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MULTIPOTENT STROMAL HUCRELER UZERINE METFORMININ
ETKILERININ ANALIiZi

Fatih OMERLI

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Temqu 2018
Danisman: Prof. Dr. Servet OZCAN

OZET

Hiicresel senesens, hiicre boliinmesini durduran, hiicrede fonksiyon kaybina neden olan
ancak hiicrelerin metabolik aktivitelerine devam ettigi dejeneratif bir siirectir.
Metformin, tip-2 diyabette siklikla kullanilan ve hiicrelerin insiilin direncini azaltarak,
kan sekerinin diizenlenmesine yardimci olan etken bir maddedir. Ayrica, AMP-activated
protein kinase (AMPK) aktivasyonunda da rol aldig: bilinmektedir. AMPK aktivasyonu
yaslanma, hiicresel senesens ve yaslanma ile ilgili hastaliklarla baglantis1 oldugu bilinen
mTOR’u baskilamaktadir. Bu c¢alismada MSH’lerine Kkiiltiir boyunca metformin
verilmis ve bu hiicrelere olan apoptoz, hiicresel dongii, proliferasyon ve senesens gibi
biyolojik etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore metformin uygulanan
MSH’lerin senesense girme orani azalmis, hiicre dongiileri ve proliferasyonlarmi daha
uzun siire devam edebilmistir. Bu durum tedavi amach kiiltiir icin kullanilabilecegi,
canliya Omiir uzunlugu saglanabilecegi, yashlik ve buna bagli olan kanser ve diger

dejeneratif hastaliklara kars1 kullanilabilecek potansiyeli oldugunu da isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Metformin, senesens, multipotent stromal hiicre



vii

ANALYSIS OF EFFECT OF METFORMIN ON MULTIPOTENT
STROMAL CELLS

Fatih OMERLI

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
M.Sc Thesis, July 2018
Supervisor: Prof. Dr. Servet OZCAN

ABSTRACT

Cellular senescence is a degenerative process that stops cell division, causes loss of
function in the cell, but in this process, the cells are metabolically active. Metformin is
an active agent that is frequently used in Type-2 diabetes and helps regulate blood sugar
by reducing the insulin resistance of cells. Metformin is also known to be involved in
the activation of AMP-activated protein kinase (AMPK). AMPK activation suppresses
mTOR, which is known to be linked to aging, cellular senescence and diseases related
to aging. In this study, metformin were given to cultured MSHs and biological effects
such as apoptotsis, cellular cycle, proliferation and senescence on these cells were
examined. According to the obtained findings, metformin-administered MSHs has
shown decreased senescence, cell cycles continued longer and proliferations continued
for a longer time. This suggests metformin may be used for culture for therapeutic
purposes and potentially usable against aging and aging related cancer and other

degenerative diseases in order to ensure the life span of the organism.

Key words: Metformin, senescence, multipotent stromal cell
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1. GIRIS ve AMAC

Multipotent Stromal Hiicre (MSH), cesitli hiicrelere farklilagma potansiyeli olan kok
hiicrelerdir. MSH iskelet kas1 hiicrelerini, kan, vaskiiler, iirogenital sistemi ve viicut bag
dokusunu meydana getiren, mezodermal orijinli primordiyal hiicrelerdir (1). MSH’ler
sahip olduklar1 Ozellikler dolayisiyla olduk¢a dikkat cekicidir. Aslinda MSH’ler
mezenkimal dokulardaki farklillagmanin yami sira, hematopoezisi destekler ve
homeostatik dengenin korunmasinda gorev alirlar (2). Bu hiicreler organizmada birgok
dokuda bulunur ve doku onarmminda onemli rol oynarlar. MSH'ler kendini yenileyebilir
ve bir¢ok hiicreye farklilasabilirler. Gobek bagi, endometriyal polipler, kemik iligi,
adipoz doku gibi bircok kaynaktan izole edilebilirler. Kolay ve bol miktarda elde
edilebilirligi acisindan, deneysel ve klinik caligmalar icin ideal hiicreleri
olusturmaktadirlar. (3). Tedavi amacli kullamim icin kontrollii ortamlarda iiretilen
MSH’lerin erken pasajlarda uygulanmasi Onemlidir. Ancak, vericiden almman doku
hacminin kiiciik olmasi, erken pasajlarda ¢ok fazla sayida hiicre eldesini 6nemli dl¢iide
kisitlamaktadir. Bu durum yeterli hiicre eldesi i¢in pasaj sayismin artmasina neden
olmaktadir. Artan pasaj sayisi sebebiyle Kkiiltirde gecen siirenin artmasi, sonucu
hiicresel yaslanma olarak adlandirilan senesens durumu meydana gelmektedir. Bu
durum MSH’lerin klinik kullanimini kisitladig1 i¢in senesens siirecinin geciktirilmesi
arzulanmaktadir. Senesensin geciktirilebilmesi, uygulamada kullanilan hiicrelerin pasaj
sayisinin artmasiyla, ilerleyen asamalarda daha fazla hiicre eldesini miimkiin
kilabilecektir. Senesens siirecini geciktiren etken bir maddenin varlhigi in vitro MSH

tiretimi icin olduk¢a 6nemli goriinmektedir.

Hiicresel senesens, hiicre boliinmesini durduran, hiicrede fonksiyon kaybina neden olan
ancak hiicrelerin metabolik aktivitelerine devam ettigi dejeneratif bir siiregtir (4).
Senesens, sadece olustugu hiicreyi etkilemez. Senesent hiicre disina salgiladig1 sekretom

olarak adlandirilan molekiiller araciligi ile ¢evre hiicreleri ve dokular1 da etkiler.



Saglikli ve genc¢ kok hiicrelerden salgilanan sekretom, hasarli hiicrelerde neoplastik
doniisiimii engelledigi gibi, timor olusumunun erken asamalarinda kanser hiicrelerinin
gelisimini de engellemektedir (4). Senesense girmis hiicrelerden salgilanan sekretom ise
cevrede bulunan saglikli hiicreleri de senesense girmeleri i¢in uyarir. Bu durum
dokunun rejenerasyon kapasitesini onemli Ol¢iide azaltir. Ayrica, alzheimer, pulmoner
fibrosis ve arterioskleroz gibi yasa bagli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi da

diistiniilmektedir (4).

Metformin glikoz, insiilin ve IGF-1 seviyesini diisiiren bir ila¢ etken maddesidir.
Ayrica, metabolizmada metforminin AMP-activated protein kinaz (AMPK)
mekanizmasini da aktive ettigi bilinmektedir. Bu etken maddenin bir bagka 6zelligi ise
hiicre yaslanmasiyla direk olarak ilgisi oldugu diisiinillen mTOR’u baskilamasidir (5).
Metformin, Tip-2 diyabette siklikla kullanilan, istenmeyen yan etkisinin az oldugu
bilinen bir ilagtir. Fare modelinde yapilan calismalarda, metformin uygulamasinin
farelerin Omiir uzunlugunu %30’a kadar arttirdig1 rapor edilmektedir (5). Deney hayvani
modelinde, metformin uygulamasi sonrasinda tiimore yatkin fareler de tiimor olusum
fenotipinin daha ge¢ safhalarda ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1
metforminin, yashlik Onleyici ve tiimor baskilayict olarak da kullanilmasi

diistiniilmektedir.

Metforminin bilinen bu 6zellikleri géz oniine alindiginda yapilacak calismada, in vitro
modelde metformin uygulamasinin kok hiicre senesensini geciktirecegi ve kok hiicre
0zelligini daha uzun siire muhafaza etmesine yardimci olacagi hipotezi test edilecektir.
Bu hipotezin dogrulanmasi sonucunda; kok hiicreler, senesense ugramadan kiiltiirde
daha uzun siire kalabilecegi ve pasaj sayisi ilerlemis hiicrelerin de klinik kullanimina
olanak saglayacagi savimi giiclendirecektir. Deneysel modelimiz ile metformin
uygulanan kok hiicre ve uygulanmayan kok hiicre arasindaki farklarin apoptoz, hiicre
dongiisii, senesens ve proliferasyon gibi biyolojik etki testleriyle ortaya konmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Kok Hiicre

Biyofizik¢i James Till ve hematolog Ernest McCulloch, 1961 yilinda fare kemik iligi
siispansiyonunda, “sonsuz c¢ogalma kapasitesine” sahip yetiskin kok hiicrelerin
varligindan bahsetmis ve bunlar1 kiiltire edebilmistir (6). Bu kesif kok hiicre

arastirmalarinda kayda deger bir etki yapmastir.

Kok hiicreler, ¢ok hiicreli organizmada bulunan, biiyiime ve yenilemenin nihai
faktorleridir. Bu hiicreler, kendini yenileme ozelligine ve diger hiicre tiplerine
farklilagsabilme kapasitesine sahiptir (7). Embriyojenez asamasinda, pluripotent kok
hiicreler biiyiime ve gelisme i¢in biyolojik yapitasi olarak gorev alirlar. Multipotent ve
unipotent hiicreler ise yetiskin canlilarda, doku devaminda ve rejenerasyonunda onemli
rol oynarlar. Memeliler i¢in, tiim kok hiicreler baslangicta dollenmis yumurta olan
zigottan koken alir. Zigot, canli organizmay1 olusturma kapasitesine sahip oldugu icin
totipotenttir. Fakat, hiicreler 6zellestikce farklilasma kapasitelerini yitirmeye baslarlar.
Zigot boliinerek amniyon kesesi ve i¢ hiicre kiitlesini (Inner Cell Mass) olusturur. I¢
hiicre kiitlesti (ICM); mezodermal, endodermal, ekdodermal ve ganodal yapilar:
olusturacak embriyonik hiicrelere farklilasir. Bu hiicreler, amniyon kesesini
olusturamadiklar1 i¢in tek baslarina bir canliyr meydana getiremezler ve kapasite olarak
"pluripotent” hiicrelerdir. Bu pluripotent hiicreler olgunlastik¢a, kararli multipotent
hiicrelere doniisiirler. Multipotent hiicrelerin, pluripotent hiicrelere oranla daha smirl
farklilagma kapasiteleri vardir. Multipotent hiicrelere, hematopoetik kok hiicre (HKH)
ornek verilebilir. Hematopoetik kok hiicrelerin, sadece farkli kan hiicresine doniisebilme
kapasiteleri vardir. Son olarak yetigkin canlinin bazi 6zel sistemlerinde unipotent kok

hiicreler bulunurlar. Bunlar sadece tek bir hiicre hattina doniisebilirler (Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. Kok Hiicre Hiyerarsisi (56).

2.1.1. Multipotent Stromal Hiicre (MSH)

Multipotent Stromal Hiicreler (MSH), ayn1 zamanda mezenkimal kok hiicre (MKH)
olarak da anilmaktadir. Bu hiicreler, ¢esitli hiicrelere farklilasma yetenegi olan stromal
kok hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler, iskelet kasi hiicrelerini, kan, vaskiiler ve
viicut bag dokusunu meydana getiren, mezodermal orijinli primordiyal hiicrelerdir (8).
MSH'ler genellikle kemik iliginden elde edilse de plasenta, gobek kordonu, dis pulpasi,
yag dokusu ve bir¢cok dokudan da elde edilebilir. Klinik olarak kullaniminda en ¢ok
tercih edilen dokular kemik iligi ve adipoz dokusudur. Son zamanlarda gébek kordonu
kokenli MSH’lerin onemi artmaktadir (9). Mezenkimal kok hiicreler mezenkimal
dokulardaki farklilasmanin yani sira hematopoezisi destekler ve ¢ok sayida organ ve
dokunun homeostatik dengesinin korunmasinda gorev alir. Bulunduklar1 dokudan

ayrilip hasarli olan dokulara go¢ ederek hasarli dokunun tamirinde etki gosterirler.



2.1.1.1. Multipotent Stromal Hiicrelerin Karakteristigi

MSH’ler, morfolojik, yiizeysel belirte¢ ve molekiiler belirte¢ bakimindan kapsamli bir
sekilde analiz edilmislerdir. Bu karakteristlik Ozelliklerin yelpazesi olduk¢a genis
oldugu icin, hi¢ birisi tek basina bu hiicre tipini tam manasiyla tanimlamak i¢in yeteri
kadar ozgiil degildir (9). In vitro kiiltiir ortaminda, plastige yapisirlar ve yapistiktan
sonra uzun ve ince fibroblast benzeri bir yap1 veya diiz yassilasmis bir yap: olmak iizere
iki tip morfoloji gosterebilirler. Yiizey belirtecleri i¢in, The International Society for
Cellular Therapy, Mesenchymal and Tissue Stem Cell komitesi’nin belirledigi, pozitif
belirtecler olarak CD73, CD90, CD105. Negatif belirteclerin ise: CD14, CD34, CD45
olarak kabul edilmesi 6nerilmektedir (10).

2.1.1.2. Multipotent Stromal Hiicrelerin Parakrin Etkileri

Literatiirde yer alan bircok calisma MSH’lerin doku onarimi iizerinde etkili oldugu
belirtilmektedir. MSH’lerin doku yenilenmesine katkisi, bu hiicrelerin kemik, kikirdak,
kas, adiposit, stroma, fibroblast ve endotelyal hiicre gibi farkli hiicre tiplerine
farklilasabildigi goriisiine dayandirilmaktadir (11-12). Bunun yami sira, yapilan
calismalar MSH’lerin doku onarmmu ic¢in 6nemli olabilecek faktorleri salgilamas: ile
doku mikrocevresini (nis) degistirebilecegi de one siiriilmektedir (12-13). Ornegin olan
akut miyokardial infarktiis gecirmis immiin yetmezlik farelere insan MSH’leri
verilmistir. Enjeksiyondan sonraki 3 hafta siiresince donor hiicrelere rastlanmamasina
ragmen, farelerin kalp fonksiyonlarinda iyilesmeler goriilmiistir (14). Bu bulgu,
dolasima katilan MSH’ler tarafindan, dokuya 0Ozgii hiicreleri etkileyecek biiyiime
faktorleri salgilanarak hasarli dokunun tamirinin yapildiginin tespitini saglamistir (Sekil

1.2.) (15-16).
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2.1.1.3. Multipotent Stromal Hiicrelerin Klinikte Kullanimi

Bu hiicreler organizmada bircok dokuda bulunur ve doku onariminda 6nemli rol
oynarlar. MSH'ler kendini yenileyebilir ve bir¢ok hiicreye farklilasabilirler (3). Gobek
bagi, endometriyal polipler, kemik iligi, adipoz doku gibi bircok kaynaktan izole
edilebilirler. Tiim bu 6zelliklerinin yanisira gorece kolay elde edilebilirligi sayesinde

deneysel ve klinik ¢alismalar i¢in ideal hiicrelerdir.

zere canli ve
islevsel dokular olusturmak" olarak tanimlanmaktadir. MSH'lerin klinik kullanim
potansiyelleri yiiksek goriilmektedir (17). Son zamanlarda MSH’lerin en sik tercih
edildigi alan rejeneratif tip alaninda kemik, eklem veya kikirdak tamiri gibi mezenkimal
dokularin miihendisligini kapsamaktadir. Ayrica, estetik cerrahisinde, kas ve yag
dokusu yeniden yapilandirilmasinda da kullamilmaktadir (8). MSH’ler izole steril
ortamlarda iiretilir, kalite kontrol ve mikrobiyolojik testleri yapildiktan sonra hastaya

verilir. Fakat MSH’lerin erken pasajlarda uygulanma zorunlulugu mevcuttur ve



vericiden alinan dokunun kiiciik olmasi erken pasajlarda ¢ok fazla sayida hiicre eldesini
onemli Olciide kisitlamaktadir. Bu durumda MSH’lerin  klinik  kullaniminin

kisitlanmasina yol agmaktadir.
2.2. Senesens
2.2.1. Senesens Nedir?

Hiicresel senesens yaklasik 40 yil 6nce Hayflick ve meslektaslar: tarafindan, kiiltiirdeki

hiicrelerin sinirh sayida ¢cogalabileceginin gosterilmesiyle tanimlanmustir (18).

Hiicreler yasam siireci igerisinde siirekli olarak degisik streslere maruz kalirlar. Bu
stresler icsel ve dissal kaynaklardan olusabilir (genotoksik kimyasallar, radyasyon vb.).
Hiicrelerde stres sonucu olusan hasara karsilik olarak tiimii ile iyilesmeden, hiicre
Olimiine kadar genis bir aralikta cevap verebilirler. Stres siirecinde yada sonrasinda
metabolik olarak aktif olmalarina ragmen hiicre de kalici olarak hiicre dongiisiinii
durdurarak da duruma cevap verebilirler. Bu durum hiicresel senesens olarak

adlandirilir.

Hiicresel senesens, mitotik hiicrelerde gozlemlenen bir durumdur. Mitotik hiicrelerin
hiicre dongiisii, cesitli stres faktorlerinin etkileri sonucunda geri dondiiriilebilir ya da
geri dondiiriilemez sekilde durdurulabilir (19). Hiicre dongiisiiniin geri dondiiriilebilir
sekilde durdurulmasi durumu “quisenesens” olarak adlandirilmaktadir. Quisenesens
hiicreler, doku tamiri ve rejenerasyon ihtiyact halinde uygun bir sinyale cevap olarak
tekrar cogalmaya baglayabilir. Mitotik hiicreler oksidatif stres, DNA hasar1 ve onkogen
aktivasyonu gibi durumlarla karsilastiginda hiicre dongiisii kalict olarak durdurulur, bu
durum ise senesens olarak adlandirilir. Senesens sonucu hiicre dongiisiiniin

durdurulmasi ile hasarli hiicrelerin dokuda ¢cogalmasi engellenir.

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiidiir ve okaryotik canlilar i¢cin 6nemli bir unsur
olarak kabul edilir (20). Apoptoz da senesens gibi hiicresel stres ve tiimor baskilayici
mekanizmaya kars1 bir cevaptir. Immiin sistemin etkin olmasi durumunda, apoptoz
mekanizmas1 ile timor potansiyeli tasiyan hiicreler ortadan kaldirilir. Apoptoz
mekanizmasinin aktif olarak ¢alismamasi ve senesens siirecinin gelismesi durumunda

ise senesent hiicreler, apoptoza direncli hale gelirler. Bu durum, yasla beraber senesens



hiicrelerin sayisinin artmasini aciklamaktadir. Hiicrenin apoptoz ya da senesens siirecine

girecegini belirleyen faktorler hala tam olarak agik degildir.

Doku yenilenmesi 0karyotik organizmalarda canliliginin devamu i¢in gereklidir. Mitotik
hiicrelerin mutasyon olusturma riskleri, mitotik olmayan hiicrelere gore daha fazladir.
Bu mutasyonlar birikerek kanser olusmasina neden olabilir (21). Hiicresel senesens ise
hiicre dongiisiinii durdurarak bu hasarlarin bir sonraki nesil hiicrelere gecmesini 6nleyen
bir mekanizmadir (19) (Sekil 2.1.). Fakat bu mekanizma her zaman organizma yararina
caligmayabilmektedir. Senesens hiicrelerin salgiladigi Senesense Bagli Sekretom
Fenotipi (SASP) proteinleri sekrete ederek cevre hiicreleri parakrin mekanizma ile
etkilerler. Senesens erken sathalarda neoplastik doniisiimii engelleyerek kanser olusumu
ve transformasyonunda onemli bir iyilestirici mekanizmayi olusturmasina ragmen,
ilerleyen kanser durumlarinda ise tam tersine kanser gelisimini destekleyen yardimc1 bir
mekanizmaya doniismektedir. Kanser gelisimi, senesense hiicrelerin salgiladiklar1 SASP
mesajlar ile desteklenmektedir (22-23). Bu durum senesensi bulundugu asamaya gore

hem yarali hemde zararli etkilerinden dolayr iki tarafi keskin kiligc mekanizmasi

yapmaktadir.
Telomer Fonkiyon Hucre Donglsi
Bozuklugu Durmasi
S
Oksidatif e S
Stres e n —— | Apoptoz Direnci
e R Doku Hasarinin
s Limitlenmesi
e Senesens ligkili
DNA Hasan —_— _ Sekretom
n Fenotipi (SASP)
S
Onkogen Tumor
Aktivasyonu Baskilanmasi

Sekil 2.1. Senesensin olasi nedenleri ve sonuglar1 (58-59).

2.2.2. Senesent Hiicrelerin Karakteristikleri

Senesent hiicreler cesitli karakteristik Ozelliklere sahiptirler. Morfolojik olarak

sitoplazmik alanin / oranin biiylimesi, hiicre seklinin ignemsi goriiniimden diiz hale



doniigsmesi, sitoplazmik alanin vakuollesmesi, hiicre ¢ekirdek¢ik sayismin artmasi ile

fenotipte degisiklikler gozlenir (24).

Senesent hiicrelerin en belirgin 6zelligi hiicresel dongiisiiniin geri dondiiriilemez sekilde
durmasidir. Sensent hiicre genellikle dongiiniin G1 evresinde kalir. Buna ragmen
metabolizma olarak aktiftirler, ancak boliinemezler. Bu durumda, senesent hiicreler
ideal kiiltir ortamimna alinsalar dahi, DNA replikasyonu baslatamaz ve hiicre

boliinmesini gerceklestiremezler (25).

Senesent hiicrelerin gen ifadesinde carpici degisimler gozlenir. Bu degisimler genellikle
hiicre dongiisii aktivatorleri veya inhibitorleri diizeyindedir (19). Senesent hiicrelerde
baskin olarak iki hiicre dongiisii inhibitorii ifade edilir. Bu inhibitorler; Cyclin-
dependent kinase inhibitdr olan (CDKI), p21 ve pl6’dir. Bu inhibitorler tiimor
baskilayic1 yolaklarin parcalaridir. Bu inhibitorler, p53 yolag: ve retinoblastoma (pRB)
proteinleri ile yOnetilirler ve bu iki yapinin yonettigi yolaklar, kanser hiicrelerinde de
cogu zaman bozulmustur. Tipik bir senesensde hem p21 hem de pl6 yolagi hiicre
gelisimini durdurup, bu durumun siirekliligini saglayabilir. p21 direk olarak p53
tarafindan indiiklenir, fakat p16 yolagini indiikleyen mekanizmalar senesens siirecinde

tiim detaylar1 ile heniiz anlagiimamustir (26).

Senesent hiicreler kiiltiirde ve canlida bazi markerlar ile belirlenebilmektedir. En sik

kullanilan senesens-baglantili (associated) B-galaktosidaz (SA-Bgal) markeridir (27).
2.2.3. Senesensin Nedenleri

Bircok farkli faktor, olay ve durum senesensi tetikleyebilir. Bu faktorler uzun siireli

(kronik) olaylar olabilecegi gibi, kisa zamanda (akut) gerceklesen olaylar da olabilir.

Kronik faktorler; telomer kisalmasi, onarillamayacak derecede DNA hasari, kanser
yapici genler gibi zamanla olusan ve ortaya c¢ikan durumlardir (19). Ayrica her
boliinme, hiicreyi senesense biraz daha yaklastirr. Bu durumun sonucu olarak,

organizma yaslandikca, organizmada gozlenen senesent hiicre miktar1 da artmaktadir.

Akut faktorler ise farklh kosullara baghdir. In vitro ortamda, hiicreler kiiltiir ortamina
adapte olmak durumundadir. Normal olmayan besiyeri, biiyiime faktorleri ve ortamsal

kosullar gibi durumlar hiicreleri soka ugratabilir ve strese bagli senesense neden
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olabilirler (28-29). Ayrica, hidrojen peroksit doxorubicin ve cisplatin gibi etken

kimyasallar da senesens mekanizmasini uyarirlar.

Boliinebilen hiicreler, belirli bir boliinme sayisina ulastiktan sonra bdoliinmelerini
durdururlar. Bu nokta “Hayflick Limiti” olarakta adlandirilir. Bu limitin bir sonucu

olarak boliinebilen hiicreler zamanla replikatif senesens durumuna gecerler (18).
2.2.4. Senesens Mesaji

Senesens sadece olustugu hiicreyi etkilemez. Senesent hiicreler, hiicre digma
salgiladiklar1 sekretom olarak adlandirilan molekiiller ile ¢evre hiicreleri ve dokular1 da

etkiler (30).

Senesent hiicreler, senesense bagh sekretom fenotipi (SASP) proteinleri sekrete eder
(30). SASP icerigindeki proteinler, cevredeki hiicreleri senesense duyarli hale getirme,
immiinomodiilasyon, kanser gelismesini zayiflatma veya tesviki ve doku gelisimi-
degisimi gibi fonksiyonlar1 yerine getirir. Ayrica, bu proteinler, immiin sistem
hiicrelerini aktive edip, kendisine c¢ekebilir. Bazi durumlarda, bu proteinlerin zararl
fizyolojik sonuclar1 da olabilir. Doku ve organ fonksiyonuna zarar verip, organizmanin
yaslanmasina neden olabilir. Dahas1 tiimor hiicreleri bu SASP proteinlerini kotiiye
kullanarak kendi gelismelerine katki saglayabilirler. Ozelikle bu durum hiicre dist
matriks proteinleri araciligi ile gerceklestirilmektedir. SASP’de bulunan sitokinler,
biiytime faktorleri ve proteazlar, dokudaki mikro ortami modifiye ederek, anjiyojenez ve

kanser hiicre proliferasyonunu tesvik ederek timor olusumunu destekler (31-32).

Ayrica myeloma kanser hiicrelerinin, senesent mezenkimal kok hiicreler ile kiiltiire
edildiginde, mezenkimal kok hiicre sekretom igeriginin dramatik bir sekilde degistigi
rapor edilmistir (33). Kiiltiir sonrasinda MKH sekretomunun senesens ve apoptozu
tesvik edici faktorleri ortadan kalkmistir. Bu durum senesent hiicrelerin kanser

baskilayici dzelliklerini ortadan kaldirmustir (33).
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2.3. Metformin
2.3.1. Tarihgesi

Metforminin kesfi orta caglara dayanmaktadir. Bir Fransiz leylagi olan Galega
officinalis 0zii, septomlar1 Tip-2 diyabet ile benzer olan hastaliklarin tedavisinde
kullaniliyordu. 1800'lerde Galega officinalis bitkisinin guanidin bakimindan zengin
oldugu belirtilmistir. Fakat guanidin klinik kullanim i¢in ¢ok toksik olmasi, ayni
bitkinin daha az toksik olan galegin (isoamylene guanidine) Oziiniin kullanilmasina
neden olmugstur. Jean Sterne, Paris'deki bir hastanede galegin iizerine arastirmalar
yiirlittiigii sirada, birka¢ biguanidenin anti-diyabetik Ozelliklerini kesfetti. Bunlarin
arasindan daha sonra metformin olarak anilacak olan dimethylbiguanide formunu secti
ve adm glukofaj anlamina gelen "Glucophage" koyarak calismasmin sonuglarmi
1957'de yaymladi. Ironik olarak giiniimiiziin yiiksek teknolojili ilag¢ arastirmalar1 ve
gelistirmelerine ragmen, Tip-2 diyabette en ¢ok kullanilan metformin, ortagag bitkisel

tedavisinden ¢ok az uzaklasmistir (34).
2.3.2. Genel Kullanimi

Metformin, Tip-2 diyabet tedavisinde en sik Onerilen ve kullanilan ilagtir. Metforminin
glikoz diistiriicti etkisi, ucuza maliyetli olmasi, daha az yan etkisinin olmasi ve kilo
kontroliinii  kolaylagtirmas1 gibi avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir (35).
Metformin dolasim sistemi yetersizliklerinden dolay1 6liime yol agma bakimindan diger
tedavilere gore daha az risk teskil etmektedir (36). Tek basma kullanimi gdz Oniine
alindiginda, metforminin hemoglobin Alc’yi daha fazla diisiirdiigii, daha fazla kontrollii
kilo kaybina neden olmasi, diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL) oranini diisiirdiigii ve
trigliserit oranin1 daha iyi diisiirdiigii gozlenmistir. Yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) oranim artirmada digerleri kadar basarili olmasa da, diger ilaglarin yol actigi

sorunlarin daha az rastlanmasindan dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir (37).
2.3.3. Metformin Uzerine Yapilan Diger Cahsmalar

Metformin ile ilgili yapilan caligmalarin sayisinda son zamanlarda ciddi bir artig vardir.
Bu artisin asil nedeni ise kansere, yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklara karsi

gosterdigi olumlu etkilerdir.

Fareler lizerinde yapilan bir ¢calismada, metformin disi spontaneously hypertensive rat
(SHR) farelere 3 aylikken verilmeye baslanmis; sonug¢ olarak ortalama Omiirlerini %37

artirmig, maksimum Omiirlerini 10 ay artirmis ve ayni zamanda iireme yaslanmasini da
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aynt oranda Onlemistir. Bu olumlu etkilerinin yaninda kotii huylu tiimor olusumunu
azaltmadig1 gozlenmistir (38). Metforminin, AMP-activated protein kinase (AMPK)
aktivasyonunda da rol aldig1 bilinmektedir (39). AMPK aktivasyonu yaslanma, hiicresel
senesens ve yaslanma ile ilgili hastaliklarla baglantisi oldugu bilinen mTOR’u
baskilamaktadir (40-41). Bu durum, metforminin yaslanmay1 geciktirici etkisi

olabilecegi diisiincesini dogurmus ve konu hakkinda ¢aligmalar baglamistir (Sekil 3.1).

Metforminin, kanser iizerine olan etkisi diger calismalarin konusu olmustur. Calismalar

karisik sonuglar ortaya koymasina ragmen, bu ilag iizerine yapilan klinik ¢aligmalar giin

gectikce artmaktadir (42).
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Sekil 3.1. Metforminin etkiledigi yolaklar.

Metformin sitokinez, insiilin, IGF-1 yolaklarin1 etkiler. Bu yolaklar yaslanma ile aktive olurlar ve modiile
edildiklerinde 6miir uzunlugu ile iligkililerdir. Metformin, inflamatuvar yolagini baskilar, AMPK’y1
aktive eder bu durum da mTOR baskilanmasini artirir. mTOR, yaslanmayr modiile etmek i¢in 6nemli
hedeflerden biridir. Bu mekanizmalar, oksidatif stresi modiile eder ve senesent hiicrelerin ortadan
kaldirilmasint saglar. Bu islemler, inflamatuvari, hiicresel hayatta kalmayi, stres savunmasini ve otofaj
gibi uzun yasamla iligkili mekanizmalar etkiler (60).
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2.4. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirli, canlidan veya dokudan elde edilen bagimsiz hiicrelerin in vitro

kosullarda yasatilmasidir (43).

Hiicre kiiltiirii 1907 yilinda Ross Harrison’un, kurbaga embriyosundan aldigi doku
parcalarmi kiiltiire almasiyla baglamistir (43). Aradan gecen bir yiizy1l sonunda ¢ok
cesitli hiicrelerin ve kanser hiicrelerin kiiltiire edilebilmesinden, in vitro fertilizasyona
ve hatta kiiltiire edilen hiicrelerin genetik olarak manipiile edilmesine kadar ilerlemeler
gerceklesmistir. Deri dokusundan elde edilen nihai farklilagsmig fibroblastlarin belirli
sayida transkripsiyon faktorii aktarimi ile pluripotent kok hiicre elde edilmesine kadar

da ilerlenilmistir.

Hiicre kiiltiirii sayesinde hiicreler, in vivo kosullarindaki Ozelliklerini kismen
gostermeye devam ederler. Bu sayede canli hayvan modeli kullanilmaksizin, hiicrelere
uygulanacak kosullara, kimyasallara ve ilaglara (diger test edilecek olast maddelere)
nasil tepki vereceginin gozlenebilecegi deneyler gerceklestirilebilir ve degerli veriler
toplanabilir. Ayrica son zamanlarda, kiiltiir ortaminda kok hiicre iiretilmesi ve bunun
hastalik tedavisi, doku onarimmda kullanilmas: iizerine yapilan caligmalarin sayisi

artmus ve saglik sektoriinde ticari onem kazanmustir (43).
2.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Avantajlar
Hiicre kiiltiiriiniin bir¢cok avantaji vardir, bunlar su sekilde siralanabilir:

Kontrol Edilebilir Ortamlar: Ortamin fizyolojik ve fizikokimyasal olarak kontrol
edilebilmesi, farkli kosullara hiicrenin verecegi tepkinin goriilmesi veya hiicre

kiiltiirtiniin verimi agisindan avantaj olarak kullanilabilir (43).

Orneklerin Karakterizasyonu ve Homojenligi: Hiicreler doku icerisinde ve doku
orneklerinde Orneklerinde genelde oldukca heterojendir. Hiicre Kkiiltiirii sayesinde
hiicreler secici baski araciligiyla homojen hale getirilir. Bu sekilde her alt kiiltiirde (sub
kiiltiir) ¢ogaltilan drnekler birbirine benzer karakterlerde olur ve istatistiksel analizleri
basitlesir. Ayrica, saklanan stoklarm ayni olmasi, ileride yapilacak c¢aligmalar1 ve ticari

kullanimi kolaylastirir (43).
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Ekonomi, Olcek ve Mekaniklestirme: Uygulanacak madde belirlenmis
konsantrasyonda dogrudan kiiltiir ortamina uygulanabilir. Bu uygulama ile daha az
madde sarfiyat1 s6z konusu olup, in vivo olarak uygulamadaki %90’1 gecen kayiplar
Onlenebilir. Farkli varyasyon ve tekrarlar1 incelemek daha ucuza halledilebilmektedir.
Ayrica biiylik hacimli ve ¢ok Ornekli caligmalarda robotik sistemler ve mekanize
teknikler kullanarak istenilen Olcekte, az zamanda ve diisiik maliyetli arastirmalar ve

tiretimler yapilabilir (43).
2.4.2. Hiicre Kiiltiirii EKipmanlari

Hiicre kiiltiirtinde kontaminasyon onemli bir tehdit oldugu i¢in islemin titizlikle steril
bir ortamda yapilmast gerekmektedir (43). Kontaminasyon riskini en aza indirgemek
icin kullanilan ekipmanlardan 6n Onemlisi ise laminar-flow kabindir (biyogiivenlik
kabini). Calismalar kabin icerisinde gerceklestirilir ve kabin filtrelenmis homojen hava

akisini saglayarak steril ortam olusturur (43).

Is1 kontrollii, nem ayarli ve istenilen oranda karbondioksit saglayabilen inkiibatorler

genel olarak ¢aligilan hiicre tiplerine uygun yasam alani sunabilmektedir (43).

Hiicrelerin gozlemlenebilmesi, fenotiplerinin incelenmesi, sayilarinin belirlenmesi icin

invort mikroskop gereklidir (43).
Hiicrelerin yikama ve ayristirma islemleri i¢in santrifiij gereklidir (43).

Ayrica, hiicre kiiltiirii sarf malzemelerinin, basiyerlerinin saklanmasi icin +4°C, -20°C
ve -80°C dereceli sogutucular gereklidir. Uzun siireli hiicre saklanmasi icin ise azot

tanki bulunmalidir (43).

Bu ekipmanlar genel bir hiicre kiiltiirii caligmalar1 icin en temel ekipmanlardir ve

yapilacak islemlere ve deneylere gore 0zellesmis diger ekipmanlar gerekebilir (43).
2.4.3. Hiicre Kiiltiiriin Kullanilan Kimyasallar
2.4.3.1. Besiyeri

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasayabilmesi icin belirli maddelere ihtiyac1 vardir. Ilk

hiicre kiiltiir mediumlar1; doku ekstrakti, viicut sivilar1 ve plazma gibi dogal
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besiyerlerine dayaniyordu fakat yiiksek miktarda besiyeri ve yiiksek besiyeri kalitesi

ihtiyaci, kimyasallara dayali besiyerlerinin gelistirilmesini gerektirmistir (43).

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasamasi i¢in pH’1n 7.4 civarlarinda olmasi gereklidir.
Optimum pH hiicreden hiicreye degisse de genel olarak pH: 7.0-7.7 araligindadir. Bu
pH arahigi besiyeri icerisine eklenen kimyasallarin tamponlama yetenekleri ile

saglanmaktadir (43).

Besiyeri i¢in diger onemli bilesenler ise karbondioksit (CO,) ve oksijendir (O;). Gaz
halindeki bu bilesenler besiyeri gereksinimini saglayan 6zel kaplarda gaz degisimine

izin veren (genelde hEPA filtreli diizenekli) agikliklardan difiize olarak saglanmaktadir.

Besiyeri sicakligi ise hiicre kiiltiiriinii etkileyen diger onemli bir unsurdur. Hiicreler her
ne kadar +4°C’de birkag¢ giin canliliklarim1 koruyabilseler de, memeli hiicreleri i¢in en

ideal sicaklik +37°C’dir (43).
2.4.3.2. Tam Besiyeri

Tam besiyeri terimi, istenilen kullanim i¢in gerekli olan tiim bilesen ve takviyeleri
iceren besiyerlerini tamimlar. Genellikle stabil olmayan bilesenler icerdigi icin ticari

temel besiyerlere ilaveler yapilarak elde edilirler (43).

Elde edilmesi, kullanilacak hiicre tipine gore degisse de temel bilesenleri: Aminoasitler,

vitaminler, tuzlar, glikoz, antibiyotikler ve organik bilesenlerdir (43).
2.4.3.2.1. Aminoasitler

Aminoasitler, kiiltiire edilen hiicrelerin yasamasi ve ¢ogalmasi i¢in gereklidir. Hiicre
tipine gore gereken aminoasitler ve miktarlar1 degisebilir ve istenilen oranlarda eklenir.
Stabil olmamas1 nedeni ile disaridan eklenen glutamin zamana bagli olarak peryodik

araliklarla idame edilerek saglanmaktadir (43).
2.4.3.2.2. Vitaminler

Vitaminler, hiicre metabolizmasinda 6nemli bir yere sahiptir, bu yiizden besiyeri

icerisindeki konsantrasyonlar1 Onemlidir. Hiicre Kkiiltiirii besiyerlerinde B grubu
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vitaminler, folik asit, inositol, biotin, nikotinamit, A, D, E, K vitaminler genelde hazir

olarak saglanmaktadir (43).
2.4.3.2.3. Tuzlar

Na*, K*, Mg**, Ca®*, CI', SO, PO, ve HCO; genel kullamlan tuzlardir ve
besiyerinin osmolaritesinde rol oynarlar. Ca®* konsantrasyonu hiicrelerin ¢ogalmasi

veya farklilagsmasini etkileyebilir (43).
2.4.3.2.4. Glikoz

Hiicrenin temel enerji kaynagi glikozdur. Besiyeri icerisinde ise farkli derigimlerde

bulunur ve hiicre hatta gore farkh glikoz konsantrasyonlar1 kullanilabilir (43).
2.4.3.2.5. Antibiyotikler

Antibiyotikler, olas1 kontaminasyonlarin 6niine gegmek icin kullanilmaya baslanmigtir.
Laminar-flow kabinlerin kullanimi, kati steril teknikler antibiyotik kullanimimi
azaltmustir. Fakat, rutinde besiyerlerine sonradan eklenerek kullanim gelenegi devam
etmektedir (43). En sik kullanilanlar ise penisilin, streptomisin, gentamisin ve

amfoterisin’dir.
2.4.3.2.6. Organik Bilesenler

Proteinler (biiylime faktorleri), peptidler, niikleozidler, sitrik asit dongiisii ara iiriinleri,
piriivat ve yaglar tam besiyerlerin (komple) genelde bulunurlar. Bu bilesenler genelde
serum takviyesi ile ¢oOziilse de, bazi 6zel hiicreler i¢in serum eklenmis olsa dahi

sonradan eklenmesi gerekebilmektedir (43).
2.4.3.3. Serum

Serum, hiicre proliferasyonunu destekleyen biiytime faktorleri icerir. Bu hiicrelerin hem
gelismesini hem de cogalmasini destekler. Hiicre tiplerine gore farkli oranlarda serum
besiyerine eklenir. Biiylikbas hayvan, fetal dana, yetigkin at ve insan serumu en cok

kullanilan serumlardir (43).
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2.4.3.4. PBS (Fosfatla Tamponlanmis Tuz Cozeltisi)

PBS genel olarak, konsantre maddelerin seyreltilmesinde kullanilir. Hiicre kiiltiirii icin
asir1 konsantre olan maddeler PBS ile seyreltilir ve kiiltiirde kullanima hazir hale

getirilir. Mg®* ve Ca®icermeyen PBS’ler en sik kullanilanlardir (43).

PBS ayrica, kiiltiirdeki hiicrelerin yikanmasi, istenmeyen maddelerin ve 6len hiicre
kalintilarinin uzaklastirilmasida da kullanilir. Burada da Mg®* ve Ca® icermeyen PBS
kullanilmasmin nedeni ise, bu +2 degerlikli iyonlarin tripsin enzimi aktivesini

engellemesidir (43).
2.4.3.5. Tripsin

Bazi hiicreler, buldugu plastik kiiltiir malzemesinin yiizeyine tutunur. Bu tutunduklar:
yiizeyden aymrmak icin ise tripsin enzimi kullamilir (43). Tripsin, hiicrelerin yiizeye
tutunmak i¢in kullandig1 yapilar1 (ekra seliilar matriks proteinleri) parcalar ve hiicrenin
serbest kalmasii saglar. Fakat hiicrelerin uzun siire tripsinle muamelesi hiicre
membranimda bulunan protein icerikli yapilara zarar verir ve canlilig1 etkiler. Tripsin

aktivitesini durdurmak i¢in tripsin inhibitorii veya protein iceren serum kullanilir (43).
2.5. Testler
2.5.1. Apoptoz Testi

Apoptozun erken sathalarinda, hiicre zarinda degisiklikler gerceklesir. Plazma
membrant kompozisyon degisikligi fosfatidilserin (PS) molekiiliiniin i¢ membran
yiizeyinden, dis membran yiizeyine gec¢mesidir (44). Boylelikle PS, hiicrenin dig
yiizeyinde acgikta kalir. Annexin V, fosfatidilserine yiiksek afiniteli Ca*™ bagimli bir
fosfolipit baglayan proteindir. Bu 6zelliginden dolayi, PS icin hassas bir belirte¢ olarak
kullanilabilir. Fosfatidilserinin yer degistirmesi sadece apoptoza has bir 6zellik olmayp,
nekrozda da gozlenmektedir. Fakat bu iki durumun farki, apoptozda hiicre membrani
biitiin iken, nekrozda hiicre zar1 sizintilidir. Bu yiizden, apoptoz testinde Annexin V’in

yaninda, hiicre membrani biitiinliigiinii belirlemeye yarayan ilave boyalar da kullanilir.
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2.5.2. Hiicre Dongiisii Testi

Hiicre dongiisiiniin regiilasyonu, hiicrenin varhgini1 siirdiirmesinde kritiktir. Bu
regiilasyonlar, genetik hasar1 onarir ve kontrolsiiz boliinmeyi engeller. Hiicre

dongiisiindeki kusurlar, tiimor hiicrelerin karakteristik 6zelligidir (45).

MSH’lerin hangi hiicre dongiisiinde olduklarinin belirlenebilmesi i¢in flovsitometri
temelli bir cihaz olan Muse Cell Analyzer cihazindan faydalanmilabilinir. Bu cihaz i¢in
tretilmis olan Cell Cycle Assay kiti mevcuttur. Bu kitin ¢alisma prensibi, ¢ekirdek
DNA’smin propidyum iyodiir (PI) ile boyanmasina dayanmaktadir. Dinlenme
devresindeki (GO/G1) hiicreler, her bir kromozomdan ikiser kopya bulundurur, sentez
(S) asamasindaki hiicreler ise kromozomal DNA sentezlerler daha sonra ise
kromozomal DNA ikiye katlanir (G2/M). Bu yontem ise hiicredeki farkli miktardaki

boyanmis DNA icerigine gore okuma yapmaya dayanmaktadir.
2.5.3. Senesens Testi

Hiicreler senesense girdiklerinde, proliferasyon 0Ozelliklerini kaybederler. Hiicrede
lizozom sayisinin artmasi ve lizozomal aktivitenin artmasi replikatif sensesens ile uzun
zaman Once bagdastirilmistir (46-47-48). Beta-galaktozidaz aktivitesi, lizozomal enzimi
eksikliginin artmasiyla ortaya c¢ikar. Boylelikle beta-galaktozidaz (B-gal) aktivitesi,
kiiltiirdeki senesent hiicreleri tanimlamayr miimkiin kilar. Bu metotta [-gal ile
tepkimeye girdiginde mavi renkte iiriin olusturan bir substrat olan X-gal kullanilir.
Hiicreler glutaraldehit ile fikse edilir ve boyama soliisyonunda inkiibasyon sonucunda

senesent hiicrelerde mavi renk olusturdugu gézlenir (27).
2.5.4. Proliferasyon Testi

MSH’lerin proliferasyon durumlarint incelemek amaciyla yaygin olarak kullanilan
testlerden biri MTT testidir. Bu metod, suda ¢oziinebilen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5
difeniltetrazoliumbromid (MTT) tetrazolium tuzunun, canli hiicre tarafindan
¢cOziinlirliiliigi olmayan formazana doniistiiriilmesine dayanir (49). Olusan formazan
miktar1 canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Olusan formazan DMSO ile ¢oziiniiliir ve

palet okuyucular tarafindan analiz edilir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Multipotent Stromal Hiicrelerin Eldesi

Bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan kok hiicreler, Erciyes Universitesi Genom ve
Kok Hiicre Merkezi Good Manufacturing Practices (GMP) departmanindan ¢ikan,
tiretim fazlasi flow sitometri analizleri yapilmis ve kok hiicre oldugu onaylanmis atil
durumundaki kok hiicrelerin, Erciyes Universitesi Yerel Insan Etik Kurulunun
96681246 nolu, 2017/53 karar nolu Etik Kurul Karari ile kullanilmasi onay1 alinmis

hiicrelerle gergeklestirilmistir.
3.2. Multipotent Stromal Hiicre Kiiltiirii
3.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Multipotent stromal hiicreler (MSH) i¢in diisiik glikoz DMEM (1g/L glikoz) (Biological
Industries) icerisine %10 Fetal Bovin Serum (FBS) (Biological Industries), %1
Penisilin-Streptomisin (Biological Industries) ve %1 L-glutamin (Biological Industries)

eklenerek besiyeri hazirlanda.
3.2.2. Metforminin Hazirlanmasi

Saf metformin, molekiiler agirlig1 baz almarak (165.6 g/mol) 3.45 mg saf metformin,
son hacmi 42 mL olacak sekilde dPBS igerisinde ¢oziildii. Bu sekilde 0.5 M’ lik 50x’lik

metformin elde edildi.
3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Basamaklan

Onceden dondurulmus ve sivi azot tankinda saklanan MSH hiicreleri, 37 °C’lik su
banyosunda isitilarak ¢6ziildii ve lizerine 8.5 mL tam besiyeri eklenerek, dondurma

soliisyonundaki DMSO (dimetil siilfoksit) seyreltildi. Hiicreler 350xg’de 5 dakikada
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oda sicakliginda acilir baghkli rotorda santrifiij edilerek ¢cokmesi saglandi ve siipernatant
uzaklastirildi. Pellete 10 mL kalsiyum ve magnezyum icermeyen dPBS (Biological
Industries) eklendi. Pellet, pipetaj ile dagitilarak hiicreler siispanse hale getirildikten
sonra tekrar 350xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet, tekrar besiyerinde
homojenize edildi ve Thoma lami kullanilarak toplam hiicre sayis1 ve canli hiicre sayimi
Tripan Mavisi ile 1:1 seyreltilerek gerceklestirildi. Hiicreler, 75 cm™lik kiiltiir kabma,
3.5-4x10° hiicre olacak sekilde 8 mL besiyeri icerisinde ekimi yapildi. Ekimi

tamamlanan hiicreler 37 °C’lik, %5 CO; iceren nemli inkiibatore kaldirildi.
Hiicreler her giin invert mikroskop ile gézlenerek ¢cogalmalar: kontrol edildi.
3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yapisan MSH’lerin kiiltiir kabindaki doluluk oran1 %80’ ulastiginda, hiicreler yeni bir
kiiltiir kabina pasajlandi. 11k olarak iizerindeki besiyeri uzaklastiridi ve iki kez kalsiyum
ve magnezyum icermeyen dPBS ile yikandi Bu yikama, hiicrelerden serumu
uzaklastirmak i¢in yapildi. Yikanan hiicrelere 5 mL tripsin (2 uL EDTA’1) eklendi ve
3.5 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Tutunmus olan hiicrelerin, kiiltiir kabinin yiizeyinden
sokiiliip ve serbest sekilde yiizdiigli gozlendikten sonra tripsin miktarinin %10’u kadar
FBS iceren ayn1 miktarda besiyeri veya eklenen tripsin miktarinin %10’u kadar hacimde
tam FBS eklenerek, tripsin aktivitesi durduruldu. Hiicreler, falkon tiiplere alinarak
350xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler iki defa dPBS
ile yikandiktan sonra 75 cm?’lik kiiltiir kabina, 3.5-4 x 10° hiicre olacak sekilde 8 mL

tam besiyeri igerisinde ekimi yapildu.
3.3. Multipotent Stromal Hiicre Deney Gruplar ve Yapihsi

Bu tez konusu kapsaminda ¢alisma icin 5 deney grubu olusturuldu. Bu grubun 4 adedi
farkli son konsantrasyonda olmak kaydi ile (1.5, 3, 6 ve 9 mM) hazirladigimiz
metformin stogu ile desteklenerek Kkiiltiire edildi ve kalan tek grup ise metformin
icermeyen kontrol grubu olarak kiiltiire edildi. Metforminin yarilanma 6mrii dikkate

almarak, hiicrelerin besiyerleri giinliik degistirilip, metformin uygulamasi yapildi.
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3.3.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubu hiicrelerin besiyeri hergiin taze besiyeri ile degistirildi ve bagka bir islem

yapilmada.
3.3.2. Metformin Dozaj Gruplarn

Diger calismalarda kullanilmis olan (55) ve insan giinliik kullanimin1 mimik etme amaci
ile giinlik insan recetesi esasinda 1-3 adet 1000 mg kapsiil kullanimi smirinda
belirlenen metformin dozajlar1 1.5 mM, 3 mM, 6 mM ve 9 mM son konsantrasyonda
olacak sekilde hesaplamalar yapildi. Hazirlanana stok metformin ¢ozeltisinden 1.5 mM
icin 1 mL’ye 3 uL,, 3 mM i¢in 1 mL’ye 6 uL, 6 mM icin 1 mL’ye 12 uL ve 9mM i¢in 1
mL’ye 18 uL metformin ¢ozeltisi eklendi. Kiiltiirdeki hiicrelerin besiyeri giinliik olarak

formiile edilen oranda metformin igerecek sekilde degistirildi.
3.4. Multipotent Stromal Hiicrelerde Replikatif Senesens Olusturulmasi

Kronik senesens ¢aligmalarinin mimik edilmesi amaci ile; hiicreler uzun siire kiiltiire
edilerek ve %80-90 doluluk oranmna ulasildiginda pasajlanarak replikatif senesense
girmeleri saglandi. Deneyin 21. ve 28. giinlerinde ise hiicrelerin biyolojik durumunu
anlamak amaciyla apoptoz, hiicre dongiisii, senesens ve proliferasyon testleri

gerceklestirildi.
3.5. Replikatif Senesens Olusturulmus Hiicrelerin Testleri
3.5.1. Apoptoz Testi

Hiicreler, kiiltiirdeki 21. ve 28. giine geldiginde, kiiltiirdeki her gruptaki hiicrelerden
tripsinizasyon islemi sonrasinda 1x 10’ hiicre alarak, %1 FBS iceren 100 uL hiicre
dPBS icerisinde reaksiyon tiipiine aktarildi ve 100 uL Annexin V/Dead Cell Reagent
(Muse-Millipore, MERCK) eklendi. Karanlikta 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra Muse Cell Analyzer cihazinda (Muse-Millipore, MERCK) her 6rnek 2

defa okutularak analiz edildi.
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3.5.2. Hiicre Dongiisii Testi

Hiicreler, kiiltiirdeki 21. ve 28. giine geldiginde, kiiltiirdeki her gruptaki hiicrelerden
tripsinizasyon islemi sonrasmnda 5x 10° hiicre almarak, -20°C’de 6nceden sogutulmus
%70’1ik 1 mL etanol igerisinde fiksasyon amaciyla -20 °C’lik dondurucuya kaldirild:.
Bir gece bekleyen ornekler, 350xg’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant1 atilarak
etanol uzaklastirildi. Hiicreler bir defa dPBS ile yikandi. Pellet 200 pL’lik Muse Cell
Cycle Reagent icerisinde ¢oziildii ve 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edildi. Ardindan Muse Cell Analyzer cihazinda her ornek 2 defa okutularak analiz
edildi.

3.5.3. Senesens Testi

Hiicreler, kiiltiirdeki 21. ve 28. giine geldiginde, kiiltiirdeki her gruptaki hiicrelerden
tripsinizasyon islemi sonrasinda 3x 10* hiicre alinarak, 6 kuyucuklu hiicre kabinda, her
bir kuyucuga bir grup olmak kaydiyla, ekim yapildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢in 6 saat
beklendikten sonra besiyeri uzaklastirildi ve kuyucuklar dPBS ile yikandi. Her
kuyucuga, %25 glutaraldehit’ten (Sigma) 160 pL alinarak 19.84 mL PBS’e eklenerek
olusturulan %0.2 glutaraldehit fiksatif soliisyonundan eklenerek hiicreler 15 dakika
inkiibasyonla fikse edildi. Bu swrada 500 pL X-gal soliisyonu (Toz halindeki X-gal
(Thermo), N,N-Dimetilformamit icerisinde, konsantrasyonu 40 mg/mL olacak sekilde
¢cozildii.) 19.5 mL boyama soliisyonuna (K3[Fe(CN)e] (Potasyum ferrisiyaniir) ve
K4[Fe(CN)g] (Potasyum ferrosiyaniir) (Sigma) ¢6zelti icindeki konsantrasyonlar1 5 mM
olacak sekilde ve MgCI’ 1 M stok soliisyonu (¢ozelti i¢indeki konsantrasyonu 2 mM
olacak sekilde PBS i¢ine eklenmesiyle elde edildi) eklendi ve bu sekilde tam boyama
soliisyonu elde edildi. Inkiibasyon sonunda glutaraldehit uzaklastirildi ve hiicreler 2
defa dPBS ile yikandi. Tam boyama soliisyonu eklendikten sonra plagm etrafi parafilm
ile kaplanarak hava almasi engellendi ve bir gece inkiibe edilmesi i¢in 37 °C’lik
inkiibatore kaldirildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki hiicreler 3 alanda 100’er
hiicre sayilarak senesens yiizdesi belirlendi. Uzun siire saklamak amaciyla
kuyucuklardaki boyama soliisyonu uzaklastirildi ve {iizerlerini kaplayacak sekilde
%50’lik gliserol eklendi.
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3.5.4. Proliferasyon Testi

Multipotent stromal hiicreler, kiiltiirdeki 21. ve 28. giine geldiginde, proliferasyon
oranlarini belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Bu amagla 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kabinda her kuyucuga 2000 hiicre gelecek sekilde toplamda 200 pL hacimde ekim
yapildi. Hiicrelerin iizerine 0. saatte, 24. Saatte, 48. saatte ve 72. saatte her kuyucuga,
son konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde MTT (Serva) soliisyonu (100 pL) eklendi.
En az 4 saat MTT varhiginda 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda MTT
iceren besiyeri uzaklastirildi. Olusan formazan kristaller DMSO ile ¢oziildii. Glomax
Elisa Reader (Promega) cihazinda 560 nm ve 750 nm olmak iizere cift dalga boyunda
spektrofotometrik dl¢iim yapildi. Bu test her 6rnek icin 3 tekrarh olarak yapildi.

3.6. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farklarin anlamhiligimi belirlemek icin T-test (Microsoft Excel)
kullanild: ve p < 0.05 anlamlilik diizeyi kabul edilmistir. [0.01 <= p < 0.05: Istatistiksel
anlamlilik(*). 0.001 <= p < 0.01:Yliksek diizey istatistiksel anlamlilik(**). p < 0.001:
Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik(**%). p > 0.10: Istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunamamustir].



4. BULGULAR

4.1. Apoptoz Testlerinden Elde Edilen Bulgular

Multipotent stromal kok hiicre lizerine metformin aktif maddesinin apoptotik etkisini
test etmek hedefiyle kontrol ve paralel kiiltiir olarak dozaj gruplar: kiiltiire alinmigtir.
Multipotent stromal hiicre kiiltiiriin 21. ve 28. giiniide toplanmis ve bu kok hiicreler
Annexin V ile protokole uygun bir sekilde boyanmis ve Muse Cell Analyzer (Muse-
Millipore, MERCK) cihazinda Olgiilmistiir. Analiz sonuglar1 Tablo 4.1.°de
Ozetlenmigtir. 21. giin kontrol hiicrelerinde %13.82 oraninda apoptotik hiicre
belirlenmistir. Metformin uygulamalarinin 1.5 mM dozunda %12.7, 3 mM dozunda
%12.32, 6 mM dozunda %12.45, 9 mM dozunda %13.22 oraninda apoptotik hiicre
tespit edilmistir. Metformin uygulanmamis kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en
az apoptoz oranina %12.32 ile 3 mM konsantrasyonunda rastlanmistir. Uzayan
kiiltiiriin 28. giin kontrol hiicrelerinde %13.79 oraninda apoptotik hiicre sayisi
belirlenmigtir. Metformin uygulamalarimin 1.5 mM dozunda %7.31, 3 mM dozunda
%71.79, 6 mM dozunda %19.38, 9 mM dozunda %17.66 oraninda apoptotik hiicre tespit
edilmistir. Metformin uygulanmamis kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en az
apoptoz oranma %7.31 ile 1.5 mM, en fazla apoptoz oranma %19.38 ile 5 mM

konsantrasyonda rastlanmustir.
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Tablo 4.1. 21. Giin ve 28. Giin Hiicrelerin Apoptoz Test Sonuglar1

Dozaj
Giin ve Test Kontrol

1.5 mM 3ImM 6 mM 9mM

21. Giin
Apoptotik 13.82 12.7 12.32 12.45 13.22

Hiicre Yiizdesi

21. Giin
Yasayan Hiicre | 84.35 85.6 86.25 86.22 84.9

Yiizdesi

28. Giin
Apoptotik 13.79 7.31 7.79 19.38 17.66

Hiicre Yiizdesi

28. Giin
Yasayan Hiicre 83.05 91.44 90.7 79.67 81.54

Yiizdesi

4.2. Hiicre Dongiisii Testlerinden Elde Edilen Bulgular

Multipotent stromal kok hiicre iizerine metformin aktif maddesinin hiicre dongiisiine
olan etkisini test etmek hedefiyle kontrol ve paralel kiiltiir olarak dozaj gruplar kiiltiire
alimistir. Multipotent stromal hiicre kiiltiiriin 21. ve 28. giiniide toplanan kok hiicreler
Cell Cycle Kit (Muse-Millipore, MERCK) protokoliine uygun bir sekilde islemden
gecirilmig, Muse Cell Analyzer (Muse-Millipore, MERCK) cihazinda 6l¢iilmiistiir ve
metforminin MSH hiicre dongiisii iizerine olan etkisi degerlendirilmistir. Analiz
sonuglar1 ise Tablo 4.2.°de gosterilmistir. 21. giin kontrol hiicreleri %74.85 oraninda
GO0/G1 fazinda olduklar1 belirlenmistir. Metformin uygulamalarinin 1.5 mM dozunda
%72.7, 3 mM dozunda %71.75, 6 mM dozunda %70.35, 9 mM dozunda %69.85
oraninda GO/G1 fazinda hiicre bulundugu tespit edilmistir. Metformin uygulanmamis
kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en az GO/G1 fazi oranina %69.85 ile 9 mM
konsantrasyonunda rastlanmistir. Uzayan Kkiiltiiriin, 28. giin kontrol hiicrelerinde %80.8
oraninda GO/G1 fazinda hiicre belirlenmistir. Metformin uygulamalarinin 1.5 mM
dozunda %78.3, 3 mM dozunda %74.4, 6 mM dozunda %73.55, 9 mM dozunda %73

oraninda GO/G1 fazinda hiicre tespit edilmistir. Metformin uygulanmamis kontrol




hiicreleri ile karsilastirildiginda en az GO/G1 faz oranmna %73

konsantrasyonda rastlanmustir.
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ile 9 mM,

Analizlerden elde elde edilen sonuglara gore 21. ve 28. giinlerde metformin uygulanan

tim gruplarin GO/G1 yiizdelerinin kontrol gruplarma gore daha diisiik oldugu

gozlenmistir (Tablo 4.2.). Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak ele

alindiginda ise 21. giin G2/M faz1 1.5 mM’lik dozaj uygulamas: haricindeki degerlerin

istatiksel olarak anlamli sonuclar verdigi (Tablo 4.3.) gdzlemlenmistir.

Tablo 4.2. 21. Giin ve 28. Giin Hiicrelerin Hiicre Dongiisii Test Sonuglari

Giin ve Test Kontrol sl
1.5SmM [3mM | 6 mM | 9ImM

21. Giin G0/G1 Faz1 Yiizdesi 74.85 72.7 71.75 70.35 69.85
21. Giin S Faz1 Yiizdesi 8.75 7.9 11.3 7.45
21. Giin G2/M Faz Yiizdesi 12.45 12 14.1 10.35 17.45
28. Giin G0/G1 Faz1 Yiizdesi 80.8 78.3 74.4 73.55 73
28. Giin S Fazn Yiizdesi 7.45 7.9 7.75 11.2
28. Giin G2/M Faz Yiizdesi 11.4 13.95 12.9 13.9 12.55

Tablo 4.3. Hiicre Dongiisii Testi - T-Test p Degerleri
Giin ve Test il

1.5 mM 3 mM 6 mM ImM

21. Giin G0/G1 Faz 0,000212%** | 0,000863*** | 0,000863*** | 0,000011%***
21. Giin S Faza 0,001473*%* 0,002316%* | 0,000042%*%** 0,02262*
21. Giin G2/M Fazn 0,132497 0,003364** | 0,001293** | 0,000543%**
28. Giin G0/G1 Faz 0,001549** | 0,000041*** | 0,000023*** | 0,000065***
28. Giin S Faza 0,001607** 0,037553* | 0,00573122** | 0,000318***
28. Giin G2/M Faz 0,013881* 0,002237** | 0,000502*** | 0,042916*
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4.3. Senesens Testlerinden Elde Edilen Bulgular

Multipotent stromal hiicreler kiiltiiriin 21. ve 28. giiniinde toplanarak kok hiicreler
senesense bagl B-galaktozidaz aktivitesini belirlemek icin sitokimyasal yontemler ile
boyanmistir. Boyama sonucunda mavi boyanan, birden ¢ok ¢ekirdege sahip olan, biiyiik
veziikiillii, genislemis ve hiicre iskeletinin bariz belirgin oldugu hiicreler senesent hiicre
kabul edilmis ve sayilmustir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2.). invert mikroskopi ile birden fazla
bagimsiz farkli alanlar taranarak birbirinden bagimsiz olarak iki set olacak sekilde her
ornekten minimum 300 hiicre sayim1 yapilmistir. Elde edilen ortalama sonuglar Tablo
4.4.de verilmistir. Istatistiksel analiz sonuglari ise Tablo 4.5.’de gosterilmistir. 21. giin
kontrol grubunda %10.6’lik bir senesens hiicre orami tespit edilmistir. Metformin
uygulamalarinin 1.5 mM dozunda %8, 3 mM dozunda %6, 6 mM dozunda %5.6, 9 mM
dozunda %6.3 oraninda senesens hiicre tespit edilmistir. Metformin uygulanmamis
kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en az senesens oranina 6 mM konsantrasyonda
rastlanmistir. Uzayan kiiltiirtin 28. giin kontrol grubunda %24.6’lik bir senesent hiicre
orani tespit edilmistir. Metformin uygulamalarmin 1.5 mM dozunda %14.3, 3 mM
dozunda %14, 6 mM dozunda %16.6, 9 mM dozunda %17 oraninda senesens hiicre
tespit edilmistir. Metformin uyulanmamis kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en az

senesens oranma 3 mM konsantrasyonda rastlanmaistir.



Sekil 4.1. Gen¢ multipotent stromal hiicre f-gal boyama goriintiisii

Sekil 4.2. Senesent multipotent stromal hiicre -gal boyama goriintiisii
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Sayimlardan elde edilen sonuclara gore 21. ve 28. giinlerde metformin uygulanan tiim
gruplarin senesens yiizdelerinin kontrol gruplarina gore daha diisiik oldugu gozlenmistir
(Tablo 4.4.). Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak ele alindiginda ise 21.
giin 1.5 mM’lik dozaj uygulamasi haricindeki degerlerin istatiksek olarak anlamli

sonuglar verdigi (Tablo 4.5.) saptanmuigtir.

Tablo 4.4. 21. Giin ve 28. Giin Hiicrelerin Senesens Test Sonuglari

Dozaj
Giin Kontrol

1.5 mM 3ImM 6 mM 9mM

21. Giin Senesens
10.6 8 6 5.6 6.3
Hiicre Yiizdesi

28. Giin Senesens
24.6 14.3 14 16.6 17
Hiicre Yiizdesi

Tablo 4.5. Senesens Testi - T-Test p Degerleri

Dozaj
1.5 mM 3ImM 6 mM 9mM

Giin

21. Giin 0.056025264 0.004618292** | 0.001905827** | 0.007899924**

28. Giin 0.018670677* 0.018456588* | 0.018147491* | 0.023113337*

4.4. Proliferasyon Testlerinden Elde Edilen Bulgular

Multipotent stromal hiicre kiiltiiriin 21. ve 28. giin MTT testinde O saat, 24 saat, 48 saat
ve 72 saat inkiibasyondan sonra olusan formazan kristalleri DMSO ile ¢oziilmiis ve
ODse0-750 dalga boyunda spektrofotometrik Olciim yapilmistir. Hesaplamalar sirasinda
Ty daki absorbans degeri ekim yapilan sayidaki hiicrenin absorbans degeri olarak kabul
edilir. 24. 48. ve 72. saatte alinan absorbans degerleri To degerinden cikarilir ve
absorbans artis1 veya diislisii bulunur. Absorbans artiglar1 veya diisiisleri T daki
absorbans degeri ile dogru orantili olacak sekilde hesaplanir ve diger saatlerdeki hiicre

sayilar1 tahmin edilir.

Bu testin sonuglarimin ortalamalar1 Tablo 4.6.’de gosterilmistir. Istatistiksel analiz

sonuglar ise Tablo 4.7.’de gosterilmistir. 21. giin kontrol grubundaki deger gbz Oniine
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alindiginda, metformin uygulamalarmin 3 mM, 6 mM ve 9 mM dozunda proliferasyon
azalmistir. Metformin uygulanmamis kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en az
proliferasyona 9 mM konsantrasyonda rastlanmistir. Uzayan kiiltiiriin 28. giin kontrol
grubundaki deger goz Oniine alindiginda, metformin uygulamalarinin 1.5 mM, 6 mM ve
9 mM dozunda proliferasyon artmistir Metformin uygulanmamis kontrol hiicreleri ile

karsilastirildiginda en ¢ok proliferasyona 6 mM konsantrasyonda rastlanmaigtir.

Proliferasyon testlerinden elde edilen sonuglara gore, metformin 21. giinde 1.5 mM
dozaj haricinde diger dozaj gruplarinda, kontrol grubuna gore proliferasyonu azaltmistir
(Tablo 4.5.). 28. giinde ise 3 mM’lik dozaj haricinde, diger metformin dozajlarinin
proliferasyonu, kontrol grubuna gore artmustir (Tablo 4.6.). Gruplar arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak ele alindiginda ise 21. Giin 1.5 mM’lik dozajin 48. ve 72.
Saatlerinin ve 28. Giiniin 3 mM 48. Saat ve 9 mM 72. Saat haricindeki degerlerin
istatiksel olarak anlamli sonuclar verdigi (Tablo 4.7.) gozlemlenmistir. Sonuglar

grafiksel olarak Grafik 4.1. de gosterilmistir.

Tablo 4.6. 21. ve 28. Giin Proliferasyon Test Sonuclar1

Giin ve Dozaj

Kontrol
Saat 1.5 mM 3ImM 6 mM 9 mM
21. Giin

0.036439808 | 0.060126917 | 0.03840925 | 0.01596715 | 0.004247567
24. Saat
21. Giin

0.09474555 | 0.116079433 | 0.067309067 | 0.041508975 | 0.027034667
48. Saat
21. Giin

0.196590575 | 0.181718142 | 0.143329775 | 0.102597408 | 0.085925967
72. Saat
28. Giin

0.091625408 | 0.16405985 | 0.124024767 | 0.212596967 | 0.1917458
24. Saat
28. Giin

0.308847392 | 0.393565992 | 0.312169817 | 0.397170875 | 0.35666915
48. Saat
28. Giin
. 0.599207617 | 0.796426592 | 0.542519042 | 0.82418255 | 0.634379475
. daat
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Tablo 4.7. 21. ve 28. Giin Proliferasyon - T-Test p Degerleri

Dozaj
Giin ve Saat
1.5 mM 3ImM 6 mM 9mM
21. Giin
0.000100413*** | 0.006026869** | 0.00012719*** | 0.0000000282*:**
24. Saat
21. Giin
0.083184876 0.0000073*** | 0.00000012*** | 0.000000014%***
48. Saat
21. Giin
0.086742612 0.00131071%* 0.0000356%** 0.0000061 4%
72. Saat
28. Giin 0.0000000246%*
0.0000000497#** | 0.000252059%*** 0.0000021 3%
24. Saat *k
28. Giin
0.00000022 %3 0.423744847 0.00000596%** 0.047012091*
48. Saat
28. Giin
0.00000636%** 0.012371746* 0.0000105%* 0.057509152
72. Saat




Absorbans

Absorbans

21.Gin MTT
0.25-

0.204
0.154
0.104

0.054

0.00-

Metformin Dozlarn

28.Giin MTT
1.0~

0.8+
0.64
0.4-

0.2-

0.0-

Metformin Dozlan

Sekil 4.3. Proliferasyon Testleri Grafigi
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Bl 24 Saat
mm 48. Saat
Bl 72 Saat

== 24 Saat
I 48. Saat
Bl 72 Saat



5. TARTISMA ve SONUC

Multipotent stromal hiicreler (MSH), farkli dokularda bulunan ve canlinin yaralarinin
iyilesmesinde, doku onariminda ve genel olarak canlinin hematopoezisini saglamada
onemli gorevler yerine getirirler. MSH’ler, doku onariminda onemli faktorler (biiyiime
faktorleri gibi stokinler veya SASP) salgilayarak dokunun mikrogevresini degistirir ve
doku onarmmini desteklerler. MSH’lerinin fonksiyon kaybi, sayisal azalmasi veya
kalitesinin diismesi gibi nedenler iyilesme siirecini yavaslatmaktadir. Hasarli dokuda ise
dokunun islev kaybma kadar 6nemli hasara neden olan sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.
Her hiicrede oldugu gibi, Multipotent stromal hiicrelerin de belirli bir cogalabilme
kapasiteleri vardir bu olgu Hayflick limiti olarak bilinir (18) hiicresel yaslanmay: ifade
eden bu durum senesense olarak adlandirilmaktadir. Senesens, hiicresel yaslanma,
canliligin ilerleyen sathalarinda sorunlara yol agabilmektedir. Senesense girmis hiicreler
nihayetinde doku rejenerasyonunu yavaslatmakta, iyilesme siirecini uzatmakta ya da
tamamen durmasima neden olabilmektedir. Ayrica alzheimer, pulmoner fibrosis ve
arterioskleroz gibi genelde yashlikla iligkilendirilen hastaliklarin ortaya cikmasina
neden olmaktadir. Bu olumsuz sonuglarina ek olarak, DNA hasar1 ve mutasyonlarin

birikmesi sonucunda bu hiicrelerin tiimor olusturma potansiyellerini artirmaktadir (50).

Rejeneratif tip, kemik, eklem ve kikirdak tamiri tedavi amacli olarak MSH’lerin
kullanilmasmin Oniindeki 6nemli engellerden biriside, iiretilen hiicrelerin erken
pasajlarda kullanilmasmin gerekmesidir. Bu durumu yaratan gerekce ise pasaj sayisi
artistyla hiicrenin kiiltiirde kalma siiresi uzamakta, hiicresel yaslanmaya baglh olarak
kok hiicreler ozelliklerinin kaybetmeye baslamalari ve tiimor olusturma potansiyeli

kazanmalaridir.

Bu nedenlerden dolay1 hiicrelerin daha uzun siire fonksiyonlarmi korumalarmi saglamak

ve timor olusturma potansiyellerinin Oniine ge¢mek, hem yashlik etkilerinin
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ve yasa baglh hastaliklarin engellenmesi hem de tedavi amacgh kullanimmin ideal hale

gelmesi ac¢isindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Senesens, telomer erozyonu veya i¢ ve dis etkenlerin yarattigi strese (kimyevi veya
fiziki) maruz kalan, metabolik olarak aktif, fakat hiicre dongiilerini durdurarak
islevlerini yerine getirmeye devam ettikleri bir durumdur. Bu duruma DNA hasarlar1
neden olabilecegi gibi belirli bir boliinme gecirip Hayflick limitine ulagilmas1 da neden

olabilmektedir.

DNA hasar1 olusan ve tamir edilemeyen hiicrelerde, hiicre dongiisii geri doniisiimsiiz
olarak bloklanir ve boylece hiicreler senesense girerler. Bu mekanizma hasarl hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalmasini engelleyerek neoblastik doniisiimiinii baskilar. Senesens, yararl
olabilecegi gibi, zararli da olabilir. Senesent hiicreler salgiladiklar1 senesense bagl
sekretom fenotipi (SASP) proteinleri ile mikrogevreyi degistirir. Parakrin etki
sonucunda, saglikli hiicreler SASP proteinleri etkisi ile senesense duyarli hale gelebilir
ve zamanindan Oncede senesent olabilirler. Bu durumlar, risk altindaki kok hiicrelerin
kanserlesmeden hiicre dongiilerini durdurarak organizmaya fayda saglasa da saglikli
kok hiicreleri etkileyerek, doku yenilenmesini sekteye ugratarak organizmayi zarara
ugratabilir. Buna ek olarak; bu hiicreler kanser olusumunun ilerleyen asamalarinda,
kanser hiicreleri ile iletisime gectikten sonra, salgiladiklar1t SASP molekiilleri ile tiimor

gelisimini tesvik edici unsurlar haline gelmektedir (33).

Saglikli kok hiicreler, salgiladiklar1 sekretom proteinleri ile kendilerinin ve ¢evresindeki
hiicrelerin, kok hiicre 6zelliklerini korumada, stres altinda hayatta kalmaya ve bagisiklik
diizenlemeye de katki saglar. Bu nedenlerden dolay1 kok hiicreleri saglikli tutmak ve
erken senesense girmelerini 6nlemek, organizmanin genel saghigi agisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir (51).

Metformin, uzun yillardir Tip-2 diyabet hastaligina karsi kullanilan, yan etkileri
alternatiflerinden daha az olan bir ilactir. Tip-2 diyabette kullanilmasina karsm son

yillarda farkl etkileri de gozlenmis ve konu iizerinde arastirilmalara baglanmustir.

Yapilan bircok caligmada metforminin AMPK yolagini aktive ettigi ve mammalian
target of rapamycin complex (mTOR) yolagim baskiladigini ortaya ¢ikarmistir. AMPK

hiicre gelismesi ve metabolizmanm yeniden programlanmasinda rol oynar. Ayrica
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AMPK, hiicre gelismesini mTOR’u baskilayarak diizenler (52). mTOR, baskilandiginda
farelerin yasam siirelerinin uzadig1 gozlenmistir (53). Bu yolagin aktivitesinin artmasi,
hiicre dongiisiiniin ilerlemesini tesvik eder ve proliferasyonu artirir. Fakat bu durum
timOr baskilama mekanizmalarina da zarar verir. Yolagin baskilanmas: ise kanseri,

yaslanmay1 ve diyabeti 6nlemektedir (54).

Bu bilgiler dogrultusunda metforminin bir anti-aging ilac1 olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir ve bu yolda klinik ¢alismalar baslatilmistir.

Anisimov at al (38) yaptig1 calismada, iki grup disi SHR fare ki ele alinmig, bir grup
kontrol iken diger gruba metformin verilmistir. Calismalar sonucunda metformin
verilen grubun, kontrol grubuna gore ortalama %38 daha uzun siire hayatta kaldiklar1 ve
daha uzun siire dogurgan kaldiklar1 gozlenmistir (38). Bu calisma g6z Oniine
alindiginda, metforminin kok hiicrelerin {izerinde olumlu etkileri olabilecegi
diisiiniilmektedir. Eger farelerin omiirleri ve dogurganliklar: artiyorsa, kok hiicrelerin de
daha uzun siire Ozelliklerini koruduklar1 ve senesense daha az maruz kaldiklar:

cikarimlar: yapilabilir.

Bu tez kapsaminda yapilan caligmada, metformin uygulamasinin multipotent stromal
hiicreler iizerinde yapacagi biyolojik etkileri gozlemlemek amaclanmistir. Bu amacg
dogrultusunda kiiltiire alman multipotent stromal hiicrelere hergiin metformin etken
maddesi verilmistir. Dort ayr1 dozaj grubu (1.5 mM, 3 mM, 6 mM ve 9 mM) ve bir
kontrol grubu ile yapilan kiiltiiriin 21. ve 28. giinlerinde bu hiicrelere apoptoz, hiicre

dongiisii, senesens ve proliferasyon testleri uygulanmigtir.

Bu testler sonucunda, 21. giinde kontrol grubunda %10.6’lik bir senesens orani
gozlenmisken metformin dozaj gruplarinda sirasiyla %8, %6, %5.6 ve %6.3’lik bir
senesens orani gozlenmistir. Yani senesens orani, dozaj gruplarinda yaklasik olarak
ortalama %40 azalmistir. Uzayan kiiltiiriin 28. giiniine gelindiginde ise kontrol grubu
%24.6 oranmnda senesens Ozelligi gosterirken dozaj gruplar1 sirasiyla %14.3, %14,
9%16.6, %17 oraninda senesens fenotipi gostermistir. Yani senesens orani, dozaj
gruplarinda yaklasik olarak ortalama %37 azalmistir. Test sonuglarinda gozlemlendigi
gibi metformin uygulamasi yapilan multipotent stromal hiicrelerde, uygulama

yapilmayan hiicrelere oranla senesense girme siirecini azalttig1 ve dolayisi ile hiicrelerin
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genc kalmasini sagladigi gozlenmistir. Bu durum Anisimov et al (38) yaptig1 ¢calisma

sonuclart ile ortiismektedir.

Aktif olarak boliinen hiicreleri DNA igerigi cogunlugunu G0/G1 fazindaki oldugu gibi
2n olsa da, 6nemli bir kismi da replikasyonun ve mitoz dncesinde 4n halde bulunur.
Hiicre dongiisii testlerinde ortaya c¢ikan sonucglara gore 21. giin kontrol grubunda
%74.85 oraninda GO/G1 evresinde hiicre gozlenmistir. Dozaj gruplarinda da sirasiyla
%72.7, %T1.75, %70.35, %69.85 oraninda GO/G1 evresinde hiicre gozlenmistir. 28.
giinde ise kontrol grubunda %80.8 oraninda GO/G1 evresinde hiicre gézlenmistir. Dozaj
gruplarinda swrasiyla %78.3, %74.4, %73.55, %73 oraninda GO/G1 evresinde hiicre
gozlenmistir. Dozaj gruplarinda GO/G1 evresinde daha az hiicrenin gozlenmesi,
senesens testlerinde gozlenen degerler ile gdz Oniine alindiginda aralarinda paralellik
gostermektedir. Bu durum hakkinda bir literatiir olmadigr icin, farkli kaynaklardan
kargilastirma yapilamamustir. Kontrol grubu hiicre dongiisiinde, dozaj gruplarma gore
daha fazla GO/G1 evresinde olan hiicre goriilmesi, senesens sonuglarinda bahsedilen
durum ile benzerdir. Senesent hiicre miktar1 daha fazla olan kontrol grubunun hiicre
dongiisii sekteye ugramis ve sonug olarak GO/G1 evresindeki hiicre oran1 daha fazladir.
Dozaj grubunda daha az senesent hiicre gozlemlenmis bdylece hiicre dongiisiinii devam
ettiren hiicre sayis1 kontrol grubundan fazladir. Sonug olarak, dozaj grubunda kontrol
grubuna gore daha az GO/G1 evresinde hiicreye rastlanmistir. Bu durum senesens test

sonuclar1 paralellik gostermektedir.

Metformin AMP-activated protein kinase (AMPK) yolagin1 aktive eder. Bu yolak ise
mTOR’u baskilamaktadir. mTOR yaslanma, hiicresel senesens, otofaj ve protein sentezi
ile ilgili baglantis1 olan bir yolaktir. Bu yolagin baskilanmasinin canli 6mriinii uzattigi,
ayrica hiicre gelisimini ve ¢ogalmasini baskiladigi, hiicre boliinmesi i¢in gerekli olan
protein sentezlerini durdurdugunu da ayrica gozlenmistir (39-40-41). Proliferasyon
testlerinde ise 21. giinde kontrol grubu dozaj gruplarina gore daha yiiksek proliferasyon
oranit gozlenmis. 28. giinde dozaj gruplari, kontrol grubundan daha az prolifere oldugu
gozlenmistir. Bu caligmada proliferasyon sonuglarini yorumlandiginda, 21. giinde,
metformin gruplarinda proliferasyon azaltmistir. Bu azalma 72. saatte 9 mM dozajda
yaklasik %57’°1lik bir azalma ile en diisiik proliferasyon degeri olmustur. Bu durum
metforminin hiicre cogalmasiyla baglantii olan mTOR’u baskliladigr bilgisi ile

paralellik gostermektedir. Bu bilgi ile yola cikarak, bu yolagin baskilandigi i¢in
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proliferasyon kontrole gore diistiigii ve senesent hiicre sayisinin azaldigi sdylenebilir.
28. giinde ise kontrol grubunun senesens orani artmis ve bu durumla paralel olarak
proliferasyon orani, dozaj gurubuna gore diigmiistiir. Senesens orani diisiik yani daha
geng ve cogalabilen hiicrelere sahip olan dozaj gruplarinin ise proliferasyon orani1 daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu artis 72. saatte 6 mM dozajda yaklasik %37°lik bir artig
ile en yiiksek proliferasyon degeri olmustur. Bu durum senesens hiicre sayis1 azalan ve
proliferasyonu kontrol altinda olan dozaj grubu hiicrelerinin, 28. giine gelinmesine

ragmen proliferasyon i¢in hala gen¢ ve gerekli potansiyelin korundugu sdylenebilir.

Bu tez kapsaminda elde edilen verilere dayanarak, metforminin beklenildigi gibi
hiicresel senesensi baskiladig1 ve / vaya geciktirdigi gézlenmistir. Daha az hiicre GO/G1
fazinda kalmis ve hiicre dongiisiiniin devam ettigi gozlenmistir. Proliferasyonun
baskilanmasi1 daha fazla hiicrenin kok hiicre potansiyelini kaybetmesinin Oniine
gecebilecek potansiyeli olduguna isaret etmektedir. Bu durum tedavi amach kiiltiir
ortaminda gerekli olan hiicre sayisinin, kisith pasaj sayisindan dolay1 ulagilamamasina
kars1 kullanilabilecegi, canlinin Odmiir uzunlugu saglamak icin, yashilik ve buna bagh
olan kanser ve diger dejeneratif hastaliklara kars1 kullanilabilecek potansiyeli oldugunu

da isaret etmektedir.

Kullandigimiz dozajlar arasinda cok acgik bir istatistiksel fark olusmamasi, konu
tizerinde daha fazla caligmanin gerektigini gostermektedir. Ayrica, yaptig1 etkinin daha
ayrmtil1 incelenip, molekiiler olarak ele alinmasi potansiyel olarak daha ayrintili
tedavilere ve yontemlere yol acacak olup, yashlik ve kanser konularina 6nemli katkilar

saglayacagi diistiniilmektedir.
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