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NAC (N-asetilsistein) KULLANAN VE KULLANMAYAN FARE MODELĠNDE 

ADĠPOZ DOKU ORĠJĠNLĠ MEZENKĠMAL KÖK HÜCRELERĠN SENESENSE 

OLAN YATKINLIKLARININ BELĠRLENMESĠ  

Zeynep GÜNAYDIN 

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü  

Yüksek Lisans Tezi, Ocak 2022 

DanıĢman: Prof. Dr. Servet ÖZCAN 

ÖZET 

Mezenkimal kök hücreler, çeĢitli dokulara farklılaĢma yeteneğine sahip multipotent 

hücre popülasyonudur. Adipoz doku kök hücre içeriği bakımından zengindir ve kolay 

elde edildiğinden MKH kaynağı olarak sıklıkla tercih edilir. Hücreler, oksidatif stres, 

DNA hasarı ve onkogen aktivasyonu gibi çeĢitli uyaranların bir sonucu olarak hücresel 

yaĢlanmaya girebilir. Hücresel yaĢlanma, yaĢa bağlı birçok hastalık için önemli risk 

faktörüdür. YaĢlanan hücreler salgıladıkları moleküller aracılığıyla sadece kendilerini 

değil çevre dokuları da etkilerler. Glutatyon öncüsü olan N-asetilsistein, ROS’u ortadan 

kaldıran bir antioksidandır. Uzun süreli NAC kullanımının fare yağ dokusundan elde 

edilen MKH'ler üzerindeki etkilerinin araĢtırıldığı bu çalıĢmada. 7 aylık fareler 14 ay 

boyunca NAC solüsyonu ile beslendikten sonra. sakrifiye edilerek MKH'ler toplandı, 

kültürlendi ve moleküler analizlerle karakterize edildi. NAC ile beslenen hayvanlardan 

elde edilen MKH'lerin, daha yüksek Beta-Gal boyamasına ve Ki-67 boyamasına sahip 

olduğu saptandı.  Hücre döngüsü verileri, kontrol grubundaki hücrelerin G0/G1'de daha 

fazla olduğunu gösterirken, NAC’ın hücre döngüsü durmasına ve yaĢlanmasına neden 

olduğunu gösteren daha fazla polinükleer hücre içerdiğini göstermektedi. Aynı zamanda 

NAC grubunda apoptoz daha yüksek bulundu. p53, BCL2, CDK4, CYCLIN B, p21, 

RB1, BAX ve ATM gen ekspresyonlarının  analizi de hücre döngüsü ve apoptoz 

verilerini destekledi. Bu çalıĢmanın sonucunda, NAC uygulamasından bağımsız olarak 

her iki grupta da yaĢlanan hücrelerin stemness özelliklerini kaybetme eğilimi gösterdiği 

ayrıca NAC’ın uzun süreli kullanımının yaĢlı mezenkimal kök hücrelerde senesens ve 

apoptozu arttırıcı etkiye sahip olduğu gözlenmiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kök Hücre; N-asetilsistein; Senesens; 

Senoteropatikler 
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INVESTIGATION OF NAC (N-ACETYLCYSTEINE) TREATMENT ON 

ADIPOSE TISSUE ORIGINATED MESENCHYMAL STEM 

CELLSENESCENCE IN MOUSE MODEL 

Zeynep GÜNAYDIN 

Erciyes University, Institute of Health Sciences 

 Master Thesis, August 2021 

Supervisor: Prof. Dr. Servet ÖZCAN 

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 G0/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.GĠRĠġ VE AMAÇ 

Mezenkimal kök hücreler farklı kaynaklardan elde edilebilen (kemik iliği, diĢ pulpası, 

umblikal kord, adipoz doku) ve birçok dokuya farklılaĢabilen multipotent stromal 

hücrelerdir. Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kök hücreler kök hücre sayısı 

bakımından zengin olması sebebiyle sıkça MKH kaynağı olarak kullanılır. 

ADOMKH’lar uygun koĢullar sağlandığında in vitro ortamda adipojenik, kondrojenik, 

miyojenik ya da ostrojenik dokulara farklılaĢabilirler (Zuk ve ark., 2001). Bu nedenle 

adipoz doku kaynaklı kök hücreler alternatif bir multipotent kök hücre kaynağıdır. 

ÇeĢitli yüzey belirteçleri varlığıyla kararkterize edilirler. Bunlardan en sık kullanılanları 

CD44, CD90 ve CD105’tir. MKH’ler proliferasyon kapasitesi sınırlı bir hücre 

popülasyonudur ve bu durumun temel sebebi senesens mekanizmasıdır. Senesens 

hücrelerin çeĢitli endojen ve eksojen streslere karĢı verdiği bir yanıttır. Oksidatif stres, 

IR radyasyon, çeĢitli kimyasallar ve telomer kısalması gibi çeĢitli olaylar senesensin 

sebebi olabilir. YaĢlanmıĢ hücrelerin yaĢa bağlı olarak dokuda biriktiği ve yaĢa bağlı 

hastalıkların oluĢumuna sebebiyet verdiği bilinmektedir. Bunun sebebi sınırlı bölünme 

kapasitesine sahip olan somatik hücrelerin doğal bir özelliği olan replikatif senesenstir 

(Liu, Y., ve Chen, Q. 2020). Kronik senesens, birçok hastalık için sorun oluĢturan bir 

risk faktörüdür. Bu açıdan değerlendirildiğinde, yaĢlanmaya neden olan mekanizmaların 

aynı zamanda yaĢa bağlı hastalıkları da teĢvik edebileceği düĢünülmekedir. Hücresel 

stresin neden olduğu kalıcı hücre döngüsü durması olarak tanımlanan hücresel senesens, 

son zamanlarda kanser, ateroskleroz ve osteoartrit gibi ileri yaĢ hastalıklarına da katkıda 

bulunan temel bir yaĢlanma mekanizması olarak ortaya çıkmıĢtır. Terapötik stratejiler, 

senesent hücrelerin (SNCs) seçici olarak ortadan kaldırılması veya SNC sekretomunun 

bozulması gibi hücresel yaĢlanmanın zararlı etkilerine güvenli bir Ģekilde müdahale 

edebilmektedir. Terapötik stratejiler, insan klinik çalıĢmalarına yaklaĢan birkaç 

programla birlikte önemli ölçüde dikkat çekmektedir (Childs ve ark., 2017). N-

asetilsistein (NAC) kolay ulaĢılabilir, bilinen ve sık kullanılan bir antioksidandır. 
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Glutatyon öncüsü ve ROS inhibitörü olarak görev yapar. NAC genel olarak mukolitik 

bir ajan olarak bilinse de klinikte pek çok rahatsızlığın tedavisinde kullanılmaktadır. 

Bu çalıĢma ile NAC’ın uzun süreli kullanımının fare adipoz dokusundan elde edilmiĢ 

mezenkimal kök hücre senesensi üzerine etkilerinin incelenmesi amaçlanmıĢtır. Bu 

amaçla doğumunun 7. ayından itibaren 20. ayı tamamlayana kadar BALB/c ırkı erkek 

fareler ad libitum olarak NAC çözeltilisi ile beslenmiĢtir. Süre sonunda sakrifiye edilen 

hayvanların adipoz dokularından primer kültür ile mezenkimal kök hücreler kültür 

edilmiĢtir. Karakterizasyon sonrasında; apoptoz, senesens, proliferasyon ve hücre 

döngüsü testleri yapılmıĢ bu bulguları desteklemek için hücre döngüsü, senesens ve 

apoptoz ile iliĢkili genlerin ekspresyon seviyeleri incelenmiĢtir. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1 Kök Hücre 

Kök hücrenin genel tanımı, ―hem kendisinin bir kopyasını hem de en az bir özelleĢmiĢ, 

farklılaĢmıĢ hücre tipini meydana getirebilmek için bölünebilen hücredir‖. Organizmayı 

oluĢturan birçok normal hücre gibi kök hücreler de bölünebilir ve kendilerinin yeni bir 

kopyasını üretebilirler. Ayrıca kök hücreler organizmayı meydana getiren diğer hücre 

tiplerine farklılaĢabilme ve özelleĢebilme yeteneğine sahiptir. Eğer bir kök hücre, germ 

hücreleri ve plasenta gibi fetüse bağlı embriyonik olmayan yapılar da dahil olmak üzere 

embriyoyu ve yetiĢkin tüm hücre tiplerini oluĢturabiliyorsa, totipotent kök hücre olarak 

kabul edilir. Totipotent kök hücreler döllenmiĢ yumurtanın blastosist oluĢumuna kadar 

geçen sürede bulunabilirler. Bir kök hücre tüm bunları yapabiliyor fakat embriyonik 

olmayan (ekstra embriyonik olarakta adlandırılır) yapıları oluĢturamıyorsa bu kök hücre 

grubuna pluripotent kök hücre adı verilir. Embriyonik kök hücreler pluripotenttir. 

Pluripotent kök hücreler plasenta ve yolk kesesi gibi ekstra embriyonik parçaları 

oluĢturamazlar. Ġnsan vücudunda 210’dan fazla hücre tipi vardır ve pluripotent hücreler 

bu hücrelere farklılaĢabilir (Sikorski, 2015). Fetüsün ya da eriĢkin canlının özelleĢmiĢ 

dokularında bulunan diğer tüm kök hücreler, tüm doku hücrelerini oluĢturmasa da 

çoğunu oluĢturabildikleri anlamına gelen multipotent olarak adlandırılır. Multipotent 

kök hücreler, yalnızca bulundukları organ ya da dokuda bulunan hücre tiplerine 

özelleĢebilme yeteneğine sahiptir.  Mezenkimal kök hücreler bulundukları dokunun 

rejenerasyonunda ve yeniden oluĢumunda görev alırlar.  

Kendini yenileyebilme ve farklılaĢma kapasitesine sahip olan hücre grubu kök hücreler 

olarak adlandırılır. Farklı hiyerarĢik gruplardaki hücrelere farklılaĢabilme potansiyeline 

sahiptirler.  
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2.2. Senesens 

Hücreler sürekli olarak eksojen ve veya endojen kaynaklardan stres ve hasar yaĢar ve 

tepkileri tam iyileĢmeden hücre ölümüne kadar değiĢir. Çoğalan hücreler, hücresel 

yaĢlanma olarak adlandırılan kalıcı bir hücre döngüsü durdurma durumunu 

benimseyerek ek bir tepki baĢlatabilir.  

―Ölüm, yıpranmıĢ bir dokunun kendini sonsuza kadar yenileyemediği ve hücre 

bölünmesi yoluyla çoğalma kapasitesi sürekli değil, sınırlı olduğu için gerçekleĢir‖ 

(Weismann, 1891). Weismann'ın geniĢ kapsamlı fikri -hücre bölünmesinin doğal bir 

sınırının yaĢlanmaya katkıda bulunduğuna dair- 80 yıldan fazla bir süre göz ardı edildi, 

ta ki L. Hayflick'in 1961'deki çalıĢması, memeli hücrelerinin gerçekten de hücre 

bölünmesi için sınırlı bir kapasiteye sahip olduğunu gösterene kadar, ki bu artık bir 

kavramdır. 'Hayflick Limiti' olarak anılır (Hayflick ve Moorhead, 1961).  

2.2.1.Mezenkimal Kök Hücre YaĢlanması 

Kök hücre yaĢlanması, hücre bölünmesinin ve hücresel fonksiyonların sınırlandığı 

endojen veya eksojen streslere karĢı hücresel bir yanıttır. MKH yaĢlanması, oksidatif 

stres, DNA hasarı, onkogen aktivasyonu veya irradyasyon da dahil olmak üzere çeĢitli 

uyaranlardan oluĢabilir. YaĢlanmıĢ hücrelerin yaĢlı dokuda biriktiği ve yaĢa bağlı 

hastalıkların patogenezine katkıda bulunduğu gösterilmiĢtir (Neri ve Borzi, 2020). 

YaĢlanmıĢ hücrelerin sebebiyet verdiği bu durum sınırlı bölünme yeteneğine sahip 

yetiĢkin somatik hücrelerin doğal özelliğidir (Hayflick ve ark., 1961).  

Senesent mezenkimal kök hücrelerin belirgin bir takım özellikleri vardır. Bu hücreler 

geniĢlemiĢ ve daha granüler bir morfoloji gösterirler. Ayrıca artan lizozomik aktivite ve 

değiĢen sitozolik pH SA-β-gal ekspresyonunu da arttırır (Zhou ve ark., 2008). YaĢlanan 

MKH'lerin çekirdekleri, yaĢlanmayla iliĢkili heterokromatik odaklar (SAHF) olarak 

adlandırılan küçük ve yoğun heterokromatin yapılar oluĢturur (Herbig ve ark., 2006). 

YaĢlanan MKH'lerde epigenetik regülasyonda da bir değiĢiklik söz konusudur. MKH 

senesensini tahmin etmede bir diğer epigenetik belirteç DNA metilasyonudur. YaĢa 

bağlı hipometilasyon, transkripsiyon faktörlerine müdahale eder ve gen ekspresyonunu 

etkiler (Franzen ve ark., 2017). Ayrıca hücresel yaĢlanma ve yaĢlanmanın temel bir 

özelliği olan telomer kısalması senesent mezenkimal hücrelerin bir diğer özelliğidir. Her 

replikasyon döngüsünde, hücresel yaĢlanmayı indükleyen MKH'lerde telomer kısalması 

meydana gelir. YaĢlanan MKH'ler farklılaĢma potansiyellerini değiĢtirme 
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eğilimindedir. MKH'lerin hem osteogenez hem de adipogenez için farklılaĢma 

potansiyeline sahip olduğu bilinmektedir. Bununla birlikte, bazı yaĢlanmıĢ MSCS'lerin 

osteogenezden ziyade adipogeneze doğru farklılaĢması daha olasıdır (Andrzejewska ve 

ark., 2019).  

YaĢlanmıĢ MKH'ler yalnızca kendi kendilerine etki etmezler. Parakrin mekanizmalar 

yoluyla komĢu hücrelerini etkileme eğilimindedirler. Bu aynı zamanda yaĢlanmayla 

iliĢkili salgı fenotipi (SASP) olarak da bilinir. YaĢlanmıĢ MKH'ler, interlökin-1 (IL-1), 

IL-6, IL-8, matris metalloproteinaz1 (MMP1), TNF-a ve vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF) dahil SASP faktörlerini salgılar (Rodier ve Campisi, 2011). Hücresel 

yaĢlanma, salınan SASP düzeylerini önemli ölçüde artırır. MKH'lerin sitokinler ve 

büyüme faktörleri gibi geniĢ bir sekresyon faktör yelpazesi üretmesi nedeniyle, yaĢla 

iliĢkili fenotiplere katkıda bulunan inflamasyondan da yaĢlanan MKH'ler sorumludur 

(Reitinger ve ark., 2015). 

YaĢlanmıĢ MKH'lerin mikro çevrelerini etkilemelerinin bir baĢka yolu da 

sekretomlarıdır. Mikroveziküller (MV'ler), hücre sekretomunun önemli bir 

bileĢenidir. Bunlar immünomodülatör düzenlemede ve tümör büyümesinin 

inhibisyonunda iĢlev görür (Akyurekli ve ark., 2015; Xie ve ark., 2016).  

2.2.2.YaĢlanmıĢ Mezenkimal Kök Hücre Tedavisi 

Tedavide MKH'lerden tam olarak yararlanmak için, kendi kendini yenileme 

yeteneklerini ve farklılaĢma özelliklerini eski haline getirmek için kök hücre 

dejenerasyonu ve hücresel yaĢlanmanın üstesinden gelinmelidir. YaĢlanan MKH'leri 

çıkarmak, gençleĢtirmek veya değiĢtirmek (3R'ler) için çeĢitli stratejiler önerilmiĢtir.  

2.2.2.1. Senolitikler 

Senolitikler, yaĢlanmayı ve yaĢa bağlı hastalıkları geciktirmek için yaĢlanan hücrelerin 

hedeflenerek ortadan kaldırılmasını ifade eder. Farelerde, senolitik ilaçların yaĢlanan 

hücreleri etkili bir Ģekilde ortadan kaldırdığını ve yaĢa bağlı kas kaybı, yaĢa bağlı 

osteoporoz, kardiyak fonksiyon bozukluğu, vasküler fonksiyon bozukluğu, pulmoner 

fibroz, metabolik sendrom, diyabet ve demans gibi birçok hastalığı hafiflettiği 

gösterilmiĢtir (Kirkland ve ark., 2017). Ġlk nesil senolitikler, dasatinib ve kersetin, 

Kirkland Group tarafından test edildi. Dasatinib, yaĢlanan yağ hücresi progenitörlerinde 

apoptozu daha etkili bir Ģekilde indüklemiĢtir. YaĢlanan endotel hücrelerinde Quercetin 
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kaynaklı apoptoz daha etkilidir (Zhu ve ark., 2015). Aynı grup, bir BCL-2 ailesi 

inhibitörü olan baĢka bir senolitik ilaç navitoclax’ı bildirdi (Zhu ve ark., 2016). Birinci 

nesil senolitiklere dayalı olarak, A1331852 ve A1155463 gibi diğer ilaçlar da BCL-2 

ailesi üyelerini inhibe etmede çalıĢmıĢtır (Justice ve ark., 2019). 

Her ne kadar vaatler sunsa da mevcut senolitiklerin birkaç sınırlaması var. Ġlk olarak, 

uzun süreli kullanım için istenmeyen yan etkiler olabilir. Navitoklax'ın ciddi 

trombositopenik ve nötropenik etkilere neden olduğu bilinmektedir (McHugh ve Gil, 

2018). Ġkincisi, yaĢlanan hücrenin senolitik ilaçlarla uzaklaĢtırılması doku atrofisine 

neden olabilir. Farklı dokularda çeĢitli yüzdelerde yaĢlanan hücreler bulunduğundan, 

spesifik hedefleme olmadan ani çıkarma, yara iyileĢmesi, hücresel yeniden 

programlama ve doku rejenerasyonu gibi yaĢlanan hücrelerin normal rollerinin 

kaybolmasına neden olabilir (Mosteiro ve ark., 2016; Ritschka ve ark., 2017). Bu 

nedenle, senolitik ilaçları ve bunların yaĢlanan hücrelerin yok edilmesi üzerindeki 

etkilerini iyileĢtirmek için tedavi zamanlaması, dozajı, doku biyoyararlanımı ve 

uygulama yolu ve süresi konusunda dikkatli bir değerlendirme yapılmalıdır. 

2.2.2.2. GençleĢtirme: Antioksidan ve Diğer BileĢikler 

Birçok çalıĢma, genetik ve hücresel yaklaĢımlar kullanarak yaĢlanan MKH'leri 

gençleĢtirmeye odaklandı. YaĢlanan MKH'lerin yaĢlanmasının ana nedenlerinden biri 

ROS birikimidir. Birkaç çalıĢma, MKH yaĢlanmasının, azaltılmıĢ ROS üretimi yoluyla 

antioksidan tarafından tersine çevrilebileceğini göstermiĢtir. Askorbik asidin, 

MKH'lerde AKT/mTOR sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla ROS üretimini engellediği 

gösterilmiĢtir (Yang ve ark., 2018). Laktoferrin, kaspaz-3'ü aĢağı regüle ederek hidrojen 

peroksit tarafından indüklenen ROS üretimini inhibe eder. AKT'yi aktive ederek 

apoptozu azaltır (Park ve ark., 2017). N -asetil-L-sistein (NAC) doğrudan bir ROS 

süpürücüsüdür ve ROS'un zarar verici etkilerini azaltmak için kullanılmıĢtır (Lin ve 

ark., 2005). MKH'ler Cirsium setidens ile ön iĢleme tabi tutulan MKH'ler, ROS 

üretimini inhibe eder ve fosforile edilmiĢ-p38 mitojenle aktive olan protein kinaz ve 

p53'ün ekspresyonunu azaltır (Lee ve ark., 2016).  

Bir antioksidan olmamasına rağmen, melatonin ayrıca mitofajiyi artırarak ve 

mitokondriyal fonksiyonu güçlendirerek MKH yaĢlanmasını tersine çevirebilir. Bu etki, 

sonunda mitokondriyal antioksidan enzim aktivitesinde artıĢa yol açacak olan bir ısı 
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Ģoku proteini HSPA1L'nin yukarı regülasyonu yoluyla meydana gelir (Lee ve ark., 

2020).  Dolaylı olarak ROS’u aĢağı yönlü olarak düzenler. 

Birçok uyaran ROS üretimini artırabileceğinden, her durumda antioksidan seçimi 

önemlidir. En verimli ROS aĢağı regülasyonunu sağlayabilen spesifik antioksidanı 

belirlemek çok önemlidir. Antioksidan tedavisinin bir baĢka potansiyel sorunu da 

dozajıdır. ÇalıĢma, yüksek dozlarda antioksidanın DNA hasarına neden olabileceğini ve 

erken yaĢlanmayı indükleyebileceğini bulmuĢtur (Kornienko ve ark., 2019). Bu nedenle, 

MKH'leri gençleĢtirmek için antioksidan kullanımı, ROS üretimini düzenlemeleri için 

dikkatlice değerlendirilmelidir. 

2.2.2.3. GençleĢtirme: MikroRNA Manipülasyonu 

Birçok mikroRNA'nın MKH yaĢlanmasını çoklu hedefler aracılığıyla düzenleyebildiği 

gösterilmiĢtir. miR-217, steroidle iliĢkili osteonekroz sırasında DKK1'i inhibe ederek 

kemik iliği kaynaklı MKH'nin hücre proliferasyonunu ve osteojenik farklılaĢmasını 

destekler (Dai ve ark., 2019). miR-10b, TGF-β sinyal yolu yoluyla adipoz kaynaklı 

MKH'nin osteojenik farklılaĢmasını ve kemik oluĢumunu destekler ve osteojenik ve 

adipojenik farklılaĢmanın dengelenmesinde rol oynar (Li ve ark., 2018). miR-1292, 

adipozdan türetilen MKH'lerde yaĢlanma belirteçleri ile pozitif ve kemik oluĢumu 

belirteçleri ile negatif olarak iliĢkilidir. Yol analizi, miR-1292'nin Wnt/β-katenin sinyal 

yolu yoluyla yaĢlanmayı ve osteogenezi düzenlediğini göstermektedir (Fan ve ark., 

2018). Çok çeĢitli miRNA'lar MSC yaĢlanmasını düzenlemek için olası bir çözüm sunsa 

da bu çalıĢmalar doğada in vitro ve bağıntılı olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Gelecekteki 

hedeflerin, hücre yaĢlanma sürecini düzenlemedeki etkinliğini belirlemek için 

miRNA'nın in vivo hedefli teslimine odaklanması gerekecektir. 

2.2.3.Mezenkimal Kök Hücreleri Yeniden Programlama 

MKH tabanlı hücre tedavisi, MKH'lerde yaĢlanmanın neden olduğu fonksiyon 

değiĢiklikleri nedeniyle sınırlıdır. YaĢlanan MKH'lerin sınırlamalarının üstesinden 

gelmek için, MKH'ler hücre yeniden programlama ile modifiye edilmiĢtir. Ġki tür 

yeniden programlanmıĢ MKH vardır. Ġlk tip, iPSC'lerde tam yeniden 

programlamadır. Fonksiyonel MSC'ler, geliĢtirilmiĢ hücre canlılığına sahip iPSC'lerden 

baĢarıyla indüklenmiĢtir. Bu indüklenmiĢ MKH'ler (iMSC'ler), az epigenetik 

değiĢiklikle MKH'lerin tipik özelliklerini sergiler (Hynes ve ark., 2013). YaĢlı 

bireylerden elde edilen iMSC'lerde hücreler gençleĢmiĢ bir profil gösterir ve yaĢa bağlı 
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DNA metilasyonu tamamen silinir (Spitzhorn ve ark., 2019). Bununla birlikte, bu 

yöntemin düĢük verimlilik, sınırlı kullanılabilir iMSC'ler ve yüksek maliyet gibi çeĢitli 

dezavantajları vardır. Laboratuvar geliĢtirme ve klinik uygulama arasında hala büyük 

bir boĢluk bulunmaktadır. 

Ġkinci tip, epigenetik değiĢiklikler yoluyla kısmi yeniden programlamadır. Bu yöntem, 

tam yeniden programlamadan daha basittir, çünkü gençleĢtirilmiĢ MKH'lerin üretilmesi 

bir farklılaĢma döngüsü gerektirmez. MKH'ler, DNA metilasyonundaki değiĢiklikler 

gibi zaman içinde yaĢlanmayla iliĢkili modifikasyonlar kazanır (Fernandez-Rebollo ve 

ark., 2020). YaĢlanan MKH'ler üzerindeki ilk epigenetik modülasyon, promotör 

bölgelerinin susturulması yoluyla DNA metilasyonunu düzenlemektir. 5-Azasitidin ve 

RG108 gibi DNA metiltransferaz inhibitörleri, MKH'lerin yaĢlı fenotipini tersine 

çevirebilir veya normal fenotipinin korunmasında anahtar proteinlerin ekspresyonunu 

indükleyebilir (Kornicka ve ark., 2017; Assis ve ark., 2018). Ġkinci epigenetik 

modülasyon, histon modifikasyonudur. Tetrametilpirazin, bir histon-lizin N-

metiltransferaz enzimi EZH2'yi düzenleyerek hücre yaĢlanma fenotipini önemli ölçüde 

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

2.3. Apoptoz 

Birçok biyolog ve sitolog tarafından birkaç kez keĢfedilen programlı hücre ölümü uzun 

zamandır çeĢitli isimlerle adlandırılmıĢtır (Vaux ve Korsmeyer, 1999).  Son olarak 

Cuurie ve meslektaĢları tarafından 1972 yılında birçok doku ve hücre tipinde tekrar 

tekrar gözlemlenen ortak bir programlanmıĢ hücre ölümünü tanımlamak için apoptoz 

terimini kullanmıĢtır (Kerr ve ark., 1972). Ölmekte olan bu hücrelerin patolojik ve 

nekrotik hücre ölümü gerçekleĢen hücrelerden çok daha farklı morfolojik özelliğe sahip 

olduğunu ve bu morfolojik özelliklerin altında yatan korunmuĢ endojen kaynaklı bir 

programlı hücre ölümü sonucu olabileceğini araĢtırmacılar tarafından öne sürülmüĢtür 

(Wyllie ve ark., 1980).  

ProgramlanmıĢ hücre ölümü olarak adlandırılan apoptoz, fetal geliĢimden itibaren gelen 

süreçlerin tamamında kritik rollere sahiptir. Canlı doku ve hücrelerinde meydana gelen 

ölümlerin birçoğu fizyolojik hücre ölümü olarak bilinen nekroz yerine apoptoz yoluyla 

gerçekleĢir. Hücreleri ölüme götüren apoptoz mekanizması düzenlemesinde meydana 

gelebilecek hasarlar (kalp yetmezliği, AIDS, norodejenerasyonlar ve inme gibi) çok 

çeĢitli hastalıkların geliĢimine katkıda bulunur (Reed, 2000).  
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Hücre ölümü, çok hücreli organizmaların geliĢimi, doku homeostazı ve bütünlüğünde 

önemli bir süreçtir. Hücre proliferasyonu ve eliminasyonu, yetiĢkin organizmada 

fizyolojik bir homeostaz sürecini sürdürmek için gereklidir (Galluzzi ve ark., 2012; 

Galluzzi ve ark., 2007). Metamorfoz, embriyogenez, patogenez ve doku döngüsü 

sırasında istenmeyen hücreler çıkarılır (Trump ve ark., 1997). Hücre ölümü tipik olarak 

geniĢ olarak tanımlanmıĢ iki mekanizmayı içerir: ProgramlanmıĢ hücre ölümü ve 

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

 

ġekil 2.1. ProgramlanmıĢ hücre ölümü ve nekroz. ProgramlanmıĢ hücre ölümü esas 

olarak; Apoptoz ve apoptoz olmayan programlanmıĢ hücre ölümü; otofaji, nekroptoz ve 

apoptoz gibi programlanmıĢ hücre ölümü (Jan, ve ark., 2019). 

Belirli sinyallere yanıt olarak genetik olarak programlanmıĢ bir hücre intiharı sürecini 

içeren hücre ölümüne programlanmıĢ hücre ölümü denir (Gorski ve Marra, 2002). 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü genellikle, hücrenin çevresi ve hücre içi sinyaller 

tarafından yönlendirilen çeĢitli hücre dıĢı ve hücre içi sinyaller tarafından kontrol edilir 

(LeBlanc, 2003). Programlı hücre ölümü, farklı morfolojik özelliklere sahip olması, 

doku homeostazını sürdürmesi ve istenmeyen hücreleri ortadan kaldırarak çok hücreli 

organizmalarda uygun hücre sayısını düzenlemesi ile hücre nekrozundan ayrılır 

(Rizzuto ve ark., 2008). Farklı endojen dokuya özgü ajanlar ve eksojen hücreye zarar 
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veren ajanlar, kritik fizyolojik koĢullar altında belirli hücre tipinde programlanmıĢ hücre 

ölümünü baĢlatır (Neuman ve ark., 2002).  ProgramlanmıĢ hücre ölümünün eksojen 

aktivasyonları, çoğu hücre tipi üzerinde etkili olan fiziksel ajanları ve enfeksiyöz 

ajanları içerir. Fiziksel ajanlar radyasyon, fiziksel travma ve kemoterapötik ilaçları 

içerirken, bulaĢıcı ajanlar virüsleri ve bakteriyel toksinleri içerir (Duckett ve ark., 1998). 

Ayrıca, büyüme faktörlerinin geri çekilmesi, bir trofik hormonun ablasyonu, 

glukokortikoidlerle tedavi ve matris ekinin kaybı gibi iç dengesizlikler apoptozu 

tetikleyebilir. ÇeĢitli araĢtırma grupları sıklıkla programlanmıĢ hücre ölümünü apoptoz 

ile eĢitlese de, son çalıĢmalar apoptoz mekanizmasının katılımından yoksun apoptotik 

olmayan programlanmıĢ hücre ölüm biçimlerinin de var olduğunu kanıtlamıĢtır. Bu 

nedenle programlanmıĢ hücre ölümü ve apoptoz asla eĢ anlamlı olarak 

düĢünülmemelidir (Bredesen ve ark., 2006; Venderova ve Park, 2012). Apoptoz, geniĢ 

ölçüde, yalnızca hücre hasarı veya dıĢ stresin bir sonucu olarak değil, aynı zamanda 

normal geliĢim ve morfogenez sırasında da meydana gelen, düzenlenmiĢ ölümün önemli 

bir mekanizması olarak tanımlanır (Nikoletopoulou ve ark., 2013). Apoptoz, çeĢitli 

moleküllerin farklı grupları tarafından sıkı bir Ģekilde düzenlenir. Apoptotik hücre 

ölümünün etki mekanizması tipik olarak kromatin materyalinin yoğunlaĢması, 

çekirdekte meydana gelen DNA parçalanması, hücre büzülmesi, dinamik membran 

kabarması ve hücre dıĢı matrislere yapıĢma kaybı ile karakterize edilir. Ayrıca, 

biyokimyasal değiĢiklikler fosfatidilserinin dıĢsallaĢtırılması ve hücre ölümüne yol açan 

kaspazlar adı verilen sistein aspartil proteazlarının aktivasyonunu içerir (Nikoletopoulou 

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

Apoptoz, tipik olarak, Ģiddetli ve karĢı konulmaz travmaya yanıt olarak düzensiz bir 

hücresel patlamanın zıt bir yolunu temsil ettiği varsayılan nekrozdan ayırt 

edilir. Apoptotik olmayan hücre ölümü türleri arasında otofaji, nekroptoz ve apoptoz 

benzeri programlanmıĢ hücre ölümü bulunur. Otofaji veya otofajik hücre ölümü Tip II 

hücre ölümü olarak adlandırılır. Otofajik hücre ölümü, kendi kendini parçalayan bir 

süreçtir ve ölmekte olan hücre içindeki hücresel bileĢenlerin otofajik vakuollerde 

bozulmasında hayati bir rol oynar. Otofaji, vakuolar hücre ölümü olarak da bilinir ve 

omurgasız dokusunda çok yaygındır (Mizushima, 2007; Glick ve ark., 2010). 

Nekroptoz, programlanmıĢ bir nekrotik ölüm Ģeklidir ve apoptozu indükleyen aynı ölüm 

sinyalleriyle baĢlatılır (Najafov ve ark., 2017). Nekroptoz, in vivo, fiziksel travmalarda, 

enfeksiyondan kaynaklanan ölümlerde ve çeĢitli nörodejenerasyon biçimlerinde çok 
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yaygındır. Apoptozu indüklediği bilinen FAS ve TNFR gibi birkaç Ölüm Reseptörü 

(DR'ler) de farklı hücre tiplerinde nekroptozisi indükler. Bununla birlikte, 

programlanmıĢ nekroz, yalnızca apoptoz kimyasal veya genetik olarak baskılandığında 

veya bloke edildiğinde belirli bir koĢul altında görülmüĢtür (Nikoletopoulou ve ark., 

2013). Ayrıca, baĢka bir form olarak apoptoz benzeri programlanmıĢ hücre ölümü, 

apoptotik özellikler içeren hücre ölümünün tipini tanımlar, ancak hücre ölümü 

kaspazdan bağımsız bir Ģekilde gerçekleĢir (Kaczanowski ve ark., 2011).  

Apoptoz mekanizması temel olarak apoptozun indüklenmesinde rol oynayan iki temel 

yoldan oluĢur; dıĢsal yol ve içsel yol. DıĢsal yol, DR aracılı yola atıfta bulunur ve içsel 

yol, mitokondriyal aracılı bir yoldur (Elmore, 2007). Bu apoptotik yolların her ikisi de 

dıĢsal ve içsel yolaklar aynı terminale (execution yolu) yol açabilir (Elmore, 2007).  

Hem dıĢsal hem de içsel yollar aynı noktada birleĢir (execution aĢaması). Execution 

aĢaması, apoptozun son yolunu ifade eder.  Kaspaz-8 ve 9 baĢlatıcı kaspazlar iken, 

kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, Kaspaz-10, CAD (Kaspaz ile aktive olan DNAz) ve 

PARP (Poli (ADP-riboz) polimeraz) efektör kaspazlardır (Sankari ve ark., 2012). 

Otoklevajın bir sonucu olarak aktive olan baĢlatıcı kaspazlar, daha sonra apoptoza yol 

açan bazı substratları proteolize eden kaspazları daha da aktive eder. Multimerizasyonu 

teĢvik eden ve diğer kaspaz aktivasyonu ile sonuçlanan büyük adaptör moleküllerini 

birbirine bağlayan uzun pro-domenlere sahiptirler. Bununla birlikte, efektör kaspazlar, 

baĢlatıcı kaspazlar tarafından aktive edildiğinde apoptozu gerçekleĢtiren kısa ön alanlara 

sahiptir. Kaspazlar, çok sayıda hedef proteinin bölünmesi yoluyla apoptotik hücre 

ölümünü düzenler (Green ve Evan, 2002). Yol, sitoplazmik endonükleazı daha da aktive 

eden execution kaspazlarının aktivasyonu ile baĢlar. Sitoplazmik endonükleaz, nükleer 

materyali ve proteazları, ardından nükleer ve hücre iskeleti proteinlerinin bozunmasını 

bozar. Endonükleaz CAD, çekirdek içinde kromozomal DNA'nın bozulmasına ve 

kromatinin yoğunlaĢmasına neden olan kaspaz-3 tarafından aktive edilir. Execution 

kaspazları, sitoplazmik kabarcıkların ve apoptotik cisimlerin sitoskeletal yeniden 

düzenlenmesi ve oluĢumunda önemli bir rol oynar (Elmore, S. 2007; Los ve ark., 1995). 
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2.3.1. Ekstrinsik Yol 

TNF (tümör nekroz faktörü), Fas-L (CD95/Apo-1 olarak da adlandırılır) ve TRAIL 

(TNF ile iliĢkili apoptozu indükleyen ligand) gibi hücre dıĢı ligandlar, DR'nin 

(transmembran) hücre dıĢı alanına eklendiğinde, ekstrinsik yol boyunca apoptotik 

sinyalleĢme devreye girer. Apoptozun ekstrinsik fazında yer alan olayların sırası, 

FasL/FasR ve TNF-α/TNFR1 modelleri ile iyi karakterize edilmiĢtir (Jin ve El-Deiry, 

2005; Guicciardi ve Gores, 2009; Elmore, 2007). DR'lerin spesifik ölüm ligandları 

(DL'ler) tarafından bu tetiklenmesi, ölümü indükleyen bir sinyal kompleksinin (DISC) 

oluĢumuyla sonuçlanır. Bu DISC, adaptör molekül olarak DD içeren Fas ile iliĢkili 

ölüm alanından (DD), procaspaz-8, procaspase-10 ve hücresel FLICE inhibitör 

proteinlerinden (c-FLIP'ler) oluĢur. Kaspaz 8, kaspaz 8'in prodomain DISC'de kalacak 

Ģekilde aktive olurken, aktif kaspaz 8, apoptozun Execution aĢamasını oluĢturan kaspaz 

aktivasyonunun kaskadını baĢlatmak için DISC'den ayrıĢır. Deneysel veriler, apoptozda 

kaspazların aĢırı rolünü göstermektedir (Los ve ark., 1995; Medema ve ark., 1997; 

Stergiou ve Hengartner, 2004). Kaspazlar, apoptozun temel baĢlatıcıları ve 

uygulayıcılarıdır ve iĢlevleri, farklı substrat tercihlerine sahip yapısıyla çok yakından 

iliĢkilidir. Bazı kaspazlar, ölüm efektör alanı (DED) ve diğer proteinlerle etkileĢime izin 

veren ve sinyal yollarıyla bağlanan kaspaz alım alanları (CARD) gibi belirli motifleri 

içeren uzun ön alanlara sahiptir. DED, kaspaz-8 ve kaspaz-10'u içerirken, CART 

kaspaz-1, kaspaz-2, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-9, kaspaz-11 ve kaspaz-12'yi içerir 

(Ghavami ve ark., 2009). Kaspazlar, apoptotik sinyalleĢme basamaklarındaki 

konumlarına göre geleneksel olarak baĢlatıcı ve efektör veya uygulayıcı kaspazlar 

olarak sınıflandırılır (ġekil 2.3). 

2.3.2. Ġnstrinsik Yol 

Ġnstrinsik yol, esas olarak mitokondriyal aracılı apoptotik yola karĢılık gelir. Oksidatif 

stres, ıĢınlama ve sitotoksik ilaçlarla tedaviyi içeren çeĢitli hücre dıĢı ve hücre içi 

stresler tarafından tetiklenen içsel yol (Ghavami ve ark., 2004). Apoptozun yollarını 

gösterir, instrinsik yola Bax/Bak'in mitokondriyal membrana eklenmesi aracılık eder ve 

ardından sitokrom c mitokondriyal zarlar arası boĢluktan sitozole salınır (Kim, 2005). 

Bcl-2 ve Bcl-xL (Bcl-2 ailesi üyesi), sitokrom c salınımını engelleyen anti-apoptotik 

proteinlerdir (Ghobrial ve ark., 2005). Sitokrom c, apoptozom üretmek için Apaf–1 ve 

procaspaz-9 ile birleĢir. Apoptozom, kaspaz 9'u tetikleyen, ardından hücrelerin yıkımına 
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yol açan ve apoptoza yol açan kaspaz-3 sinyal kaspaz kaskadının aktivasyonunu 

tetikleyen yedi kollu halka Ģeklinde bir kompleksten oluĢan çok proteinli bir 

komplekstir (Yuan ve Akey, 2013). Genel olarak instrinsik yola dahil olan proteinler 

arasında SMAC/DIABLO (kaspazların ikinci mitokondriyal aktivatörü/düĢük PI'li 

doğrudan IAP bağlayıcı protein), Kaspaz-9 (Sisteinil aspartik asit-proteaz-9), Bcl-2 (B-

hücresi lenfoma proteini) bulunur. 2), Bcl-w (Bcl-2 benzeri protein), Nox (Phorbol-12-

miristat-13-asetat ile indüklenen protein 1), Aven (Hücre ölüm düzenleyicisi Aven) ve 

Myc (Oncogene Myc) vardır. ĠĢlevsel olmayan mitokondriyal, iç mitokondriyal zar 

potansiyelinin kaybı, süperoksit iyonlarının aĢırı üretimi, mitokondriyal biyogenezde 

bozukluk, matris kalsiyum glutatyonunun dıĢarı akıĢı ve zar proteinlerinin salınması ile 

sonuçlanır (Elmore, 2007) (ġekil 2.2). 
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ġekil 2.2. Apoptoz yolları. Apoptoz esas olarak iki ana yoldan oluĢur ve üçüncüsü 

apoptozun uygulayıcı yoludur. DıĢ uyaranlar veya ligand molekülü tarafından tetiklenen 

ve özellikle ölüm reseptörlerini (DR'ler) içeren ekstrinsik yol. Ġnstrinsik yolak, 

Bax/Bak'in mitokondriyal membrana eklenmesi ve ardından apoptozom üretmek için 

Apaf-1 ve procaspaz-9 ile birleĢen sitokrom c'nin salınması ve ardından kaspaz 3 

apoptoz kaskadının aktivasyonu ile aracılık eder. TNF ile ilgili apoptozu indükleyen 

ligand (TRAIL), hücresel FLICE inhibitör proteinleri (cFLIP), KesilmiĢ bid (tBid), B-

hücresi lenfoma proteini 2 (Bcl-2), Bcl-2 homolog ek varyantları (Bcl-xL), Sitokrom 

(Cyt) C), Kaspazların ikinci mitokondriyal aktivatörü (SMAC), Apoptoz proteinlerinin 

inhibitörü (IAP'ler) (Jan, ve ark., 2019).  
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2.4. N-Asetil sistein (NAC) 

N-asetilsistein (NAC), mukolitik özelliklere sahip, orijinal olarak 1960 yılında patenti 

alınmıĢ ve tıpta kullanımı ilk olarak 1967 yılında rapor edilmiĢ, sülfhidril içeren bir 

bileĢiktir (Lillibridge ve ark., 1967). Kimyasal yapısı ve terminolojisi 

ġekil 2.3’de gösterilmektedir. Moleküler formül C5H9NO3S'dir.  Klinik olarak 

1969'dan beri kistik fibrozda kullanılmaktadır (Gracey ve ark., 1969). O zamandan beri, 

NAC kullanımı asetaminofen doz aĢımı ve kronik obstrüktif akciğer hastalığını 

kapsayacak Ģekilde geniĢletilmiĢtir ve rolü klinik olarak sürekli geniĢlemektedir. 

 

 

ġekil 2.3. N-asetilsistein formülü. Moleküler formül C5H9NO3S'dir. Kimyasal yapısı 

gösterilmiĢtir 

 

Sistein et, balık, tahıllar, süt ürünleri, soya fasulyesi ve yumurta ürünlerinde doğal 

olarak bulunur (Vasdev ve ark., 2009). Bir besin takviyesi olarak NAC, bazı meyve ve 

sebzelerde doğal olarak küçük miktarlarda bulunur (Demirkol ve ark., 2004). 

NAC'nin özellikleri arasında glutatyon S-transferaz aktivitesinin arttırılması, 

glutatyonun yenilenmesi, serbest radikallerin temizlenmesi ve antioksidan, anti-

inflamatuar ve mukolitik özellikleriyle birlikte sistein disülfid moleküllerinin çapraz 

bağlanmasıyla protein yapılarının stabilize edilmesi yer alır.  (Schwalfenberg, G. K. 

2021) Ġnsanlarda oral NAC'nin biyoyararlanımı bir çalıĢmada % 4 ila % 9.1 arasında 
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(Olsson ve ark., 1988)  ve baĢka bir çalıĢmada % 6 ila % 10 arasında (Borgström ve 

ark., 1986) bulunmuĢtur. Bu nedenle günde 1200 mg'den daha az kullanılan çalıĢmalar 

önemli bir fayda göstermeyebilir. NAC'nin yarı ömrü 6.25 saattir ve klerensi, bulantı, 

kusma ve diyare gibi yan etkilerle birlikte hem renal hem de nonrenaldir (Holdiness, 

1991).  

Bazıları, yaĢlandıkça sistein eksikliğinin gençliğin kaybından, sağlık ve yaĢam kalitesi 

kaybından sorumlu olduğunu ve özellikle sistein tüketiminin optimalin altında olduğu 

düĢünüldüğünden sarkopeniye katkıda bulunduğunu öne sürmüĢlerdir (Dröge, 2005). 

Son yıllarda psikiyatri ve nöroloji, metabolik hastalık, akciğer hastalığı aĢağıdakiler gibi 

akut solunum yolu sendromlarında olası kullanımı da dahil olmak üzere enfeksiyöz 

hastalıklarda çeĢitli klinik deneyleri inceleyen NAC'nin birkaç sistematik incelemesi 

yapılmıĢtır.  

2.5.Deney Hayvanları BALB/c 

BALB/c, ev farelerinin laboratuar ortamında bir takım ortak alt türlerin türetilmesiyle 

elde edilmiĢ bir albinosoyudur. Hayvan deneylerinde en sık kullanılan ―inbred strain‖ 

yani doğal soylardandır. Günümüzde 200’den fazla nesil BALB/c fareleri New 

York’tan tüm dünyaya dağıtılmaktadır (Beck ve ark., 2000).  

Bu türün oluĢmasını sağlayan ilk hayvanlar, New York, Memorial Hastanesi'nden 

Halsey J. Bagg tarafından 1913 yılında Ohio’daki bir fare satıcısından edinilmiĢtir. 

BALB adı Bagg ve Albino kelimelerinin birleĢiminden meydana gelmiĢtir. 1920 

yılından itibaren orijinal koloni 15 yıl boyunca 26 kuĢak sistematik olarak 

çoğalmıĢlardır. BALB farelerinin BALB/c olarak adlandırılması bu fareleri 1935 yılında 

onları The Jackson Labrotory’e taĢıyan George Davis Snell tarafından yapılmıĢtır. Bu 

stok, Ģu anda dünyada kullanılan bütün BALB/c alt türlerinin temelini oluĢturmaktadır 

(Potter, M. 1985). 

BALB/c ırkı, BALB/CheAn, BALB/cJ, BALB/cRI ve BALB/cWt gibi alt türlere 

sahiptir. Üreme performansı ve üreme ömrü bakımından avantajlıdır. Aynı zamanda 

saldırganlık seviyesi düĢük, açık alan aktivitesi düĢük olmaları sebebiyle birçok çalıĢma 

için laboratuar çalıĢmalarına uygun bir türdür. Ayrıca BALB/c ırkı monoklonal antikor 

üretimi için oldukça uygun bir ırktır yine benzer Ģekilde birçok kanser türlerinin 
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geliĢimi bu ırk ile rahatlıkla çalıĢılabilir. Diyete bağlı atereskleroza dirençli oldukarı için 

kardiyovasküler çalıĢmalarda tercih edilen bir hayvan modelidir (Beck ve ark., 2000).   

2.6 Hücre Kültürü  

Hücre kültürü, farklı yollarla izole edilmiĢ hücrelerin belirli Ģartlarda kontrollü olarak in 

vitro ortamda yaĢamları devam etmesi ve çoğaltılması ile gerçekleĢir. Ġn vitro ortamda 

gerekli Ģartlar sağlandığında kültüre edilen hücreler canlılık faaliyetlerini göstermeye 

devam eder.  Bir organizmaya ait hücrelerin laboratuar ortamında büyütülebilmesiyle 

çeĢitli biyolojik sorulara cevaplar araĢtırılabilir (Lodish ve ark., 2011). 

ÇeĢitli çalıĢmaların canlı organizmada değilde kültüre edilen hücreler üzerinde 

gerçekleĢtirilmesi zaman ve maliyet açısından avantaj sağladığı gibi planlanan 

çalıĢmanın kontrollü olarak gerçekleĢtirilebilmesi açısından da avantaj sağlar. Hücre 

kültürü çalıĢmaları; monoklonal antikor üretimi, aĢı çalıĢmaları, ilaç etkileĢimleri, gen 

tedavisi, çeĢitli enfeksiyonların araĢtırılması, hücre içi ve hücreler arası çeĢitli yolakların 

aydınlatılması gibi çok çeĢitli alanda kullanılmaktadır. 

2.6.1 Hücre Kültüründe Kullanılan Kimyasallar 

Mediumlar kültür ortamındaki hücrelerin yaĢamlarını idame ettirebilmeleri için çeĢitli 

bileĢenleri içeren besiyerleridir. Besiyeri içerikleri hücrenin ihtiyaĢarına göre farklılıklar 

gösterir. Hücreler süspanse (yüzen) ya da monolayer (tutunarak büyüyen) hücre 

tiplerinde olmaksızın hücresel ihtiyaçlarını bu besiyerlerinden karĢılarlar.  

Hücre kültüründe kullanılan besiyerinde hidrojen iyonu konsantrasyonu hücre geliĢimi 

için önemli faktörlerdn birisidir. Hücreler genellikle pH:7.4’te yaĢarlar. Besiyeri 

içersindeki hidrojen iyonu konsantrasyonunu gözle yapılabilmesi adına indikatör olarak 

fenol kırmızısı kullanılır. Böylece besiyerindeki pH değiĢimi gözle takip edilebilir. 

Mediumdaki renk değiĢimi kırmızıdan sarıya yaklaĢtıkça ortamın daha asidik pH’da 

olduğu, kırmızıdan pembeye yaklaĢtıkça ortamın daha bazik bir pH’da olduğu 

anlaĢılılabilir. 

Hücre kültürü için kullanılan mediumlarda önemli diğer bileĢenler sodyum bikarbonat 

(NaHCO3), karbokdioksit (CO2) ve HEPES’tir (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid). Besiyerinde CO2 ancak gaz halde çözünebilir. 

Mediumda meydana gelen laktik asit artıĢı besiyerinin pH’ını düĢürür. HEPES medium 

pH’sını dengede tutmak için sıklıkla kullanılan tampon bileĢenlerden birisidir. Bu 



 18 

bileĢenlere ek olarak medium oksijen yoğunluğuda ve sıcaklık diğer önemli 

faktörlerdendir.  37 
O
C hücre kültüründe tercih edilen optimum sıcaklıktır. Kültürde 

kullanılan mediumların 37 
O
C’ye yakın olması hücrelerin strese girmemesi bakımından 

önemlidir. Kültür ortamı dıĢında stoklanması ya da saklanması gereken hücreler birkaç 

gün -80 
O
C’de, daha uzun süreli saklamalarda ise -196 

O
C’de azot tankında muhafaza 

edilmelidir (Freshney, 2010). 

Mediumlar içerisinde çeĢitli vitamin, mineral, tuz, glukoz ve serumları barındıran 

kompleks besiyerleridir. Kültürde kullanılacak bu mediumlar hücre metobolizmasında 

çeĢitli görevlere sahip biyotin, nikotinamit folik asit, B vitaminleri, A, D, E ve K 

vitamini gibi çeĢitli vitaminleri uygun konsantrasyonlarda içermelidir (Freshney, 2010).  

Besiyeri osmolaritesi medium içerisindeki tuzlarla dengelenmektedir. Hücre geliĢimine 

katkı sağlayan tuzlara örnek olarak Ca
2+

, Mg
2+

, Na
+
, K

+
, SO4

2-
, ve PO4

3-
 verilebilir 

(Freshney, 2010). 

Hücreler canlılık faliyetlerini devam ettirebilmek için ihtiyaç duydukları enerjiyi 

gluzdan sağlarlar. Besiyerinde kullanılacak glukoz miktarı kültür edilen hücre tipine 

göre farklık gösterir (Freshney, 2010).  

Hücre kültüründe hücrelerin büyüme ve geliĢimini desteklemek için çeĢitli serumlar 

eklenebilir. Serumlar yapılan çalıĢmanın ve kültüre edilen edilen hücreninin tipine göre 

at, tavĢan, büyükbaĢ hayvan ya da insan gibi canlılardan elde edilmiĢ olabilir. Fetal 

Bovin Serum (FBS) kök hücre kültüründe en sık kullanılan serumlardan biridir 

(Freshney, 2010). 

Kültür ortamında hücrelerin canlılığını sürdürmesi için gerekli olan aminoasitler 

kültürde kullanılan medium içeriğinde zaten bulunuyor olabilir ya da sonradan 

eklenebilir. Glutamin yarılanma ömrü kısalığı sebebiyle medium içerisine taze olarak 

eklenen aminoasitlerden en yagın olanıdır (Freshney, 2010). 

Kültür ortamındaki hücrelerin geliĢimini desteklemek için zaman zaman çeĢitli 

hormonlar ve büyüme faktörleri kullanılmaktadır. Kültüre edilen hücrenin ya da yapılan 

çalıĢmanın türüne göre bu fakötrler çeĢitlilik gösterir b-FGF ve EGF sık kullanılan 

büyüme faktörlerindendir (Freshney, 2010).  

Hücre kültüründe bakteri ya da fungus kontaminasyonlarından korunmak için çeĢitli 

antibiyotikler kullanılır. Penisilin, streptomisin, yaygın kullanılan antibiyotiklerdir ek 
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olarak  amfoterisin ve gentamisinde gibi antibiyotikler de kullanılabilir (Freshney, 

2010). 

Hücre kültüründe hücreleri ölü hücrelerden, hücre kalıntılarından, besiyerinde biriken 

diğer atıklardan ya da çeĢitli kimyasallardan arındırmak kısaca yıkama iĢlemi yapmak 

için fosfatla tamponlanmıĢ tuz çözeltisi olan PBS kullanılır. Hücre kültüründe yagın 

olarak iki tip PBS vardır. Birincisi kalsiyum ve magnezyum içermeyen PBS diğeri ise 

kalsiyum ve magnezyum gibi +2 değerlikli iyon içeren PBSlerdir. +2 değerlikli iyon 

içeren PBS varlığında tripsin enzimi çalıĢmayacağı için bu PBS tipi genellikle hücre 

izolasyonu sırasında kollejenaz gibi doku parçalayan enzimlerle birlikte kullanılır 

(Freshney, 2010). 

Kültür sırasında hücreleri tutundukları yüzeyden ayırmak için tripsin enzimi kullanılır. 

Hücrelerin tripsine maruz alma süreleri yapılan çalıĢma ve hücre tipine göre değiĢmekle 

birlikte hücreleri uzun süre tripsine maruz bırakmak hücre canlılığını olumsuz yönde 

etkileyeceğinden tercih edilmez. Tripsin enzim aktivasyonunu durdurmak ya da 

azaltmak için protein içeriği yüksek olan serumlar (FBS gibi) veya tripsin inhibitörleri  

kullanılır (Freshney, 2010). 

2.6.2 Hücre Kültüründe Kullanılan Ekipmanlar 

Hücre kültürü çalıĢmalarında kullanılan temel ekipmanlar vardır. Bu ekipmanlardan bir 

tanesi çalıĢmalarda kontaminasyon riskini minimuma indirmek için kullanılan steril 

kabinlerdir. Steril kabinlerde laminar akıĢ sistemi mevcuttur. Kültüre edilen hücreler 

karbondioksit inkübatöründe saklanır bu inkübatör içerisinde iç ortama nem sağlayacak 

olan bir tabla bulunur. Hücre kültürü çalıĢmaları genellikle %5 CO2 oranı ve 37 
O
C’de 

gerçekleĢtirilir. Hücreleri gözlemlemek için invert mikroskop kullanılır. Hücre kültürü 

laboratuarında bulunması gereken diğer cihazlar santrüj, soğutucular(+4 
O
C, -20 

O
C, -80 

O
C), uzun dönem saklama ve stok iĢlemleri için azot tankıdır (-196 

O
C) (Pittenger, 

2008). 
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3.MATERYAL METHOD 

3.1. Deney Hayvanı ÇalıĢmaları  

Tez çalıĢması kapsamında kullanılan deney hayvanları, 09.10.2019 tarihli 19/189 karar 

numaralı Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu kararı ile (Ek: 1) 

hayvan etiği açısından uygun bulunmuĢtur. BuçalıĢma deney hayvanları, Erciyes 

Üniversitesi Betül Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi (GENKÖK) Transgenik 

Hayvan Birimi’nde barınan hayvanlar ile gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan 

fareler doğumdan itibaren 21. günde deney gruplarına göre farklı kafeslere ayrılmıĢtır. 

Fareler 7 aylık olana kadar GENKÖK Transgenik Hayvan Birimi’nde fare ünitesinde 

barınan diğer farelere uygulanan standart prosedüre göre beslenmiĢtir ve 7. aydan 

itibaren 20. aya kadar aynı deney protokolü uygulandmıĢtır Fareler 12 saat aydınlık 12 

saat karanlık ortamda, 19.1cm x 29.2cm x 12.7cm ölçülerinde 558 cm
2
 yüzey alanına 

sahip kafeslerde barındırılmıĢtır.  Kafes içerisinde MBD (MBD Feed Trading, Gebze, 

Turkey) marka altlık kullanılmıĢtır. Fareler kafes baĢına en fazla 3 hayvan düĢecek 

Ģekilde gruplandırılmıĢtır. 

3.1.1. Deney Hayvanlarının Gruplandırılması, Beslenmesi ve Bakımı 

Tez çalıĢması, Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayıyla 28 

hayvan ile baĢlatılmıĢtır. Fareler Balb/c ırkı normal diĢi ve erkek bireylerin 

çiftleĢmesiyle doğan normal farelerden seçilmiĢtir. Doğan farelerden yalnızca erkek 

cinsiyetli fareler kullanılmıĢtır. Doğumdan itibaren 21 gün anne fareler ile birlikte 

barınan yavru fareler 21 gün sonunda ayrı kafeslere alınarak Optima (Optima Nutrient 

Industry and Trade Joint Stock Company, Bolu, TURKEY) marka standart pellet yem 

ile beslenmiĢtir. Kafeslerde, 250ml’lik suluk içerisinde taze çeĢme suyu kullanılmıĢtır. 

Fare içme suları, suluklardaki suların bitmesi beklenmeksizin gün aĢırı olarak 

tazelenmiĢtir. Fare ünitesinde barınan, tez çalıĢması hayvanlarının altlıkları, altlıkların 
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dolması beklenmeksizin haftada 2 kez değiĢtirilmiĢtir. Tez çalıĢması boyunca 

kullanılacak fareler kontrol ve deney grubu olarak 2 gruba ayrılmıĢtır.  

3.1.2. Deney Hayvanına N –asetilsistein Uygulaması 

Tez çalıĢmasında eczanelerde ticari olarak satılan NAC 900 mg (Basel) N –asetilsistein 

kullanılmıĢtır. Tez çalıĢmasında farelere uygulanan N –asetilsistein oral yolla içme suyu 

ile ad libitum olarak verildi. Uygulanan N –asetilsistein miktarı, tezin hipotezi 

doğrultusunda, orta yaĢtan itibaren (yaklaĢık olarak 30 yaĢ) yaĢlılık dönemine kadar 

(ortalama insan ömrü 80 yıl) eriĢkin bir insanın gün aĢırı N –asetilsistein kullanımı 

kurgulanarak planlandı. ÇalıĢmalarda N –asetilsistein klinik kullanımda önerilen 

ortalama mukolitik miktarının fareye mimik edilmesiyle oluĢturuldu. Her kafes için 900 

mg/ml N –asetilsistein çözeltisi çeĢme suyu ile ve taze olarak hazırlandı. Tez 

çalıĢmasında denek olan farelere doğumdan sonra 30. haftadan itibaren (215 gün) N –

asetilsistein uygulamasına baĢlanmıĢ ve 53 hafta boyunca (368 gün) boyunca N –

asetilsistein uygulaması devam etti. Fareler 83 haftayı (582 gün) tamamladıktan sonra 

sakrifiye edildi. 

3.1.3. Deney Hayvanı Sakrifikasyonu 

Tez çalıĢması kapsamında yaklaĢık 20 ay boyunca Erciyes Üniversitesi Genom ve Kök 

Hücre Merkezi Transgenik Hayvan Biriminde barınan hayvanlar, 582 gün sonunda 

sakrifiye edildi. Sakrifikasyon iĢlemi en az ağrı, acı ve ıstıraplı olacak Ģekilde, %70 

karbondioksit (CO2) gazı verilen chamberlarda gerçekleĢtirildi. Bu iĢlem her denek için 

sırayla tekrarlandı. Sakrifiye edilen denekler yaklaĢık 2 dakika boyunca %70’lik etanol 

içerisinde bekletildi ve böylece kısmi yüzey sterilizasyonu sağlanmıĢ oldu. Ardından 

daha önceden otoklavlanmıĢ steril cerrahi setler yardımıyla, cerrahi iĢlem uygulanarak 

Viseral Adipoz dokular (VAT) çıkarıldı. Deneklerden çıkarılan viseral adipoz dokular 

%5 penisilin-streptomisin-amfisilin (PSA) içeren DMEM-low (Biological Industries) 

besi yeri ile hazılanmıĢ taĢıma solüsyonları içerisine alındı. Bahsi geçen iĢlemler her bir 

denek için sırasıyla takip edildi. Aseptik koĢullarda alınmıĢ olan dokular steril kabin 

içerisine taĢındı. 
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3.2. Primer Kültür ve Hücre Kültürü 

3.2.1. Visseral Adipoz Doku ile Primer Hücre Kültürü 

TaĢıma solüsyonu içerisinde bulunan visseral adipoz dokular steril kabin içerisine 

alındı. Dokular ilk olarak Ca
++

&Mg
++

 içermeyen DPBS ile iki kez iyice yıkandı. 

Ardından her bir fareye ait dokular ayrı ayrı steril petri kaplarına aktarıldı. Dokular 

steril bistüri yardımıyla olabildiğince küçük parçalara ayrıldı yağ dokusu dıĢında 

görülen farklılıklar (kan damarı gibi) uzaklaĢtırıldı. Dokular fiziksel parçalama 

sonrasında içerisinde yaklaĢık 2-3 ml ılık (37 
O
C) tip-II kollejenaz (Sigma C6885-25 

mg) olan steril falkonların (15 mL’lik) içirisine aktarıldı ve 37 
O
C derecelik inkübatörde 

enzimatik parçalanma sağlandı. Falkonlar 5 dk’da bir alt üst edildi. Ġnkübasyonda geçen 

sürenin ardından enzim aktivitesini durdurmak amacıyla falconların üzeri soğuk, 

Ca
++

&Mg
++

 içermeyen DPBS ile tamamlandı.  Fazla doku parçalarını uzaklaĢtırmak ve 

parçalama sonrasında açığa çıkan hücreleri ayırmak amacıyla 350xg’de 5 dakika 

sanrifüj iĢlemi gerçekleĢtirildi. Santrüj iĢleminin ardıdan süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

Pellet 1ml DMEM-low glikoz % 10 FBS (Biological Industries)  içeren tam besiyeri 

içerisinde çözüldükten sonra içerisinde yaklaĢık 8 mL tam besiyeri olan 75 cm
2 

yüzey 

alanına sahip kültür flasklarına ekildi ardından CO2 içeren hücre kültürü için uygun 37 

O
C’de inkübatöre kaldırıldı. Kültür flaskları 24 saat boyunca hiç hareket ettirilmedi. 

3.2.2. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kök Hücre Kültürü (Ġdame, Pasaj, 

Dondurma) 

Hücreler ekim iĢleminden sonra, 24 saatlik inkübasyonun ardından mikroskop ile 

gözlemlendi. Adipoz doku orijinli mezenkimal kök hücrelerin istenilen konfluensiye 

ulaĢması ve çoğaltılması için, 3 günde bir taze hazırlanan besiyeri ile idameleri yapıldı. 

Ġdame iĢlemi için kullanılan tüm malzemeler, iĢlem öncesi 37 
O
C’ye getirildi. Ardından 

flask yüzeyine yapıĢmayan hücre parçaları ve ölü hücrelerin hareklendirilerek rahatça 

uzaklaĢtırılması için ileri-geri, yukarı-aĢağı hareketlerle, vakum pompası yardımıyla 

eski besi uzaklaĢtırıldı. Üzerine taze ve ılık (37 
O
C) besiyeri eklendi, hücre kültürü için 

kullanılan CO2’li inkübatöre kaldırıldı. Bu iĢlem hücreler yeterli konfluensiye 

ulaĢıncaya kadar her 3 günde bir tekrarlandı. Her deneğe ait flask birbirinden bağımsız 

olarak takip edildi. Flaskların ihtiyacı doğrultusunda besiyeri içerisindeki FBS oranı 

kimi zaman % 15’e çıkarıldı. 



 23 

Yapılan idame iĢlemi sonrasında yeterli konfluensiye ulaĢan flasklar daha fazla hücre 

eldesi için pasajlandı. Pasaj iĢlemi %70-80 konfluent olan flasklara uygulandı. Ġlk 

olarak flaskın içerisindeki besiyeri vakum pompası yardımıyla uzaklaĢtırıldı. Ardından 

iki kez önceden 37 
O
C’de inkübe edilen Ca

++
&Mg

++
 içermeyen DPBS ile yıkandı. Bu 

iĢlem sonrasında flask yüzeyine tutunan hücreler yaklaĢık 4-5 mL önceden 37 
O
C’ye 

getirilen tripsin eklenerek 1,5-2 dakika inkübatörde tutuldu. Mikroskopta hücrelerin 

flask yüzeyinden kalkıp kalkmadığına bakıldı ve hala kalkmayan hücreler flaska hafif 

darbeler uygulanarak fiziksel olarak kalkması sağlandı. Steril kabın içerine alınan 

flaskların içerisine, flask baĢına eklenen tripsinin % 10’u kadar FBS eklenerek hücrelere 

etki eden tripsin oranı minimuma indirilmiĢtir. Ardından flask içerisinde bulunan 

hücreler falcona alındı ve 350xg’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj iĢlemine ikinci 

yıkama ile devam edildi. Bu sırada kabin içersinde etiketlemesi yapılan 175 cm
2’

lik 

flasklara 19 mL tam besiyeri eklendi.  Santrifüj sonrasında süpernatant uzaklaĢtırıldı ve 

1 mL tam besiyeri içerisnde çözülen hücreler flasklara ekildi. 37 
O
C CO2’li inkübatöre 

kaldırıldı. Devam eden günlerde gerekli flasklara 3 günde bir olacak Ģekilde idame 

yapıldı. 

Yeterli sayıya ulaĢan hücreler tez çalıĢmasında yapılması planlanan deneyler için azot 

tankında -196 
O
C’de saklandı. Hücre dondurma iĢlemi için ilk olarak flask içerisindeki 

besi yeri daha önce anlatıldığı Ģekilde vakum pompası ile çekildi. Ardından, flasklar 

Ca
++

&Mg
++

 içermeyen DPBS ile yıkandı. Flaskların içerisine gerektiği kadar (75 

cm
2
’lik olanlara 4-5 ml 175 cm

2
’lik flasklara yaklaĢık 10 mL) Tripsin-EDTA (1X) 

solüsyonu (03-054-1B, Biological Industries) eklendi inkübatörde yaklaĢık olarak 2 

dakika inkübe edildi. Flasklara yapıĢık halde bulunan hücrelerin kaldırıldığı mikroskop 

ile teyit edildikten sonra falkonlara toplandı ve iki kez Ca
++

&Mg
++

 içermeyen DPBS ile 

yıkandı. Kademeli soğutma iĢlemi uygulanacağı için Myster Frosty Container içerisinde 

soğumaya bırakıldı. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra pellet, vial baĢına 1-1,5 mL 

olacak Ģekilde (Cryo vialler içerisinde yaklaĢık 1x10
6
 hücre ile) etiketlemesi yapılmıĢ 

cryo viallere aktarıldı.  Ardından bir gün -80 
O
C dolaplarında ardından -196 

O
C sıvı azot 

tankında depolandı. 

3.3. Flow Sitometri ile Karakterizasyon 

Deney hayvanlarından elde edilen mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonu CD44-

FITC pozitif, CD90-FITC pozitif, CD105-PE pozitif ve CD45-FITC negatif yüzey 
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belirteçleri kullanılarak iĢaretlendi ve flow sitometrik karakterizasyon yapıldı. 

Karakterizasyon için ayrılan hücreler her bir yüzey belirteci için ayrı ayrı tüplere 

bölündü ve deney grubu hücreleri 200 µl BD Cell Wash solüsyonu içerisinde çözüldü. 

Ardından tüp baĢına 1’er µl olacak Ģekilde florokrom belirteçler, izotip kontrol belirteci 

ve pozitif belirteç kokteyli eklenerek 20 dakika oda sıcaklığında (25 
O
C) inkübe edildi. 

Ardından 1 kez yıkanan hücre pelletleri 500 µl BD wash solüsyon ile çözülerek flow 

okumalarının yapılacağı tüplere aktarıldı.  Ayrıca hücrelerin otofloresan özelliği 

olduğundan intensite eĢik değerini belirlemek amacıyla içerisinde hücre olan bir tüpe 

yalnızca wash solüsyon ekleyek okuma yapıldı. Yapılan okumalar BD FACS Aria III 

Cell Sorter (BD Biosciences, ABD)  flow sitometri cihazı kullanılarak yapıldı. Sonuçlar 

BD FACS Diva 8.0.1 programı kullanılarak değerlendirildi. 

3.4. Biyolojik Etki Testleri 

3.4.1. Senesens ĠliĢkili β-Galaktosidaz Boyaması 

Tez çalıĢması kapsamında, yaĢlanan hücrelerin varlığını fizyolojik olarak gösterebilmek 

için senesens iliĢkili beta galktosidaz boyaması yapıldı. Beta-Gal boyaması kit yardımı 

ile yapıldı.  

Fiksasyon Solüsyonu: %0.2 gluteraldehit (Sigma) kullanılarak fiksasyon solüsyonu 

hazırlandı. 

Boyama Solüsyonu: 5 mM Potasyum ferrisiyanür (K3[Fe(CN)6]) (Sigma) ve yine 5 mM 

Potasyum ferrosiyanür (K4[Fe(CN)6]) (Sigma) ve 2 mM MgCl2 içeren DPBS boyama 

solüsyonu olarak hazırlandı. 

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

çözülerek hazırlandı. 

Tam Boyama Solüsyonu: Daha önce hazırlanan X-Gal stok solüsyonu 1 mg/ml olacak 

Ģekilde (1:40 (v/v)) seyreltilerek hazırlandı. 

Senesens iliĢkili betagalaktosidaz boyaması için ilk olarak kontrol ve NAC uygulanmıĢ 

farelerden elde edilen hücreler ilk olarak 6 kuyucuklu kültür flasklarına ekildi. Hücreler 

flasklara tutunduktan sonra ilk olarak besi yeri uzaklaĢtırıldı ardından DPBS ile yıkandı 

ardından hücrelerin fiksasyonu için kuyucukların üzerini kaplayacak kadar fiksasyon 

solüsyonu eklendi 15 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyonun ardından fiksasyon solüsyonu 

uzaklaĢtırıldı. Hücreler 2 kere DPBS ile yıkandı ve üzerlerine kuyucukların üzerini 
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kaplayacak kadar tam boyama solüsyonu eklendi 6 kuyucuklu flask etrafı parafilmle 

sarılarak 1 gece boyunca (yaklaĢık 18 saat) 37 
O
C CO2’li inkübatöre kaldırıldı. 

Ġnkübasyon sonrasında boyama solüsyonu uzaklaĢtırıldı hücreler DPBS ile yıkandı ve 

%50 gliserol eklendi. Yeniden parafilm ile sarıldı ve her grup için (kontrol ve NAC 

grubu) 3’er kuyucuğa ekilmiĢ hücreler 100’er hücre mikroskop ile sayılarak senesens 

yüzdeleri belirlendi. 

3.4.2. Ki-67 Proliferasyon Testi  

Yapılan çalıĢmada hücrelerin proliferasyon oranlarını belirleyebilmek için, Ki-67 

proliferasyon testi ticari olarak satın alınan Ki67 Proliferation Kit (Merck Millipore, 

ABD) kullanılarak gerçekleĢtirildi. Kitin çalıĢma mekanizması memeli canlıların 

hücrelerinin yalnızca çekirdeğinde bulunan ve hücre bölünmesi sırasında eksprese bir 

protein olan Ki-67’nin belirteç olarak kullanılması mantığına dayanmaktadır.  

Ki-67 proliferasyon testinde kullanılacak hücreler tripsin ile kaldırılmadan önce test için 

kullanılacak solüsyonlar hazırlandı. Kit beraberinde gelen 5X fiksasyon solüsyonu ve 

5X deney tampon solüsyonu 1X olacak Ģekilde PBS ile dilüe edildi. Ardından tripsinle 

kaldırılan hücreler üzerine kit protokolü doğrultusunda 50 µl fiksasyon solüsyonu 

eklenerek 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Fiksasyon sonrasında ependorfların 

üzerine 150 µl 1X deney tamponu eklendi 350xg’de santrifüj edildi ve süpernatant 

uzaklaĢtırıldı. Ardından ependorfların üzerine 100 µl permobilizasyon solüsyonu 

eklendi ve pipetajlandı sonrasında oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon 

iĢlemi sonrasında 100 µl deney tamponu eklenip 350xg’de santrifüj edildi süpernatant 

uzaklaĢtırıldı. Üzerlerine yeniden 50 µl 1X deney tamponu eklenen ependorflar 15 

dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra üzerine 10 µl Muse
® 

Hu Ki67-PE 

antibadi eklendive ependorflar 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak 

ependorf baĢına 150 µl 1X deney tamponu eklendi. Okuma iĢlemine Blank okumasıyla 

baĢlandı ve kapılama yapıldıktan sonra deney grupları sırasıyla Muse cell analyzer 

cihazı ile yapıldı. 

3.4.3. Annexin V ile Apopitoz Testi 

Tez çalıĢmasında kullanılan hücrelerin apoptotik durumunu ölçmek için, apoptoza 

gitmiĢ hücrelerin normalde iç yüzeyinde bulunan fakat apoptoz ile birlikte dıĢ yüzeye 

çıkmıĢ fosfatidilserinlere beraberindeki kloroform ile bağlanan Annexin V 

analiziapoptotik hücrelerin belirlenmesine yardımcı olur.  
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Tez çalıĢmasında apoptoz testleri için ayrılan hücreler tripsin ile kaldırıldıktan sonra 1 

kez DPBS ile yıkanarak süpernatant uzaktaĢtırıldı. Ardından kit protokolüne uygun 

olarak her bir örnek tüpü içerisine 100 µl Annexin V dead cell (Merck Millipore, ABD)  

reaktifi eklenmiĢ veher bir örnek tüpü içerisine %1 FBS içeren DPBS ile çözülmüĢ 

hücre süspansiyonu eklendi. Bu iĢlemin ardından tüpler 20 dakika boyunca oda 

sıcaklığında ve karanlık ortamda inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında her bir hücre 

tüpü Muse Cell Analyzer (Millipore) cihazı ile okundu. Analiz sonrası sonuçlar cihazın 

kendi yazılımı ile gerçekleĢtirildi. 

3.4.4. Hücre Döngüsü Testi 

Hücre döngüsü testi Muse cell analyzer cihazı ile kit protokolüne Cell Cycle (Merck 

Millipore, ABD) kit protokolüne uygun olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Test prensibi 

yalnızca çift zincirli DNAya bağlanma özelliği gösteren, nükleer DNA interaksiyon 

boyası olan Propidium Ġyodür (PI) ve tek zincir bağlanmalarını önleyecek olan RNAse 

içermektedir. Böylelikle boyama sonucunda hücre döngüsünün farklı aĢamalarındaki 

hücrelerin ayırt edilmesine olanak sağlanır. Dinlenme durumundaki (G0/G1 fazı) her 

kromozomun iki kopyasını içerir. Hücreler döngüye baĢladıkça kromozomal DNA’yı 

sentezlerler (S fazı) ve PI’dan gelmekte olan floresan yopunluğu, tüm kromozom iki 

katına çıkana kadar (G2/M) artar. Bu aĢamada, G2/M fazındaki hücreler sonunda iki 

hücreye bölünür. Test, her fazdaki (G0/G1, S ve G2/M) hücrelerin yüzdesini ayırt etmek 

için DNA içeriğinin PI bazlı boyanmasını kullanır. Hücre döngüsü testi için ilk olarak 

her grup hücreleri flasklardan tripsin ile kaldırıldı ardından iki kez DPBS ile yıkandı ve 

son yıkamadan önce ependorflara alındı. Pelletler 50 µl DPBS ile çözülen hücrelerin 

üzerine fiksasyon için 1 ml soğuk %70’lik etanol vorteks üzerinde yavaĢ yavaĢ eklendi. 

Fiksasyon için hücreler 1 gece -20 
O
C’de inkübe edildi (en az 3 saat inkübe edilmesi 

gereken hücreler 2 aya kadar bu Ģekilde saklanabilir). Fikse edilmiĢ hücreler santrifüj 

edildi. Süpernatant uzaklaĢtırıldı ardından pelletler 1 kez 250 µl DPBS ile yıkandı. Son 

olarak pelletlerin üzerine 200 µl Muse cell cycle reagent solüsyon eklendi. Oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübe edilen hücreler MuseCell Analyzer ile 3 tekrarlı okuma 

yapıldı.  

3.5. Histolojik Hazırlıklar 

ÇalıĢmada kullanılan adipoz dokuların bir kısmı primer hücre kültürü için ayrıldıktan 

sonra bir kısmı ilerleyen çalıĢmalarda kullanılmak üzere histolojik prosedür uygulandı. 
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Sakrifiye edilen hayvanlardan çıkarılan adipoz doku, doku tespiti için % 4’lük 

formaldehit içerisine alınarak 72 saat bekletildi. Ardından musluk suyu içerisinde 

bekletirelerek yıkandı. Yıka iĢleminden sonra sırasıyla %50, %70, %80 ve %96’lık 

alkol serilerinde 1’er saat bekletildi. Daha sonra 3’er kez 20’Ģer dakikalık sürelerle 

ksilenle muamele edilen dokular eriyik parafinde (60 
O
C) 1 gece bırakıldı ardından 

bloklama iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

3.6. Parafin Bloktan RNA Ġzolasyonu 

Gen ifadesi düzeyinde çalıĢmalarımızı gerçekleĢtirmek için RNA izolasyonunu parafin 

dokulardan gerçekleĢtirildi. Parafin dokudan RNA izolasyonu için parafin bloklardan 

ependorf türler içerisinde kesitler alındı. Dokuların üzerine bir gece önceden 45 
O
C’de 

beklemiĢ ksilol tüp baĢına 1ml damla damla eklendi. Ksilol eklenen örnekler 55 
O
C’de 

30 ile 60 dakika arasında inkübe edildi. 15 dakikada bir vortekslendi. Ġnkübasyon 

sonrasında örnekler 1600 xg’de 2 dakika santrifüj edildi. Eğer doku ependorf tüpe tam 

olarak çökmediyse üzerine 800 µl ksilol daha eklenerek 15- 20 dakika aynı sıcaklıkta 

yeniden inkübe edildi, vortekslenir ve santrifüjlendi. Santrifüj sonrasında süpernatant 

tüpün içerisinden 0.5 ml çizgisine kadar olan kısmı uzaklaĢtırıldı ve üzerine etanol 

eklenip, vortekslendi ve aynı parametrelerde santrifüj edildi. Ardından süpernatant 

tamamen uzaklaĢtırıldı ve üzerine 1 ml etanol eklenip aynı Ģekilde santrifüjlendi. 

Süpernatant dikkatlice uzaklaĢtırıldı. Kalan etanolün kuruması için deney tüpleri 37 

O
C’de en az 30 dakika kurutuldu. Tamamen kuruyan pelletlerin üzerine 100ul Tissue 

Lysis Buffer, 16 µl SDS (%10) ve 50ul proteinaz-K eklendi ve tüpler 85 
O
C’de 1 saat 

inkübe edildi ara ara vortekslendi. Ġnkübasyon sonrasında tüpler oda sıcaklığında 55 

O
C’ye soğurken üzerine 80 µl proteinaz-K eklendi ve 55 

O
C’de 1 saat inkübe edildi. 

Örnekler ara ara vortekslendi ve pelletlerin Ģeffaf renkte olmasına dikkat edildi. Lizat 

üzerine 325 ul RNA binding buffer ve 325 µl absolü etanol eklendi pipetaj yapıldı. 

Lizatın tamamı RNA izolasyon kolonlarına aktarıldı. 6000xg’de 1 dakika santrifüj 

edildi ve kolon temiz bir toplama ependorfuna alındı. 14000xg’de yeniden santrifüj 

edildi. HPF tüplerdeki filtre üzerine 100 µl DNAse eklenip 15-20 
O
C’de 10 dakika 

inkübe edildi. HPF kolon üzerine 500 µl Wash Buffer-I eklenip 6000xg’de sanrifüj 

edildi lizatın kolondan tamamen süzülmesine dikkat edildi. Ardından kolona 500 ul 

Wash Buffer-II solusyonu 500 ul eklendi yine 6000xg’de sanrifüj edildi. Yıkama iĢlemi 

tekrarlandı. Yıkama iĢleminin ardından kolona tutulu RNA üzerine 25-50 µl elution 
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buffer eklendi. Kolonlar yeni toplama tüplerine alındı. 15-20
 O

C’de yaklaĢık 3 dakika 

beklendikten sonra son kez 6000xg’de 2 dakika sanrifüj edildi. Nanodrop (Thermo 

Scientific NanoDrop 2000, ABD) ile RNA miktarı ve saflığı ölçülen örnekler -20 
 O

C’de 

saklandı. 

3.7. RNA’dan cDNA Sentezi 

Daha önce nanodrop ölçümleri yapılıp -20
 O

C’de saklanan örnekler cDNA sentezi için 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific, ABD)  

kullanıldı. Konsantrasyonu belirlenen örneklerin üzerine kit protokolüne göre cDNA 

reaksiyon karıĢımı hazırlandı. ĠĢlemlerin tamamı buz üzerinde gerçekleĢtirildi. Kontrol 

ve Deney grubu için 10’ar µL cDNA reaksiyon karıĢımı hazırlandı. KarıĢımın içrisine; 

Reverse Transkriptaz Solüsyonu (10X) 2 µL, dNTP Mix 0.8 µL, Random primer 2 µL, 

Transkriptaz 1 µL, Nükleaz içermeyen su 4.2 µL eklendi. Her iki deney grubuna 

hazırlanan karıĢım 2 PCR tüpüne eklenip, etiketlendi. Thermal Cycler (Sensoquest, 

Almanya) cihazında gerçekleĢtirilen revers transkripsiyon iĢemine ait parametreler 

Tablo 3.1’de verilmiĢtir. ĠĢlemler sonrasında örnekler -20’de saklandı. 

Tablo 3.1. Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya) cihazında gerçekleĢtirilen revers 

transkripsiyon iĢemine ait parametreler. 

  

3.8. RT-PCR ile Gen Ġfadelerinin Ġncelenmesi 

RT-PCR ile gen ifadelerinin incelenmesi iĢlemi Roche LightCycler 480 II cihazında 

iQTM Syber® Green Supermix Manuel (Bıorad, ABD) kiti kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

RT-PCR reaksiyon bileĢikleri total hacim örnek baĢına 15 µL olacak Ģekilde ayarlandı. 

Reaksiyon içersine; 7.5 µL Syber Green Supermix (2X), 1 µL Forward Primer, 1 µL 

Reverse Primer, 3.5 µL Nükleaz içermeyen su ve 2 µL cDNA olacak Ģekilde hazırlandı. 

Hazırlanan karıĢım 96 kuyucuklu plaklara 13’er µL olacak Ģekilde eklendi. En son 

üzerlerine 2’Ģer µL cDNA’lar eklenip kuyuların üzeri kapatıldı. ÇalıĢmalarda kullanılan 

parametreler ve primer dizileri Tablo2 ve Tablo 3’de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 3.2. RT-PCR çalıĢmalarında kullanılan parametreler 
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Tablo 3.3: ÇalıĢmalarda kullanılan genler ve primer dizileri 

 

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

değiĢimleri, 2
-∆∆CT

 metodu kullanılarak belirlendi. 2
-∆∆CT 

değerleri aĢağıda gösterilen 

formül kullanılarak hesaplandı: 

2
-∆∆CT

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

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

değerlendirildi.
 

3.9. Ġstatistik 

ÇalıĢmalar sonucunda elde edilen bulgular GraphPad Prism 8.0.2. (GraphPad Prisim, 

San Diego, CA) istatistik programı kullanılarak istatistiksel analiz ve grafiklendirme 

yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda Two way Anova ve T-test metodu kullanımıĢtır. p < 

0.05 anlamlılık düzeyi kabul edilmiĢtir.  0.01 <= p < 0.05 (*): Ġstatistiksel anlamlılık. 

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

Çok yüksek düzey istatistiksel anlamlılık. 0.05 <= p 0.10: Ġstatistiksel olarak anlamlı 

farklılık bulunamamıĢtır olarak kabul edilmiĢtir. 
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4.BULGULAR 

4.1. Deney Hayvanı Bakımı Ġlaç Uygulaması ve Sakrifikasyon Bulguları 

Tez çalıĢmalarında Balb/c ırkı erkek fareler kullanılmıĢtır. Tez hipotezi doğrultusunda 

yaklaĢık 84 hafta boyunca Transgenik Hayvan Biriminde barınan farelerin günlük 

suluk, pellet yem ve altlık kontrolleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlaç uygulaması ad libitum 

olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Deney hayvanı besleme süresi tamamlandıktan sonra 

sakrifiye edilen hayvan fenotipleri karĢılaĢtırıldığında genel olarak iki fare grubunda da 

yaĢlanma fenotipleri (kıl dökülmesi, deri sarkmaları, kilo kaybı, kamburluk v.b) 

gözlenirken NAC uygulaması yapılan farelerin sakrifikasyonu sırasında bazı farelerde iç 

organlarda ve çeĢitli dokularda tümör benzeri yapılar olduğu gözlenmiĢtir. 

4.2. Adipoz Doku Orijinli Mezenkimal Kök Hücre Kültürü Bulguları 

Sakrifikasyon sonrası hâlihazırda kullanılan dokuların yaĢlı farelerden elde edilmesi 

sebebiyle primer kültür ile elde edilen hücrelerde yavaĢ büyüme ve genel senesens 

hücre profili gözlenmiĢtir. Bu nedenle hücrelerde gözlenen senesent profilin kültürde 

geçen süre kaynaklı olmamamsı adına kültür süresi 14 günü geçmemiĢtir. Tez 

çalıĢmasında kullanılan hücre gruplarının (kontrol grubu ve NAC grubu hücreler) 

morfolojileri klasik senesens hücre profiline (sitoplazması dağılmıĢ, fazla çekirdekli ve 

geniĢ hücre çeperine sahip dallanmıĢ büyük hücreler) tekabül etmektedir. ÇalıĢmalar 

sırasında kültüre elden hücreler her idame öncesinde mikroskop altında genel 

morfolojiyi takip edebilmek adına incelenmiĢtir. Bu incelemeler sırasında deney 

grubunun kontrol grubuna göre daha fazla senesent hücre profiline sahip olduğu 

gözlenmiĢtir.  

4.3. Mezenkimal Kök Hücre Karakterizasyon Bulguları 

Tez çalıĢması için primer kültür ile elde edilen fare adipoz doku orijinli mezenkimal 

kök hücreler, biyolojik etki testleri öncesinde flow sitometri cihazıyla MKH belirteçleri 

ile iĢaretlenerek karakterize edilmiĢtir. Yapılan karakterizasyon sonrasında kontrol 
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grubu için pozitif yüzey belirteçlerinden CD44 %91.2, CD90 %77.1 ve CD105 %74.9 

oranında pozitif hücre belirlenirken negatif yüzey belirteci CD45 ile iĢaretlenen 

hücrelerin %2’si pozitif olarak iĢaretlenmiĢtir (Ģekil 4). Deney grubunda ise pozitif 

yüzey belirteçlerinden CD44 %89.8, CD90 %73.5 ve CD105 %73 oranında pozitif 

hücre belirlenirken negatif yüzey belirteci CD45 ile iĢaretlenen hücrelerin %4.7’si 

pozitif olarak iĢaretlenmiĢtir. Flow sitometri ciha ile karakterizasyonu yapılan hücrelere 

ait grafikler aĢağıdaki Ģekilde gösterilmiĢtir (ġekil 4.1).  

 

ġekil 4.1. CD44, CD90, CD105 pozitif ve CD45 negatif yüzey belirteçleri ile deney 

grubu için yapılan MKH karakterizasyon bulguları. 

Mezenkimal kök hücre karekterizasyonu sonrasında elde edilen bulgular deney 

çalıĢmalarında kullanılan hücrelerin büyük çoğunluğu MKH belirteçleri bakımından 

pozitif olduğunu göstermektedir.  

4.4. Senesens ĠliĢkili Beta Galaktosidaz Testi Bulguları 

Deneylerde kullanılan hücrelerin senesens oranlarını belirleyebilmek adına sık 

kullanılan bir yöntem olan senesens iliĢkili beta galaktosidaz testi yapılmıĢtır. B-Gal 

testi uygulamasının hesaplaması yapılırken yalnızca mavi boya içeren sitoplazması 

geniĢlemiĢ ve fazla çekirdek içeren hücreler oranlamaya dahil edilmiĢtir (ġekil 3.2).  
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ġekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarına ait ADOMK’lerin senesens iliĢkili β-Gal 

boyamasına iliĢkin mikroskop görüntüleri. 

NAC uygulaması yapılan hücrelerdeki boyama yüzdesinin kontrol grubuna göre daha 

fazla olduğu gözlenmiĢtir. Yapılan boyama sonrasında kontrol grubu hücrelerindeki 

boyama yüzdesi %6 olarak hesaplanırken bu oran NAC uygulaması yapılmıĢ hücrelerde 

%11.3 olarak hesaplanmıĢtır. Yapılan istatiksel analiz sonucunda iki grup arasında 

anlamlı bir fark gözlenmiĢtir. Boyalı hücre sayımlarına göre hazırlanan senesent hücre 

grafiği ġekil 4.3’te verilmiĢtir.  
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ġekil 4.3. Senesens iliĢkili β-Gal boyaması sonuçlarına göre senesent hücre oranları 

4.5. Ki-67 Proliferasyon Testi Bulguları 

Yapılan çalıĢmalarda deney gruplarının hücre proliferasyonunu değerlendirmek adına 

Ki-67 proliferasyon testi yapılmıĢtır. Kit kullanılarak yapılan test sonuçları Muse Cell 

analizer cihazı yardımıyla ölçülmüĢtür. Ölçümlere ait görüntüler ġekil 4.4’de 

gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.4. Kontrol ve NAC grubu Ki-67 proliferasyon testi bulguları 
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Yapılan ölçümler sonucunda kontrol grubunda Ki-67+ hücre oranı %7.9 NAC grubunda 

ise Ki-67+ %2.73’tür.  Ek olarak Ki-67– hücre oranı kontrol grubunda %92.1 iken bu 

oran NAC grubunda %97.26’dır. Ġki grup arasındaki anlamlı farklıkları belirten grafik 

ġekil 4.5 ile gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.5. Kontrol ve NAC grubu Ki-67 proliferasyon testi oranlarına ait hücre oranları 

4.6. Annexin V Apoptoz Testi Bulguları 

Deney grupları arasındaki apoptoz oranlarının belirlenmesi ve karĢılaĢtırılabilmesi için 

hücrelere Annexin V boyaması yapılmıĢtır. Muse Cell analizer cihazı ile yapılan 

ölçümlere ait cihaz okumalarını gösteren Ģekil aĢağıda verilmiĢtir (ġekil 4.6).  
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ġekil 4.6. Deney grubuplarına ait Annexin V apoptoz testi bulguları. 

Deney gruplarında yaĢayan hücre oranı, kontrol grubunda %85.09 iken bu oran deney 

grubunda %73.33 olarak belirlenmiĢ ve yaĢayan hücre sayısının azaldığı gözlenmiĢtir.  

Bu duruma paralel olarak iki deney grubu arasında total apoptoz oranları kontrol 

grubunda %5.78 deney grubunda ise %18.63 olarak tespit edilmiĢtir.  Yapılan 

istatistiksel analiz sonucunda elde edilen anlamlı fark ġekil 4.7’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.7. Annexin V apoptoz testi sonuçlarına göre deney gruplarındaki canlı ve 

apoptotik hücre oranları 

 

4.7. Cell Cycle Hücre Döngüsü Testi Bulguları 

Deney gruplarına ait hücrelerin hücre döngüsü testleri kantitatif ölçüm yapan Muse cell 

analizer cihazı ile yapılmıĢtır. Hücre döngüsünün G0/G1, S, G2/M fazları ve 

polinükleer hücre varlığına iliĢkin sonuçların cihaz görüntüleri ġekil 4.8’de mevcuttur. 
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ġekil 4.8. Kontrol ve NAC gruplarına ait Cell Cycle hücre döngüsü testi bulguları 

Hücre döngüsü testlerinde G0/G1 fazı kontrol grubu için %52.93’tür. NAC grubunda 

ise  bu oran %42.41’dir. S fazı yüzdeleri kontrol grubunda %2.61 iken NAC grubunda 

% 3.61’dir. S fazı ölçümlerinde anlamlı bir farklılık bulunmamıĢtır. G2/M fazlarında ise 

kontrol grubunda %29.75 iken NAC grubunda ise % 33.75’dir. Her iki grubun 

polinükleer hücre oranları karĢılaĢtırıldığında NAC grubunda %20.21, kontrol grubunda 

ise %14.7 oranında polinükleer hücre kaydedilmiĢtir. Yapılan istatistiksel 

değerlendirme sonucunda S fazı dıĢındaki fazlar ve polinükleer hücre oranları 

arasındaki oranlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. Değerlendirme ait grafik 

Tablo 4.9’da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.9. Kontrol ve NAC grubu Cell Cycle hücre döngüsü testi sonuclarına göre hücre 

oranları  

4.8. Parafin Bloktan RNA Ġzolasyonu 

Tez çalıĢmasından elde edilen hücre stoğunun yetersiz kalmasından ötürü gen ifadesi 

değerlendirmeleri için parafine gömülü dokular kullanılmıĢtır. Parafine gömülü haldeki 

dokular tez çalıĢmasında kullanılan hayvanlardan yedek olarak saklanan dokulardır. 

Ġzolasyon sonrasında nano drop ile yapılan RNA konsantrasyon ölçümlerinde kontrol 

grubunun konsantrasyonu 70.9 ng RNA, NAC grubunun RNA konsantrasyonu ise 15.8 

ng olarak ölçülmüĢtür. 

4.9. Gen Ġfadelerinin RT-PCR Yöntemi ile Tayini 

Tez çalıĢmasında iki deney grubu arasındaki gen ifadelerinin karĢılaĢtırılabilmesi için 

RNA izolasyonu sonrasında deney gruplarının cDNA’ları elde edilmiĢ RT-PCR analizi 

yapılmıĢtır. RT-PCR analizleri ile özellikle hücrelerin hücre döngüsü, senesens ve 

apopitoz yolakları ile iliĢkili 8 genin ifadelerine bakılmıĢtır. Analiz sonucunda elde 

ettiğimiz bulgulara göre P53 geninin ekspresyonu %227 oranında artıĢ göstermiĢtir. 

BCL2 geni NAC grubunda kontrole göre %294 oranında artıĢ göstermiĢtir. ArtıĢ 

gösteren bir diğer gen olan CDK4 ifadesi NAC grubunda kontrole göre %325 oranında 

artmıĢtır. Ġfadesi artan son gen ise kontrol grubuna göre NAC grubunda %985 oranında 

artan SIKLIN B genidir. P21 gen ifadesi kontrol gurubuna göre NAC grubunda %4 

azalmıĢtır. RB1 gen ifadesi ise yine kontrol grubuna göre NAC grubunda %52 olarak 
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azalmıĢtır. Ġfadesi azalan bir diğer gen ise %20 oranıyla BAX genidir. Son olarak ATM 

geni ifadesinin de kontrol grubuna göre NAC grunda %89 olarak azaldığı gözlenmiĢtir. 

Gen ifadelerine ait elde edilen sonuçlar Tablo 4.1’de gösterilmiĢtir. 

Tablo 4.1. ÇalıĢmada kullanılan genlere ait RT-PCR analiz sonuçları 
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5.TARTIġMA- SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Mezenkimal kök hücreler pek çok farklı kaynaktan elde edilebilen stromal hücrelerdir. 

Kemik iliği, diĢ pulpası, umblikal kord ya da adipoz doku MKH eldesinde tercih edilen 

kaynaklardan bazılarıdır. Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kök hücreler kök 

hücre içeriği bakımından zengin olması sebebiyle sıkça MKH kaynağı olarak kullanılır. 

ADOMKH’lar uygun koĢullar sağlandığında in vitro ortamda adipojenik, kondrojenik, 

miyojenik ya da osteojenik dokulara farklılaĢabilirler (Zuk ve ark., 2001). Bu nedenle 

adipoz doku kaynaklı kök hücreler alternatif bir multipotent kök hücre kaynağıdır.  

Hücresel yaĢlanma , yoğun onkojenik sinyalleĢme, DNA hasarı ve telomer kaybı gibi 

çoklu hasar türlerine yanıt olarak ortaya çıkan kararlı bir hücre döngüsü durması olarak 

tanımlanır (Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007 ; Collado ve ark., 2010 ). YaĢlanmıĢ 

hücreler, özellikle tümör içinde ve bazı yaĢlı dokularda olmak üzere patolojik 

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

YaĢlanma ile birlikte apoptoz, oluĢan hasara verilen diğer ana hücresel yanıttır ve her iki 

süreç de DNA hasarı veya onkojenik stres gibi ortak tetikleyicileri ve en önemlisi p53 

olmak üzere ortak aracıları paylaĢabilir ( Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007; Collado 

ve ark., 2007; Vousden ve Prives, 2009 ).   

Hücresel stresin neden olduğu kalıcı hücre döngüsü durması olarak tanımlanan hücresel 

senesens, son zamanlarda kanser, ateroskleroz ve osteoartrit gibi ileri yaĢ hastalıklarına 

da katkıda bulunan temel bir yaĢlanma mekanizması olarak ortaya çıkmıĢtır. Terapötik 

stratejiler, yaĢlanan hücrelerin (SNC'ler) seçici olarak ortadan kaldırılması veya SNC 

sekretomunun bozulması gibi hücresel yaĢlanmanın zararlı etkilerine güvenli bir Ģekilde 

müdahale edebilmektedir. Bu stratejiler, insan klinik çalıĢmalarına yaklaĢan birkaç 

programla birlikte önemli ölçüde dikkat çekmektedir (Childs ve ark., 2017).  

MKH'ler, çeĢitli dokulardan kolaylıkla ekstrakte edilebilir ve MKH'lerin multilineage 

farklılaĢması ve immün düzenleyici özellikleri, onları ideal bir hücre terapötik adayı 
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yapar. Anti-inflamatuar, immün düzenleyici ve immünosupresif kapasiteleri dahil 

olmak üzere immünolojik özellikleri, immün toleranslı ajanlar olarak potansiyel 

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

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği'nin (ISCT) minimum kriterlerine göre, MKH’ler 

plastik yüzeye tutunabilme yeteneğine sahip olmalı ve CD44, CD90, CD105 gibi hücre 

yüzey belirteçlerini eksprese etmelidir. Ayrıca mezenkimal kök hücreler CD45, CD34, 

CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 yüzey moleküllerinin ekspresyonundan yoksun 

olmalıdır (Dominici ve ark., 2006). Tez çalıĢmasında adipoz dokudan primer kültür 

sonrasında elde edilen hücre popülasyonun karekterizasyonu flow sitometiri cihazı ile 

gerçekleĢtirildi. Elde edilen sonuçlar hücrelerin CD44 pozitif yüzey belirtici bakımından 

kontrol ve NAC grubunda yaklaĢık %90 oranında pozitif olduğunu gösterdi. Yine bir 

diğer MKH yüzey belirteci olan CD90 kontrol grubunda %77.1 oranında, NAC 

grubunda ise %73.5 oranında pozitif olarak belirlenmiĢtir. Karakterizasyon için 

kullanılan diğer pozitif yüzey belirteci CD105’di. Bu yüzey belirteci kontrol grubunda 

%74.9 oranında ve NAC grubunda %73 oranında pozitif olarak içerdiği gösterildi. 

Deney gruplarında negatif yüzey belirteci olarak seçilen CD45 belirteci kontrol 

grubunda %2 ve NAC grubunda yalnızca %4.7 oranında içermektedir. Yapılan 

karekterizasyon çalıĢması ile deneylerde kullanılan hücrelerin çoğunluğunun MKH 

popülasyonu olduğunu doğruladık. Fakat deney çalıĢmasından bağımsız olarak 

halihazırda senesent fenotipe sahip hücrelerin MKH belirteçleri karakterize etme 

bakımından stemness özelliklerini kaybetmeye baĢladıklarını gözlemlenmiĢtir. Daha 

önce yapılan çalıĢmalar senesent hücrelerin genç hücrelere oranla CD44, CD90 ve 

CD105 gibi MKH yüzey belirteçlerini daha düĢük oranda ifade ettiğini göstermiĢtir 

(Stolzing ve ark., 2008).  

Mezenkimal kök hücrelerin seçilimi sonrası, senesens hücre profilini belirleyebilmek 

adına sık kullanılan bir yöntem olan Beta-galaktosidaz boyaması yapıldı. Debaqck-

Chainiaux ve arkadaĢları in vivo kültür ortamında beta-galaktosidaz boyamasının 

yaĢlanan memeli hücrelerinin tanınmasına izin verdiğini göstermiĢlerdir (Debacq-

Chainiaux ve ark., 2009). Yapılan boyama sonrasında hücrelerin halihazırda (yaĢlı 

farelerden eldesi dolayısıyla) sahip oldukları senesent hücre profili göz önünde 

bulundurulmuĢ (geniĢ sitoplazma, artan lizom sayısı, fazla çekirdek ve iğsi yapılar) ve 

boyalı hücre sayısı kontrol grubunda %6 oranında, NAC grubunda ise %11.33 oranında 
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tespit edilmiĢtir. Elde edilen bulgular istatistiksel olarak düĢük anlamlı olmasına rağmen 

NAC uygulamasının senesensi arttırdığını göstermektedir. ÇeĢitli çalıĢmalar antioksidan 

olarak uygulanan NAC’ın senesensi negatif yönde indüklediğini gösterse de (Breau ve 

ark., 2019). Alessio ve arkadaĢları senesensi belirleyebilmek adına yapılan senesens 

ilĢkili Beta-galaktosidaz boyamasının sınırlı etkinliğe sahip olduğunu göstermiĢtir 

(Alessio ve ark., 2021). Elde edilen boyama sonuçları uzun süreli NAC uygulamasının 

yaĢlı hayvanlardan elde edilmiĢ MKH’lerde hücresel senesensi düĢük istatistiksel 

anlamlılıkla arttırdığını gösterdi. 

Yapılan beta-galaktosidaz boyamasına ek olarak hücre proliferasyonunu 

değerlendirmek için deney gruplarımıza Ki-67 proliferasyon testi yapıldı. Test 

sonuçlarımıza göre Ki-67 ifade eden hücre sayısı kontrol grubunda %7.9, NAC 

grubunda ise %2.73 oranındaydı. Bu sonuçlar NAC grubunda proliferasyonun 

istatistiksel olarak anlamlı bir oranda azaldığını göstermiĢtir. Daha önce yapılan 

çalıĢmalar artan hücresel senesensin negatif hücrere proliferasyonu ile paralel olduğunu 

göstermiĢtir (Lawless ve ark., 2010). 

YaĢlanan hücreleri hedefleyen bazı stratejiler teröpatiklerin mezenkimal kök hücreleri 

seçici olarak apoptoza yönlendirdiğini göstermiĢtir (Ge, M., ark 2021). Böylece 

heterojen popülasyon içerisindeki yaĢlı hücre oranı azalmaktadır. Yapılan Annexin V 

apoptoz testleri sonrasında kontrol grubu hücrelerinde toplam apoptoz oranının %5.78 

deney grubu hücrelerinde ise %18.63 oranında apoptotik hücre olduğu tespit edildi. 

Deney grubundaki %12.85’lik apopitoz artıĢı heterojen bir popülasyon olan mezenkimal 

kök hücrelerde yaĢlanan hücrelerin apoptoza giderek popülasyondan ayrıldığını 

göstermiĢtir.  

Hücre döngüsü bulguları değerlendirildiğinde G0/G1 fazının kontrol grubunda % 52.93, 

NAC grubunda ise % 42.41 olduğunu gözlemlenmiĢtir. G0/G1 fazı için kontrol ve 

deney grubu arasındaki % 10.53’lük fark NAC grubuna göre kontrol grubunda telomer 

erozyonu olduğunu ve NAC’ın telomer erozyonunu kısmen engelleyerek senesensi 

baskılamaya çalıĢtığına iĢaret etti. Öte yandan G2/M fazı kontrol grubunda % 29.75 ve 

NAC grubunda ise % 33.75 oranında bulundu. Bu durum zamanla NAC grubundaki % 

4’lük farkın DNA hasarının deney grubu hücrelerinde daha fazla meydana geldiğine 

iĢaret etmektedir. Hücre döngüsü aĢamalarının dıĢında ölçümler sırasında kontrol 

grubunda %14.7 NAC grubunda ise %20.21 oranında polinükleer hücre olduğu 
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gözlenmiĢtir. Bazı hücrelerin replikasyon sonrası mitoz bölünme gerçekleĢtiremediği 

için çekirdek sayısının artması polinükleer hücrelerin varlığına iĢarettir.  

Biyolojik testlerin yanı sıra yapılan RT-PCR çalıĢmaları sonrasında p21, p53, RB1, 

BAX, BCL2, ATM,  CDK4 ve SIKLIN B genlerinin ifade düzeyleri housekeeping 

genlerden biri olan Gapdh geni referans alınarak incelenmiĢtir.  Ġfadesi artan genlerden 

SIKLIN B %985, CDK4 %325, BCL 2 %294 ve p53 gen ifadesi %227 oranında 

artmıĢtır. Aynı zamanda p21 %4, BAX %20, RB 1 %52 ve ATM gen ifadesi %89 

oranında azalmıĢtır.  

p53, hücre döngüsünü çeĢitli Ģekillerde etkileyebilir. G1 ve G2’de büyüme durmasına 

veya apoptoza neden olabilir. p53 proteini, diğer proteinlerle kompleksler oluĢturarak 

veya bir transkripsiyon faktörü olarak hareket ederek hücre büyüme regülasyonu ve 

apoptoz indüksiyonunda rol oynar. p53 için her ikisi de transkripsiyonel aktivatör ve 

baskılayıcı olarak iĢlev görür. Genel olarak, protein ürünleri hücre döngüsü boyunca 

ilerlemeyi uyaran genlerin p53 tarafından aĢağı regüle edilmesi beklenir. Yine de hücre 

döngüsü durması veya apoptoz indükleyicilerinin gen ekspresyonu, bu tümör 

baskılayıcı protein tarafından arttırılmalıdır (Levine, A.J., 1997), (Ko, L.J. ve Prives, C. 

1996) CDK4 ve SĠKLĠN B hücre döngüsü kontrol noktalarında görevli ve 

düzenlenmesinde büyük öneme sahiptir. Genel olarak CDK4 G1’den S fazına geçiĢte 

SĠKLĠN B ise S fazından G2 fazına geçiĢte görev alır (Lee, Y., ve ark, 2014). BCL 2 

geni hücre ölümünü düzenleyen proapoptotik ya da antiapoptotik rollere sahiptir 

anormal artıĢı tümör oluĢumunun artması ile iliĢkilendirilmiĢtir (Burlacu, 2003; 

Brunelle ve Letai, 2009).  

p21 geninin transkripsiyonu, p53'e bağımlı ve bağımsız mekanizmalarla aktive edilir. 

p21 eksikliği olan fare embriyonik fibroblastları radyasyona maruz kaldıktan sonra p53 

aracılı G1 durması için p21 fonksiyonunun gerekli olduğu gösterilmiĢ olmasına rağmen, 

p21 eksikliği olan fareler belirgin bir fenotip göstermemektedir (Gartel, A. L., ve ark, 

1996). P21 geni senesens ve apoptozda aktif olarak görev alan anahtar bir gendir. RB1 

geni hücre döngüsünün temel düzenleyici genlerindendir ve tümör baskılanmasında 

görev yapar. RB1 geni CDK3/siklin C iĢ birliği ile hücre döngüsünün G0-G1 geçiĢini 

destekler (Gonzalo ve ark., 2005). ATM DNA hasar kontrol noktasının aktivasyonunun 

baĢlaması ve hücre döngüsü durmasına, DNA onarımına veya apoptoza yol açan birkaç 

anahtar proteinin fosforilasyonunda görevlidir (Lee, J. H., ve Paull, T.T., 2007). BAX 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_cycle_checkpoint
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https://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis
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p53 antitümör proteinin kofaktörü olarak rol oynar. Bax geni, BCL 2 gen ailesinin bir 

üyesidir. Bu gen, p53 tarafından indüklenir ve bulunduğu hücrenin apoptoza gitmesini 

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

Yapılan bu çalıĢmada uzun süreli N-asetilsistein uygulamasının mezenkimal kök hücre 

senesensi üzerine biyolojik etkilerini incelemek amaçlanmıĢtır. Bu çalıĢmanın 

sonucunda, NAC uygulamasından bağımsız olarak her iki grupta da yaĢlanan hücrelerin 

stemness özelliklerini kaybetme eğilimi gösterdiği yapılan karakterizasyon analizi ile 

gösterilmiĢtir. NAC uygulaması yapılan grupta senesent hücre sayısı apoptotik hücre 

sayısı ve polinükleer hücre sayısı kontrol grubuna oranla daha fazla bulunmuĢtur. 

Proliferasyon oranının da kontrol grubuna göre NAC grubunda daha düĢük olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu durumda yaĢlı hayvanlardan elde edilen mezenkimal kök hücrelere 

uygulanan NAC’ın populasyondaki bir kısım hücreyi apoptoza götürürken bir kısım 

hücreyi de senesense götürdüğü gözlenmiĢtir. YapmıĢ olduğumuz RT-PCR çalıĢmaları 

sonrasında NAC’ın hücre döngüsünün G0/G1 ve G2//M kontrol noktası proteinleri 

üzerine etki ederek polinükleer hücreleri arttırdığı gözlenmiĢtir. 14 ay boyunca kronik 

NAC uygulaması yapılmıĢ hayvanlardan elde edilen hücreler bu kontrol noktalarının 

tamamında görev alan p21 geninin ifadesini arttırmaya çalıĢmamıĢtır. Aynı Ģekilde RB-

1, BAX ve ATM gen ifadeleri de azalmıĢtır. NAC uygulaması yapılan hücreler yaĢlı ve 

heterojen bir MKH popülasyonudur. Bu durumda hücrelerin bir kısmı senesense 

giderken bir kısmı p53 gibi apoptotik ve proapoptotik genlerin ifadesini arttırarak 

apoptozu indüklediği sonucuna ulaĢılabilir. Karakterizasyon sonuçlarında CD90 ve 

CD105 belirteçlerinin ifadesinin azaldığı gözlenmiĢtir. Bu azalmanın sebebini 

bulabilmek adına yaĢlı MKH’lara farklılaĢma testleri yapılması önerilmektedir. RT-

PCR ile ekspresyon seviyeleri incelenen genlerin ayrıca protein düzeyinde meydana 

gelen değiĢiklerle karĢılaĢtırılması ve anlaĢılması adına proteomiks analizlerin 

yapılması önerilmektedir. Ayrıca NAC’ın kronik kullanımının etkileri daha kapsamlı 

çalıĢmalarla incelenmeli senotrapideki rolü detaylı olarak aydınlatılmalıdır. Son olarak 

özellikle NAC’ın kronik kullanımın etkilerinin değerlendirilmesi ön görülen 

çalıĢmalarda NAC uygulamasının aspartam içermeyen NAC formları ile yapılması 

önerilmektedir. 
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