. Cogalan hiicreler, hiicresel
yaglanma olarak adlandirilan kalict bir hiicre dongilisii  durdurma durumunu

benimseyerek ek bir tepki baslatabilir.

“Oliim, yipranmis bir dokunun kendini sonsuza kadar yenileyemedigi ve hiicre
boliinmesi yoluyla ¢ogalma kapasitesi siirekli degil, smirli oldugu icin gerceklesir”
(Weismann, 1891). Weismann'in genis kapsamli fikri -hiicre boliinmesinin dogal bir
siirinin yaslanmaya katkida bulunduguna dair- 80 yildan fazla bir siire goz ard1 edildi,
ta ki L. Hayflick'in 1961'deki ¢alismasi, memeli hiicrelerinin ger¢ekten de hiicre
boliinmesi i¢in smirli bir kapasiteye sahip oldugunu gosterene kadar, ki bu artik bir

kavramdir. 'Hayflick Limiti' olarak anilir (Hayflick ve Moorhead, 1961).
2.2.1.Mezenkimal Kok Hiicre Yaslanmasi

Kok hiicre yaslanmasi, hiicre boliinmesinin ve hiicresel fonksiyonlarin smirlandig
endojen veya eksojen streslere karsi hiicresel bir yamttir. MKH yaslanmasi, oksidatif
stres, DNA hasari, onkogen aktivasyonu veya irradyasyon da dahil olmak {izere ¢esitli
uyaranlardan olusabilir. Yaglanmig hiicrelerin yaslhi dokuda biriktigi ve yasa bagl
hastaliklarin patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir (Neri ve Borzi, 2020).
Yaslanmis hiicrelerin sebebiyet verdigi bu durum smurli boliinme yetenegine sahip

yetiskin somatik hiicrelerin dogal 6zelligidir (Hayflick ve ark., 1961).

Senesent mezenkimal kok hiicrelerin belirgin bir takim 6zellikleri vardir. Bu hiicreler
genislemis ve daha grantiler bir morfoloji gosterirler. Ayrica artan lizozomik aktivite ve
degisen sitozolik pH SA-B-gal ekspresyonunu da arttirir (Zhou ve ark., 2008). Yaslanan
MKH'lerin ¢ekirdekleri, yaslanmayla iligkili heterokromatik odaklar (SAHF) olarak
adlandirilan kiiciik ve yogun heterokromatin yapilar olusturur (Herbig ve ark., 2006).
Yaslanan MKH'lerde epigenetik regililasyonda da bir degisiklik s6z konusudur. MKH
senesensini tahmin etmede bir diger epigenetik belirte¢ DNA metilasyonudur. Yasa
bagli hipometilasyon, transkripsiyon faktorlerine miidahale eder ve gen ekspresyonunu
etkiler (Franzen ve ark., 2017). Ayrica hiicresel yaslanma ve yaslanmanin temel bir
ozelligi olan telomer kisalmas1 senesent mezenkimal hiicrelerin bir diger 6zelligidir. Her
replikasyon dongiisiinde, hiicresel yaslanmayi indiikleyen MKH'lerde telomer kisalmasi

meydana  gelir. Yagslanan MKH'ler  farklilasma  potansiyellerini  degistirme



egilimindedir. MKH'lerin hem osteogenez hem de adipogenez igin farklilasma
potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, bazi yaslanmis MSCS'lerin
osteogenezden ziyade adipogeneze dogru farklilagsmasi daha olasidir (Andrzejewska ve

ark., 2019).

Yaslanmig MKH'ler yalnizca kendi kendilerine etki etmezler. Parakrin mekanizmalar
yoluyla komsu hiicrelerini etkileme egilimindedirler. Bu ayni zamanda yaslanmayla
iligkili salg1 fenotipi (SASP) olarak da bilinir. Yaslanmis MKH'ler, interlokin-1 (IL-1),
IL-6, IL-8, matris metalloproteinazl (MMP1), TNF-a ve vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) dahil SASP faktorlerini salgilar (Rodier ve Campisi, 2011). Hiicresel
yaslanma, salimman SASP diizeylerini 6nemli Ol¢iide artirir. MKH'lerin sitokinler ve
biiylime faktorleri gibi genis bir sekresyon faktor yelpazesi liretmesi nedeniyle, yasla
iligkili fenotiplere katkida bulunan inflamasyondan da yaslanan MKH'ler sorumludur

(Reitinger ve ark., 2015).

Yaglanmis MKH'lerin mikro ¢evrelerini etkilemelerinin bir bagka yolu da
sekretomlaridir. Mikrovezikiiller ~ (MV'ler), hiicre sekretomunun 6nemli  bir
bilesenidir. Bunlar  immiinomodiilatér  diizenlemede ve tiimoér biiylimesinin

inhibisyonunda islev goriir (Akyurekli ve ark., 2015; Xie ve ark., 2016).
2.2.2.Yaslanmis Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisi

Tedavide MKH'lerden tam olarak yararlanmak icin, kendi kendini yenileme
yeteneklerini ve farklilasma Ozelliklerini eski haline getirmek igin kok hiicre
dejenerasyonu ve hiicresel yaslanmanin iistesinden gelinmelidir. Yaslanan MKH'leri

cikarmak, gencglestirmek veya degistirmek (3R'ler) i¢in gesitli stratejiler onerilmistir.
2.2.2.1. Senolitikler

Senolitikler, yaglanmay1 ve yasa bagli hastaliklar1 geciktirmek icin yaslanan hiicrelerin
hedeflenerek ortadan kaldirilmasini ifade eder. Farelerde, senolitik ilaclarin yaslanan
hiicreleri etkili bir sekilde ortadan kaldirdigini ve yasa bagh kas kaybi, yasa bagh
osteoporoz, kardiyak fonksiyon bozuklugu, vaskiiler fonksiyon bozuklugu, pulmoner
fibroz, metabolik sendrom, diyabet ve demans gibi bircok hastaligi hafiflettigi
gosterilmistir (Kirkland ve ark., 2017). Ik nesil senolitikler, dasatinib ve kersetin,
Kirkland Group tarafindan test edildi. Dasatinib, yaslanan yag hiicresi progenitorlerinde

apoptozu daha etkili bir sekilde indiiklemistir. Yaslanan endotel hiicrelerinde Quercetin



kaynakli apoptoz daha etkilidir (Zhu ve ark., 2015). Aym1 grup, bir BCL-2 ailesi
inhibitorii olan baska bir senolitik ilag navitoclax’1 bildirdi (Zhu ve ark., 2016). Birinci
nesil senolitiklere dayali olarak, A1331852 ve A1155463 gibi diger ilaglar da BCL-2

ailesi tiyelerini inhibe etmede ¢alismistir (Justice ve ark., 2019).

Her ne kadar vaatler sunsa da mevcut senolitiklerin birka¢ smirlamasi var. Ilk olarak,
uzun siireli kullanim ig¢in istenmeyen yan etkiler olabilir. Navitoklax'in ciddi
trombositopenik ve nétropenik etkilere neden oldugu bilinmektedir (McHugh ve Gil,
2018). Ikincisi, yaslanan hiicrenin senolitik ilaclarla uzaklastirilmas: doku atrofisine
neden olabilir. Farkli dokularda gesitli yilizdelerde yaslanan hiicreler bulundugundan,
spesifik hedefleme olmadan ani ¢ikarma, yara iyilesmesi, hiicresel yeniden
programlama ve doku rejenerasyonu gibi yaslanan hiicrelerin normal rollerinin
kaybolmasina neden olabilir (Mosteiro ve ark., 2016; Ritschka ve ark., 2017). Bu
nedenle, senolitik ilaglar1 ve bunlarin yaslanan hiicrelerin yok edilmesi iizerindeki
etkilerini iyilestirmek icin tedavi zamanlamasi, dozaji, doku biyoyararlanimi ve

uygulama yolu ve siiresi konusunda dikkatli bir degerlendirme yapilmalidir.
2.2.2.2. Genclestirme: Antioksidan ve Diger Bilesikler

Birgok c¢alisma, genetik ve hiicresel yaklasimlar kullanarak yaslanan MKH'leri
genglestirmeye odaklandi. Yaslanan MKH'lerin yaslanmasinin ana nedenlerinden biri
ROS birikimidir. Birkag ¢alisma, MKH yasglanmasinin, azaltilmig ROS iiretimi yoluyla
antioksidan tarafindan tersine ¢evrilebilecegini  géstermistir. Askorbik  asidin,
MKH'lerde AKT/mTOR sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla ROS iiretimini engelledigi
gosterilmistir (Yang ve ark., 2018). Laktoferrin, kaspaz-3'i asagi regiile ederek hidrojen
peroksit tarafindan indiiklenen ROS firetimini inhibe eder. AKT'yi aktive ederek
apoptozu azaltir (Park ve ark., 2017). N -asetil-L-sistein (NAC) dogrudan bir ROS
stipiiriictisiidiir ve ROS'un zarar verici etkilerini azaltmak i¢in kullanilmistir (Lin ve
ark., 2005). MKH'ler Cirsium setidensile 6n isleme tabi tutulan MKH'ler, ROS
tiretimini inhibe eder ve fosforile edilmis-p38 mitojenle aktive olan protein kinaz ve

p53'iin ekspresyonunu azaltir (Lee ve ark., 2016).

Bir antioksidan olmamasina ragmen, melatonin ayrica mitofajiyi artirarak ve
mitokondriyal fonksiyonu giiclendirerek MKH yaslanmasini tersine ¢evirebilir. Bu etki,

sonunda mitokondriyal antioksidan enzim aktivitesinde artisa yol agacak olan bir 1s1



soku proteini HSPA1L'nin yukari regiilasyonu yoluyla meydana gelir (Lee ve ark.,
2020). Dolayl olarak ROS’u asag1 yonlii olarak diizenler.

Bir¢ok uyaran ROS iiretimini artirabileceginden, her durumda antioksidan seg¢imi
onemlidir. En verimli ROS asag1 regiilasyonunu saglayabilen spesifik antioksidani
belirlemek ¢ok oOnemlidir. Antioksidan tedavisinin bir bagka potansiyel sorunu da
dozajidir. Calisma, yiiksek dozlarda antioksidanin DNA hasarina neden olabilecegini ve
erken yaslanmay1 indiikleyebilecegini bulmustur (Kornienko ve ark., 2019). Bu nedenle,
MKH'leri genglestirmek i¢in antioksidan kullanimi, ROS iiretimini diizenlemeleri i¢in

dikkatlice degerlendirilmelidir.
2.2.2.3. Genglestirme: MikroRNA Manipiilasyonu

Bir¢ok mikroRNA'nin MKH yaslanmasini ¢oklu hedefler araciligiyla diizenleyebildigi
gosterilmistir. miR-217, steroidle iliskili osteonekroz sirasinda DKK1'i inhibe ederek
kemik iligi kaynakli MKH'nin hiicre proliferasyonunu ve osteojenik farklilagmasini
destekler (Dai ve ark., 2019). miR-10b, TGF-B sinyal yolu yoluyla adipoz kaynakli
MKHnin osteojenik farklilasmasini ve kemik olusumunu destekler ve osteojenik ve
adipojenik farklilasmanin dengelenmesinde rol oynar (Li ve ark., 2018). miR-1292,
adipozdan tiiretilen MKH'lerde yaglanma belirtegleri ile pozitif ve kemik olusumu
belirtegleri ile negatif olarak iligkilidir. Yol analizi, miR-1292'nin Wnt/p-katenin sinyal
yolu yoluyla yaslanmayi1 ve osteogenezi diizenledigini gostermektedir (Fan ve ark.,
2018). Cok cesitli miRNA'lar MSC yaslanmasini diizenlemek i¢in olasi bir ¢ézlim sunsa
da bu calismalar dogada in vitro ve bagintili olarak gergeklestirilmistir. Gelecekteki
hedeflerin, hiicre yaslanma siirecini diizenlemedeki etkinligini belirlemek i¢in

miRNAm in vivo hedefli teslimine odaklanmasi gerekecektir.
2.2.3.Mezenkimal Kok Hiicreleri Yeniden Programlama

MKH tabanli hiicre tedavisi, MKH'lerde yaslanmanin neden oldugu fonksiyon
degisiklikleri nedeniyle smirhdir. Yaslanan MKH'lerin sinirlamalarinin iistesinden
gelmek igin, MKH'ler hiicre yeniden programlama ile modifiye edilmistir. Iki tiir
yeniden  programlanmis MKH  vardir. ilk  tip, iPSC'lerde tam  yeniden
programlamadir. Fonksiyonel MSC'ler, gelistirilmis hiicre canliligina sahip iPSC'lerden
basariyla indiiklenmistir. Bu indiiklenmis MKH'ler (iMSC'ler), az epigenetik
degisiklikle MKH'lerin tipik ozelliklerini sergiler (Hynes ve ark., 2013). Yash
bireylerden elde edilen iMSC'lerde hiicreler genglesmis bir profil gosterir ve yasa bagh



DNA metilasyonu tamamen silinir (Spitzhorn ve ark., 2019). Bununla birlikte, bu
yontemin diisiik verimlilik, siirli kullanilabilir iMSC'ler ve yiiksek maliyet gibi ¢esitli
dezavantajlar1 vardir. Laboratuvar gelistirme ve klinik uygulama arasinda hala biiyiik

bir bosluk bulunmaktadir.

Ikinci tip, epigenetik degisiklikler yoluyla kismi yeniden programlamadir. Bu y&ntem,
tam yeniden programlamadan daha basittir, ¢iinkli genglestirilmis MKH'lerin {iretilmesi
bir farklilasma dongiisii gerektirmez. MKH'ler, DNA metilasyonundaki degisiklikler
gibi zaman iginde yaslanmayla iliskili modifikasyonlar kazanir (Fernandez-Rebollo ve
ark., 2020). Yaslanan MKH'ler iizerindeki ilk epigenetik modiilasyon, promotdr
bolgelerinin susturulmasi yoluyla DNA metilasyonunu diizenlemektir. 5-Azasitidin ve
RGI108 gibi DNA metiltransferaz inhibitorleri, MKH'lerin yasli fenotipini tersine
cevirebilir veya normal fenotipinin korunmasinda anahtar proteinlerin ekspresyonunu
indiikleyebilir (Kornicka ve ark., 2017; Assis ve ark. 2018). ikinci epigenetik
modiilasyon, histon modifikasyonudur. Tetrametilpirazin, bir histon-lizin  N-
metiltransferaz enzimi EZH2'yi diizenleyerek hiicre yaslanma fenotipini dnemli dl¢lide

inhibe eder (Gao ve ark., 2018; Ito ve ark., 2018).

2.3. Apoptoz

Bircok biyolog ve sitolog tarafindan birka¢ kez kesfedilen programli hiicre 6liimii uzun
zamandir gesitli isimlerle adlandirilmistir (Vaux ve Korsmeyer, 1999). Son olarak
Cuurie ve meslektaslar1 tarafindan 1972 yilinda bir¢ok doku ve hiicre tipinde tekrar
tekrar gozlemlenen ortak bir programlanmis hiicre 6liimiinii tanimlamak i¢in apoptoz
terimini kullannmustir (Kerr ve ark., 1972). Olmekte olan bu hiicrelerin patolojik ve
nekrotik hiicre 6liimii gerceklesen hiicrelerden ¢ok daha farkli morfolojik 6zellige sahip
oldugunu ve bu morfolojik 6zelliklerin altinda yatan korunmus endojen kaynakli bir
programli hiicre 6liimii sonucu olabilecegini aragtirmacilar tarafindan one stiriilmiistiir

(Wyllie ve ark., 1980).

Programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptoz, fetal gelisimden itibaren gelen
stireglerin tamaminda kritik rollere sahiptir. Canli doku ve hiicrelerinde meydana gelen
Oliimlerin bir¢ogu fizyolojik hiicre 6liimii olarak bilinen nekroz yerine apoptoz yoluyla
gerceklesir. Hiicreleri 6liime gotiiren apoptoz mekanizmasi diizenlemesinde meydana
gelebilecek hasarlar (kalp yetmezligi, AIDS, norodejenerasyonlar ve inme gibi) ¢ok

cesitli hastaliklarin gelisimine katkida bulunur (Reed, 2000).



Hiicre oliimii, ¢cok hiicreli organizmalarin gelisimi, doku homeostazi ve biitiinliigiinde
onemli bir stiregtir. Hiicre proliferasyonu ve eliminasyonu, yetiskin organizmada
fizyolojik bir homeostaz siirecini siirdiirmek i¢in gereklidir (Galluzzi ve ark., 2012;
Galluzzi ve ark., 2007). Metamorfoz, embriyogenez, patogenez ve doku dongiisii
sirasinda istenmeyen hiicreler ¢ikarilir (Trump ve ark., 1997). Hiicre 6liimii tipik olarak
genis olarak tanimlanmis iki mekanizmay1 igerir: Programlanmis hiicre Olimii ve

nekroz (Sekil 2.1) (Fuchs ve Steller, 2011).

N

Programmed Cell Death
1
Apoptosis Non- Apoptosis
£ Autophagy
OFISD Necroptosis

WD Apoptosis like

programmed
/ cell death
Caspase Dependent \
Caspase Independent

Sekil 2.1. Programlanmig hiicre 6limii ve nekroz. Programlanmis hiicre 6limii esas
olarak; Apoptoz ve apoptoz olmayan programlanmis hiicre 6limii; otofaji, nekroptoz ve
apoptoz gibi programlanmis hiicre 6liimt (Jan, ve ark., 2019).

Belirli sinyallere yanit olarak genetik olarak programlanmis bir hiicre intihar1 siirecini
iceren hiicre 6limiine programlanmis hiicre 6limii denir (Gorski ve Marra, 2002).
Programlanmis hiicre oliimii genellikle, hiicrenin c¢evresi ve hiicre i¢i sinyaller
tarafindan yonlendirilen ¢esitli hiicre dis1 ve hiicre ici sinyaller tarafindan kontrol edilir
(LeBlanc, 2003). Programli hiicre oliimii, farkli morfolojik 6zelliklere sahip olmasi,
doku homeostazini siirdlirmesi ve istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirarak ¢ok hiicreli
organizmalarda uygun hiicre sayisini diizenlemesi ile hiicre nekrozundan ayrilir

(Rizzuto ve ark., 2008). Farkli endojen dokuya 6zgii ajanlar ve eksojen hiicreye zarar
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veren ajanlar, kritik fizyolojik kosullar altinda belirli hiicre tipinde programlanmis hiicre
Oliimiinii baslatir (Neuman ve ark., 2002). Programlanmis hiicre 6liimiiniin eksojen
aktivasyonlari, ¢ogu hiicre tipi iizerinde etkili olan fiziksel ajanlar1 ve enfeksiyoz
ajanlar1 igerir. Fiziksel ajanlar radyasyon, fiziksel travma ve kemoterapotik ilaglar
icerirken, bulasici ajanlar viriisleri ve bakteriyel toksinleri igerir (Duckett ve ark., 1998).
Ayrica, biiyiime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, bir trofik hormonun ablasyonu,
glukokortikoidlerle tedavi ve matris ekinin kaybi1 gibi i¢ dengesizlikler apoptozu
tetikleyebilir. Cesitli arastirma gruplar siklikla programlanmis hiicre 6liimiinii apoptoz
ile esitlese de, son c¢aligmalar apoptoz mekanizmasinin katilimindan yoksun apoptotik
olmayan programlanmis hiicre 6liim bigimlerinin de var oldugunu kanitlamistir. Bu
nedenle programlanmis hiicre Olimii ve apoptoz asla es anlamli olarak
diistiniilmemelidir (Bredesen ve ark., 2006; Venderova ve Park, 2012). Apoptoz, genis
oOl¢iide, yalnizca hiicre hasar1 veya dis stresin bir sonucu olarak degil, ayn1 zamanda
normal gelisim ve morfogenez sirasinda da meydana gelen, diizenlenmis 6liimiin 6nemli
bir mekanizmasi olarak tanimlanir (Nikoletopoulou ve ark., 2013). Apoptoz, c¢esitli
molekiillerin farkli gruplan tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Apoptotik hiicre
Olimiiniin etki mekanizmas1 tipik olarak kromatin materyalinin yogunlasmasi,
cekirdekte meydana gelen DNA parcalanmasi, hiicre biiziilmesi, dinamik membran
kabarmas1 ve hiicre disi matrislere yapisma kaybi ile karakterize edilir. Ayrica,
biyokimyasal degisiklikler fosfatidilserinin dissallastirilmasi ve hiicre 6liimiine yol acan
kaspazlar ad1 verilen sistein aspartil proteazlarinin aktivasyonunu icerir (Nikoletopoulou

ve ark., 2013; Hudayah ve ark., 2017).

Apoptoz, tipik olarak, siddetli ve karsi konulmaz travmaya yanit olarak diizensiz bir
hiicresel patlamanin zit bir yolunu temsil ettigi varsayillan nekrozdan ayirt
edilir. Apoptotik olmayan hiicre 6liimii tiirleri arasinda otofaji, nekroptoz ve apoptoz
benzeri programlanmis hiicre 6liimii bulunur. Otofaji veya otofajik hiicre 6liimii Tip II
hiicre 6liimii olarak adlandirilir. Otofajik hiicre 6liimii, kendi kendini pargalayan bir
siirectir ve Olmekte olan hiicre icindeki hiicresel bilesenlerin otofajik vakuollerde
bozulmasinda hayati bir rol oynar. Otofaji, vakuolar hiicre 6liimii olarak da bilinir ve
omurgasiz dokusunda c¢ok yaygmdir (Mizushima, 2007; Glick ve ark., 2010).
Nekroptoz, programlanmis bir nekrotik 6liim seklidir ve apoptozu indiikleyen ayni 6lim
sinyalleriyle baslatilir (Najafov ve ark., 2017). Nekroptoz, in vivo, fiziksel travmalarda,

enfeksiyondan kaynaklanan oliimlerde ve cesitli ndrodejenerasyon bigimlerinde ¢ok
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yaygindir. Apoptozu indiikledigi bilinen FAS ve TNFR gibi birka¢ Oliim Reseptorii
(DR'ler) de farkli hiicre tiplerinde nekroptozisi indiikler. Bununla birlikte,
programlanmis nekroz, yalnizca apoptoz kimyasal veya genetik olarak baskilandiginda
veya bloke edildiginde belirli bir kosul altinda goriilmiistiir (Nikoletopoulou ve ark.,
2013). Ayrica, bagka bir form olarak apoptoz benzeri programlanmis hiicre oliimii,
apoptotik Ozellikler iceren hiicre Oliimiinlin tipini tanimlar, ancak hiicre Oliimii

kaspazdan bagimsiz bir sekilde gerc¢eklesir (Kaczanowski ve ark., 2011).

Apoptoz mekanizmasi temel olarak apoptozun indiiklenmesinde rol oynayan iki temel
yoldan olusur; digsal yol ve icsel yol. Digsal yol, DR aracili yola atifta bulunur ve igsel
yol, mitokondriyal aracili bir yoldur (Elmore, 2007). Bu apoptotik yollarin her ikisi de

digsal ve igsel yolaklar ayni terminale (execution yolu) yol agabilir (ElImore, 2007).

Hem dissal hem de igsel yollar ayn1 noktada birlesir (execution asamasi). Execution
asamasi, apoptozun son yolunu ifade eder. Kaspaz-8 ve 9 baslatici kaspazlar iken,
kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, Kaspaz-10, CAD (Kaspaz ile aktive olan DNAz) ve
PARP (Poli (ADP-riboz) polimeraz) efektor kaspazlardir (Sankari ve ark., 2012).
Otoklevajin bir sonucu olarak aktive olan baslatici kaspazlar, daha sonra apoptoza yol
acan bazi substratlar1 proteolize eden kaspazlar1 daha da aktive eder. Multimerizasyonu
tesvik eden ve diger kaspaz aktivasyonu ile sonuglanan biiyiik adaptoér molekiillerini
birbirine baglayan uzun pro-domenlere sahiptirler. Bununla birlikte, efektor kaspazlar,
baslatic1 kaspazlar tarafindan aktive edildiginde apoptozu gerceklestiren kisa 6n alanlara
sahiptir. Kaspazlar, ¢ok sayida hedef proteinin boliinmesi yoluyla apoptotik hiicre
Oliimiinii diizenler (Green ve Evan, 2002). Yol, sitoplazmik endoniikleaz1 daha da aktive
eden execution kaspazlarinin aktivasyonu ile baslar. Sitoplazmik endoniikleaz, niikleer
materyali ve proteazlari, ardindan niikleer ve hiicre iskeleti proteinlerinin bozunmasin
bozar. Endoniikleaz CAD, g¢ekirdek iginde kromozomal DNA'nin bozulmasina ve
kromatinin yogunlagmasina neden olan kaspaz-3 tarafindan aktive edilir. Execution
kaspazlari, sitoplazmik kabarciklarin ve apoptotik cisimlerin sitoskeletal yeniden

diizenlenmesi ve olusumunda énemli bir rol oynar (Elmore, S. 2007; Los ve ark., 1995).
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2.3.1. Ekstrinsik Yol

TNF (tiim6r nekroz faktorii), Fas-L (CD95/Apo-1 olarak da adlandirilir) ve TRAIL
(TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand) gibi hiicre dis1 ligandlar, DR'nin
(transmembran) hiicre dis1 alanina eklendiginde, ekstrinsik yol boyunca apoptotik
sinyallesme devreye girer. Apoptozun ekstrinsik fazinda yer alan olaylarin sirasi,
FasL/FasR ve TNF-o/TNFRI1 modelleri ile iyi karakterize edilmistir (Jin ve El-Deiry,
2005; Guicciardi ve Gores, 2009; Elmore, 2007). DR'lerin spesifik 6liim ligandlar
(DL'ler) tarafindan bu tetiklenmesi, 6liimii indiikleyen bir sinyal kompleksinin (DISC)
olusumuyla sonuglanir. Bu DISC, adaptér molekiil olarak DD igeren Fas ile iligkili
O6lim alanindan (DD), procaspaz-8, procaspase-10 ve hiicresel FLICE inhibitor
proteinlerinden (c-FLIP'ler) olusur. Kaspaz 8, kaspaz 8'in prodomain DISC'de kalacak
sekilde aktive olurken, aktif kaspaz 8, apoptozun Execution asamasini olusturan kaspaz
aktivasyonunun kaskadini baglatmak i¢in DISC'den ayrisir. Deneysel veriler, apoptozda
kaspazlarin agsir1 roliinii gostermektedir (Los ve ark., 1995; Medema ve ark., 1997,
Stergiou ve Hengartner, 2004). Kaspazlar, apoptozun temel baslaticilar1 ve
uygulayicilaridir ve islevleri, farkli substrat tercihlerine sahip yapisiyla ¢ok yakindan
iligkilidir. Bazi kaspazlar, 6liim efektor alan1 (DED) ve diger proteinlerle etkilesime izin
veren ve sinyal yollartyla baglanan kaspaz alim alanlar1 (CARD) gibi belirli motifleri
iceren uzun On alanlara sahiptir. DED, kaspaz-8 ve kaspaz-10'u igerirken, CART
kaspaz-1, kaspaz-2, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-9, kaspaz-11 ve kaspaz-12'yi igerir
(Ghavami ve ark.,, 2009). Kaspazlar, apoptotik sinyallesme basamaklarindaki
konumlarina gore geleneksel olarak baglatici ve efektdr veya uygulayici1 kaspazlar

olarak siniflandirilir (Sekil 2.3).
2.3.2. Instrinsik Yol

Instrinsik yol, esas olarak mitokondriyal aracili apoptotik yola karsilik gelir. Oksidatif
stres, 1sinlama ve sitotoksik ilaglarla tedaviyi iceren cesitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i
stresler tarafindan tetiklenen i¢sel yol (Ghavami ve ark., 2004). Apoptozun yollarimi
gosterir, instrinsik yola Bax/Bak'in mitokondriyal membrana eklenmesi aracilik eder ve
ardindan sitokrom ¢ mitokondriyal zarlar arasi1 bosluktan sitozole salinir (Kim, 2005).
Bcl-2 ve Bcl-xL (Bcl-2 ailesi iiyesi), sitokrom ¢ salinimini engelleyen anti-apoptotik
proteinlerdir (Ghobrial ve ark., 2005). Sitokrom c, apoptozom iiretmek i¢in Apaf—1 ve

procaspaz-9 ile birlesir. Apoptozom, kaspaz 9'u tetikleyen, ardindan hiicrelerin yikimina
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yol acan ve apoptoza yol acan kaspaz-3 sinyal kaspaz kaskadinin aktivasyonunu
tetikleyen yedi kollu halka seklinde bir kompleksten olusan ¢ok proteinli bir
komplekstir (Yuan ve Akey, 2013). Genel olarak instrinsik yola dahil olan proteinler
arasinda SMAC/DIABLO (kaspazlarin ikinci mitokondriyal aktivatori/disiik PI'li
dogrudan IAP baglayici protein), Kaspaz-9 (Sisteinil aspartik asit-proteaz-9), Bcl-2 (B-
hiicresi lenfoma proteini) bulunur. 2), Bcl-w (Bcl-2 benzeri protein), Nox (Phorbol-12-
miristat-13-asetat ile indiiklenen protein 1), Aven (Hiicre 6liim diizenleyicisi Aven) ve
Myc (Oncogene Myc) vardir. Islevsel olmayan mitokondriyal, i¢ mitokondriyal zar
potansiyelinin kaybi, siiperoksit iyonlarinin asir1 iiretimi, mitokondriyal biyogenezde
bozukluk, matris kalsiyum glutatyonunun disar1 akisi ve zar proteinlerinin salinmasi ile

sonuglanir (Elmore, 2007) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Apoptoz yollari. Apoptoz esas olarak iki ana yoldan olusur ve {liglinciisii
apoptozun uygulayici yoludur. Dig uyaranlar veya ligand molekiilii tarafindan tetiklenen
ve oOzellikle 6liim reseptorlerini (DR'ler) igeren ekstrinsik yol. Instrinsik yolak,
Bax/Bak'in mitokondriyal membrana eklenmesi ve ardindan apoptozom iiretmek icin
Apaf-1 ve procaspaz-9 ile birlesen sitokrom c'nin salinmasi ve ardindan kaspaz 3
apoptoz kaskadinin aktivasyonu ile aracilik eder. TNF ile ilgili apoptozu indiikleyen
ligand (TRAIL), hiicresel FLICE inhibitor proteinleri (cFLIP), Kesilmis bid (tBid), B-
hiicresi lenfoma proteini 2 (Bcl-2), Bcl-2 homolog ek varyantlart (Bel-xL), Sitokrom
(Cyt) C), Kaspazlarin ikinci mitokondriyal aktivatorii (SMAC), Apoptoz proteinlerinin
inhibitort (IAP'ler) (Jan, ve ark., 2019).
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2.4. N-Asetil sistein (NAC)

N-asetilsistein (NAC), mukolitik 6zelliklere sahip, orijinal olarak 1960 yilinda patenti
alinmis ve tipta kullanimi ilk olarak 1967 yilinda rapor edilmis, stlthidril igeren bir
bilesiktir  (Lillibridge ve ark., 1967). Kimyasal yapisti ve terminolojisi
Sekil 2.3’de gosterilmektedir. Molekiiler formiil CS5H9NO3S'dir. Klinik olarak
1969'dan beri kistik fibrozda kullanilmaktadir (Gracey ve ark., 1969). O zamandan beri,
NAC kullanim1 asetaminofen doz asimi ve kronik obstriiktif akciger hastaligin

kapsayacak sekilde genisletilmistir ve rolii klinik olarak siirekli genislemektedir.

O

HS OH
HN_ _CHs

O

Sekil 2.3. N-asetilsistein formiilii. Molekiiler formiill CSHINO3S'dir. Kimyasal yapisi
gosterilmistir

Sistein et, balik, tahillar, siit iiriinleri, soya fasulyesi ve yumurta iirlinlerinde dogal
olarak bulunur (Vasdev ve ark., 2009). Bir besin takviyesi olarak NAC, bazi meyve ve
sebzelerde dogal olarak kiigiik miktarlarda bulunur (Demirkol ve ark., 2004).

NAC'min 0Ozellikleri arasinda glutatyon S-transferaz aktivitesinin arttirilmasi,
glutatyonun yenilenmesi, serbest radikallerin temizlenmesi ve antioksidan, anti-
inflamatuar ve mukolitik 6zellikleriyle birlikte sistein distilfid molekiillerinin ¢apraz
baglanmasiyla protein yapilarinin stabilize edilmesi yer alir. (Schwalfenberg, G. K.

2021) Insanlarda oral NAC'nin biyoyararlanimi bir ¢alismada % 4 ila % 9.1 arasinda
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(Olsson ve ark., 1988) ve baska bir ¢alismada % 6 ila % 10 arasinda (Borgstrom ve
ark., 1986) bulunmustur. Bu nedenle giinde 1200 mg'den daha az kullanilan ¢aligmalar
onemli bir fayda gostermeyebilir. NAC'nin yar1 6mrii 6.25 saattir ve klerensi, bulanti,
kusma ve diyare gibi yan etkilerle birlikte hem renal hem de nonrenaldir (Holdiness,
1991).

Bazilari, yaslandikca sistein eksikliginin gengligin kaybindan, saglik ve yasam kalitesi
kaybindan sorumlu oldugunu ve 6zellikle sistein tiiketiminin optimalin altinda oldugu

diisiintildiiglinden sarkopeniye katkida bulundugunu 6ne stirmiislerdir (Droge, 2005).

Son yillarda psikiyatri ve noroloji, metabolik hastalik, akciger hastalig1 asagidakiler gibi
akut solunum yolu sendromlarinda olast kullanimi da dahil olmak iizere enfeksiyoz
hastaliklarda ¢esitli klinik deneyleri inceleyen NAC'nin birkag sistematik incelemesi

yapilmistir.
2.5.Deney Hayvanlar1 BALB/c

BALB/c, ev farelerinin laboratuar ortaminda bir takim ortak alt tiirlerin tiiretilmesiyle
elde edilmis bir albinosoyudur. Hayvan deneylerinde en sik kullanilan “inbred strain”
yani dogal soylardandir. Giiniimiizde 200’den fazla nesil BALB/c fareleri New
York’tan tiim diinyaya dagitilmaktadir (Beck ve ark., 2000).

Bu tiirtin olugsmasimi saglayan ilk hayvanlar, New York, Memorial Hastanesi'nden
Halsey J. Bagg tarafindan 1913 yilinda Ohio’daki bir fare saticisindan edinilmistir.
BALB adi1 Bagg ve Albino kelimelerinin birlesiminden meydana gelmistir. 1920
yilindan itibaren orijinal koloni 15 yil boyunca 26 kusak sistematik olarak
cogalmiglardir. BALB farelerinin BALB/c olarak adlandirilmasi bu fareleri 1935 yilinda
onlar1 The Jackson Labrotory’e tasiyan George Davis Snell tarafindan yapilmistir. Bu
stok, su anda diinyada kullanilan biitin BALB/c alt tiirlerinin temelini olusturmaktadir

(Potter, M. 1985).

BALB/c ki, BALB/CheAn, BALB/cJ, BALB/cRI ve BALB/cWt gibi alt tiirlere
sahiptir. Ureme performansi ve iireme omrii bakimindan avantajlidir. Ayn1 zamanda
saldirganlik seviyesi diisiik, a¢ik alan aktivitesi diisiik olmalar1 sebebiyle bir¢ok caligma
i¢in laboratuar galismalarina uygun bir tiirdiir. Ayrica BALB/c 1rk1 monoklonal antikor

iretimi i¢in olduk¢a uygun bir irktir yine benzer sekilde bir¢ok kanser tiirlerinin
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gelisimi bu irk ile rahatlikla calisilabilir. Diyete bagli atereskleroza direngli oldukari igin

kardiyovaskiiler ¢alismalarda tercih edilen bir hayvan modelidir (Beck ve ark., 2000).
2.6 Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii, farkli yollarla izole edilmis hiicrelerin belirli sartlarda kontrollii olarak in
vitro ortamda yasamlar1 devam etmesi ve ¢ogaltilmasi ile gergeklesir. In vitro ortamda
gerekli sartlar saglandiginda kiiltiire edilen hiicreler canlilik faaliyetlerini géstermeye
devam eder. Bir organizmaya ait hiicrelerin laboratuar ortaminda biiyiitiilebilmesiyle

cesitli biyolojik sorulara cevaplar arastirilabilir (Lodish ve ark., 2011).

Cesitli caligmalarin canli organizmada degilde kiiltiire edilen hiicreler iizerinde
gerceklestirilmesi zaman ve maliyet acisindan avantaj sagladigi gibi planlanan
calismanin kontrollii olarak gerceklestirilebilmesi agisindan da avantaj saglar. Hiicre
kiiltiiri ¢aligmalar1; monoklonal antikor iiretimi, as1 ¢alismalari, ilag etkilesimleri, gen
tedavisi, ¢esitli enfeksiyonlarin arastirilmasi, hiicre i¢i ve hiicreler arasi gesitli yolaklarin

aydinlatilmasi gibi ¢ok ¢esitli alanda kullanilmaktadir.
2.6.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar

Mediumlar kiiltiir ortamindaki hiicrelerin yasamlarini idame ettirebilmeleri igin gesitli
bilesenleri igeren besiyerleridir. Besiyeri icerikleri hiicrenin ihtiyasarina gore farkliliklar
gosterir. Hiicreler siispanse (ylizen) ya da monolayer (tutunarak biiyliyen) hiicre

tiplerinde olmaksizin hiicresel ihtiyaglarini bu besiyerlerinden kargilarlar.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerinde hidrojen iyonu konsantrasyonu hiicre gelisimi
icin Onemli faktorlerdn birisidir. Hiicreler genellikle pH:7.4’te yasarlar. Besiyeri
igersindeki hidrojen iyonu konsantrasyonunu gozle yapilabilmesi adina indikator olarak
fenol kirmizisi kullanilir. Boylece besiyerindeki pH degisimi gozle takip edilebilir.
Mediumdaki renk degisimi kirmizidan sariya yaklastik¢a ortamin daha asidik pH’da
oldugu, kirmizidan pembeye yaklastikca ortamin daha bazik bir pH’da oldugu

anlasililabilir.

Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan mediumlarda énemli diger bilesenler sodyum bikarbonat
(NaHCOs3), karbokdioksit  (CO;) ve  HEPES’tir  (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid). Besiyerinde CO, ancak gaz halde ¢6ziinebilir.
Mediumda meydana gelen laktik asit artig1 besiyerinin pH 11 diistiriir. HEPES medium

pH’sin1 dengede tutmak i¢in siklikla kullanilan tampon bilesenlerden birisidir. Bu
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bilesenlere ek olarak medium oksijen yogunluguda ve sicaklik diger Onemli
faktorlerdendir. 37 °C hiicre kiiltiiriinde tercih edilen optimum sicakliktir. Kiiltiirde
kullanilan mediumlarin 37 OC’ye yakin olmasi hiicrelerin strese girmemesi bakimindan
onemlidir. Kiiltlir ortam1 disinda stoklanmasi ya da saklanmasi gereken hiicreler birkag
giin -80 °C’de, daha uzun siireli saklamalarda ise -196 °C’de azot tankinda muhafaza

edilmelidir (Freshney, 2010).

Mediumlar igerisinde c¢esitli vitamin, mineral, tuz, glukoz ve serumlar1 barindiran
kompleks besiyerleridir. Kiiltiirde kullanilacak bu mediumlar hiicre metobolizmasinda
cesitli gorevlere sahip biyotin, nikotinamit folik asit, B vitaminleri, A, D, E ve K

vitamini gibi cesitli vitaminleri uygun konsantrasyonlarda icermelidir (Freshney, 2010).

Besiyeri osmolaritesi medium igerisindeki tuzlarla dengelenmektedir. Hiicre gelisimine
katki saglayan tuzlara 6rnek olarak Ca®" Mgz+, Na*, K*, SO,*, ve PO,> verilebilir
(Freshney, 2010).

Hiicreler canlilik faliyetlerini devam ettirebilmek icin ihtiya¢ duyduklari enerjiyi
gluzdan saglarlar. Besiyerinde kullanilacak glukoz miktar1 kiiltiir edilen hiicre tipine

gore farklik gosterir (Freshney, 2010).

Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin biiylime ve gelisimini desteklemek icin g¢esitli serumlar
eklenebilir. Serumlar yapilan ¢alismanin ve kiiltiire edilen edilen hiicreninin tipine gore
at, tavsan, biiylikbas hayvan ya da insan gibi canlilardan elde edilmis olabilir. Fetal
Bovin Serum (FBS) kok hiicre Kkiiltiirlinde en sik kullanilan serumlardan biridir

(Freshney, 2010).

Kiiltiir ortaminda hiicrelerin canliligimi siirdiirmesi i¢in gerekli olan aminoasitler
kiiltiirde kullanilan medium igeriginde zaten bulunuyor olabilir ya da sonradan
eklenebilir. Glutamin yarilanma omrii kisalig1 sebebiyle medium igerisine taze olarak

eklenen aminoasitlerden en yagin olanidir (Freshney, 2010).

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin gelisimini desteklemek i¢in zaman zaman c¢esitli
hormonlar ve biiylime faktorleri kullanilmaktadir. Kiiltiire edilen hiicrenin ya da yapilan
calismanin tiirline goére bu fakotrler cesitlilik gdsterir b-FGF ve EGF sik kullanilan
bliylime faktorlerindendir (Freshney, 2010).

Hiicre kiiltiiriinde bakteri ya da fungus kontaminasyonlarindan korunmak ig¢in ¢esitli

antibiyotikler kullanilir. Penisilin, streptomisin, yaygin kullanilan antibiyotiklerdir ek
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olarak amfoterisin ve gentamisinde gibi antibiyotikler de kullanilabilir (Freshney,
2010).

Hiicre kiiltiirtinde hiicreleri 6li hiicrelerden, hiicre kalintilarindan, besiyerinde biriken
diger atiklardan ya da cesitli kimyasallardan arindirmak kisaca yikama iglemi yapmak
icin fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi olan PBS kullanilir. Hiicre kiiltliriinde yagin
olarak iki tip PBS vardir. Birincisi kalsiyum ve magnezyum igermeyen PBS digeri ise
kalsiyum ve magnezyum gibi +2 degerlikli iyon iceren PBSlerdir. +2 degerlikli iyon
iceren PBS varliginda tripsin enzimi ¢alismayacagi i¢cin bu PBS tipi genellikle hiicre
izolasyonu sirasinda kollejenaz gibi doku parcalayan enzimlerle birlikte kullanilir

(Freshney, 2010).

Kiiltiir sirasinda hiicreleri tutunduklari yiizeyden ayirmak igin tripsin enzimi kullanilir.
Hiicrelerin tripsine maruz alma siireleri yapilan ¢alisma ve hiicre tipine gore degismekle
birlikte hiicreleri uzun siire tripsine maruz birakmak hiicre canliligini olumsuz yonde
etkileyeceginden tercih edilmez. Tripsin enzim aktivasyonunu durdurmak ya da
azaltmak i¢in protein igerigi yiiksek olan serumlar (FBS gibi) veya tripsin inhibitorleri

kullanilir (Freshney, 2010).
2.6.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Ekipmanlar

Hiicre kiiltiiri calismalarinda kullanilan temel ekipmanlar vardir. Bu ekipmanlardan bir
tanesi ¢alismalarda kontaminasyon riskini minimuma indirmek i¢in kullanilan steril
kabinlerdir. Steril kabinlerde laminar akis sistemi mevcuttur. Kiiltiire edilen hiicreler
karbondioksit inkiibatoriinde saklanir bu inkiibator igerisinde i¢ ortama nem saglayacak
olan bir tabla bulunur. Hiicre kiiltiirli ¢calismalar1 genellikle %5 CO; orani ve 37 °C’de
gerceklestirilir. Hiicreleri gézlemlemek i¢in invert mikroskop kullanilir. Hiicre kiiltiirii
laboratuarinda bulunmasi gereken diger cihazlar santriij, sogutucular(+4 °c, -20 °C, -80
©C), uzun dénem saklama ve stok islemleri i¢in azot tankidir (-196 °C) (Pittenger,
2008).



3.MATERYAL METHOD

3.1. Deney Hayvam Calismalar:

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan deney hayvanlari, 09.10.2019 tarihli 19/189 karar
numarali Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu karari ile (Ek: 1)
hayvan etigi acisindan uygun bulunmustur. Bugalisma deney hayvanlari, Erciyes
Universitesi Betiil Ziya Eren Genom Ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK) Transgenik
Hayvan Birimi’nde barman hayvanlar ile gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan
fareler dogumdan itibaren 21. giinde deney gruplarina gore farkli kafeslere ayrilmistir.
Fareler 7 aylik olana kadar GENKOK Transgenik Hayvan Birimi’nde fare iinitesinde
barinan diger farelere uygulanan standart prosediire gore beslenmistir ve 7. aydan
itibaren 20. aya kadar ayn1 deney protokolii uygulandmistir Fareler 12 saat aydinlik 12
saat karanlik ortamda, 19.1cm x 29.2cm x 12.7cm Slgiilerinde 558 ¢cm? yiizey alanmna
sahip kafeslerde barindirilmistir. Kafes igerisinde MBD (MBD Feed Trading, Gebze,
Turkey) marka altlik kullamilmistir. Fareler kafes basina en fazla 3 hayvan diisecek
sekilde gruplandirilmastir.

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi, Beslenmesi ve Bakimi

Tez calismasi, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayiyla 28
hayvan ile baglatilmistir. Fareler Balb/c 1irki normal disi ve erkek bireylerin
ciftlesmesiyle dogan normal farelerden secilmistir. Dogan farelerden yalnizca erkek
cinsiyetli fareler kullanilmigtir. Dogumdan itibaren 21 giin anne fareler ile birlikte
barinan yavru fareler 21 giin sonunda ayr kafeslere alinarak Optima (Optima Nutrient
Industry and Trade Joint Stock Company, Bolu, TURKEY) marka standart pellet yem
ile beslenmistir. Kafeslerde, 250ml’lik suluk icerisinde taze ¢esme suyu kullanilmistir.
Fare i¢cme sulari, suluklardaki sularin bitmesi beklenmeksizin giin asir1 olarak

tazelenmistir. Fare {linitesinde barman, tez ¢aligmasi hayvanlarinin altliklar, altliklarin
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dolmast beklenmeksizin haftada 2 kez degistirilmistir. Tez ¢alismast boyunca

kullanilacak fareler kontrol ve deney grubu olarak 2 gruba ayrilmistir.
3.1.2. Deney Hayvanina N —asetilsistein Uygulamasi

Tez calismasinda eczanelerde ticari olarak satilan NAC 900 mg (Basel) N —asetilsistein
kullanilmistir. Tez ¢alismasinda farelere uygulanan N —asetilsistein oral yolla igme suyu
ile ad libitum olarak verildi. Uygulanan N -asetilsistein miktari, tezin hipotezi
dogrultusunda, orta yastan itibaren (yaklasik olarak 30 yas) yaslilik donemine kadar
(ortalama insan Omrii 80 yil) erigskin bir insanin giin asir1 N —asetilsistein kullanimi
kurgulanarak planlandi. Calismalarda N -—asetilsistein klinik kullanimda Onerilen
ortalama mukolitik miktarinin fareye mimik edilmesiyle olusturuldu. Her kafes i¢in 900
mg/ml N —asetilsistein ¢ozeltisi ¢esme suyu ile ve taze olarak hazirlandi. Tez
calismasinda denek olan farelere dogumdan sonra 30. haftadan itibaren (215 giin) N —
asetilsistein uygulamasina baglanmis ve 53 hafta boyunca (368 giin) boyunca N —
asetilsistein uygulamasi devam etti. Fareler 83 haftay1 (582 giin) tamamladiktan sonra

sakrifiye edildi.
3.1.3. Deney Hayvam Sakrifikasyonu

Tez ¢alismas1 kapsaminda yaklasik 20 ay boyunca Erciyes Universitesi Genom ve Kok
Hiicre Merkezi Transgenik Hayvan Biriminde barinan hayvanlar, 582 giin sonunda
sakrifiye edildi. Sakrifikasyon iglemi en az agri, act ve istiraplt olacak sekilde, %70
karbondioksit (CO;) gazi verilen chamberlarda gergeklestirildi. Bu islem her denek igin
sirayla tekrarlandi. Sakrifiye edilen denekler yaklasik 2 dakika boyunca %70’lik etanol
igerisinde bekletildi ve boylece kismi yiizey sterilizasyonu saglanmis oldu. Ardindan
daha onceden otoklavlanmis steril cerrahi setler yardimiyla, cerrahi islem uygulanarak
Viseral Adipoz dokular (VAT) ¢ikarildi. Deneklerden ¢ikarilan viseral adipoz dokular
%5 penisilin-streptomisin-amfisilin (PSA) iceren DMEM-low (Biological Industries)
besi yeri ile hazilanmig tasima soliisyonlari igerisine alindi. Bahsi gecen islemler her bir
denek icin sirastyla takip edildi. Aseptik kosullarda alinmis olan dokular steril kabin

igerisine tagindi.
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3.2. Primer Kiiltiir ve Hiicre Kiiltiirii
3.2.1. Visseral Adipoz Doku ile Primer Hiicre Kiiltiirii

Tasima soliisyonu igerisinde bulunan visseral adipoz dokular steril kabin igerisine
alindi. Dokular ilk olarak Ca**&Mg"™" igermeyen DPBS ile iki kez iyice yikandu.
Ardindan her bir fareye ait dokular ayr1 ayr steril petri kaplarina aktarildi. Dokular
steril bistiiri yardimiyla olabildigince kiiciik pargalara ayrildi yag dokusu disinda
gorilen farkliliklar (kan damar1 gibi) uzaklastirildi. Dokular fiziksel pargalama
sonrasinda icerisinde yaklagik 2-3 ml 1lik (37 °C) tip-Il kollejenaz (Sigma C6885-25
mg) olan steril falkonlarin (15 mL’lik) igirisine aktarild1 ve 37 °C derecelik inkiibatorde
enzimatik parcalanma saglandi. Falkonlar 5 dk’da bir alt iist edildi. inkiibasyonda gecen
siirenin ardindan enzim aktivitesini durdurmak amaciyla falconlarin {izeri soguk,
Ca""&Mg"" igermeyen DPBS ile tamamlandi. Fazla doku parcalarini uzaklastirmak ve
parcalama sonrasinda aciga cikan hiicreleri ayirmak amaciyla 350xg’de 5 dakika
sanriflij islemi gerceklestirildi. Santriij isleminin ardidan siipernatant uzaklastirildi.
Pellet 1ml DMEM-low glikoz % 10 FBS (Biological Industries) igeren tam besiyeri
icerisinde ¢oziildiikten sonra icerisinde yaklasik 8 mL tam besiyeri olan 75 cm? yiizey
alanina sahip kiltiir flasklarina ekildi ardindan CO igeren hiicre kiiltiirli i¢in uygun 37

©C’de inkiibatére kaldirildi. Kiiltiir flasklari 24 saat boyunca hig hareket ettirilmedi.

3.2.2. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii (Idame, Pasaj,

Dondurma)

Hiicreler ekim isleminden sonra, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan mikroskop ile
gozlemlendi. Adipoz doku orijinli mezenkimal kok hiicrelerin istenilen konfluensiye
ulagmasi ve ¢ogaltilmasi i¢in, 3 gilinde bir taze hazirlanan besiyeri ile idameleri yapildi.
Idame islemi i¢in kullanilan tiim malzemeler, islem oncesi 37 OC’ye getirildi. Ardindan
flask ylizeyine yapismayan hiicre pargalar1 ve 6li hiicrelerin hareklendirilerek rahatca
uzaklagtirilmas1 i¢in ileri-geri, yukari-asagi hareketlerle, vakum pompast yardimiyla
eski besi uzaklastirildi. Uzerine taze ve 1lik (37 OC) besiyeri eklendi, hiicre kiiltiirii i¢in
kullanilan CO3’li inkiibatére kaldirildi. Bu islem hiicreler yeterli konfluensiye
ulasincaya kadar her 3 giinde bir tekrarlandi. Her denege ait flask birbirinden bagimsiz
olarak takip edildi. Flasklarin ihtiyaci dogrultusunda besiyeri icerisindeki FBS orani

kimi zaman % 15°e ¢ikarildi.
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Yapilan idame islemi sonrasinda yeterli konfluensiye ulasan flasklar daha fazla hiicre
eldesi igin pasajlandi. Pasaj islemi %70-80 konfluent olan flasklara uygulandi. ilk
olarak flaskin icerisindeki besiyeri vakum pompasi yardimiyla uzaklastirildi. Ardindan
iki kez 6nceden 37 °C’de inkiibe edilen Ca*™*&Mg*™" icermeyen DPBS ile yikandi. Bu
islem sonrasinda flask yiizeyine tutunan hiicreler yaklasik 4-5 mL énceden 37 °C’ye
getirilen tripsin eklenerek 1,5-2 dakika inkiibatorde tutuldu. Mikroskopta hiicrelerin
flask yiizeyinden kalkip kalkmadigina bakildi ve hala kalkmayan hiicreler flaska hafif
darbeler uygulanarak fiziksel olarak kalkmasi saglandi. Steril kabin igerine alinan
flasklarin icerisine, flask basina eklenen tripsinin % 10’u kadar FBS eklenerek hiicrelere
etki eden tripsin orant minimuma indirilmistir. Ardindan flask igerisinde bulunan
hiicreler falcona alind1 ve 350xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemine ikinci
yikama ile devam edildi. Bu sirada kabin icersinde etiketlemesi yapilan 175 cm? lik
flasklara 19 mL tam besiyeri eklendi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve
1 mL tam besiyeri i¢erisnde ¢oziilen hiicreler flasklara ekildi. 37 °C CO,’li inkiibatore
kaldirildi. Devam eden giinlerde gerekli flasklara 3 giinde bir olacak sekilde idame
yapildi.

Yeterli sayiya ulagan hiicreler tez calismasinda yapilmasi planlanan deneyler i¢in azot
tankinda -196 °C’de saklandi. Hiicre dondurma islemi i¢in ilk olarak flask icerisindeki
besi yeri daha dnce anlatildig1 sekilde vakum pompasi ile ¢ekildi. Ardindan, flasklar
Ca""&Mg"™ icermeyen DPBS ile yikandi. Flasklarin icerisine gerektigi kadar (75
cm®lik olanlara 4-5 ml 175 cm?lik flasklara yaklasik 10 mL) Tripsin-EDTA (1X)
soliisyonu (03-054-1B, Biological Industries) eklendi inkiibatorde yaklasik olarak 2
dakika inkiibe edildi. Flasklara yapisik halde bulunan hiicrelerin kaldirildigr mikroskop
ile teyit edildikten sonra falkonlara topland: ve iki kez Ca™*&Mg"" igermeyen DPBS ile
yikandi. Kademeli sogutma islemi uygulanacagi i¢in Myster Frosty Container igerisinde
sogumaya birakildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet, vial basmna 1-1,5 mL
olacak sekilde (Cryo vialler igerisinde yaklasik 1x10° hiicre ile) etiketlemesi yapilmis
cryo viallere aktarildi. Ardindan bir giin -80 °c dolaplarinda ardindan -196 °C siv1 azot

tankinda depolandi.
3.3. Flow Sitometri ile Karakterizasyon

Deney hayvanlarindan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu CD44-
FITC pozitif, CD90-FITC pozitif, CD105-PE pozitif ve CD45-FITC negatif yiizey
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belirtegleri kullanilarak isaretlendi ve flow sitometrik karakterizasyon yapildi.
Karakterizasyon i¢in ayrilan hiicreler her bir yiizey belirteci i¢in ayr1 ayri tliplere
boliindii ve deney grubu hiicreleri 200 ul BD Cell Wash soliisyonu igerisinde ¢oziildii.
Ardindan tiip basina 1’er pl olacak sekilde florokrom belirtecler, izotip kontrol belirteci
ve pozitif belirte¢ kokteyli eklenerek 20 dakika oda sicakhiginda (25 °C) inkiibe edildi.
Ardindan 1 kez yikanan hiicre pelletleri 500 ul BD wash soliisyon ile ¢oziilerek flow
okumalarinin yapilacagi tiiplere aktarildi.  Ayrica hiicrelerin otofloresan 6zelligi
oldugundan intensite esik degerini belirlemek amaciyla icerisinde hiicre olan bir tiipe
yalnizca wash soliisyon ekleyek okuma yapildi. Yapilan okumalar BD FACS Aria III
Cell Sorter (BD Biosciences, ABD) flow sitometri cihazi kullanilarak yapildi. Sonuglar
BD FACS Diva 8.0.1 programi kullanilarak degerlendirildi.

3.4. Biyolojik Etki Testleri
3.4.1. Senesens Iliskili p-Galaktosidaz Boyamasi

Tez calismasi kapsaminda, yasglanan hiicrelerin varligini fizyolojik olarak gosterebilmek
icin senesens iligkili beta galktosidaz boyamasi yapildi. Beta-Gal boyamasi kit yardimi

ile yapildi.

Fiksasyon Soliisyonu: %0.2 gluteraldehit (Sigma) kullanilarak fiksasyon soliisyonu

hazirlandi.

Boyama Soliisyonu: 5 mM Potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)g]) (Sigma) ve yine 5 mM

Potasyum ferrosiyaniir (K4[Fe(CN)s]) (Sigma) ve 2 mM MgCI; iceren DPBS boyama

soliisyonu olarak hazirlandi.

X-Gal Stok: 40 mg/ml (w/v), X-Gal (Thermo) ¢ozeltisi N,N- dimetilformamit ile

¢Oziilerek hazirlandi.

Tam Boyama Soliisyonu: Daha dnce hazirlanan X-Gal stok soliisyonu 1 mg/ml olacak

sekilde (1:40 (v/v)) seyreltilerek hazirlandu.

Senesens iligkili betagalaktosidaz boyamasi i¢in ilk olarak kontrol ve NAC uygulanmis
farelerden elde edilen hiicreler ilk olarak 6 kuyucuklu kiiltiir flasklarina ekildi. Hiicreler
flasklara tutunduktan sonra ilk olarak besi yeri uzaklastirildi1 ardindan DPBS ile yikandi
ardindan hiicrelerin fiksasyonu i¢in kuyucuklarin iizerini kaplayacak kadar fiksasyon
soliisyonu eklendi 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan fiksasyon soliisyonu

uzaklagtirildi. Hiicreler 2 kere DPBS ile yikandi ve {iizerlerine kuyucuklarin iizerini
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kaplayacak kadar tam boyama soliisyonu eklendi 6 kuyucuklu flask etrafi parafilmle
sartlarak 1 gece boyunca (yaklasik 18 saat) 37 °C CO,’li inkiibatdre kaldirildi.
Inkiibasyon sonrasinda boyama soliisyonu uzaklastirildi hiicreler DPBS ile yikand1 ve
%50 gliserol eklendi. Yeniden parafilm ile sarildi ve her grup i¢in (kontrol ve NAC
grubu) 3’er kuyucuga ekilmis hiicreler 100’er hiicre mikroskop ile sayilarak senesens

yiizdeleri belirlendi.
3.4.2. Ki-67 Proliferasyon Testi

Yapilan ¢alismada hiicrelerin proliferasyon oranlarini belirleyebilmek icin, Ki-67
proliferasyon testi ticari olarak satin alinan Ki67 Proliferation Kit (Merck Millipore,
ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Kitin ¢alisma mekanizmast memeli canlilarin
hiicrelerinin yalnizca ¢ekirdeginde bulunan ve hiicre béliinmesi sirasinda eksprese bir

protein olan Ki-67’nin belirte¢ olarak kullanilmasi mantigina dayanmaktadir.

Ki-67 proliferasyon testinde kullanilacak hiicreler tripsin ile kaldirilmadan 6nce test i¢in
kullanilacak soliisyonlar hazirlandi. Kit beraberinde gelen 5X fiksasyon soliisyonu ve
5X deney tampon soliisyonu 1X olacak sekilde PBS ile diliie edildi. Ardindan tripsinle
kaldirilan hiicreler iizerine kit protokolii dogrultusunda 50 pl fiksasyon soliisyonu
eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Fiksasyon sonrasinda ependorflarin
tizerine 150 pl 1X deney tamponu eklendi 350xg’de santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Ardindan ependorflarin iizerine 100 pl permobilizasyon soliisyonu
eklendi ve pipetajland1 sonrasinda oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
islemi sonrasinda 100 pl deney tamponu eklenip 350xg’de santrifiij edildi siipernatant
uzaklastirildi. Uzerlerine yeniden 50 ul 1X deney tamponu eklenen ependorflar 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizerine 10 pl Muse® Hu Ki67-PE
antibadi eklendive ependorflar 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak
ependorf bagina 150 pl 1X deney tamponu eklendi. Okuma islemine Blank okumasiyla
basland1 ve kapilama yapildiktan sonra deney gruplari sirasiyla Muse cell analyzer

cihaz ile yapildi.
3.4.3. Annexin V ile Apopitoz Testi

Tez c¢alismasinda kullanilan hiicrelerin apoptotik durumunu 6lgmek ig¢in, apoptoza
gitmis hiicrelerin normalde i¢ ylizeyinde bulunan fakat apoptoz ile birlikte dis yiizeye
cikmig fosfatidilserinlere beraberindeki kloroform ile baglanan Annexin V

analiziapoptotik hiicrelerin belirlenmesine yardimci olur.
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Tez ¢alismasinda apoptoz testleri i¢in ayrilan hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra 1
kez DPBS ile yikanarak siipernatant uzaktastirildi. Ardindan kit protokoliine uygun
olarak her bir 6rnek tiipii igerisine 100 pul Annexin V dead cell (Merck Millipore, ABD)
reaktifi eklenmis veher bir 6rnek tiipii icerisine %1 FBS iceren DPBS ile ¢oziilmiis
hiicre siispansiyonu eklendi. Bu islemin ardindan tiipler 20 dakika boyunca oda
sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda her bir hiicre
tiipti Muse Cell Analyzer (Millipore) cihazi ile okundu. Analiz sonrasi sonuglar cihazin

kendi yazilimi ile gergeklestirildi.
3.4.4. Hiicre Dongiisii Testi

Hiicre dongiisii testi Muse cell analyzer cihazi ile kit protokoliine Cell Cycle (Merck
Millipore, ABD) kit protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Test prensibi
yalnizca ¢ift zincirli DNAya baglanma 6zelligi gosteren, niikleer DNA interaksiyon
boyas1 olan Propidium Iyodiir (PI) ve tek zincir baglanmalarmi 6nleyecek olan RNAse
icermektedir. Boylelikle boyama sonucunda hiicre dongiisiiniin farkli agamalarindaki
hiicrelerin ayirt edilmesine olanak saglanir. Dinlenme durumundaki (G0/G1 fazi) her
kromozomun iki kopyasini igerir. Hiicreler dongiiye basladik¢a kromozomal DNA’y1
sentezlerler (S fazi) ve PI’dan gelmekte olan floresan yopunlugu, tiim kromozom iki
katina ¢ikana kadar (G2/M) artar. Bu asamada, G2/M fazindaki hiicreler sonunda iki
hiicreye boliiniir. Test, her fazdaki (G0/G1, S ve G2/M) hiicrelerin yiizdesini ayirt etmek
icin DNA igeriginin PI bazli boyanmasini kullanir. Hiicre dongiisii testi i¢in ilk olarak
her grup hiicreleri flasklardan tripsin ile kaldirild1 ardindan iki kez DPBS ile yikand1 ve
son yikamadan once ependorflara alindi. Pelletler 50 ul DPBS ile ¢oziilen hiicrelerin
tizerine fiksasyon i¢in 1 ml soguk %70’lik etanol vorteks lizerinde yavag yavas eklendi.
Fiksasyon i¢in hiicreler 1 gece -20 9C’de inkiibe edildi (en az 3 saat inkiibe edilmesi
gereken hiicreler 2 aya kadar bu sekilde saklanabilir). Fikse edilmis hiicreler santrifii
edildi. Siipernatant uzaklastirildi ardindan pelletler 1 kez 250 ul DPBS ile yikandi. Son
olarak pelletlerin iizerine 200 pl Muse cell cycle reagent soliisyon eklendi. Oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilen hiicreler MuseCell Analyzer ile 3 tekrarli okuma
yapildi.

3.5. Histolojik Hazirhklar

Calismada kullanilan adipoz dokularin bir kismu primer hiicre kiiltiirli i¢in ayrildiktan

sonra bir kismi ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak iizere histolojik prosediir uygulandi.
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Sakrifiye edilen hayvanlardan ¢ikarilan adipoz doku, doku tespiti igin % 4’liik
formaldehit igerisine alinarak 72 saat bekletildi. Ardindan musluk suyu igerisinde
bekletirelerek yikandi. Yika isleminden sonra sirasiyla %350, %70, %80 ve %96’lik
alkol serilerinde 1’er saat bekletildi. Daha sonra 3’er kez 20’ser dakikalik siirelerle
ksilenle muamele edilen dokular eriyik parafinde (60 °C) 1 gece birakildi ardindan

bloklama islemi ger¢eklestirildi.
3.6. Parafin Bloktan RNA izolasyonu

Gen ifadesi diizeyinde caligmalarimizi gergeklestirmek i¢cin RNA izolasyonunu parafin
dokulardan gergeklestirildi. Parafin dokudan RNA izolasyonu i¢in parafin bloklardan
ependorf tiirler icerisinde kesitler alindi. Dokularin iizerine bir gece dnceden 45 °C’de
beklemis ksilol tiip bagina 1ml damla damla eklendi. Ksilol eklenen érnekler 55 °C’de
30 ile 60 dakika arasinda inkiibe edildi. 15 dakikada bir vortekslendi. Inkiibasyon
sonrasinda ornekler 1600 xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Eger doku ependorf tiipe tam
olarak ¢okmediyse tlizerine 800 pl ksilol daha eklenerek 15- 20 dakika ayni sicaklikta
yeniden inkiibe edildi, vortekslenir ve santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
tiipiin icerisinden 0.5 ml c¢izgisine kadar olan kismi uzaklastirildi ve iizerine etanol
eklenip, vortekslendi ve ayni parametrelerde santrifiij edildi. Ardindan siipernatant
tamamen uzaklastirildi ve lizerine 1 ml etanol eklenip aymi sekilde santrifiijlendi.
Stipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Kalan etanoliin kurumasi i¢in deney tiipleri 37
9C’de en az 30 dakika kurutuldu. Tamamen kuruyan pelletlerin iizerine 100ul Tissue
Lysis Buffer, 16 ul SDS (%10) ve 50ul proteinaz-K eklendi ve tiipler 85 °C’de 1 saat
inkiibe edildi ara ara vortekslendi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler oda sicakliginda 55
OC’ye sogurken iizerine 80 pl proteinaz-K eklendi ve 55 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Ornekler ara ara vortekslendi ve pelletlerin seffaf renkte olmasina dikkat edildi. Lizat
tizerine 325 ul RNA binding buffer ve 325 ul absolii etanol eklendi pipetaj yapildi.
Lizatin tamami1 RNA izolasyon kolonlarina aktarildi. 6000xg’de 1 dakika santrifiij
edildi ve kolon temiz bir toplama ependorfuna alindi. 14000xg’de yeniden santrifiij
edildi. HPF tiiplerdeki filtre iizerine 100 ul DNAse eklenip 15-20 °C’de 10 dakika
inkiibe edildi. HPF kolon iizerine 500 ul Wash Buffer-1 eklenip 6000xg’de sanrifiij
edildi lizatin kolondan tamamen siiziilmesine dikkat edildi. Ardindan kolona 500 ul
Wash Buffer-II solusyonu 500 ul eklendi yine 6000xg’de sanrifiij edildi. Yikama islemi

tekrarlandi. Yikama isleminin ardindan kolona tutulu RNA {izerine 25-50 pl elution
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buffer eklendi. Kolonlar yeni toplama tiiplerine alindi. 15-20 °C’de yaklasik 3 dakika
beklendikten sonra son kez 6000xg’de 2 dakika sanrifiij edildi. Nanodrop (Thermo
Scientific NanoDrop 2000, ABD) ile RNA miktar1 ve saflig1 6l¢iilen 6rnekler -20 °C’de

saklandi.
3.7. RNA’dan ¢cDNA Sentezi

Daha 6nce nanodrop Olgiimleri yapilip -20 9C’de saklanan drnekler cDNA sentezi i¢in
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanildi. Konsantrasyonu belirlenen Orneklerin iizerine kit protokoliine gére CDNA
reaksiyon karisimi hazirlandi. islemlerin tamami buz iizerinde gergeklestirildi. Kontrol
ve Deney grubu icin 10’ar pL ¢cDNA reaksiyon karigimi hazirlandi. Karigimin igrisine;
Reverse Transkriptaz Soliisyonu (10X) 2 pL, dNTP Mix 0.8 pL, Random primer 2 uL,
Transkriptaz 1 pL, Niikleaz icermeyen su 4.2 pL eklendi. Her iki deney grubuna
hazirlanan karisim 2 PCR tiipline eklenip, etiketlendi. Thermal Cycler (Sensoquest,
Almanya) cihazinda gergeklestirilen revers transkripsiyon isemine ait parametreler

Tablo 3.1°de verilmistir. Islemler sonrasinda 6rnekler -20°de saklandi.

Tablo 3.1. Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya) cihazinda gergeklestirilen revers
transkripsiyon isemine ait parametreler.

Parametreler 1.Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak
Sicaklik (°C) 25 0C 37 °C 85 0C 40C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika a0

3.8. RT-PCR ile Gen ifadelerinin incelenmesi

RT-PCR ile gen ifadelerinin incelenmesi islemi Roche LightCycler 480 II cihazinda
1QTM Syber® Green Supermix Manuel (Biorad, ABD) kiti kullanilarak gergeklestirildi.
RT-PCR reaksiyon bilesikleri total hacim 6rnek basina 15 pL olacak sekilde ayarlandi.
Reaksiyon icersine; 7.5 uL Syber Green Supermix (2X), 1 pL Forward Primer, 1 pL
Reverse Primer, 3.5 pL Niikleaz icermeyen su ve 2 pL. cDNA olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan karisim 96 kuyucuklu plaklara 13’er pL olacak sekilde eklendi. En son
tizerlerine 2’ser uL. cDNA’lar eklenip kuyularin tizeri kapatildi. Caligmalarda kullanilan

parametreler ve primer dizileri Tablo2 ve Tablo 3’de gosterilmistir.
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Analiz Déngii Bioliim Sicakhk Hedef Siire Olciim
modu Degisim Hinn | Sicakhk
(°C/s)
Denatiirasvon
Yok 1 - 4.4(°C/s) 95 oC 15 dakika Yok
Cogalma
Miktar 38 Bozunma 4.4 (°C/s) a50Cc 15 sanive Yok
dlgimii
Baglanma 2.2(°C/s) 58 - 30 sanive Yok
62 oC
Uzama 4.4 (°C/s) 72°C 30 sanive Tek
Soguma
Yok 1 - 2.2(°C/s) 309C 10 sanive Yok
Melting curve
1 - 0.11 {°C/s) 95 9oC - -
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Tablo 3.3: Calismalarda kullanilan genler ve primer dizileri

Genler Primer Dizisi PCR Uriinii
Uzunlugu
(bp)
GAFPDH 3 CCCAGCTTAGGTTCATCAGGTA 37 21
3 TACGGCCAAATCCGTTCACA ¥
P33 3" CACTCCATGGCCCCTGTCATCT 3° 128
3 TGAGGGGAGGAGAGTACGTG 37
P2I 3 GCAAAGTGTGCCGTTGTCTC 3° 128
3" CGTCTCCGTGACGAAGTCAA T
RRI 3" ACCCAGCAGTGCGTTATCTAC 37 192
3 TTGTATGGCTCTCTGAGTAGTGC 37
ATM 3" TCACCAGAGGATGCTGTICAC 7 182
3 TGCTTCACACACCCGTTTITC
BAX 3 GCAATATGGAGCTGCAGAGGAT 3 137
3 GCCTTGAGCACCAGTTTGCTAG 3°
BCL-2 3 TCTTTGAGTTCGGTGGGGTC 3° 134
3 AGTTCCACAAAGGCATCCCAG Y
CDKo 3 TCGTGATCTGAAACCGCAGA 37 202
3 TGCAAAGATGCAACCGACAC ¥
SIKLIN B 3 GGTTGATAATCCCTCTCCAAGC 3° 114
3 TCTGCGTCTACGTCACTCACT 3°

RT-PCR calismasindan elde edilen Ct degerlerinin analizi yapildiktan sonra ifade
degisimleri, 2" metodu kullamlarak belirlendi. 2" degerleri asagida gosterilen

formiil kullanilarak hesaplandi:

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

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

degerlendirildi.

3.9. istatistik

Calismalar sonucunda elde edilen bulgular GraphPad Prism 8.0.2. (GraphPad Prisim,
San Diego, CA) istatistik programi kullanilarak istatistiksel analiz ve grafiklendirme
yapilmustir. Yapilan ¢alismalarda Two way Anova ve T-test metodu kullanimistir. p <
0.05 anlamlilik diizeyi kabul edilmistir. 0.01 <= p < 0.05 (*): Istatistiksel anlamlilik.
0.001 <= p < 0.01 (**): Yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik. p < 0.001 (*** ****):
Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik. 0.05 <= p 0.10: Istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunamamaistir olarak kabul edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvam Bakimu Ila¢c Uygulamasi ve Sakrifikasyon Bulgulari

Tez calismalarinda Balb/c irki erkek fareler kullanilmistir. Tez hipotezi dogrultusunda
yaklasik 84 hafta boyunca Transgenik Hayvan Biriminde barmnan farelerin giinliik
suluk, pellet yem ve altlik kontrolleri gerceklestirilmistir. ila¢ uygulamas: ad libitum
olarak gerceklestirilmistir. Deney hayvani besleme siiresi tamamlandiktan sonra
sakrifiye edilen hayvan fenotipleri karsilagtirildiginda genel olarak iki fare grubunda da
yaslanma fenotipleri (kil dokiilmesi, deri sarkmalari, kilo kaybi, kamburluk v.b)
gozlenirken NAC uygulamasi yapilan farelerin sakrifikasyonu sirasinda bazi farelerde i¢

organlarda ve ¢esitli dokularda tiimor benzeri yapilar oldugu gézlenmistir.
4.2. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii Bulgulari

Sakrifikasyon sonrasi halihazirda kullanilan dokularin yasli farelerden elde edilmesi
sebebiyle primer kiiltlir ile elde edilen hiicrelerde yavas biliylime ve genel senesens
hiicre profili gézlenmistir. Bu nedenle hiicrelerde gézlenen senesent profilin kiiltiirde
gecen siire kaynakli olmamamsi adma kiiltiir siiresi 14 gilinli gegmemistir. Tez
caligmasinda kullanilan hiicre gruplarimin (kontrol grubu ve NAC grubu hiicreler)
morfolojileri klasik senesens hiicre profiline (sitoplazmas1 dagilmis, fazla gekirdekli ve
genis hiicre ¢eperine sahip dallanmis biiylik hiicreler) tekabiil etmektedir. Calismalar
sirasinda kiiltiire elden hiicreler her idame Oncesinde mikroskop altinda genel
morfolojiyi takip edebilmek adina incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda deney
grubunun kontrol grubuna gore daha fazla senesent hiicre profiline sahip oldugu

gozlenmistir.
4.3. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyon Bulgular:

Tez ¢aligmast igin primer kiiltiir ile elde edilen fare adipoz doku orijinli mezenkimal
kok hiicreler, biyolojik etki testleri dncesinde flow sitometri cihaziyla MKH belirtecleri

ile isaretlenerek karakterize edilmistir. Yapilan karakterizasyon sonrasinda kontrol
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grubu i¢in pozitif yiizey belirteglerinden CD44 %91.2, CD90 %77.1 ve CD105 %74.9
oraninda pozitif hiicre belirlenirken negatif yiizey belirteci CD45 ile isaretlenen
hiicrelerin %2’si pozitif olarak isaretlenmistir (sekil 4). Deney grubunda ise pozitif
yiizey belirteglerinden CD44 %89.8, CD90 %73.5 ve CD105 %73 oraninda pozitif
hiicre belirlenirken negatif yiizey belirteci CD45 ile isaretlenen hiicrelerin %4.7’si
pozitif olarak isaretlenmistir. Flow sitometri ciha ile karakterizasyonu yapilan hiicrelere

ait grafikler asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. CD44, CD90, CD105 pozitif ve CD45 negatif ylizey belirtecleri ile deney
grubu i¢in yapilan MKH karakterizasyon bulgulari.

Mezenkimal kok hiicre karekterizasyonu sonrasinda elde edilen bulgular deney
caligmalarinda kullanilan hiicrelerin biiyliik ¢ogunlugu MKH belirtecleri bakimindan

pozitif oldugunu gostermektedir.

4.4. Senesens Iliskili Beta Galaktosidaz Testi Bulgular

Deneylerde kullanilan hiicrelerin senesens oranlarmi belirleyebilmek adina sik
kullanilan bir yontem olan senesens iligkili beta galaktosidaz testi yapilmistir. B-Gal
testi uygulamasmin hesaplamasi yapilirken yalnizca mavi boya igeren sitoplazmasi

genislemis ve fazla c¢ekirdek iceren hiicreler oranlamaya dahil edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarina ait ADOMK lerin senesens iliskili B-Gal
boyamasina iligkin mikroskop goriintiileri.

NAC uygulamasi yapilan hiicrelerdeki boyama yiizdesinin kontrol grubuna gore daha
fazla oldugu gozlenmistir. Yapilan boyama sonrasinda kontrol grubu hiicrelerindeki
boyama yiizdesi %6 olarak hesaplanirken bu oran NAC uygulamasi yapilmis hiicrelerde
%11.3 olarak hesaplanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucunda iki grup arasinda
anlaml bir fark gézlenmistir. Boyal1 hiicre sayimlarina gére hazirlanan senesent hiicre

grafigi Sekil 4.3 te verilmistir.
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Sekil 4.3. Senesens iligkili B-Gal boyamasi sonuglarina gére senesent hiicre oranlari

4.5. Ki-67 Proliferasyon Testi Bulgular

Yapilan ¢alismalarda deney gruplarinin hiicre proliferasyonunu degerlendirmek adina

Ki-67 proliferasyon testi yapilmistir. Kit kullanilarak yapilan test sonuglari Muse Cell

analizer cihazi yardimiyla olgiilmiistir. Olgiimlere ait goriintiller Sekil 4.4’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve NAC grubu Ki-67 proliferasyon testi bulgulari
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Yapilan 6l¢iimler sonucunda kontrol grubunda Ki-67+ hiicre orant %7.9 NAC grubunda
ise Ki-67+ %2.73’tiir. Ek olarak Ki-67— hiicre orani kontrol grubunda %92.1 iken bu
oran NAC grubunda %97.26’dir. Iki grup arasindaki anlamli farkliklar1 belirten grafik
Sekil 4.5 ile gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Kontrol ve NAC grubu Ki-67 proliferasyon testi oranlarina ait hiicre oranlari

4.6. Annexin V Apoptoz Testi Bulgular

Deney gruplart arasindaki apoptoz oranlarinin belirlenmesi ve karsilagtirilabilmesi i¢in
hiicrelere Annexin V boyamasi yapilmigtir. Muse Cell analizer cihazi ile yapilan

Olglimlere ait cihaz okumalarin1 gosteren sekil asagida verilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Deney grubuplarina ait Annexin V apoptoz testi bulgular.

Deney gruplarinda yasayan hiicre orani, kontrol grubunda %85.09 iken bu oran deney

grubunda %73.33 olarak belirlenmis ve yasayan hiicre sayisinin azaldigir gézlenmistir.

Bu duruma paralel olarak iki deney grubu arasinda total apoptoz oranlar1 kontrol

grubunda %5.78 deney grubunda ise 9%18.63 olarak tespit edilmistir.

Yapilan

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen anlamli fark Sekil 4.7’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Annexin V apoptoz testi sonuglarina gore deney gruplarindaki canli ve
apoptotik hiicre oranlari

4.7. Cell Cycle Hiicre Dongiisii Testi Bulgular:

Deney gruplarina ait hiicrelerin hiicre dongiisii testleri kantitatif 6l¢lim yapan Muse cell
analizer cthazi ile yapilmistir. Hiicre dongiisiinin GO0/G1, S, G2/M fazlan ve

poliniikleer hiicre varligina iliskin sonuglarin cihaz goriintiileri Sekil 4.8’de mevcuttur.
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Sekil 4.8. Kontrol ve NAC gruplarina ait Cell Cycle hiicre dongiisii testi bulgulart

Hiicre dongiisii testlerinde G0/G1 fazi kontrol grubu icin %52.93’tiir. NAC grubunda
ise bu oran %42.41°dir. S faz1 yiizdeleri kontrol grubunda %2.61 iken NAC grubunda
% 3.61°dir. S fazi1 6l¢limlerinde anlamli bir farklilik bulunmamistir. G2/M fazlarinda ise
kontrol grubunda %29.75 iken NAC grubunda ise % 33.75°dir. Her iki grubun
poliniikleer hiicre oranlar1 karsilastirildiginda NAC grubunda %20.21, kontrol grubunda
ise  %14.7 oraninda poliniikleer hiicre kaydedilmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda S fazi1 disindaki fazlar ve poliniikleer hiicre oranlari
arasindaki oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Degerlendirme ait grafik

Tablo 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Kontrol ve NAC grubu Cell Cycle hiicre dongiisii testi sonuclarina gore hiicre
oranlar1

4.8. Parafin Bloktan RNA izolasyonu

Tez calismasindan elde edilen hiicre stogunun yetersiz kalmasindan otiirii gen ifadesi
degerlendirmeleri i¢in parafine gomiilii dokular kullanilmistir. Parafine gomiilii haldeki

dokular tez ¢alismasinda kullanilan hayvanlardan yedek olarak saklanan dokulardir.

[zolasyon sonrasinda nano drop ile yapilan RNA konsantrasyon dlgiimlerinde kontrol
grubunun konsantrasyonu 70.9 ng RNA, NAC grubunun RNA konsantrasyonu ise 15.8

ng olarak dl¢iilmiistiir.
4.9. Gen Ifadelerinin RT-PCR Yéntemi ile Tayini

Tez calismasinda iki deney grubu arasindaki gen ifadelerinin karsilastirilabilmesi i¢in
RNA izolasyonu sonrasinda deney gruplarinin cDNA’lar1 elde edilmigs RT-PCR analizi
yapilmistir. RT-PCR analizleri ile 6zellikle hiicrelerin hiicre dongiisii, senesens ve
apopitoz yolaklar1 ile iligkili 8 genin ifadelerine bakilmistir. Analiz sonucunda elde
ettigimiz bulgulara gore P53 geninin ekspresyonu %227 oraninda artis gostermistir.
BCL2 geni NAC grubunda kontrole gore %294 oraninda artis gostermistir. Artis
gosteren bir diger gen olan CDK4 ifadesi NAC grubunda kontrole gore %325 oraninda
artmustir. ifadesi artan son gen ise kontrol grubuna gére NAC grubunda %985 oraninda
artan SIKLIN B genidir. P21 gen ifadesi kontrol gurubuna gére NAC grubunda %4
azalmistir. RB1 gen ifadesi ise yine kontrol grubuna gére NAC grubunda %52 olarak
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azalmugtir. Ifadesi azalan bir diger gen ise %20 oranryla BAX genidir. Son olarak ATM
geni ifadesinin de kontrol grubuna gore NAC grunda %89 olarak azaldig1 gézlenmistir.

Gen ifadelerine ait elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan genlere ait RT-PCR analiz sonuglari

GEM HUCRE ACT AACT 2o Dedizen/Mo
Degismeyen (0.9-
1.1)
MAC -3.43 -1.71 3.27
P53 ADOMEH 227
KOMTROL -1.72 0 1 Artig
ADOMEH
MAC -1.15 -0.06 1.04
P21 ADOMEH Ted
KOMNTROL -1.13 0 1 Azalis
ADOMEH
MAC -0.06 061 065
RB1 ADOMEH %652
KONTROL -0.67 0 1 Azalis
ADOMEH
MAC -0.04 092 1.20
ATM ADOMEH B89
KOMNTROL -0.96 0 1 Azalis
ADOMEH
MAC -0.46 -0.27 394
BAX ADOMEH %620
KOMNTROL -0.159 0 1 Azalis
ADOMEH
MAC -0.21 -198 052
BCL-2 ADOMEH 04204
KONTROL 177 0 1 Artis
ADOMEH
MAC -2.17 -2.09 425
cCoK4 ADOMEH 325
KOMNTROL -0.08 0 1 Artig
ADOMEH
MAC 2.7 -3,44 0.09
SikLiN B ADOMEH %085
KOMTROL -6.14 0 1 Artis
ADOMEH




5.TARTISMA- SONUC ve ONERILER

Mezenkimal kok hiicreler pek cok farkli kaynaktan elde edilebilen stromal hiicrelerdir.
Kemik iligi, dis pulpasi, umblikal kord ya da adipoz doku MKH eldesinde tercih edilen
kaynaklardan bazilaridir. Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreler kok
hiicre igerigi bakimindan zengin olmasi sebebiyle sikca MKH kaynagi olarak kullanilir.
ADOMKH’lar uygun kosullar saglandiginda in vitro ortamda adipojenik, kondrojenik,
miyojenik ya da osteojenik dokulara farklilagabilirler (Zuk ve ark., 2001). Bu nedenle
adipoz doku kaynakli kok hiicreler alternatif bir multipotent kok hiicre kaynagidir.

Hiicresel yaslanma , yogun onkojenik sinyallesme, DNA hasar1 ve telomer kayb1 gibi
coklu hasar tiirlerine yanit olarak ortaya ¢ikan kararli bir hiicre dongiisii durmasi olarak
tanimlanir (Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007 ; Collado ve ark., 2010 ). Yaslanmis
hiicreler, ozellikle timor igcinde ve bazi yashh dokularda olmak iizere patolojik

durumlarla ilintilidir ( Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007; Collado ve ark., 2007 ).

Yaslanma ile birlikte apoptoz, olusan hasara verilen diger ana hiicresel yanittir ve her iki
siirec de DNA hasar1 veya onkojenik stres gibi ortak tetikleyicileri ve en 6nemlisi p53
olmak {izere ortak aracilari paylasabilir ( Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007; Collado
ve ark., 2007; Vousden ve Prives, 2009 ).

Hiicresel stresin neden oldugu kalict hiicre dongiisii durmasi olarak tanimlanan hiicresel
senesens, son zamanlarda kanser, ateroskleroz ve osteoartrit gibi ileri yas hastaliklarina
da katkida bulunan temel bir yaslanma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmistir. Terapotik
stratejiler, yaslanan hiicrelerin (SNC'ler) segici olarak ortadan kaldirilmasi veya SNC
sekretomunun bozulmasi gibi hiicresel yaslanmanin zararl etkilerine giivenli bir sekilde
miidahale edebilmektedir. Bu stratejiler, insan klinik caligmalarina yaklasan birkag

programla birlikte 6nemli 6l¢iide dikkat cekmektedir (Childs ve ark., 2017).

MKH'ler, cesitli dokulardan kolaylikla ekstrakte edilebilir ve MKH'lerin multilineage

farklilasmas1 ve immiin diizenleyici 6zellikleri, onlar1 ideal bir hiicre terapotik adayi


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/cellular-senescence
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/telomere
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/cell-cycle-arrest
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012956#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012956#bib7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012956#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012956#bib7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012956#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012956#bib7
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yapar. Anti-inflamatuar, immiin diizenleyici ve immiinosupresif kapasiteleri dahil
olmak tizere immiinolojik Ozellikleri, immiin toleransli ajanlar olarak potansiyel

rollerine katkida bulunur (Gao ve ark., 2016; Aggarwal ve Pittenger, 2005).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi'nin (ISCT) minimum kriterlerine gore, MKH’ler
plastik yilizeye tutunabilme yetenegine sahip olmali ve CD44, CD90, CD105 gibi hiicre
yiizey belirteclerini eksprese etmelidir. Ayrica mezenkimal kok hiicreler CD45, CD34,
CD14 veya CDI11b, CD79a veya CD19 ylizey molekiillerinin ekspresyonundan yoksun
olmalidir (Dominici ve ark., 2006). Tez ¢alismasinda adipoz dokudan primer kiiltiir
sonrasinda elde edilen hiicre popiilasyonun karekterizasyonu flow sitometiri cihaz ile
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar hiicrelerin CD44 pozitif yiizey belirtici bakimindan
kontrol ve NAC grubunda yaklasik %90 oraninda pozitif oldugunu gdsterdi. Yine bir
diger MKH yiizey belirteci olan CD90 kontrol grubunda %77.1 oraninda, NAC
grubunda ise %73.5 oraninda pozitif olarak belirlenmistir. Karakterizasyon igin
kullanilan diger pozitif yiizey belirteci CD105°di. Bu yiizey belirteci kontrol grubunda
%74.9 oraninda ve NAC grubunda %73 oraninda pozitif olarak icerdigi gosterildi.
Deney gruplarinda negatif ylizey belirteci olarak segilen CD45 belirteci kontrol
grubunda %2 ve NAC grubunda yalmizca %4.7 oraninda igermektedir. Yapilan
karekterizasyon c¢alismasi ile deneylerde kullanilan hiicrelerin ¢ogunlugunun MKH
poplilasyonu oldugunu dogruladik. Fakat deney c¢alismasindan bagimsiz olarak
halihazirda senesent fenotipe sahip hiicrelerin MKH belirtegleri karakterize etme
bakimindan stemness Ozelliklerini kaybetmeye basladiklarini gozlemlenmistir. Daha
once yapilan ¢alismalar senesent hiicrelerin geng hiicrelere oranla CD44, CD90 ve
CD105 gibi MKH yiizey belirteglerini daha diisiik oranda ifade ettigini gostermistir
(Stolzing ve ark., 2008).

Mezenkimal kok hiicrelerin segilimi sonrasi, senesens hiicre profilini belirleyebilmek
adina sik kullanilan bir yontem olan Beta-galaktosidaz boyamasi yapildi. Debaqck-
Chainiaux ve arkadaglari in vivo kiiltiir ortaminda beta-galaktosidaz boyamasinin
yaslanan memeli hiicrelerinin taninmasina izin verdigini gdstermiglerdir (Debacq-
Chainiaux ve ark., 2009). Yapilan boyama sonrasinda hiicrelerin halihazirda (yash
farelerden eldesi dolayisiyla) sahip olduklar1 senesent hiicre profili goz oOniinde
bulundurulmus (genis sitoplazma, artan lizom sayisi, fazla ¢ekirdek ve igsi yapilar) ve

boyal1 hiicre sayis1 kontrol grubunda %6 oraninda, NAC grubunda ise %11.33 oraninda
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tespit edilmistir. Elde edilen bulgular istatistiksel olarak diigiik anlamli olmasina ragmen
NAC uygulamasinin senesensi arttirdigini géstermektedir. Cesitli caligmalar antioksidan
olarak uygulanan NAC’1n senesensi negatif yonde indiikledigini gosterse de (Breau ve
ark., 2019). Alessio ve arkadaslar1 senesensi belirleyebilmek adina yapilan senesens
ilskili Beta-galaktosidaz boyamasmin smirli etkinlife sahip oldugunu gostermistir
(Alessio ve ark., 2021). Elde edilen boyama sonuglari uzun siireli NAC uygulamasinin
yash hayvanlardan elde edilmis MKH’lerde hiicresel senesensi diislik istatistiksel

anlamlilikla arttirdigini gosterdi.

Yapilan  beta-galaktosidaz  boyamasina ek olarak hiicre proliferasyonunu
degerlendirmek icin deney gruplarimiza Ki-67 proliferasyon testi yapildi. Test
sonuglarimiza gore Ki-67 ifade eden hiicre sayisi kontrol grubunda %7.9, NAC
grubunda ise %?2.73 oranindaydi. Bu sonuglar NAC grubunda proliferasyonun
istatistiksel olarak anlamli bir oranda azaldigini gostermistir. Daha once yapilan
calismalar artan hiicresel senesensin negatif hiicrere proliferasyonu ile paralel oldugunu

gostermistir (Lawless ve ark., 2010).

Yaslanan hiicreleri hedefleyen bazi stratejiler terdpatiklerin mezenkimal kok hiicreleri
secici olarak apoptoza yoOnlendirdigini gdstermistir (Ge, M., ark 2021). Boylece
heterojen popiilasyon igerisindeki yasl hiicre orani azalmaktadir. Yapilan Annexin V
apoptoz testleri sonrasinda kontrol grubu hiicrelerinde toplam apoptoz oraninin %5.78
deney grubu hiicrelerinde ise %18.63 oraninda apoptotik hiicre oldugu tespit edildi.
Deney grubundaki %12.85’lik apopitoz artis1 heterojen bir popiilasyon olan mezenkimal
kok hiicrelerde yaslanan hiicrelerin apoptoza giderek popiilasyondan ayrildigini

gostermistir.

Hiicre dongiisii bulgular1 degerlendirildiginde GO/G1 fazinin kontrol grubunda % 52.93,
NAC grubunda ise % 42.41 oldugunu goézlemlenmistir. GO/G1 faz1 ig¢in kontrol ve
deney grubu arasindaki % 10.53’liik fark NAC grubuna gore kontrol grubunda telomer
erozyonu oldugunu ve NAC’in telomer erozyonunu kismen engelleyerek senesensi
baskilamaya calistigia isaret etti. Ote yandan G2/M faz1 kontrol grubunda % 29.75 ve
NAC grubunda ise % 33.75 oraninda bulundu. Bu durum zamanla NAC grubundaki %
4’liik farkin DNA hasarinin deney grubu hiicrelerinde daha fazla meydana geldigine
isaret etmektedir. Hiicre dongilisii asamalarinin disinda oOlgiimler sirasinda kontrol

grubunda %14.7 NAC grubunda ise %20.21 oraninda poliniikleer hiicre oldugu
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gozlenmistir. Bazi hiicrelerin replikasyon sonrasi mitoz boliinme gergeklestiremedigi

icin ¢ekirdek sayisinin artmasi poliniikleer hiicrelerin varligina isarettir.

Biyolojik testlerin yani sira yapilan RT-PCR ¢alismalar1 sonrasinda p21, p53, RBI1,
BAX, BCL2, ATM, CDK4 ve SIKLIN B genlerinin ifade diizeyleri housekeeping
genlerden biri olan Gapdh geni referans alinarak incelenmistir. ifadesi artan genlerden
SIKLIN B %985, CDK4 %325, BCL 2 %294 ve p53 gen ifadesi %227 oraninda
artmistir. Ayn1 zamanda p21 %4, BAX %20, RB 1 %52 ve ATM gen ifadesi %89

oraninda azalmistir.

p53, hiicre dongiisiinii ¢esitli sekillerde etkileyebilir. G1 ve G2’de biiyiime durmasina
veya apoptoza neden olabilir. p53 proteini, diger proteinlerle kompleksler olusturarak
veya bir transkripsiyon faktorii olarak hareket ederek hiicre biiylime regiilasyonu ve
apoptoz indiiksiyonunda rol oynar. p53 i¢in her ikisi de transkripsiyonel aktivatdr ve
baskilayict olarak iglev goriir. Genel olarak, protein iirlinleri hiicre dongiisii boyunca
ilerlemeyi uyaran genlerin p53 tarafindan asag regiile edilmesi beklenir. Yine de hiicre
dongilisii durmas1 veya apoptoz indiikleyicilerinin gen ekspresyonu, bu tlimor
baskilayici protein tarafindan arttirilmalidir (Levine, A.J., 1997), (Ko, L.J. ve Prives, C.
1996) CDK4 ve SIKLIN B hiicre dongiisii kontrol noktalarmda gorevli ve
diizenlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Genel olarak CDK4 G1’den S fazina gegiste
SIKLIN B ise S fazindan G2 fazina gegiste gorev alir (Lee, Y., ve ark, 2014). BCL 2
geni hiicre Oliimiinii diizenleyen proapoptotik ya da antiapoptotik rollere sahiptir
anormal artis1 timor olusumunun artmasi ile iliskilendirilmistir (Burlacu, 2003;

Brunelle ve Letai, 2009).

p21 geninin transkripsiyonu, p53'e bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla aktive edilir.
p21 eksikligi olan fare embriyonik fibroblastlar1 radyasyona maruz kaldiktan sonra p53
aracili G1 durmasi i¢in p21 fonksiyonunun gerekli oldugu gdsterilmis olmasina ragmen,
p21 eksikligi olan fareler belirgin bir fenotip gostermemektedir (Gartel, A. L., ve ark,
1996). P21 geni senesens ve apoptozda aktif olarak gorev alan anahtar bir gendir. RB1
geni hiicre dongiisiiniin temel diizenleyici genlerindendir ve tiimor baskilanmasinda
gorev yapar. RB1 geni CDK3/siklin C is birligi ile hiicre dongiisiiniin GO-G1 ge¢isini
destekler (Gonzalo ve ark., 2005). ATM DNA hasar kontrol noktasinin aktivasyonunun
baslamas1 ve hiicre dongiisii durmasina, DNA onarimina veya apoptoza yol agan birkag

anahtar proteinin fosforilasyonunda goérevlidir (Lee, J. H., ve Paull, T.T., 2007). BAX
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p53 antitiimdr proteinin kofaktorii olarak rol oynar. Bax geni, BCL 2 gen ailesinin bir
tiyesidir. Bu gen, p53 tarafindan indiiklenir ve bulundugu hiicrenin apoptoza gitmesini

saglar (Toshiyuki, M., ve Reed, J. C. 1995).

Yapilan bu ¢aligmada uzun siireli N-asetilsistein uygulamasinin mezenkimal kok hiicre
senesensi lizerine biyolojik etkilerini incelemek amaglanmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda, NAC uygulamasindan bagimsiz olarak her iki grupta da yaslanan hiicrelerin
stemness Ozelliklerini kaybetme egilimi gosterdigi yapilan karakterizasyon analizi ile
gosterilmistir. NAC uygulamasi yapilan grupta senesent hiicre sayis1 apoptotik hiicre
sayist ve poliniikleer hiicre sayisi kontrol grubuna oranla daha fazla bulunmustur.
Proliferasyon oranmin da kontrol grubuna gére NAC grubunda daha diisiik oldugu
gosterilmistir. Bu durumda yash hayvanlardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelere
uygulanan NAC’m populasyondaki bir kisim hiicreyi apoptoza goétiiriirken bir kisim
hiicreyi de senesense gotiirdiigli gozlenmistir. Yapmis oldugumuz RT-PCR caligsmalari
sonrasinda NAC’in hiicre dongiisiiniin G0/G1 ve G2//M kontrol noktasi proteinleri
tizerine etki ederek poliniikleer hiicreleri arttirdigi gozlenmistir. 14 ay boyunca kronik
NAC uygulamasi yapilmis hayvanlardan elde edilen hiicreler bu kontrol noktalarinin
tamaminda gorev alan p21 geninin ifadesini arttirmaya ¢alismamistir. Ayn1 sekilde RB-
1, BAX ve ATM gen ifadeleri de azalmigtir. NAC uygulamasi yapilan hiicreler yasgh ve
heterojen bir MKH popiilasyonudur. Bu durumda hiicrelerin bir kismi senesense
giderken bir kismi p53 gibi apoptotik ve proapoptotik genlerin ifadesini arttirarak
apoptozu indiikledigi sonucuna ulasilabilir. Karakterizasyon sonuglarinda CD90 ve
CD105 belirteclerinin ifadesinin azaldig1 gozlenmistir. Bu azalmanin sebebini
bulabilmek adina yasli MKH’lara farklilasma testleri yapilmasi onerilmektedir. RT-
PCR ile ekspresyon seviyeleri incelenen genlerin ayrica protein diizeyinde meydana
gelen degisiklerle karsilastirilmasi ve anlagilmast adina proteomiks analizlerin
yapilmasi Onerilmektedir. Ayrica NAC i kronik kullanimimin etkileri daha kapsamli
caligmalarla incelenmeli senotrapideki rolii detayli olarak aydinlatilmalidir. Son olarak
ozellikle NAC’in  kronik kullanimimn etkilerinin  degerlendirilmesi ©6n goriilen
caligmalarda NAC uygulamasinin aspartam icermeyen NAC formlar1 ile yapilmasi

Onerilmektedir.
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