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METFORMIN UYGULAMASININ REPLIiKATIF SENESENT
INSAN MEZENKIMAL KOK HUCRELERE ETKIiSINIiN
GEN IiFADESI DUZEYINDE INCELENMESI

Eda MERT GOKDUMAN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Kok Hiicre Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2018
Damisman: Prof. Dr. Servet OZCAN

OZET

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), kendini yenileme potansiyeli ve immiin modiilator
ozelligi sebebi 1ile torepatik etkiye sahiptirler. MKH’lerin torepatik amagh
kullanilabilmeleri icin in vitro olarak cogaltilmalar1 gerekliligi vardir ve bu durum
senesens sebebi ile kisitlanmaktadir. Senesens hiicre boliinmesini durduran, ancak
hiicrelerin metabolik aktivitelerinin devam ettigi dejeneratif bir siirectir. Metformin;
glukoz, insiilin ve IGF-1 seviyesini diisiiren, Tip 2 diyabette siklikla kullanilan etken bir
maddedir. Metforminin etki mekanizmasi senesens mekanizmasinda onemli yeri olan
IGF (insiilin benzeri biiyiime faktorii) sinyal yolag: ile yakindan iligkilidir. Bu sebeple
bu tez caliymasinda metformin uygulamasinin senesens siirecini geciktirecegi
diistiniilerek kiiltiir ortaminda replikatif senesens siirecine sokulan MKH’lere es zamanli
olarak cesitli dozlarda metformin uygulamas: yapilmistir. Kontrol grubu hiicrelere ve
metformin uygulanan hiicrelere kiiltiiriin 14., 21. ve 28. giinlerinde senesens iliskili -
galaktozidaz testi, hiicre dongiisii testi ve RT- qPCR c¢alismas1 yapilmistir. RT-qPCR
caligmalarinda senesens siireci ile yakindan iligkili stemness genleri ve DNA tamir
yolag ile iligkili cesitli genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimler incelenmistir.
Senesens iligkili B-galaktozidaz testi ve hiicre dongiisii testi sonuclar1 metformin
uygulamasimin MKH’lerin senesens siirecini dzellikle 28. giin 6 mM ve 9 mM grubunda
geciktirdigini  gostermistir. Metformin uygulamasinin kiiltiiriin - ge¢  safhalarinda
senesent hiicre oranini azalttig1, hiicre dongiisii testinde ise hiicreleri GO/G1 fazindan S
fazina gecisini sagladig1 gozlenmistir. Ayrica stemnes genlerinden hiicre dongiisiiniin
G1- S faz gecisini saglayan KLF4 geni ekspresyon seviyesinin kiiltiiriin ge¢ sathasinda
artmast (28. giin 9 mM dozda) da hiicre dongiisii testi bulgusunu desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Metformin, gen ekspresyonu, mezenkimal kok hiicre, senesens.
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INVESTIGATION OF EFFECT OF METFORMIN TREATMENT ON
REPLICATIVE SENESENT HUMAN MESENCHYMAL STEM CELLS AT
GENETIC EXPRESSION LEVEL.

Eda MERT GOKDUMAN

Erciyes University, Graduate School of Health Science
Department of Stem Cell
M.Sc Thesis, July, 2018
Supervisor: Prof. Dr. Servet OZCAN

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) have therapeutic effect due to their self-renewal
potential anda immun modulator effect. MSCs need to be replicated in vitro in order to
be used for therapeutic purposes, and this is restricted by the cause of senescence.
Senescence is a degenerative process that arrast cell division but continues the
metabolic activities of the cells. Metformin is an active ingredient which is decrase
glucose, insulin and IGF-1 levels and frequently used in Type 2 diabetes. The
mechanism of action of metformin is closely related to the insulin-like growth factor
(IGF) signaling pathway, which plays an important role in the senescence mechanism.
In this manner, we hypothesis that treatment with metformin would delay the
senescence. Metformin was administered at various doses on ongoing culture of MSCs.
Control group and the metformin treated group were subjected to senescence-related [3-
galactosidase test, cell cycle test and RT-qPCR test on days 14, 21 and 28 of the culture.
Alterations in gene expression of stemness and DNA damage repair (DDR) genes to the
related with senescence process were investigated by using RT-qPCR. Results of
senescence-related [-galactosidase test and cell cycle test showed that metformin
treatment delayed the senescence process of MSCs. It has been observed that 6 mM and
9 mM metformin treatment reduced the senescent cell ratio in the late cultures. In the
cell cycle test, it was observed that, metformin provided the transition of the cells from
the GO / G1 phase to the S phase. In addition, the increase in the late phase of the
expression of KLF4 gene, which is one of the stemness genes, which provides GI1-S

phase transition of the cell cycle( 9 mM dose,day 28) supports the findings.

Key Words: Metformin, gene expression, mesenchymal stem cell, senescence.
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1. GIRIS ve AMAC

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), c¢esitli hiicrelere farklilasma yetenegi olan
multipotent stromal hiicrelerdir (1). Cogu organ ve dokunun homeostatik dengesini
koruduklart i¢in Onemli bir terapdtik potansiyele sahiptirler. Ancak, MKH’lerin
terapotik amaclh kullanilabilmeleri icin in vitro olarak fazla sayida cogaltilmalari
gerekmektedir. MKH’lerin in vitro kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilmasi, pasaj sayisinin
artmas: veya hiicrelerin kiiltiirde kalma siirelerinin artmasindan dolayr senesens adi

verilen siire¢ nedeniyle kisitlanmaktadir (2).

Senesens; hiicre boliinme sayisindaki artiga bagl olarak, geri doniissiiz olarak hiicre
boliinmesinin durmasidir. Senesense giren hiicreler metabolik olarak aktiftirler ancak

béliinemezler (2).

Hiicrelerin ulasabilecegi en yiiksek boliinme sayis1 Hayflick Limiti olarak adlandirilir ve
Hayflick Limiti sonucu ortaya ¢ikan senesens siirecine replikatif senesens denir (3).
Senesens siirecinin ¢esitli belirtegleri vardir. Ornegin DNA hasar1 senesens siirecinin
onemli bir belirtecidir. Eger DNA tamir mekanizmast bozulursa kok hiicre
kompartmaninda azalma ya da fonksiyon kaybi olusabilir ve senesens mekanizmasi
tetiklenebilir. Ayrica son zamanlarda yapilan ¢esitli arastirmalar uzayan kiiltiir siireleri

sonucu senesent olan MKH’lerin ‘stemness’ Ozelliklerini kaybettiklerini gostermistir

(2).

Metformin; glukoz, insiilin ve IGF-1 (Insulin benzeri biiyiime faktorii-1) seviyesini
diisiiren, Tip 2 diyabette siklikla kullanilan, yan etkisinin az oldugu diisiiniilen etken bir
maddedir. Metforminin etki mekanizmasi IGF sinyal yolagi ile yakindan iliskilidir. IGF
ve IGFBP’lerin (Insulin benzeri biiyiime faktorii baglayic1 protein) senesens
mekanizmasinda Onemli yeri oldugu goz Oniine alindiginda, metforminin senesens

mekanizmasina etkisinin kaginilmaz oldugu diisiiniilmektedir (4).



Bu calismada metformin uygulamasinin mezenkimal kok hiicrelerde belirlenen bazi
DNA tamir genlerinin ve stemness genlerinin ekspresyon seviyesine etkilerinin
incelenmesi amacglanmistir. MKH’ler kiiltiir ortaminda replikatif senesens siirecine
sokulmus ve es zamanli olarak metformin uygulamasi yapilmistir. Kontrol grubu
hiicreler ve metformin uygulanan hiicreler 14., 21. ve 28. giinlerde trizol ile
toplanmistir. RT- qPCR teknikleri kullanilarak belirlenen ‘stemness’ genleri ile DNA
tamir genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin analizleri yapilmistir. Ayrica
hiicrelerin ~ kontrol gruplarmna kiyasla senesens siirecine girdikleri [B-galaktozidaz

boyama ve hiicre dongiisii testi yapilarak gosterilmistir.

Verilerin analizi sonucunda kiiltiirde gecen siireye bagli olarak MKH’lerin senesens ile
iligkili cesitli genlerin ekspresyon seviyelerinin degistigi tespit edilmistir. Metforminin
dokuda senesensi azaltan etken bir madde oldugu diisiiniildiigiinde, dokuda hiicre

yaslanmasina bagl fonksiyon kayiplarindan bazilarmin azaldig1 gézlemlenmistir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler, yiiksek sayida boliinme kapasitesine sahip, kendini yenileyebilen, farkli
hiicre tiplerine farklilasma 0zelligi olan ve ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan
hiicrelerdir. Bu hiicreler bir¢ok dokuda, organizmanin hayat1 boyunca, hiicreleri ikame
etmek i¢in smirsiz olarak boliinen bir tiir i¢ onarim sistemi olarak hizmet ederler. Bir
kok hiicre boliindiigiinde, her yeni hiicrenin ya bir kok hiicre olarak kalmasi (kendini
yenileme) ya da kas, kan, beyin hiicresi gibi daha 6zel bir isleve sahip baska bir hiicre

tipi olma (farklilagsma) potansiyeli vardir (5).

Memelilerde kok hiicreler iki tipte bulunur; embriyonik kok hiicreler ve embriyonik
olmayan "somatik" veya "yetiskin" kok hiicreler. Embriyonik kok hiicreler, embriyonun
blastosist evresindeki i¢ hiicre kiitlesinden (inner cell mass) elde edilirler. Bu hiicreler,
kalp, akcigerler, deri, sperm, yumurta gibi bircok 0zel hiicre tipinin ve organinin tiimii
dahil olmak iizere, viicutta hemen hemen her somatik (endodermal, ektodermal ve
mezodermal) ve germ hiicre tipini olusturabilirler. Yetiskin kok hiicreler ise
bulunduklar1 dokularm onarimi ve yenilenmesinden sorumludurlar ve multipotent

hiicreler olarak adlandirilirlar (5).
2.1.1. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), osteoblast, kondrosit, miyosit ve adiposit gibi
mezenkimal dokularin hiicrelerine farklilasma yetenegi olan multipotent stromal
hiicrelerdir (1,2). Mezenkimal kok hiicreler ilk olarak Friedenstein ve arkadaslari
tarafindan kemik iliginde tanimlanmig, daha sonra diger yetiskin ve fetal dokulardan
izole edilmistir. In vitro ortamda, farkli doku kdkenli MKH'ler, plastik yiizeye tutunma,

koloni olusturma kapasitesi ve hizli proliferasyon gibi ortak 6zelliklere sahiptirler (1).



MKH’ler gobek bagi, kemik iligi, adipoz doku gibi bir¢cok kaynaktan izole edilebilirler.
Kemik iligi, kordon kami ve adipoz doku kokenli MKH’lerin koloni olusturma
kapasitelerinin karsilastirilmalar1 sonucunda, adipoz doku kokenli hiicrelerin kapasiteri
en yiiksek kordon kani kaynakl hiicrelerin kapasitesinin en diisiikk oldugu goriilmiistiir.
Izolasyon verimi agisindan yapilan ¢alismalarda ise kemik iligi ve adipoz doku kaynakl
MKH’lerin verimi %100’e yakm iken kordon kani kaynakli hiicrelerin %30-40
verimle elde edilebildigi goriilmiistiir. Kemik iligi ve yag doku kaynakli hiicreler benzer
immunolojik 6zelliklere ve morfolojiye sahip olmasina ragmen yag dokusundan daha
fazla sayida MKH elde edilir. Ancak kemik iligi kaynaklt MKH’lerin daha uzun siiredir
calisilmas: sebebi ile klinik giivenilirlik ve uygulamalar agisindan daha fazla veri

bulunmaktadir (6,7).
2.1.1.1. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Insan MKH’leri adipoz dokuda bol miktarda bulunmaktadr. Kemik iligi ile
kiyaslandiginda kok hiicrelerin yag dokuda bulunma miktar1 daha fazladir. Mezenkimal
kok hiicreler, lipoaspiratta bulunan cekirdekli hiicrelerin %?2’sini olustururken, kemik
iligindeki hiicre popiilasyonunun ise yalnizca %0.001-0.004’ini olusturmaktadir (8).
Lipoaspiratin her bir mililitresinde bulunan kok hiicre sayis1 kemik iligindekinden 8 kat
daha fazladir ve lokal anestezi altinda elde edilen lipoaspirat hacmi, kemik iligi icin
miimkiin olandan en az bes kat fazladir (9). Ayrica adipoz doku kokenli MKH’ler,
kemik iligi kokenli kok hiicreler ile uzun proliferasyon kapasitesi ve ‘multilinage’
farklilagma yetenegi gibi 6zellikler agisindan benzerlik gostermektedir (8). Bu hiicreler
kartilaj, kemik, kas ve yag gibi mezenkimal kokenli dokulara farkhlagmaktadir. Ug
boyutlu kiiltiir sistemleri ile bu hiicrelerin kondrojenik ve osteojenik farklilasmasi
gerceklestirilmistir.  MKH’lerin noral hiicreler, kardiyomiyositler, hepatositler,
pankreatik hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi diger hiicre tiirlerine in vitro
farklilagmasi da rapor edilmistir. Bu durum da adipoz kdkenli MKH’lerin farkli germ

tabakalarina farklilasabildigini gostermektedir (10).



2.1.1.2. Mezenkimal Kok Hiicre Karakteristik Ozellikleri
2.1.1.2.1. Morfoloji

MKH’ler in vitro ortamda plastik kiiltiir kabina tutunan hiicrelerdir. Kiiltiir kabina
tutunduklarinda mikroskop altinda diiz yassilagmis olarak ya da uzun ve ince fibroblast
benzeri yapilar seklinde gozlenirler. Izole edildikleri dokulara goére hiicrelerin

morfolojisi degigskenlik gosterebilmektedir (11).
2.1.1.2.2. Yiizey Belirtecleri

2008 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT), hiicrelerin MKH olarak
smiflandirilmas: icin yiizeylerinde CD73 (SH3/4), CD90 ve CD105 (SH2) gibi
hematopoetik olmayan hiicre yiizey belirteglerini eksprese ederlerken (pozitif), CD11b,
CD14, CD19, CD34, CD45, CD79 ve HLA-DR (insan lokosit antijeni-DR) gibi tipik

hematopoetik belirtecleri eksprese etmemeleri (negatif) gerektigini bildirmistir (12).

Adipoz doku kaynakli MKH’ler icin; CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166 ve HLA I pozitif belirtecler iken,
CDl11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CD133 ve CD144 negatif
belirtecler olarak bilinmektedir (13).

2.1.1.2.3. Farkhlagsma Kapasiteleri

MKH 'lerin morfolojik veya fenotipik 6zellikleri araciligi ile belirlenmesinin yanisira, in
vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak dokularma farklilasma kapasiteleri de MKH
olarak tanimlanmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Cesitli caligmalar MKH’lerin kemik
ve adipositlere farklilagsmalarina ek olarak in vitro ortamda uygun kosullarda
kondrositler, tenositler, iskelet miyositleri, ndronlar ve viseral mezoderm hiicrelerine

(endotelyal hiicreler) de farklilagabildiklerini gdstermistir (14).

MKH'lerin osteoblastlara farklilagmasi icin klasik yontem hiicrelerin in vitro ortamda
askorbik asit, gliserofosfat ve deksametazon ile inkiibe edilmesidir. Osteoblastik
farklilagma daha sonra Alizarin Red ya da Von Kossa boyamas: ile tespit
edilebilmektedir. Adipojenik farklilasma i¢cin ise MKH’ler deksametazon, insiilin,

izobutil metil ksantin ve indometasin ile inkiibe edilir. Adipojenik faklilasma Oil Red O



boyamasi ile gosterilmektedir. Kondrojenik farklilagma icin MKH’lerin iic boyutlu
kiiltiir edilmesi ve ortamda doniistiiriicii biiylime faktorii-B bulunmasi gereklidir.

Kondrojenik farklilagsma ise Alkalin fosfataz boyamasi ile belirlenmektedir (14).
2.1.1.2.4. Mezenkimal Kok Hiicre Kullanim Alanlar

MKH, kas, kemik, kikirdak gibi farkli hiicre tiplerine doniisme potansiyelinin yanisira
tirettikleri sitokinler ve biiyiime faktorleri aracilig1 ile immiin modiilator etkiye sahiptir.
MKH’ler kemik iligi ve yag dokusundan kolayca elde edilebilmektedir. MKH'lerin ¢ok
yonlii farklilagma potansiyeli, immiin modiilator potansiyeli ve kolay elde edilebilirligi

hasarli dokunun onarimmi i¢in kullanimlarma olan ilgiyi artirmistir (15).

MKH’ler ilk olarak kanser hastalarmmda kemik iligini desteklemek amaci ile klinikte
kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra Graft Versus Host Hastaligi (GVHD), Crohn
hastaligi, Tip 2 diyabet, Multiple Skleroz gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir. Ayrica MKH’ler doku ve organ miihendisligi acisindan da umut verici

hiicrelerdir (15, 16).

Klinik hiicre terapisinde, izolasyondan sonra ve kiiltiir sirasinda kok hiicre verimi ve
elde edilen hiicre popiilasyonunun saflig1 istenen terapotik etkiyi elde etmek icin ¢ok
onemlidir. Bu nedenle MKH’ler steril ortamlarda iiretilir ve kalite kontrol testleri

yapildiktan sonra terapotik amagh kullanilir (16).
2.2. Senesens

MKH’ler kendini yenileme kapasiteleri sayesinde ¢ogu organ ve dokunun homeostatik
dengensini koruduklar1 i¢in Onemli tedavi edici potansiyele sahiptirler. Ancak
MKH’lerin tedavi amacl kullamilabilmeleri icin in vitro olarak cogaltilmalar:
zorunlulugu mevcuttur. MKH’lerin in vitro kiiltiir ortamlarinda ¢ogaltilmasi senesens

ad1 verilen siire¢ sebebiyle kisitlanmaktadir (2).

Senesens; telomer fonksiyon kaybi, reaktif oksijen tiirleri, DNA hasarinin bazi formlar1
ve belirli onkojenlerin aktivasyonu veya tiimor baskilayici genlerin reaktivasyonu dahil
olmak iizere cesitli stres faktorlerinin neden oldugu 6zel bir hiicre boliinmesi durmasi

formudur (Sekil 2.1) (17).



Senesent hiicreler diger bolinmeyen hiicrelerden ¢esitli belirtecler ve morfolojik
degisiklikler araciligiyla ayirt edilebilir. Ornegin; in vitro Kiiltiir ortaminda senesent
hiicrelerin boyutlarindaki ve c¢ekirdekgik sayisindaki artis morfolojik degisikliklerdir.
Senesens iligkili B-galaktozidaz olarak bilinen histokimyasal yontem senesent hiicrelerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir belirtectir. Bu yontem senesent hiicrelerde
artan lizozim aktivitesi sonucu  pH:6’da artan lizozomal B-Gal aktivesinin
belirlenmesine dayanir .Senesent bir hiicrenin diger belirteci de hiicre dongiisiiniin
durmasidir. Senesent hiicrede ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) ve ATR (ATM
and Rad3 related protein) gibi kinazlar aktive olur. Bu mekanizma p53’iin dahil oldugu
kontrol noktasi proteinlerini fosforile ederek boliinmeyi durdurur. Bu sebeple hiicrenin
DNA icerigi tipik olarak G1 fazindaki bir hiicrenin DNA igerigi gibi kalir. Senesent
hiicreler boliinme yetenegini kaybetseler dahi metabolik olarak aktiftirler (18,19).

Stres DNA Hasan

Oksidatif |-Teiomer le iiskisiz

K

Telomer
Fonksiyonlannin
Bozuimasi \

nkogen
ktivasyonu

Senesens
Senesens ie liski
;:rfrgzsunun iy Ergenas Sekretom
e 3 Direnci Degisikiikier Fenotipi
(SASP)

Sekil 2.1. Senesens Siirecinin Sebep ve Sonuclar1 (Acar MB, 2015)

2.2.1. Senesens Tiirleri
2.2.1.1. Replikatif Senesens

Replikatif senesens, hiicre boliinme sayisindaki artisa bagl olarak, kalici sekilde hiicre
boliinmesinin durmasi seklinde tanimlanmustir. Okaryortik dogrusal DNA ug
kisimlarinda, kromozomun biitiinliigiinii koruyan telomerler adi verilen tekrar dizileri
bulundurur. DNA replikasyonundan sonra kesintili iplik¢ikteki son Okazaki
fragmetinden sonra gelen primerin ¢ikarilmasiyla olusan bosluk sebebi ile her boliinme

sonrasinda telomerde kisalma meydana gelir. Bu durum  hiicrelerin bdliinme



kapasitelerini kisitlar ve hiicrelerin ulasabilecegi en yiiksek boliinme sayist Hayflick
Limiti olarak adlandirilir. Replikatif (kronik) senesens (Sekil 2.2) Hayflick Limiti’nin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (3).

2.2.1.2. Akut Senesens

Akut senesens, cesitli kimyasal (Doksorubisin, Hidrojen peroksit (H,0;)) ve fiziksel
ajanlarin veya onkogenlerce aktive edilen yolaklarin DNA iizerinde olusturduklar1 hasar
sonucu ortaya ¢ikan bir siirectir. Kronik senesensten farkli olarak, hasar aniden olusur
ve gecici olabilir (20). Ornegin; kemoterapi ajan1 Doxorubicin, topoizomeraz
enzimlerinden biri olan giraz1 stablize ederek, DNA’nin agilmasi sirasinda olusan
supercoiling olusumlarinin gevsemesini engeller ve bdylece cift zincir kiriklarma yol

acarak akut senesensi indiikler (21).

Replicative senescence: Stress-induced
premature senescence:
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p53/p21

n n
Rb —>» (Senescence

Sekil 2.2. Replikatif ve Akut Senesens. Hiicre ve
dokularda senesens siirecine sebep olan

durumlar ve senesens tiirleri Ozetlenmistir.
(Jesus BB, Blasco MA. 2012)

2.3. DNA Hasar1 Ve Kok Hiicrelerde DNA Tamir Genleri

Kok hiicreler, uzun 6miirleri nedeniyle bir¢cok ic¢ ve dis strese maruz kalabilir (Sekil
2.3). Hiicrenin kendi aktivitesi sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin zamanla
birikmesi sonucu ya da 1iyonize radyasyon ve kemoterapi ajanlar1 gibi c¢evresel
etmenler sonucu DNA hasar1 olusabilir. Ote yandan, hiicreler doku ve organ
homeostazisini desteklemek icin tiim islevlerini korumalidirlar. Bu nedenle, kok
hiicreler saglam ve etkili bir DNA hasar kontrol noktasina ve senesens veya apoptozu

tetiklemek yerine  hiicrelerin tamamen 1yilesmesini saglayan DNA onarim



mekanizmasina sahip olmalidirlar (2,22). DNA tamir mekanizmasi hiicrelerin DNA
hasarin1 minimize etmek i¢in kullandig1 temel mekanizmadir (23). Bu mekanizma
hasar goren DNA’larin tamir edilmesini saglar. Ancak DNA tamir mekanizmasi
bozulursa kok hiicre kompartmaninda azalma ya da fonksiyon kaybi olusabilir ve
senesens mekanizmasi tetiklenebilir. Bu nedenle DNA hasari, replikatif senesens

sirecinin onemli bir belirtecidir (24).

Tiim okaryotik hiicreler, DNA hasarmin potansiyel olarak zararl etkilerini ortadan
kaldirmak icin ¢ok yonlii bir tepki gelistirmistir (Sekil 2.3). DNA hasar1 ya da
replikasyonlardaki sorunlar algilandiktan sonra, hiicre dongiisii kontrol noktalari,
dongiiniin ilerlemesini durdurmak icin aktive edilir. Boylece hasar kardes hiicrelere
gecmeden onarim i¢in zaman kazanilmis olur. Kontrol noktas1 aktivasyonuna ek olarak,
DNA hasar cevab1 transkripsiyonel programlarin indiiksiyonuna, DNA onarim
yollarinin uyarilmasina ve hasar seviyesi ciddi oldugunda apoptozun baslatilmasina yol
acar. Bu siireclerin tiimii, genetik materyalin dogru sekilde kopyalanmasi ve

korunmasini saglar (25).

(o) () () (=)

A,

HASARI

DNA Tamiri;
Hiore Dénglsa Transkripsiyonal
Kontrol Noktalan Aktivasyonlar « Baz Eksizyon Tamiri Senesens
Aktivasyonu

« Nikleotid Eksizyon
Tamiri

* Yanhsg Eglegsme Tamiri
* Cift Zincir Kinklan Tamiri

Sekil 2.3. DNA Hasar1 Sebep ve Sonuglart. (R&D Systems Catalog, 2013)

2.3.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar

Hiicre dongiisii kontrol noktalari, hiicre bdoliinmesinde hiicre dongiisii gecislerinin

sirasmn1 - ve zamanlamasint izleyen diizenleyici yollardir. Memeli DNA hasar
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cevabindaki kontrol noktas1 yolaklarmin kilit diizenleyicileri ATM (mutasyona ugramis
ataksia telanjiyektazisi) ve ATR (ATM ve Rad3 ile iligkili protein) protein kinazlardir.
ATM ve ATR'nin, cogu ayn hiicresel substratlar1 fosforile ettigi goriinse de, genellikle
farkli DNA hasar tiirlerine cevap verirler. ATM, iyonize edici radyasyona maruz
kalindiginda ortaya ¢ikabilen DNA cift zincir kiriklarma (DSB) verilen yanitin birincil
aracidir. ATR ise ¢ift zincir kiriklar1 cevabinda sadece bir destek islevi goriirken, UV

hasar1 ve DNA replikasyon durmasinda verilen ilk yanit1 yonlendirir (25,26).
2.3.1.1. G1 Kontrol Noktasi

G1 hiicre dongiisii kontrol noktasi, hasar gormiis DNA'nin cogalmasimi 6nler ve memeli
hiicrelerinde en iyi anlasilmis kontrol noktasidir. Bu kontrol noktasinin merkezinde p53
proteininin birikmesi ve aktivasyonu vardir. Normal olarak biiyliyen hiicrelerde p53
diizeyi diisiiktiir. DNA hasar1 sonras1t ATM, Chk2’yi (Kontrol Noktas1 Kinaz 2) aktive
eder ve bu da p53’i fosforile ederek aktiflestirir. Aktiflesen p53 birikmesi hiicre

dongiisiiniin G1 noktasinda tutulmasini ya da apoptozun uyarilmasina neden olur (26).
2.3.1.2. S Kontrol Noktasi

S faz1 kontrol noktasi hiicre dongiisii ilerlemesini izler ve DNA hasarmi takiben DNA
sentezini azaltir. Bu kontrol noktas1t memelilerde en az anlasilmis kontrol noktasidir. G1

kontrol noktasinda oldugu gibi yine ATM ve ATR’ler gorev almaktadir (27).
2.3.1.3. G2 Kontrol Noktasi

G2 hiicre dongiisii kontrol noktasi, kromozom ayrimindan once hiicre dongiisiiniin
askiya alinmasini saglayan onemli bir kontrol noktasidir. Mitoza girme, sikline bagimli
kinaz Cdc2'nin aktivitesi ile kontrol edilir. Bu kontrol noktas1 Cdc2 kinaz aktivitesinin
inhibisyonuna baghdir. Chkl ve Chk2, Cdc25C’i fosforiller. Chkl veya Chk2
tarafindan serin-216 iizerinde Cdc25cnin fosforilasyonu, 14-3-3 proteinleri i¢in bir
baglanma alanmi yaratir. Niiklear Cdc2, Cdc25cnin yoklugunda fosforile edilir ve
hiicreler G2 fazinda tutulur. Insan Chk2, ¢ift zincir kiriklar1 varhiginda ATM'ye bagl
bir sekilde aktive edilir (27).
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2.3.2. DNA Onarim Mekanizmalari
2.3.2.1. Cift Zincir Kiriklar1 (Double Strand Break)

Cift zincir kiriklar1i (DSB'ler) DNA hasarmin en ciddi seklidir. Ciinkii bu hasarlar
transkripsiyon, replikasyon ve kromozom ayrimi i¢in problem olusturmaktadirlar. Bu
tip hasarlar, iyonize radyasyon ve bazi genotoksik kimyasallar gibi eksojen ajanlardan
ya da endojen olarak iiretilen reaktif oksijen tiirleri, tek iplikli DNA kopmalarinin
replikasyonu ve kromozomlarda mekanik stres gibi cesitli sebeplerden

kaynaklanabilmektedir (25).
DSB ile iliskili genler;

BRCA2; Hem BRCAI hem de BRCA2 o6zellikle cift zincir kiriklarinin DNA tamiri i¢in
homolog rekombinasyon yoluyla genom stabilitesinin korunmasi ile iliskilidirler.
BRCAIve BRCA?2 genlerindeki kalitsal mutasyonlar, meme ya da yumurtalik kanseri

gelisme riskini artirir (26).

MREIIA; Bu gen, homolog rekombinasyon, telomer uzunlugu korunmasi ve DNA c¢ift
zincir kiriklarmin onariminda yer alan bir niiklear proteini kodlar. Bu protein 3’- 5’

ekzoniikleaz aktiviteye ve endoniikleaz aktiviteye sahiptir (26).

XRCC4; Bu gen tarafindan kodlanan protein, DNA ¢ift zincir kiriklarmin onarimmu i¢in

DNA ligaz IV ve DNA bagiml protein kinazi ile birlikte islev goriir (26).
2.3.2.2. Yanhs Eslesme Tamiri ( Miss Match Repair)

DNA yanlis eslesme onarimi (MMR) yolu, sirasiyla niikleotitlerin DNA polimeraz ile
yanlis birlesmesinden ve sablon kaymasindan kaynaklanan baz-baz uyusmazliklar1 ve
ekleme / delesyon dongiileri gibi replikasyon hatalarinin diizeltilmesinde 6nemli bir rol

oynar (27).
MMR ile iliskili genler;

MLHI; bu gen tarafindan kodlanan protein, DNA yanlis eslesme onarim sisteminin
parcast MutL. alfay1 olusturmak icin yanlis eslesme onarim endoniikleazi PMS2 ile

heterodimerize olur. Kodlanan protein ayn1 zamanda DNA hasar sinyalizasyonunda yer
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alir ve mayoza karigan MutL gama olusturmak icin DNA uyumsuzlugunu onaran

protein M1h3 ile heterodimerize olur (26).

TREXI; bu gen 3’ekzoniikleaz aktiviteli bir niiklear preotein kodlar. Kodlanmig protein

DNA onariminda rol oynar ve DNA polimeraz i¢in bir diizeltme islevi goriir (26).

MSH?2; bu gen tarafindan kodlanan protein, DNA replikasyonu sirasinda yapilan hatalar:
diizeltmeye yardimci olur. MSH2 proteini, DNA replikasyonu sirasinda DNA

tizerindeki hatalarm yapildig: yerleri tanimlar (26).

MSHS5; bu gen, DNA uyusmazligi onarimi ve mayotik rekombinasyona katilan MutS
ailesinden bir iiyeyi kodlar. Bu protein, iyonlastirici radyasyonla indiiklenen apoptozda

rol oynar (26).

POLD3; bu gen, DNA polimeraz deltanin 66 kDa altbirimini kodlar. DNA polimeraz
delta hem polimeraz hem de 3’- 5' ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir ve DNA

replikasyonu ve onariminda kritik bir rol oynamaktadir (26).

PRKDC; bu gen DNA bagimli protein kinazin katalitik alt tinitesini kodlar. DNA cift
iplik kiriklarinin onariminda ve rekombinasyonunda Ku70 / Ku80 heterodimer proteini

ile birlikte calisir (27).
2.3.2.3. Baz Eksizyon Tamiri (Base Excision Repair)

Baz Eksizyon Onarimi (BER), oksidasyon, metilasyon, deaminasyon veya spontan
DNA baz kaybolmasindan kaynaklanan hasarlar1 diizelten ¢ok adimli bir islemdir. Bu
degisiklikler yiiksek mutajeniktir ve bu nedenle genom dogrulugu ve stabilitesi

acisindan 6nemli bir tehdit olusturur (28).
BER ile iliskili genler;

MUTYH; bu gen, oksidatif DNA hasar onarimina katilan bir DNA glikozilaz1 kodlar.
Enzim, adeninin; guanin, sitozin ya da 8-okso-7,8-dihidroguanin ile uygunsuz eslendigi
yerlerde DNA omurgasindan adenin bazlarini ¢ikarir. Bu gen iirliniiniin, oksidatif
hasardan sonra tek zincir kiriklar1 ile apoptoz sinyali vermede rolii oldugu

diistiniilmektedir (26).
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MPG; bu genin iirlinii alkilleme lezyonlar1 tarafindan olusturulan hasarlh DNA

polimerinden 7-metilguanin hidrolizini saglar (26).

NTHLI; bu gen tarafindan kodlanan protein, endoniikleaz III ailesinin bir DNA N-
glikosilazidir (26).

FENI; bu gen tarafindan kodlanan protein DNA onariminda 5 'sarkan kanatlar1 ¢ikarir

ve kesikli iplik¢cik sentezinde Okazaki fragmanlarinin 5' uglarmi isler (26).

OGGI; bu gen, reaktif oksijene maruz kalmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan bir
mutajenik baz yan iiriinii olan 8-oksoguaninin eksizyonundan sorumlu enzimi kodlar.

Bu enzimin etkisi, zincir boliinmesi i¢in liyaz aktivitesini icerir (26).

MBD4; bu gen tarafindan kodlanan protein, spesifik olarak metillenmis DNA'ya

baglanabilir ve baz1 metillenmis gen promoterlerinden transkripsiyonu bastirabilir (26).

2.3.2.4. Niikleotid Eksizyon Tamiri ( Nucleotide Excision Repair)

Niikleotid  Eksizyon Onarimi (NER), DNA hasarlarinin ¢esitliligi gdz Oniine
alindiginda DNA onarim yollarinin en esnek olanidir. Bu hasarlarm en 6nemlisi, giines
1518min UV bileseninin neden oldugu pirimidin dimerleridir. Diger NER substratlari,
agir kimyasal eklentileri, DNA icbiikey capraz baglar1 ve bazi oksidatif hasar
bicimlerini icerir. NER yolagi tarafindan taninan lezyonlarm ortak 6zellikleri, DNA cift
ipliginin hem sarmal bir bozulmasina hem de DNA kimyasinin degistirilmesine neden

olmasidir (28).

NER ile iligkili genler;

XPA; bu gen, DNA onarimimin 6zel bir tiirii olan niikleotid eksizyon tamirinde (NER)
merkezi bir rol oynayan bir ¢inko parmak proteini kodlar. Kodlanmis protein DNA ve
birkag NER proteini ile etkilesime girer, DNA hasar alanlarinda NER insizyon

kompleksini bir araya getirmek i¢in bir iskelet gorevi goriir (26).

RAD23A; Bu gen tarafindan kodlanan protein, niikleotid eksizyon tamirinde yer alan bir
protein olan Saccharomyces cerevisiae Rad23'in iki insan homologundan biridir. Bu gen
tarafindan kodlanan protein, niikleotid eksizyon tamirinde ve ayrica poliiibikitinlenmis

proteinlerin proteozama verilmesinde onemli bir rol oynamaktadir (26).
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ERCC3; bu gen, niikleotid eksizyon tamirinde islev goren bir ATP bagimli DNA
helikazi kodlar (26).

2.4. Kok Hiicrelerde Stemness Genleri

Stemness, kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasmis hiicreleri olusturma
ozelliklerinin altinda yatan molekiiler siireci ifade eder. Stemness 0zelligini kontrol
eden genler baslica hiicrenin kendini yenilemesini ve farklilagsmasini diizenlemede rol

oynarlar (2).

OCT4; bu gen embriyonik gelisim ve kok hiicre pluripotensinde anahtar rol oynayan bir
transkripsiyon faktoriinii kodlar. Bu genin yetiskin dokulardaki istisnai ekspresyonu

tiimorojenez ile iliskilidir (26).

NANOG; bu gen tarafindan kodlanan protein, embriyonik kok hiicre ¢ogalmasi,
yenilenmesi ve pluripotensini diizenleyen, DNA baglayan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Kodlanan protein embriyonik kok hiicre farklilasmasini bloklayabilir ve ayrica

farklilasan hiicrelerde kendi ekspresyonunu baskilayabilir (26).

KLF4; bu gen transkripsiyon faktorlerin Kruppel ailesine ait transkripsiyon faktor olan
bir protein kodlar. Kodlanan ¢inko parmak protein cildin bariyer fonksiyonunun normal
gelisimi icin gereklidir. Kodlanan proteinin, DNA hasar1 sonrasinda tiimor baskilayici
gen p53 araciligiyla hiicre dongiisiiniin  G1’den S’e gecisini  kontrol ettigi

diistiniilmektedir (26).

SALL4; bu gen, abdusens motor ndronlarin gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen bir

cinko parmak transkripsiyon faktor kodlar (26).

Eras; bu gen kiiciik GTPaz Ras protein ailesinin siirekli aktif bir iiyesi olan geni kodlar.
Kodlanan protein farklilasmamis kok hiicrelerdeki fosfotidilinositol 3- kinaz sinyal
iletim yolagm aktiflestirir, fakat farklilagsmis hiicrelerde eksprese edilmez. Bu genin

kanser ve kemoterapi direnci ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (26).

SOX15; bu gen, hiicre kaderinin belirlenmesi ve embriyonik gelisimin diizenlenmesini

iceren transkripsiyon faktorlerinin SOX ailesinden bir iiyesini kodlar. Kodlanan protein,
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diger proteinlerle bir protein kompleksi olusturduktan sonra transkripsiyonel

diizenleyici olarak davranir (26).

TCLI; insanlarda TCLI geninin asir1 ekspresyonu olgun T hiicre 10semisi gelisiminde
rol oynar. Normal T hiicrelerde TCLI, CD4-/CD8- hiicrelerde eksprese edilir ancak
farklilasan hiicrelerde eksprese edilmez. 7TCLI, hiicre sagkalim kinazi AKT'nin bir

koaktivatorii olarak islev goriir (26).

UTF1; UTFI geni tarafindan kodlanan protein kromatin ile yakindan iliskilidir ve
embriyonik karsinoma ve embriyonik kok hiicre farklilasmasi icin gereklidir. Ozellikle

pluripotent hiicrelerde bulunur ve transkripsiyonel represor olarak islev goriir (26).

BMI1I; bu gen polykomb grup kompleks I (PRCI)’in ana bileseni olan bir halka parmak
proteini kodlar. Bu kompleks, somatik kok hiicrelerde kendini yenileme ve embriyonik
gelisimi iceren ¢oklu diizenleyici genlerin zorunlu epigenetik represorii olarak kromatin
yeniden diizenlenmesinde islev goriir. Bu protein DNA hasar1 tamirinde de 6nemli rol
oynar. Bu gen bir onkogendir ve uygunsuz ekspresyonu cok sayida kanserle ve

kemoterapi direnciyle iligkilidir (26).

ZFP42; bu gen pluripotensin bilinen bir belirtecidir ve genellikle farklilagsmamis
embriyonik kok hiicrelerde bulunur. Pluripotens i¢in bir belirte¢ olmasinin yan sira,

diizenlenmesi pluripotensinin siirdiiriilmesinde de 6nemli rol oynar (29).
2.5. Metformin

Metformin; glukoz, insiilin ve IGF-1 seviyesini diisiiren, tip 2 diyabette siklikla
kullanilan bir anti-diabetik ilactir  (4). Metformin, iyi tolere edilmesi ve
farmakokinetik olarak giivenli bulunmasi sebebiyle Tip 2 diyabet tedavisinde sikca
tercih edilmektedir. ~ Metformin hepatik glikoneojenezi inhibe ederek etki gosterir.
Anti-hiperglisemik etkisine, hepatik insiilin duyarlilig1 ve kaslardaki glikoz emiliminin
artis1 aracilik eder (30,31).

Mitokondri metformin i¢in 6nemli bir hedeftir.Mitokondriyal aktivite sonucu olusan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicreler icin toksiktir ve DNA hasar1 olusturabilir. Bu
durum oksidatif strese ve mitokondri fonksiyon bozukluguna sebep olur. Mitokondrial

fonksiyon bozuklugunun karaciger, kas, yag, kalp ve pankreas gibi dokularda insiilin
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direnci ile iliskili oldugu bildirilmektedir (32). Ayrica metforminin AMP-activated
protein kinaz (AMPK) mekanizmasini da aktive ettigi gézlenmistir. Glukoz eksikligi ve
hipoksi gibi metabolik stres kosullarinda artan AMP:ATP orant AMPK’y1 aktive eder.
Hepatositlerde mitokondri matriksinde metformin birikir ve mitokondrial solunum
zincirindeki komleks I’'1 hedef alir. Kompleks I inhibe edildiginde ATP iiretimi azalir,
ADP ve AMP seviyesi artar ve bu durum AMPK aktivasyonuna yol agar. AMPK
glikoneojenik gen transkripsiyonunu ve insiilin duyarliligina sebep olan yapi iiretimini
inhibe eder. Ayrica metformin uygulamasinin DNA hasar1 olusturan ajanlarin aktive

ettigi mekanizmalar1 baskiladig1 gézlemlenmistir (33).
2.6. Hiicre Kiiltiirii

Doku kiiltiirii, yirminci yiizyilin basinda, hem normal homeostaz sirasinda hem de bir
deneyin stresinde in vivo olarak ortaya c¢ikabilecek degisikliklerde hayvan hiicrelerinin
davranigini incelemek i¢in tasarlanan bir yontemdi. Daha sonra dokulardaki hiicrelerin
ekstraselliiler matriks proteinleri ve hiicre-hiicre baglantilarin1 kesecek enzimler
kullanim1 ile bireysel olarak izole edilebilecegi anlasildi. Bu durum, bir dokudaki
hiicrelerin mekanik ya da enzimatik yollarla ayristirilmas: ve organizma dis1 ortamlarda
hiicrelerin yetistirilmesini saglayan yontem olan hiicre kiiltiirli teriminin ortaya

cikmasini saglamustir (34).

Hiicre kiiltiirii, dokulardan gelen hiicrelerin homojenizasyonunu ve karakterizasyonu
kolaylastirmasi ve in vitro ortamlarin modellemesine olanak vermesi sebebiyle avantaj
saglar. Ayrica, hiicrelerin c¢esitli etken maddeler, kimyasallar ve ilaglar ile
etkilesimlerinin incelenmesine olanak saglar. Bu yonii ile hiicre kiiltiirii yeni tedavi

edici ajanlarin da bulunmasina katki saglar (34).
2.7. Hiicre Kiiltiirii EKipmanlar

Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in hiicre kiiltiirii laboratuvarlarimda bulunmas: gereken
temel ekipmanlar vardir. Hiicre caligmalarinin yapildigi steril kabin, kiiltiire edilen
hiicrelere uygun yetisme ortami saglayan (%5 CO,, 37 °C) karbondioksit inkiibatorii ve
hiicrelerin gbzlemlenmesini saglayan invert mikroskop bu ekipmanlarin en temelleridir.
Hiicrelerin pasajlama asamalarinda ¢oktiiriilmesinde kullanilan santrifiijler, hiicrelerin

sayllmasinda kullanilan lamlar, Kkiiltiir malzemelerinin muhafazas1 i¢in gerekli
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sogutucular (+4 °C, -20 °C, -80 °C) ve hiicrelerin uzun dénem muhafazasi i¢in gerekli

azot tanklar1 da hiicre kiiltiir laboratuarlarinin 6nemli malzemeleridir (34).
2.7.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Kimyasallar
2.7.1.1. Besiyerleri

Kiiltiire edilen hiicreler steril bir ortam ve biiylimek icin besinlere ihtiya¢ duyarlar.
Besiyerleri hiicrelerin biiyiiyiip cogalmasi icin gerekli besinleri saglayan sivilardir.
Hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli amino asitler, vitaminler, yag asitleri, tuzlar
besiyerinin icerigini olusturmaktadir. Besiyerleri pH acisindan stabil olmak zorundadir.
Cogu hiicre 7.2-7.4 pH araliginda yasar ve pH nin stabilitesi optimum hiicre kiiltiirii
kosullar1 i¢in zorunludur. pH ‘nin diizenlenmesi ¢esitli tampon sistemleri araciligiyla
gerceklestirilmektedir. Bunlardan ilki karbon dioksitin (CO;) Dbesiyerinin
karbonat/bikarbonat (CO3; /HCO3) icerigi ile dengelendigi dogal tampon sistemidir. Bir
digeri ise HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) olarak
adlandirilan bir ziviteryonun kullanildig1 kimyasal tamponlama sistemidir. Dogal
bikarbonat/ CO, tamponlama sistemleri kullanan kiiltiirler genellikle % 5-10 CO,
saglayan inkiibatorlerde inkiibe edilmelidir. Bu sistemin diisiik maliyetli olmasi, toksik
olmamasi ve hiicrelere kimyasal faydalar saglamasi avantajlarindandir. HEPES, pH 7.2-
7.4 araliginda c¢ok iyi tamponlama kapasitesine sahiptir. Pahali olmasi ve yiiksek
dozlarda bazi hiicre gruplar1 i¢in toksik olmasi dezavantajlarindandir. HEPES sistemi
kontrol altinda tutulan gaz ortama ihtiya¢ duymamaktadir. Cogu ticari kiiltiir
medyumlar1 pH indikatorii olarak fenol red icermektedir. Kiiltiir medyumu, rengi sariya

(asidik) ya da mora (bazik) dondiigiinde degistirilir (35).

Hiicre kiiltiirlinde besiyerinin sicakligi da ©onemli bir etkendir. Kullanim disinda
sogutucularda saklanan besiyerleri hiicre kiiltiir ortamina uygulanmadan dnce 37 °C’ye

isitilmalidir (35).
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2.7.1.1.1. Besiyeri Icerigi
2.7.1.1.1.1. Karbohidratlar

Besiyerlerinde enerjinin temel kaynag1 seker formundaki karbohidratlardir. Genellikle
glukoz ve galaktoz besiyerlerinin temel sekerleridir. Ancak bazi besiyerleri maltoz ya da
siikroz da igerebilmektedir. Besiyerlerinin seker orami 1g/L ile 4.5g/L arasinda
degisebilmektedir. Yiiksek seker oranma sahip besiyerleri ¢ok yaygin olmayan
hiicrelerin biiylimesini desteklerken, MKH’ler i¢in diisiik glukozlu (1 g/L) besiyerleri
kullanilmaktadir (35).

2.7.1.1.1.2. Vitaminler

Hiicre kiiltiirlerinde kullanilan serum vitaminlerin temel kaynagidir. Ancak cogu
besiyeri vitaminlerce zenginlestirilmistir. Vitaminler bir¢cok kofaktoriin onciilleridir. B
grubu vitaminleri gibi cogu vitaminler hiicre biiylimesi ve proliferasyonu icin
zorunludur. Bazi besiyerleri vitamin A ve E’den zengindir. Vitaminler genellikle

besiyerine riboflavin, tiyamin ve biotin saglamak i¢in kullanilirlar (35).
2.7.1.1.1.3. Inorganik Tuzlar

Besiyerinde bulunan inorganik tuzlar, hiicrelerin osmotik dengesini korumasina ve
kalsiyum, potasyum, sodyum gibi iyonlar araciligiyla membran potansiyelini
diizenlemesine yardimci olur. Tiim bunlar hiicre tutunmasi ve enzim kofaktorleri olarak

hiicre matriksi i¢in gereklidir (35).
2.7.1.1.1.4. Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin yapi1 taglaridir. Hiicreler esensiyel amino asitleri kendileri
sentezleyemedikleri icin bu amino asitler besiyerine eklenmek zorundadir. Glutamin,
hiicre kiiltiiriinde kullanilan esensiyal amino asittir. Glutamin hizli degrede oldugu i¢in,
besiyeri kullanilmadan hemen o©nce eklenerek hiicrelerin optimum performans
gostermesi saglanir. Bazi besiyerleri daha kararli olan L-Alanil glutamin igerirler.
Esensiyal olmayan amino asitlerin de besiyerine eklenmesi hem hiicre biiylimesini

tetikler hem de kiiltiir siiresince canliliklarini uzatir (35).
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2.7.1.1.2. Besiyerine Eklenen Maddeler
2.7.1.1.2.1. Serum

Serum, MKH’lerin besiyerlerine eklenen O©Onemli bilesenlerdendir. Genellikle
besiyerlerine %10 oraninda katilan serumlar; c¢esitli biiyiime faktorleri, sitokinler ve
hiicrelerin kiiltiir kaplarma tutunmasini saglayan faktorler icerirler. Fetal Bovine Serum
(FBS); trombosit kokenli biiyiime faktorii( PDGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF2-
ya da bFGF), epidermal biiyiime faktorii ve az miktarda farkli biiylime faktorleri
icermektedir (36).

2.7.1.1.2.2. Antibiyotik

Hiicre kiiltiirti caligmalarinin aseptik kosullarda yapilmasi ve besiyerinin steril olmasi
onem arz etmektedir. Bakteri ve fungus kontaminasyonundan hiicreleri korumak
amaciyla besiyerlerine antibiyotikler eklenir. Siklikla kullanilan antibiyotikler; penisilin,

streptomisin, gentamisin ve amfoterisin’dir (36).
2.7.1.1.2.3. Glutamin

Glutamin, hiicre kiiltiiriinde kullanilan esensiyal amino asittir. Glutamin hizli degrede
oldugu icin, besiyeri kullanilmadan hemen O©nce eklenerek hiicrelerin optimum

performans gostermesi saglanir (35).
2.7.1.1.2.4. Biiyiime Faktorleri

Serum cesitli biiylime faktorlerini icermesine ragmen bazi hiicrelerin daha iyi biiylimesi
icin besiyerine biiylime faktorii ilavesi gerekebilmektedir. Yaygin olarak Fibroblast
Biiyiime Faktorleri (FGF), Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii (VEGF) ve insulin benzeri biiyiime faktorleri olan IGF-1 ve IGF-1T’ler
kullanilmaktadir (36).

2.7.1.2. Tripsin

MKH’ler gibi kiiltiir kabina tutunan hiicrelerin yeterli yogunluga ulagsmasi sonucu ya da
analizler i¢cin toplanmasi amaci ile kiiltiir kabindan kaldirilmas: i¢in Tripsin enzimi

kullanilmaktadir. Ancak Tripsin enziminin proteolitik aktivitesi hiicre ylizey reseptorleri
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ya da membran proteinlerini keserek hiicreye zararli olabilir. Bu nedenle hiicreler
Tripsin enzimi ile kisa siireli muamele edilir ve enzim aktivitesi serum ile durdurulur

(37).
2.7.1.3. Fosfatla Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

Fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltileri (PBS) genellikle hiicre yiizeyinin yikanmasi amaci
ile kullanilmaktadir. Hiicrelerin idamesi ya da pasajlanmasi sirasinda tutunan hiicre
yiizeyinin yikanmasini ve tripsin enziminin aktivitesini 6nleyecek serum kalintilarinin
uzaklastirilmasin1 saglar. Hiicre Kkiiltiiriinde yikama islemleri i¢in kullanilan PBS
kalsiyum ve magnezyum igermez. Kalsiyum ve magnezyum iceren PBS ise genellikle

primer kiiltiir sirasinda kollejenaz enziminin aktivitesini saglar (36).
2.8. Cahsmada Kullanilan Testler
2.8.1. Senesense Bagh Beta- Galaktozidaz Testi

Senesens iligkili Beta Galaktozidaz aktivitesi, replikatif senesens biyomarkir1 olarak
yaygm sekilde kullanilmaktadir. Senesent hiicrelerdeki lizozomal kiitle artisinin bir
sonucu olarak, klasik lizozomal enzim seviyesindeki artigin hiicrelerde tespit edilen pH

6 B-galaktosidaz aktivitesi ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir (38).

pH 6.0'da saptanabilen Senesense Bagli Beta-Galaktosidaz (SA-Pgal) aktivitesi,
kiiltiirdeki ve memeli dokularindaki senesent hiicrelerin tanimlanmasina olanak saglar.
B-galaktosidaz enzimi ile ¢oziinmeyen bir mavi bilesik olusturan kromojenik substrat 5-
bromo-4-kloro-3-indoil-D-galaktopiranosid (X-gal) kullanilarak senesent hiicrelerin
tespiti saglanir. Lizozomal B-galaktosidaz aktivitesi, cogu memeli hiicresinde, normal
olarak pH 4'te, X-Gal kullanilarak gerceklestirilen sitokimyasal boyama vasitasiyla
yerinde tespit edilebilir. Ancak spesifik olarak senesent insan fibroblast kiiltiirlerinde
bulunan, fakat ‘quisent’ veya farklilasmis hiicrelerde bulunmayan bir pH 6-galaktosidaz

aktivitesi senesent hiicrelerin ayrimini saglar (18,39).
2.8.2. Hiicre Dongiisii Testi

Hiicre dongiisii, okaryotik hiicrelerin biiyiimesi ve iki yavru hiicreye boéliinmesi ile

sonuclanan ©6nemli ve temel siireclerden birini temsil eder. Hiicre dongiisiiniin
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diizenlenmesi, genetik hasarin onarimini ve kontrolsiiz hiicre bdliinmesinin dnlenmesini
diizenledigi icin hiicre sag kalimi acisindan kritiktir. Hiicre dongiisii regiilasyonundaki
bozukluklar, tiimor hiicrelerinin karakteristik bir Ozelligidir ve hiicre dongiisiiniin
kontrol edilmesinde rol oynayan genlerdeki mutasyonlar, kanserde oldukca yaygindir.
Bu sebeplerden dolay:r hiicre dongiisii analizi, kanser karsiti bilesiklerin etkisini
anlamada veya hiicre boliinmesi mekanizmalarini incelemede giderek daha 6nemli hale

gelmistir (40,41)

Akim sitometri temelli bir cihaz olan Muse Cell Analyzer, Muse™ (Merck Millipore,
ABD) Cell Cycle Kiti aracilig: ile hiicrelerin hiicre dongiisii asamalarinin tespitinin
gerceklestirilmesine olanak saglar. Cell Cycle kiti, 6zel bir formiilasyonda niiklear
DNA’ya baglanan Propidyum Iyodiir (PI) boyas: ve RNAz A igeren bir soliisyon sunar.
PI, DNA boyanmasimin 6zgiinliigiinii arttran RN Az varliginda hiicrelerin farkli DNA

icerigine dayanarak, hiicre dongiisiiniin farkli agamalarindaki hiicreleri ayirir (42).

Dinlenme fazindaki hiicreler (G0/G1), her bir kromozomun iki kopyasmi igerir.
Hiicreler dongiiye girdiklerinde, kromozomal DNA'y1r (S fazi) sentezlerler. Tiim
kromozomal DNA iki katina ¢ikana kadar (G2/M fazi) PI'dan gelen floresan yogunlugu
artar. Bu asamada, G2/M hiicreleri, G0/G1 popiilasyonunun iki kati yogunlukta
floresana sahiptir. Bu analiz, her hiicre dongiisii fazindaki (G0/G1, S ve G2/M) hiicre
yiizdesini ayirt etmek ve 6lgmek icin DNA igeriginin PI ile boyamasina dayanmaktadir

(42).
2.8.3. Real-Time PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), kompleks bir DNA havuzundan spesifik bir DNA
fragmentinin cogaltilmasmi saglayan basit, enzimatik bir yontemdir (43). Her PCR
reaksiyonu hedef DNA bdlgesinin ¢ogaltilmas: i¢in kalip DNA, primerler, niikleotitler
ve DNA polimeraz enzimine gereksinim duyar. DNA polimeraz enzimi, bireysel
niikleotitleri birbirine baglayarak PCR iiriiniinii olusturan enzimdir. Niikleotitler, DNA
yapisinda bulunan adenin, guanin, sitozin ve timin bazlaridir. Primerler, ¢ogaltilacak
hedef DNA dizisine tamamlayici, kisa DNA parcalaridir. Primerler DNA polimeraz
enzimi icin uzama noktas: saglarlar ve her hedef bolge icin 6zel iretilirler. Tiim bu
bilesenler reaksiyon tiipiinde karistirilip ‘Thermal Cycler’ cihazinda tekrarlayan

dongiilere tabi tutularak DNA amplikasyonu gerceklestirilir (43,44).
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PCR reaksiyonu temelde ii¢ basamaktan olusur; denatiirasyon, hibridizasyon
(annealing) ve uzama. Denatiirasyon, c¢ift iplikli kalip DNA’nin yiiksek sicaklikta (95-
98 °C) ayristirilmasit ve tek iplik¢ikler olusturularak primerler icin hedef haline
getirildigi basamaktir. Daha sonra sicaklik tek iplik¢ikli kalip DNA’daki hedef dizinin
primerler ile birlesmesine izin verecek sekilde diisiiriilir ve bu basamak hibridizasyon
ya da annealing olarak adlandirilir. Hibridizasyon sicakligi, dogrudan primerin
uzunluguna ve bilesimine baghdir. Primerler baglandiktan sonra DNA polimeraz
enziminin hedef bolgeye 0zgiin olarak bazlar1 eklemesi ve istenen DNA bolgesini
cogaltilmast uzama basamagi olarak adlandirilir. Uzama basamagi genellikle 72-78
°C’de gergeklestirilir. Bu ii¢ dongiiniin her bir tekrart DN A miktarinin iki katina ¢ikmasi

ile sonuglanir (44).

PCR';m gelistirilmis versiyonu olan gercek zamanli PCR olarak adlandirilan teknik gen
ekspresyon seviyesinin kantitatif dl¢iimlerinin yapilabilmesine olanak verir. Kantitatif
gercek zamanli PCR (RT-qPCR), DNA'nin sadece belirlenmesinin otesinde DNA
hakkinda bilgi saglar. qPCR, PCR iiriinii sentezlenirken es zamanlh olarak iiriiniin hem
saptanmas1 hem de nicellestirilmesini saglar  (45). Biriken iriiniin gercek zamanl
izlenmesi, primerlerin, problarmm veya PCR iiriiniiniin fluorojenik molekiiller ile
etiketlenmesi ile miimkiin kilinir (46). PCR iiriinlerinin belirlenmesi ve miktarinin
saptanmasi i¢in yaygin olarak iki yontem kullanilir. Bu yontemlerden ilki cift iplikli
DNA'’ya nonspesifik olarak baglanan florasan boyalarin kullanilmasi iken (YO-PRO-1,
Sybr Green 1, EvaGreen vb,), ikincisi ise florasan etiketli dizi spesifik DNA problarin
kullanilmasidir  (43,46). En yaygin olarak kullanilan ve bu ¢aligmada da kullanilan
SYBR Green I, standart PCR kosullar1 altinda iki pozitif yiikii ile c¢ift iplikli DNA’ya
yiikksek baglanma afinitesi olan asimetrik bir siyanin boyasidir. Ortamda cift iplikli
DNA sayisi arttikgca Sybr Green floresan 1s1mast da birikir ve iiriin miktar1 hakkinda
bilgi verir (47).

DNA polimeraz enziminin hata yapma egilimi sonucu hedef dizide mutasyonlar
olusabilmesi, primerlerin kalip DNA iizerinde farkli bolgelere baglanarak spesifik
olmayan dizileri ¢ogaltabilmesi ve her PCR dongiisiiniin kalip DNA’ya gereksinmesi
gibi metodun kisitlamalar1 olmasina ragmen PCR yOntemi aragtirmacilar ve klinisyenler

tarafindan yaygin olarak kullanilmaya devam edilmektedir (43).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi

Bu calismada adipoz doku kaynakli insan mezenkimal kok hiicreleri kullanilmistir.
Kullanilan hiicreler; Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi Good
Manufacturing Practices (GMP) iinitesinden temin edilmistir. Erciyes Universitesi Insan
Etik Kurulunun 96681246 sayili 09.02.2017 tarihli etik kurul karari ile kullanimi

onaylanmistir.
3.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii
3.2.1. Metformin Hazirlanmasi

Bu calismada, saf metformin (165.6 g/mol) kullanildi. 3.45 mg saf metformin 42 mL
DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) i¢cinde ¢oziiliip, 0.22 um filtre (Merck
Millipore, ABD) ile siiziilerek stok soliisyon hazirlandi. Hazirlanan metformin

soliisyonu, 1.5 mM, 3 mM, 6 mM ve 9mM dozlarda hiicrelere uygulandi.
3.2.2. Besiyeri Hazirlanmasi

Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirii i¢in, %10 FBS (Biological
Industries, Israil), %1 L-glutamin (Gibco, UK) ve %1 Penisilin-Streptomisin (PAA)
iceren diisiik glukozlu DMEM (1g/L glukoz) (Biological Industries, Israil) besiyeri

hazirlandi.
3.2.3. Hiicre Kiiltiiri

Azot tankinda saklanan MKH’ler, ¢oziilerek deneysel caligmalarda kullanildi. 1.5 mL

dondurma soliisyonu icerisinde bulunan hiicreler su banyosunda isitilarak ¢oziildiikten
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sonra iizerine 8.5 mL besiyeri eklendi. Hiicreler 350 xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant atildi. Hiicre pelleti 10 mL besiyeri ile resiispanse edilerek tekrar 350 xg’de
5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Pellet besiyeri ile resiispanse edilip Thoma
lami ile hiicreler sayildi. 75 cm®lik kiiltiir kabina 4x10° hiicre olacak sekilde 8 mL
besiyeri ile ekim yapildi. Hiicreler %5 CO; igeren inkiibatérde 37 °C’de inkiibe edildi.

Hiicreler her giin kontrol edildi ve kiiltiir kabindaki yogunluklar1 %80’e ulastiginda
pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarina ekim yapildi. Pasajlama sirasinda kiiltiir kabindan
besiyeri uzaklastirildi ve serum kalintilarmin Tripsin enzimi aktivitesini engellemesini
onlemek amaciyla hiicreler iki defa DPBS ile yikandi. Kiiltiir kabimndan hiicreleri
kaldirmak amaciyla 3 mL Tripsin enzimi eklendi ve 37 °C’de 4 dakika inkiibe edildi.
Hiicreler kiiltiir kabindan kalkinca kullanilan tripsin enziminin %10’u kadar FBS( Fetal
Bovine Serum) eklenerek enzim aktivitesi durduruldu. Hiicreler falkon tiiplere alinip
350 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. DPBS ile 2 defa yikama islemi gerceklestirildi ve
hiicreler farkl1 kiiltiir kabma 4x 10’ hiicre olacak sekilde 8 mL besiyeri ile ekildi.

3.2.4. MKH’lerde Replikatif Senesens Olusturulmasi

Kiiltiiriin erken safthalarindaki MKH kiiltiir kabindaki yogunlugu % 80’e her ulastiginda
pasajlanarak 28 giin boyunca kiiltiire edildi.

3.2.5. Deney Gruplan ve Siiresi

Deney gruplari, kontrol grubu ve dort farkli dozda metformin uygulanan MKH’lerden
olugmaktadir. Literatiirde yapilan arastirmalar dogrultusunda yaygm kullanilan doz
araliginda olan olan 1.5 mM, 3mM, 6 mM ve 9 mM dozajlar1 kullanild1  (48). Normal
ilag alimi giinliik oldugu icin bu durumu simule edebilmek amaciyla hiicrelerin
besiyerleri giinliik degistirilip metformin uygulamasi yapildi. Kontrol grubunu olusturan
hiicreler herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmaksizin diger gruplar gibi besiyerleri her

giin degistirilerek kiiltiire edildi.

Senesens siirecinin gdzlenebilmesi i¢in deney siiresi 28 giin olarak belirlendi. Hiicreler
yeterli yogunluga ulasinca pasajlanarak kiiltiire edilmeye devam edildi. 14., 21. ve 28.

giinlerde kontrol gruplarma ve metformin uygulanmis hiicre gruplarma senesens ve
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hiicre dongiisii testi yapildi. RT-qPCR calismasinda trizol kullanilarak total RNA

izolasyonu yapild1.
3.3. Testler
3.3.1. Beta-Galaktosidaz Testi

X-gal Stok Soliisyonu: 200 mg toz halindeki X-gal (Thermo, ABD), 5 mL N,N-
Dimetilformamit i¢cinde ¢o6ziildii. Konsantrasyonu 40mg/ml olan stok soliisyon uzun

siireli kullanim amaciyla isiktan korunarak -80 °C’de muhafaza edildi.

Boyama Soliisyonu: 0.165 gr K3 (Fe(CN)g) (Potasyum ferrisiyaniir) ve 0.22 gr K4
(Fe(CN)6) (Potasyum ferrosiyaniir) (Sigma, ABD) tartildi. 200 uL 1M MgCI2 ve
tartilan maddeler 100 mL PBS icerisinde ¢oziildii. pH: 6 olacak sekilde ayarlandi.

Tam Boyama Soliisyonu: 19.5ml boyama soliisyonuna 500ul X-gal stok soliisyonu
eklenerek toplamda 20ml tam boyama soliisyonu elde edildi.

Fiksatif Soliisyonu: % 0.2 konsantrasyonda 20ml fiksatif soliisyonu elde etmek icin
%?25 Glutaraldehit’ten (Sigma, ABD) 160ul alinarak 19.84ml PBS’e eklendi.

14, 21, ve 28. giinlerde tripsin ile kaldirilan hiicrelerden her bir grup i¢in 30 000 hiicre 6
kuyucuklu plaga ekildi. Yaklasik 8 saat sonra hiicreler tutununca, besiyeri uzaklastirildi,
hiicreler DPBS ile yikandi. Her kuyucuga %0.2 glutaraldehit (Sigma, ABD) eklendi ve
15 dakika inkiibe edilerek hiicreler fikse edildi. Inkiibasyon swrasinda ©nceden
hazirlanmig X-gal stok soliiyonu, boyama soliisyonuna eklenerek tam boyama soliiyonu
olusturuldu. inkiibasyondan sonra glutaraldehit uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez DPBS ile
yikandi. Tam boyama soliiyonu eklendi ve plagin etrafi parafilmle kaplanarak hava
almasi engellendi. 18 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 18 saat sonunda her kuyucukta
toplam 3 alanda 100’er hiicre sayildi. Her bir alanda sayilan hiicrelerden senesent
fenotipi gosterenleri (mavi renkle boyanmis, daginik agsi yapi ve ¢ok ¢ekirdekli), geng

hiicrelere (boyanmamis ve ince ipliksi) oranlanarak senesent hiicre yiizdeleri belirlendi.
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3.3.2. Hiicre Dongiisii Testi

14, 21. ve 28. Giinlerde tripsin ile kaldirilan hiicre gruplart Muse™ Cell Cycle Kit
protokoliine (Merck Millipore, ABD) gore test edildi. Kitin talimatlar1 dogrultusunda;
500.000 hiicre tripsin ile kaldirildiktan sonra bir defa PBS ile yikandi. Siipernatant
atildi. Hiicrelerin iizerine vortekslenerek yavasca 1 mL soguk %70’lik etanol eklendi ve
bir gece -20 °C ’de bekletildi. Fikse olan hiicrelerden 200 pL yeni bir ependorf tiipe
alind1. Hiicreler 300 xg’de oda 1s1sinda 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip pellet
250 upL DPBS ile resuspanse edildi. Tekrar 300xg’de oda 1sisinda 5 dakika santrifiij
edildi. Suipernatant atildi. Pellet tizerine 200 uL ‘Muse™ Cell Cycle Reagent’ (Merck
Millipore, ABD) eklenerek karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
ornekler Muse™ Cell Analyzer (Merck Millipore, ABD) cihazinda analiz edildi.

Hiicre dongiisii analizi, her hiicre dongiisii fazindaki (GO/G1, S ve G2/M) hiicre
yiizdesini ayirt etmek ve Olgmek icin DNA igeriginin Propidyum Iyodiir (PI) ile

boyamasina dayanmaktadir.

Muse Cell Cycle (Merck Millipore, ABD) kiti, niiklear DNA’ya baglanan Propidyum
Iyodiir (PI) boyas1 ve RNAz A iceren soliisyonu araciligi ile hiicre dongiisiiniin farkli
asamalarindaki hiicreleri bu hiicrelerin farkli DNA igerigine dayanarak ayirmayi saglar.
Dinlenme fazindaki hiicreler (G0/G1), her bir kromozomun iki kopyasmni igerir.
Hiicreler dongiiye girdiklerinde, kromozomal DNA'y1 (S fazi) sentezlerler. Tiim
kromozomal DNA iki katina ¢ikana kadar (G2/M fazi) PI'dan gelen floresan yogunlugu
artar. Bu asamada, G2/M hiicreleri, G0/G1 popiilasyonunun iki kati yogunlukta
floresana sahiptir. Bu floresan 151ma yogunluklar:1 farkindan faydalanarak Muse™ Cell

Analyzer cihazi hiicre dongiisii analizini gerceklestirir (42).
3.3.3. RNA Izolasyonu

14., 21. ve 28. giinlerde her bir hiicre grubu iizerine, buz tizerinde 500 pL trizol (TriPure
Isolation Reagent, Sigma, ABD) eklendi ve hiicreler kiiltiir kabindan kazimarak

etiketlenen ependorf tiiplere alind1. Ornekler calisma yapilana dek -80 °C ’de sakland.

-80 °C’de saklanan ornekler 5 dakika oda 1sisinda bekletilerek ¢oziildii. Ornekler
tizerine 200 pL kloform (Sigma, ABD) eklendi. 15 saniye calkalandi. Oda 1s1sinda 15
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dakika inkiibe edildi. Faz ayrimmi saglamak i¢in 12 000 x g’de 4 °C’de 15 dakika
santrifiij edildi. Ustte olusan, RNA’y1 iceren akoz faz yeni tiipe ahindi. Akoz faz iizerine
500 pL izopropanol (Sigma, ABD) eklenip calkalandi. 10 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. 12 000 x g’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Ornekler
iizerine 1 mL %75 Etanol (Sigma, ABD) eklenip vortekslendi. 7500 x g’de 4 °C’de 5
dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Tipler agz1 acik sekilde kurutularak etanol
kalintis1 uzaklastirildi. Sonrasinda RNA pelleti DEPC (dietilpayrokarbonat) ile
muamele edilmis su (Thermo Fisher, ABD) ile ¢oziildii. 60 °C’de 10 dakika bekletilerek
pelletin iyice ¢Oziinmesi saglandi. RNA oOrneklerinin konsantrasyonlar1 ve safliklari

Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000, ABD) ile dl¢iilerek belirlendi.
3.3.4. cDNA Sentezi

EvoScript c¢DNA Synthesis Kit (Roche, Isvigre) protokolii takip edilerek
konsantrasyonlar1 belirlenen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi. Tablo 3.1°de
icerigi verilen cDNA reaksiyon icerigi kalip RNA hari¢ olarak buz iizerinde miks olarak
hazirland1. Hazirlanan reaksiyon miksi etiketlenen PCR tiiplerine 15°er uLdagitildi. Her
bir RNA 6rneginden kendi tiiptine 5 uL eklendi. Tablo 3.2’de verilen parametrelerde
revers transkripsiyon Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya) cihazinda gergeklestirildi.
Protokol tamamlandiktan sonra ¢cDNA ornekleri -20 °C’de bekletilerek reaksiyon
durduruldu ve ornekler kullanilana dek -20 °C’de saklandi. Yapilan optimizasyon

sonucu cDNA’larin 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilmasina karar verildi.

Tablo 3.1. cDNA Izolasyon Kokteyli

cDNA Kokteyli Bilesenleri Hacim (uL)
Reaksiyon Buffer( 5x ) 4
Kalip RNA 5
Su, PCR 9
Enzim Karigimi ( 10x ) 2

Total 20
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Tablo 3.2. Revers Transkripsiyon Protokolii

Basamak Sicakhk Siire (dakika )
1 +42 °C 15

2 +85°C 5

3 +65 °C 15

4 +4 °C Sonsuz

3.3.6. Quantitative Real Time PCR

Metformin uygulanan insan MKH’lerin 14., 21. ve 28. giinlerdeki gen
ekspresyonlarindaki degisimin incelenmesi amaciyla Roche LightCycler 480 II
cihazinda, LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche, Isvicre) kiti kullanilarak
‘quantitative RT-PCR’ ¢aligmalar1 gerceklestirildi. Tablo 3.3’te igerigi verilen reaksiyon
miksi cDNA’lar hari¢ 6rnekler icin hazirlandi. 96 kuyucuklu plaga hazirlanan miks
biitiin kuyucuklara 15’er uL dagitildi. cDNA’lar ilgili kuyucuklara 5’er pL eklendi.
Plate dikkatlice kapatild1 ve santrifiij edilerek cihaza yerlestirildi. Syber Green I 96-11
protokolii se¢ilerek PCR ¢aligmalar1 gergeklestirildi.

Hedef genlerin mRNA diizeyi, GAPDH ve HPRT referans genleri ile elde edilen CT

-AACT
2

degerleriyle metoduna gore normalize edilmistir.

PCR caligmalarinda kullanilan primerlere ait bilgiler Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo

3.6’da verilmistir.

Tablo 3.3. RT-qPCR Kokteyli Bilesenleri

qRT-PCR Bilesenleri Hacim ( pL)
Sybr Green I Master (2x) 10
Forward Primer 0.5
Reverse Primer 0.5

Su, PCR Grade 4
cDNA 5

Total 20
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Tablo 3.4. Calismada Kullanilan Referans Genler

Referans Genler Pru}ler Primer Dizisi PCR I{riinii
Pozisyonu Uzunlugu (bp)
382 5' AATCCCATCACCATCTTCCA 3'

GAPDH 463 5' TGGACTCCACGACGTACTCA 3 82

HPRT 489 5' GACCAGTCAACAGGGGACAT 3 132
620 5' CCTGACCAAGGAAAGCAAAG 3'

Tablo 3.5. Calismada Kullanilan Stemness Genleri

Stemness  Primer Primer Dizisi PCR Uriinii

Genleri Pozisyonu Uzunlugu (bp)
1121 5'TCCCATGCATTCAAACTGAGG3'

8 1223 5S'CCAAAAACCCTGGCACAAACT3' 103
1169 5'TGGACACTGGCTGAATCCTTC 3'

NANOG 1310 5' CGTTGATTAGGCTCCAACCAT 3' 103
1508 5'CTGCGGCAAAACCTACACAA 3’

KLF4 1689 5' GGTCGCCATTTTTGGCACTG 3' 142
969 5' AATGTAGACCTTTCCCCAGGC 3'

ERAS 1103 5' AAAGCCCCTCACCAAGTGAA 3’ 182
315 5' GAACAGGTTGGAAGCAAAGGC 3'

SOXI3 441 5' GCGTCGATCCTGAAAATGGA 3' 135
798 5' AGCCATGTTGGCATCATGG 3'

brpaz 9025 5' GAGGCTTGCAGCAAAAAGGC 3' 110
2394 5' GCCCAGATATCCTGGAAACCA 3'

SALLA 2509 5'TTCTCGGAGCTCTCTGCTTTG 3' 127
667 5'CTCGGCTTTTTCTCAGCTGGAT 3'

TeL 793 5' GGTGAATCGGCTGTGTTCTCA 3' 108
953 5' ATGACAGTCTGAGCGCAATCG 3'

ZFpa2 1085 5' AACGCTTTCCCACATTCCG 3' 115
876 5'CGACATCGCGAACATCCTG 3'

vrr 992 5' AGAATGAAGCCCACGGCCA 3' 127

BMII 437 5' AATGTCTTTTCCGCCCGCT 3'

575 5' ACCCTCCACAAAGCACACACAT 3' 133




Tablo 3.6. Calismada Kullanilan DNA Tamir Genleri
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DNA Tamir  Primer PCR Uriinii
Genleri Pozisyonu Primer Dizisi Uzunlugu (bp)
BRCA2 3732 5' AATGCCCCATCGATTGGTC 3 ' 153
3884 5" AAAGCCCCTAAACCCCACTTC3
675 5' GGCAATCATGACGATCCCA 3'
MRETIA 775 5'TCCACAGACATTGAACGTCCA 3' 101
XRCC4 781 5'TTCTGAAATGACTGCTGACCGA 3' 101
881 5'TTACAGCAGCTGAAGCCAACC 3'
MLH] 1517 5'CCCGAAAGGAAATGACTGCA 3' 118
1634 5" AACATCTCCCGGAGAACCTCA 3'
TREX] 1195 5' ACACAATGGTGACCGCTACGA 3' 111
1305 5'TTCAGCGCAGTGATGCTATCC 3'
MSH?2 2058 5'TTCCACATCATTACTGGCCCC 3' 103
2160 5'CACATGGCACAAAACACCCA 3
MSHS 2353 5' GCCACCAACTTTCTGAGCCTT 3 102
2454 5' GACAAGATCGTTGCCATCCTC 3'
3141 5'TTGTGGTCGGTGTATTCGAGAA 3'
PRKDC 3242 5' CGCTTGAAAAGCGATTTGGT 3' 102
178 5'CAGTGTCTGTCACGGAACCAA 3
POLD3 305 5'CTCGCTTCCCCCTTTTTTTT 3' 128
1601 5'TGACGCAGGAGGAATTTCACA 3'
MUTYH 1701 5S'TTTGGAACCCATACAGGTCCC 3' 101
MPG 341 5'CAGCATCTATTTCTCAAGCCCA 3' 139
479 5'TGCGAGTTCTGTGCCATTAGG 3'
NTHLI 331 5' CAAAAAGGATGCACCTGTGGA 3' 113
443 5'TTTGGCTGGAGAGCATCAGTG 3
FENI 464 5'TGGCCATTGATGCCTCTATGA 3' 127
590 5' CGAATGGTGCGGTAGAACATG3'
0GGI 2074 5'CATATGTGGCACATTGCCCA 3' 107
2180 5'CTCCGGAAAAAGTTTCCCAGTT 3'
MBDA4 384 5" GCTTCTGCTCAGTTTGGTGCT 3' 104
487 5'CCTGCTGTCTTCCCAAATAACC 3'
XPA 738 5' GAATTGCGGCGAGCAGTAA 3' 136
873 5" ATGTCAGTTCATGGCCACACA 3'
146 5'CAGACCTTCAAGATCCGCATG 3'
RAD23A 255 5" ATGAGTTTCTGTCCAGCCACG 3' 10
ERCC3 1222 5'CCCAGTTCAAGATGTGGTCCA 3' 103
1324 5'TAGGTGCTAATGGCAACGGAG 3'
SLK 2607 5' AAATTTTCCGGCGCTTTGAC 3 107

2713

5'TTCCAGGCGTTCGATAGTCTG 3'
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3.3.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin GraphPad Prisim 7.04 (GraphPad Prisim, San Diego, CA)
yazilimi kullanildi. Gruplarm karsilastirilmast amaci ile two way Anova testi kullanildi.
Senesens testi sonuglari i¢in t-Test (Microsoft Excel) kullanild1 ve p < 0.05 anlamlilik
diizeyi kabul edildi. (0.01 <= p < 0.05: Istatistiksel anlamlilik(*). 0.001 <= p <
0.01:Yiiksek diizey istatistiksel anlamlilik(**). p < 0.001: Cok yiiksek diizey istatistiksel
anlamlilik(***). p > 0.10: Istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir).



4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Senesens Testi Bulgular

Metformin uygulamasi ile es zamanh olarak replikatif sensens siirecine sokulan

MKH’ler senesense bagli beta-galaktozidaz aktivitesinin belirlenmesi amaci ile

boyanmistir. Metformin uygulamasinin kontrol grubu hiicrelere kiyasla 6zellikle 21. ve

28. giinlerde senesent hiicre yiizdesini diisiirdiigi gozlenmistir. Elde edilen sonuclar

Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Verilerin istatistiksel analizi sonucunda 14. ve 21. giin 1.5 mM doz gruplari istatistiksel

olarak anlamsiz bulunmustur. t-Testi sonuglar1 Tablo 4.2’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Hiicrelerin Senesens Testi Sonuglari

Giinler Kontrol 1.5 mM 3 mM 6 mM 9 mM
14. Giin % 8 % 4 % 3* % 4* % 4*
21. Giin % 10 % 8 % 6* % T* % 6*
28. Giin % 35 % 23" % 20%%  Go 16¥FE G |4k
Tablo 4.2. Senesens Testi Verilerinin t-Testi Sonuglar:

Giinler 1.5 mM 3 mM 6 mM 9 mM

14. Giin 0.143932 0.015347 0.018081 0.035242
21. Giin 0.143932 0.018139 0.070033 0.018139
28. Giin 0.00158 0.001585 0.0004 0.000272

0.01 <= p< 0.05: Istatistiksel anlamlilik(¥). 0.001 <= p < 0.01: Yiiksek diizey istatistiksel anlamlihik(**). p
< 0.001: Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamhlik(***¥). p > 0.10: Istatistiksel olarak anlaml farklilik

bulunamamustir.



4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hiicre Dongiisii Testi Bulgular
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Replikatif sensens siirecine sokulan MKH’lerin hiicre dongiisii iizerine metformin

etkisinin analizi icin Muse™ Cell Cycle Kiti ile hiicre dongiisii testi gerceklestirilmistir.

Elde edilen veriler incelendiginde 14. giinde kontrol gruplarina kiyasla GO/G1 fazindaki

hiicrelerin tiim metformin doz gruplarinda azaldigir gézlenmistir. 14. giinde 9mM doz

grubunda GO/G1 fazindaki hiicrelerin oraninda ortalama %10 azalma gozlenmistir. 14.

Giinde S ve G2/M fazlarmdaki hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla arttig1 gdzlenmistir.

21. ve 28. giinlerde de benzer tablo olusmustur. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3 ve Sekil

4.1°de sunulmaktadir. Verilerin t-Test sonuglar1 Tablo 4.4’de sunulmaktadir.

Tablo 4.3. Hiicre Dongiisii Testi Sonuglar:

14. Giin 21. Giin 28. Giin
Hiicre Dongiisii
G0/G1 S G2/M  GO/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
Faz (%)
Kontrol 70.7 6.75 18.75 75.4 6.6 12.75 80.15 8.1 11.1
1.5 mM 72.18 7.35 17.3" T3HE 9.05*% 12.15 78.05% 7.25 13.55%
3mM 68.35%* 7.6 20.55 72.05%%  8.25%  14.45*% 74.15%*%* 755 12.65%*%*
6mM 67.7*%*% 7 19.98* 70.8*%*%* 11.1*%* 10.4*%* T3 1*%** 75 13.65%*%*
9 mM 58.45%*% 8.65%* 23.65%*% T0.1*** 7.6 17.6%* 72 7*%%* 10.6% 12.3%%*
100_ y 14. Gin ' : 21. Giin T a 28. Giin y
S 'Go/G1 S G2m GoIG1T S G2m ' GO/G1T S G2M
= 801
- 60+
(2]
3
2 40
0
(=)
§ 20-
I
0" lllll""'l"lllll TIrrir TITIrrr
T==== 0==== 0===S= 0O==== 0O==== 0O==== 0O==== 0O==== o====
EEEES £EEEE £ESES £ERES £ERES EERES EEREE EEREE EEREE
Gl il Chiiie Clei il o 7w QW T QMY KO Gl QAR
X~ X~ X - X~ X~ X X~ X~ X~

Metformin Dozlari ( mM )

Sekil 4.1. Metformin Uygulanmis MKH’lerin 14., 21. ve 28.Gline Ait Hiicre Dongiisii

Fazlarinin Yiizde Dagilim.
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Tablo 4.4. Hiicre Dongiisii Testi Verilerinin t-Test Sonuglari

14. Giin 21. Giin 28.Giin
Metformin G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
1.5 mM 0.182338087 0.104585 0.035784 0.006041 0.037786 0.232873 0.02497 0.163829 0.038666
3mM 0.006643196 0.257997 0.145808 0.001963 0.094919 0.042303 0.000645 0.217884 7.91E-05
6 mM 0.003266688 0.269572 0.021537 0.000101 0.006754 0.006643 0.000834 0.143897 1.78E-05
9mM 0.004148812 0.0049  0.003884 0.000533 0.230487 0.001613 0.000784 0.012823 6.24E-05

0.01 <= p< 0.05: Istatistiksel anlamlilik(*). 0.001 <= p < 0.01: Yiiksek diizey istatistiksel anlamlihik(**). p
< 0.001: Cok yiiksek diizey istatistiksel anlamhlik(***¥). p > 0.10: Istatistiksel olarak anlaml farklilik
bulunamamustir.

4.3. RNA izolasyonu Bulgulan

Trizol ile toplanan 6rneklerden izole edilen RNA’larm konsantrasyonlar: ve safliklar:
Nanodrop 2000 cihazi (Thermo Scientific, ABD) ile 6l¢iilmiistiir. izole edilen RNA’larmn
safliklar1 caliyma i¢in uygun bulunmustur. Tiim RNA Orneklerinin konsantrasyonlari
300 ng/ uL’ye ayarlanarak RT-qPCR ¢alismalarinda kullanilmistir. Nanodrop 6l¢iimii

sonucu elde edilen veriler Tablo 4.5‘da sunulmustur.

Tablo 4.5. RNA izolasyonu Nanodrop Sonuglari

Giinler Ornekler RNA Konsantrasyonu (ng) Abs 260/280 Abs 260/230

Kontrol 366 2.07 1.8

1.5 mM 437 2.08 1.79

14.Giin 3mM 630 2.05 1.83
6 mM 428 2.06 1.8

9 mM 463.9 2.04 1.81

Kontrol 228.6 1.97 1.71

1.5 mM 200.3 1.98 1.69

21.Giin 3mM 130 2 1.58
6 mM 200 2 1.61

9 mM 202 2 1.69

Kontrol 441 2.02 1.71

1.5 mM 769 1.96 1.89

28.Giin 3mM 488 2 1.7
6 mM 715 1.97 1.85

9 mM 677 1.99 1.8
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4.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin RT-qPCR Calismalar1 Bulgulan

L:GeneRuler 100 bp DNA Ladder. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH;82 bp )
Referans Geni, Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase ( HPRT;132 bp ) Referans Geni, Octamer-
binding transcription factor 4 ( OCT4,103 bp ) Geni.

Sekil 4.2. Referans ve Hedef Genlerin RT-PCR Sonrasi Agaroz Jel Goriintiisii.

RT- gPCR analizi sonrasi elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek tiim hedef
genlerin dogru bolgesinin ¢ogaltildigr kontrol edilmistir. Sekil 4.2°de referans genler
GAPDH ve HPRT ile hedef genlerden biri OCT4 genine ait PCR {iriiniiniin agaroz jel

goriintiisii sunulmustur.
4.4.1. Stemness Genlerinin RT-qPCR Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

Stemness genlerinin ekspresyon seviyesi iizerine metformin uygulamasinin 14., 21. ve

28. giinlerde etkisini incelemek amaci ile RT-qPCR calismasi yapilmigtir.

NANOG-Ga NANOG-Hp

0.6 0.5

mm NANOG-Ga-14.gin
NANOG-Ga-21.Giin
0.4 m NANOG-Ga-28.Gin

mm NANOG-Hp-14.g(n
0.4 i NANOG-Hp-21.Gun
03 = NANOG-Hp-28.Gin
0.2 0.2
0.1

mRNA Ekspresyon Diizeyi
mRNA Ekspresyon Diizeyi

0.0

DR T T S O I T
I A A & 8 T & of

Metformin Dozlan ( mM ) Metformin Dozlari (mM )

0.0

Sekil 4.3. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin NANOG Geni mRNA
Ekspresyon Diizeyleri (Ga: GAPDH, Hp: HPRT)

Kontrol gruplar1 kiyaslandiginda NANOG gen ekspresyon seviyesinin uzayan Kiiltiir

stiresi ile azaldig1 gozlenmistir. 21. giinde 3 mM metformin dozu uygulanan hiicrelerin



36

NANOG gen ekspresyon seviyesinin kontrol ve diger deney gruplarina kiyasla arttigi
gozlenmistir. Ancak 28. giinde NANOG gen ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna

oranla tiim doz gruplarinda diistiigli gozlenmistir (Sekil 4.3).

OCT4-Ga OCT4-Hp
5 10 r. 5,10 o
3 W OCT4-Ga-14.Gin 3 mm OCT4-Hp-14.Giin
2 8 | OCT4-Ga-21.Gin 3 8 OCT4-Hp-21.Giin
- == OCT4-Ga-28.Giin s == OCT4-Hp-28.Giin
g g°
& [
g g 4
[ i
; 2 < 2
= 2
E: ' nE: 0
S N N S N
& & & & & S N N N N
& e > © ) ooé*‘ RO

Metformin Dozlari (mM )

Metformin Dozlan ( mM )

Sekil 4.4. Metformin Uygulanmis insan MKH’lerin OCT4 Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

OCT4 geni analizleri sonucunda kontrol gruplar1 kiyaslandiginda OCT4 gen ekspresyon
seviyesinin uzayan kiiltiir siiresi ile azaldig1 gozlenmistir. NANOG gen ekspresyonuna
benzer sekilde 21. Giinde 3 mM dozda OCT4 gen ekspresyon seviyesinde artis
gozlenirken 28. giinde kontrol grubuna kiyasla tiim doz gruplarinda ekspresyon

seviyesinde azalma gozlenmistir (Sekil 4.4).

KLF4-Ga KLF4-Hp
S 6 s 4
8 W KLF4-Ga-14.gln 2 mm KLF4-Hp-14.gin
a KLF4-Ga-21.Giin a 5 KLF4-Hp-21.Giin
§ 4 = KLF4-Ga-28.Gin s == KLF4-Hp-28.Giin
¢ g,
Q Q.
& 2 &
< < 1
g &
E' 5 E o
NN A SN
o°($° & A & 8 W &S
Metformin Dozlan{ mM.) Metformin Dozlar ( mM )
Sekil 4.5. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin KLF4 Geni mRNA Ekspresyon

Diizeyleri.

KLF4 geni analizleri sonucunda kontrol gruplar: kiyaslandiginda KLF4 gen ekspresyon

seviyesinin uzayan Kkiiltiir siiresi ile azaldigr gozlenmistir. 21. giinde tiim doz
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gruplarinda diisiis gozlenirken, 28. giinde kontrol grubuna kiyasla 3mM, 6 mM ve 9
mM dozda KLF4 gen ekspresyon seviyesinde artis gozlenmistir (Sekil 4.5).

SOX15-Ga SOX15-Hp

g B SOX15-Ga-14.gin g mm SOX15-Hp-14.gin
a 20 SOX15-Ga-21.Gun 8. 7 i SOX15-Hp-21.Guin
s = SOX15-Ga-28.Gun § mm SOX15-Hp-28.Gin
g @
o 2 10
2 10 &
] o
05
g os 3
['4 ['4
E o0 E o0
S N N S N N N
& & & & & & & & & &
(P(‘ 2 ) © o o°° N2 LY © o
Metformin Dozlar ( mM ) Metformin Dozlan ( mM )

Sekil 4.6. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin SOX15 Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

SOX15 geninin ekspresyon seviyelerinin analizleri sonucunda 14.giinde 9 mM doz
grubunda kontrol ve diger doz gruplarma kiyasla gen ekspresyon seviyesinde artig
oldugu gozlenmistir. 21. giinde tiim doz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla gen
ekspresyon seviyelerinde artis gozlenmistir. 21. giinde 3 mM doz grubunda biitiin
gruplara gore maksimum gen ekspresyon seviyesi gozlenmistir. Ancak 28. giinde

kontrol grubuna kiyasla tiim doz gruplarinda gen ekspresyon seviyesinin diistiigi

gozlenmistir (Sekil 4.6).
ERAS-Ga ERAS-Hp
5 15 g 5 15 4
) mm ERAS-Ga-14.gin Q) mm ERAS-Hp-14.gin
a ERAS-Ga-21.Giin a ERAS-Hp-21.Giin
§ 1.0 = ERAS-Ga-28.Giin § 1.0 = ERAS-Hp-28.Gin
g g
-8 o
Z os 2 os
S s
o (4
E o0 E o0
S N N N N S N N N N
oé‘“ \,?& o & o oé‘“ J?@ oS F S
Metformin Dozlan (mM ) Metformin Dozlan (mM )

Sekil 4.7. Metformin Uygulannmis Insan MKH’lerin Eras Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

Eras gen ekspresyon seviyesi, kontrol gruplarinda ve 1.5 mM, 3mM ve 9 mM doz
gruplarinda uzayan Kkiiltiir siireleri ile azalirken, 21. giinde 3 mM doz grubunda artis

gozlenmistir (Sekil 4.7).
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TCL1-Ga TCL1-Hp
s 5 9 5 n
) mm TCL1-Ga-14.gln ) mm TCL1-Hp-14.gin
3 ®m TCL1-Ga-21.Giin a TCL1-Hp-21.Giin
§ g == TCL1-Ga-28.Giin § == TCL1-Hp-28.Giin
g g
o o
a 2 a
- -
w w
< 1 <
2 2
[ 3 [
E o ! [
S N N N N
< 45 o g8
Metformin Dozlari ( mM ) Metformin Dozlari ( mM )

Sekil 4.8. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin TCLI Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri

TCLI gen ekspresyon seviyesinin kontrol grubu ve tiim doz gruplarinda diistiigii

gozlenmistir. 21. giin 3 mM dozda ekspresyon seviyesinde artis gdzlenmistir (Sekil 4.8).

BMI1-Ga BMI1-Hp

5 n 'S, A

) mm BMI1-Ga-14.gin ) = BMI1-Hp-14.giin

a BMI1-Ga-21.Giin a 1 BMI1-Hp-21.Gin

E m BMI1-Ga-28.Giin ci == BMI1-Hp-28.Gin
"

8 g

a -

) £

ri ]

g 3

o o

E [5

Metformin Dozlari (mM ) Metformin Dozlan ( mM )

Sekil 4.9. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin BMII Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

BMII gen ekspresyon seviyesi 21. giinde kontrol grubuna kiyasla tiim doz gruplarinda

artis gosterirken, 28. giinde ise kontrol grubuna kiyasla tiim doz gruplarinda ekspresyon

seviyesinin diistiigii gozlenmistir (Sekil 4.9).

ZFP42-Ga ZFP42-Hp

3 mm ZFP42-Ga-14.giin z . ZFP42-Hp-14.gin
a ZFP42-Ga-21.Giin a ZFP42-Hp-21.Giin
§ W ZFP42-Ga-28.Gin § W ZFP42-Hp-28.Giin
u

8 g

o o

[ 1)

- 1

w w

< <

= =

4 ['4

E [

Metformin Dozlari (mM ) Metformin Dozlari (mM)

Sekil 4.10. Metformin Uygulanmig Insan MKH’lerin ZFP42 Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.
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ZFP42 geninin ekspresyon seviyesi 14. ve 28. giinlerde kontrol grubuna kiyasla
azalirken, 21. giinde 3 mM doz grubu hari¢ tiim doz gruplarinda seviyenin azaldigi

gozlenmistir (Sekil 4.10).

SALL4-Ga SALL4-Hp

5 20 5 25

g W SALL4-Ga-14.g0n g W SALL4-Hp-14.g0n
a 18 SALL4-Ga-21.Gan a 20 SALL4-Hp-21.Gin
§ = SALL4-Ga-28.Gln § = SALL4-Hp-28.Gln
@ 7 15

g 10 2

& g 10

] ]

q 08 < 05

Z z

4 4

E o0 E o0

> N N N N S N N & N
«° & & & & N & & & &
S W® E) © o & 8 L) © o
Metformin Dozlarn (mM ) Metformin Dozlan (mM )

Sekil 4.11. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin SALL4 Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

SALL4 geni analizleri sonucunda kontrol gruplar1 kiyaslandiginda SALL4 gen
ekspresyon seviyesinin uzayan Kkiiltiir siiresi ile azaldigi goézlenmistir. Metformin
uygulanan doz gruplarinda da kontrol gruplarma kiyasla SALL4 geni ekspresyon

seviyesinin azaldig1 gdzlenmistir (Sekil 4.11).
4.4.2. DNA Tamir Genlerinin RT-qPCR Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

DNA tamir yolaklar1 ile iligkili genlerin ekspresyon seviyesi iizerine metformin
uygulamasinin 14., 21. ve 28. giinlerde etkisini incelemek amaci ile RT-qPCR caligmasi

yapilmustir.

4.4.2.1. Cift Zincir Kiriklan ile iliskili Genler

BRCA2-Ga BRCA2-Hp

56 N 55 .A
3 mm BRCA2-Ga-14.Giin 3 = BRCA2-Hp-14.Giin
a BRCA2-Ga-21.Giin a4 BRCA2-Hp-21.Giin
§4 == BRCA2-Ga-28.Giin §3 mm BRCA2-Hp-28.Giin
w
g g
o o
7 w2
Xx 2 X
w w
< <1
4 =
['4 o
Eo Eo

3 N N S N S N N N

&L &

Qo“‘ \(?o &S G ® o°°‘ \@e o &
Metformin Dozlari ( mM ) Metformin Dozlan ( mM )

Sekil 4.12. Metformin Uygulannuis Insan MKH’lerin BRCA2 Geni mRNA
Ekspresyon Diizeyleri.
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BRCA?2 geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplar arasinda kiyaslandiginda 21. ve 28.
giinlerde 14. giine oranla artis oldugu gozlenmistir. 14. giinde kontrol grubuna kiyasla 3
mM ve 9mM metformin doz grubunda 2 kat artis gozlenirken 21.giinde tiim doz
gruplarinda azalma gozlenmistir. 28. giinde ise 9mM doz grubunda kontrol grubuna

kiyasla ekspresyon seviyesinde artis gozlenmistir (Sekil 4.12).

XRCC4-Ga XRCC4-Hp
53 i 53 -
g mm XRCC4-Ga-14.Giin g mm XRCC4-Hp-14.Giin
a XRCC4-Ga-21.Giin a XRCC4-Hp-21.Giin
§ 2 == XRCC4-Ga-28.Giin § 2 mm XRCC4-Hp-28.Giin
g g
& &
ﬁ 1 m 1
< <
= 2
Eo Eo .
> N N N o N N N
oo““ \?e RO R oooé \,’@ & &S

Metformin Dozlar (mM ) Metformin Dozlari ( mM )

XRCC4 Geni mRNA

Sekil 4.13. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin
Ekspresyon Diizeyleri.

XRCC4 geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplarinda kiyaslandiginda uzayan kiiltiir
siiresi ile ifadenin azaldig1 gozlenmistir. 1.5 mM ve 3mM metformin doz gruplarinda
XRCC4 geninin ekspresyon seviyesinde 14. ve 21. giinde artis gézlenirken, 28. giinde
kontrol grubuna kiyasla tiim doz gruplarinda gen ekspresyon seviyesinin diistiigi

gozlenmistir (Sekil 4.13).

MRE11A-Ga MRE11A-Hp

IS
w

mRNA Ekspresyon Diizeyi
N
mRNA Ekspresyon Diizeyi

o
o

mm MRE11A-Hp-14.giin
MRE11A-Hp-21.Giin
= MRE11A-Hp-28.Giin

mm MRE11A-Ga-14.Giin
MRE11A-Ga-21.Giin
= MRE11A-Ga-28.Giin

w
IN)

-
-

N N S N S N N S N
& o » © o® 00&‘ RS

Metformin Dozlari (mM) Metformin Dozlari ( mM )

Sekil 4.14. Metformin Uygulanmus Insan MKH’lerin MREIIA Geni mRNA

Ekspresyon Diizeyleri.
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MREIIA geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplar: arasinda kiyaslandiginda uzayan
kiiltiir stiresi ile ekspresyon seviyesinin arttiglr gézlenmistir. Metformin uygulamasinin
21. ve 28. giinlerinde ise tiim doz gruplarinda kontrol gruplarma oranla genin

ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14).

4.4.2.2. Yanhs Eslesme Onarim ile iliskili Genler
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Sekil 4.15. Metformin Uygulanmis insan MKH’lerin MLHI Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

MLH]1 geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplarinda kiyaslandiginda uzayan kiiltiir
stiresi ile ifadenin azaldigi gozlenmistir. Metformin uygulanan tiim doz gruplarinda
kontrol gruplarina oranla genin ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlenmistir.
Sadece 14. giinde 9 mM dozda metfromin uygulanan grupta gen ekspresyon seviyesinde

artis gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. Metformin Uygulanmig insan MKH’lerin TREX1 Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.
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TREX]I geninin ekspresyon seviyesinin 14. giinde kontrol ve metformin doz gruplarina

oranla 21. giinde arttig1 gozlenmistir. Ancak 28. giinde tiim gruplarda tekrar diistiigi

gozlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17. Metformin Uygulanmig Insan MKH’lerin MSH2 Geni mRNA Ekspresyon

Diizeyleri.

MSH?2 gen ekspresyon seviyesinin 14. giin kontrol ve metformin doz gruplarina oranla

21. giinde arttigr gozlenmistir. Ancak 28.giinde tiim gruplarda tekrar diistiigu

gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Metformin Uygulanmis insan MKH’lerin MSHS5 Geni mRNA Ekspresyon

Diizeyleri.

MSHS5 geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplarinda kiyaslandiginda uzayan kiiltiir

stiresi ile ifadenin azaldig1 gézlenmistir. 21.giinde 3mM doz grubunda kontrol ve diger

gruplara oranla gen ekspresyon seviyesinde artig oldugu gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin POLD3 Geni mRNA

Ekspresyon Diizeyleri.

POLD3 gen ekspresyon seviyesi uzayan kiiltiir siiresi ile kontrol ve metformin doz
gruplarinda azalmistir. 21. giinde kontrol ve 3 mM doz grubu hari¢ diger doz
gruplarinda artig gézlenmistir (Sekil 4.19).

4.4.2.3. Baz Eksizyon Onarmn ile iliskili Genler
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Sekil 4.20. Metformin Uygulanmis insan MKH’lerin MUTYH Geni mRNA
Ekspresyon Diizeyleri.

MUTYH geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplarinda kiyaslandiginda uzayan kiiltiir
stiresi ile ifadenin azaldig1r gozlenmistir. 21. giinde kontrole kiyasla doz gruplarinda
ekspresyon seviyesinde diisiis oldugu ancak 28. giinde kontrole gore tiim doz

gruplarinda gen ekspresyon seviyesinin arttig1 gozlenmistir. (Sekil 4.20)
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Sekil 4.21. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin MPG Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

MPG gen ekspresyon seviyesinin kontrol gruplari arasinda 14. giine kiyasla 21. giinde
diistiigii ancak 28. giinde genin ekspresyon seviyesinin tekrar arttigi gozlenmistir. 1.5
mM, 3 mM ve 9 mM metformin doz gruplarinda uzayan kiiltiir siiresi ile gen
ekspresyon seviyesinin diistiigii gozlenirken, 6 mM doz grubunda artis oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin NTHLI Geni mRNA

Ekspresyon Diizeyleri.

NTHLI geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplari arasinda kiyaslandiginda uzayan
kiiltiir siiresi ile gen ekspresyon seviyesinin azaldigi gézlenmistir. 21. giinde 6 mM doz

grubunda gen ekspresyon seviyesinde artis gozlenmistir (Sekil 4.22).
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FEN1-Ga FEN1-Hp
5,25 N '3, 2.0 -
g mm FEN1-Ga-14.Giin g mm FEN1-Hp-14.gin
3 20 FEN1-Ga-21.Giin a 15 FEN1-Hp-21.Giin
s mm FEN1-Ga-28.Gun s = FEN1-Hp-28.Giin
. 15 2
e 210
&10 &
e i
0.5
g 05 %
€00 £ o0
S N N & N S N
o°66 \‘?& ,‘,6‘ 66‘ q& (Po\‘ K ,56‘ 66‘ gé‘

Metformin Dozlar ( mM ) Metformin Dozlari ( mM )

Sekil 4.23. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin FENI Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

FENI geni ekspresyon seviyesi 14. ve 28. giinlerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
tim metformin doz gruplarinda azalirken, 21. giinde de 1.5 mM hari¢ tiim doz

gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin OGGI Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

OGG1 geni ekspresyon seviyesinde kontrol gruplar1 kiyaslandiginda 28. giinde gen
ekspresyon seviyesinde 14. ve 21. giinlere gore artis oldugu gozlenmistir. 1.5 mM, 3
mM ve 9 mM metformin doz gruplarinda uzayan Kkiiltiir siiresi ile gen ekspresyon
seviyesi diiserken, 6 mM doz grubunda gen ekspresyon seviyesinin arttig1 gézlenmistir

(Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin MBD4 Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

MBD4 geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplari arasinda kiyaslandiginda uzayan
kiiltiir stiresi ile ifadenin azaldigi gozlenmistir. 1.5 mM ve 9 mM metformin doz
gruplarinda da uzayan kiiltiir siiresi ile ifadenin azaldig1 gbzlenmistir. 21. giinde 3 mM

doz grubunda ifadenin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.25).

4.4.2.4. Niikleotid Eksizyon Onarim ile iliskili Genler
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Sekil 4.26. Metformin Uygulanmis insan MKH’lerin XPA Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

XPA geninin ekspresyon seviyesinde kontrol grubunda 21. ve 28. giinlerde 14. giine
kiyasla gen ekspresyon seviyesinde azalma oldugu goézlenmistir. 1.5 mM ve 9 mM
metformin doz gruplarinda uzayan kiiltiir siiresi ile genin ekspresyon seviyesinde diisiis

olurken, 6 mM doz grubunda artis gézlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.27. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin RAD23A Geni mRNA

Ekspresyon Diizeyleri.

RAD23A gen ekspresyon seviyesinin 1.5 mM, 6 mM ve 9 mM metformin doz

gruplarinda uzayan kiiltiir siiresi ile azaldigi gozlenmistir. 3 mM doz grubunda 21.

giinde 14. giine kiyasla artan gen ekspresyon seviyesi 28. giinde tekrar diisiis

gostermistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.28. Metformin Uygulannus Insan MKH’lerin ERCC3 Geni

Ekspresyon Diizeyleri.
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ERCC3 geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplar1 arasinda kiyaslandiginda uzayan
kiiltiir siiresi ile ifadenin azaldig1 goézlenmistir. 3 mM, 6 mM ve 9 mM metformin doz
gruplarinda da benzer durum gozlenmistir. 21. giinde kontrol grubuna kiyasla 1.5 mM,
3 mM ve 6 mM doz gruplarinda gen ekspresyon seviyesinde artis gdzlenmistir (Sekil
4.28).
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Sekil 4.29. Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin SLK Geni mRNA Ekspresyon
Diizeyleri.

SLK geninin ekspresyon seviyesi kontrol gruplarinda kiyaslandiginda uzayan Kkiiltiir
stiresi ile ifadenin azaldig1 gézlenmistir. 6 mM ve 9 mM metformin doz gruplarinda da
benzer sekilde uzayan kiiltiir siiresi ile ekspresyon seviyesinde diisiis gdzlenmistir. 21.
giinde 1.5 mM ve 3 mM metformin doz gruplarinda genin ekspresyon seviyesinde artis

gozlenmistir (Sekil 4.29).
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Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin Stemness Genlerine Ait RT-
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Sekil 4.30.

qPCR Bulgularinin Is1 Haritas: [le Sunumu.
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qPCR Bulgularinin Is1 Haritas: Ile Sunumu.

Metformin Uygulanmis Insan MKH’lerin DNA Tamir Genlerine Ait RT-

Sekil 4.31.
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Stemness genlerinin ifadeleri incelendiginde tiim genlerde kontrol gruplari
kiyaslandiginda uzayan Kkiiltiir siiresi ile gen ekspresyon seviyesinin azaldigi
gozlenmistir. Incelenen genlerin tiimiinde 21. giinde 3 mM doz grubunun genlerin
ekspresyon seviyesini arttirdig1 gdzlenmistir (Sekil 4.30). Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda dozlar arasinda istatistiksel olarak farkliliklarm bulunmadig1 gézlenmistir.
Ancak elde edilen verilerin deney giinleri arasinda istatistiksel olarak analizi sonucunda
anlamli farkliliklar bulunmustur. 14. giine gore 21. ve 28. giinlerde elde edilen veriler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

DNA tamir yolag: ile iligkili genlerin ifadeleri incelendiginde hemen her gende kontrol
gruplarinda gen ekspresyon seviyesinin uzayan kiiltiir siiresi ile diistiigi gdzlenmistir.
Metformin uygulamasmin bu genlerin ekspresyon seviyesinde upregiilasyonlar (gen
ekspresyon seviyesinde artma) ve down regiilasyonlara (gen ekspresyon seviyesinde
azalma) sebep oldugu gozlenmistir. 6 mM ve 9 mM metformin uygulamasinin DNA
tamir yolag ile iliskili baz1 genlerin ekspresyon seviyesinde artis sagladig1 gdzlenmistir
(Sekil 4.31). Yapilan istatistiksel analizler sonucunda dozlar arasinda istatistiksel olarak
farklhiliklarin bulunmadig1 gozlenmistir. Ancak elde edilen verilerin deney giinleri
arasinda istatistiksel olarak analizi sonucunda anlaml farkliliklar bulunmustur. 14. giine

gore 21. ve 28. giinlerde elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.



5. TARTISMA ve SONUC
5.1. Tartisma

MKH’in, kendini yenileme potansiyeli ve immiin-modiilator etkisi sayesinde cogu
organ ve dokunun homeostatik dengesini koruduklar1 bilinmektedir. Bu hiicreler ilk
olarak kemik iliginde tanimlanmig, daha sonra da diger yetiskin ve fetal dokulardan
izole edilmistir. Ozellikle adipoz doku kokenli MKH’lerin kemik iligi ve diger
kaynaklara oranla daha kolay ve daha fazla sayida elde edilebildigi bilinmektedir (8).
Adipoz doku kdkenli MKH’lerin bu avantaji sebebi ile bu tez calismasinda adipoz doku
kokenli MKH’ler kullanilmistir. MKH’ler kendini yenileme potansiyeli, immiin
modiilator etkisi ve kolay elde edilebilmesi 6zellikleri sebebi ile klinik hiicre terapisi
icin 6nemli tedavi edici potansiyele sahiptirler. Klinik hiicre terapisinde, izolasyondan
sonra ve kiiltiir sirasinda kok hiicre verimi ve elde edilen hiicre popiilasyonunun safligi
istenen terapotik etkiyi elde etmek i¢cin ¢ok Onemlidir. MKH’lerin tedavi amagh
kullanilabilmeleri i¢in in vitro olarak ¢ogaltilmalar1 zorunlulugu bulunmaktadir. Uzayan
kiiltiir siiresi kok hiicre veriminde diisiise yol acabilmektedir. MKH’lerin in vitro kiiltiir
ortamlarinda ¢ogaltilmasini kisitlayan temel mekanizma senesens adi verilen hiicresel

yaslanma siirecidir (2).

Senesens; telomer fonksiyon kaybi, reaktif oksijen tiirleri, DNA hasar1 ve belirli
onkojenlerin aktivasyonu veya tiimor baskilayici genlerin reaktivasyonu dahil olmak
izere cesitli stres faktorlerinin neden oldugu 0zel bir hiicre bdliinmesi durmasi
formudur (17). Hiicrelerin boliinme sayisindaki artisa bagl olarak telomer kisalmasi
sebebi ile ortaya ¢ikan senesens tipi replikatif senesens olarak bilinmektedir. Replikatif
senesens mekanizmasinin kalici sekilde hiicre boliinmesininin durmasina yol agmasi,
hiicrelerin boliinme kapasitelerini ve stemnes Ozelliklerini kisitlamaktadir. Ayrica
senesens mekanizmasi aktive olmus hiicrelerin DNA tamir mekanizmalarinda onemli

degisiklikler meydana gelmektedir (2,49).
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Bu tez caligmasinda 28 giin kiiltiir edilerek replikatif senesens siirecine sokulan
MKH’lere es zamanli olarak metformin uygulamasi yapilmistir. Senesensin temel
belirteci olan senesens iliskili B-galaktozidaz olarak bilinen histokimyasal yontemin
senesent hiicrelerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmasi sebebi ile bu ¢aligmada
da bu yontemden faydalanilmistir. Metformin uygulamasmin 14., 21. ve 28. giinlerinde
MKH’lere B-galaktozidaz boyama yapilmistir. 14. giin kontrol gurubunda %8 olan
senesent hiicre orani paralel metfromin doz gruplarinda %4 olarak bulunmustur. 21. giin
kontrol grubunda %10 olan senesent hiicre oram1 gozlenmisken paralel doz gruplarinda
%6-8 civarinda kalmigstir. 28. giin kontrol grubunda %35 olan senesent hiicre orani
paralel metfromin doz gruplarinda %14-23 araliginda bulunmustur. 14. giin ve 21.giin
1.5 mM doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi erken kiiltiir siiresi ve
uygulanan doz oranimnin diisiik olmasina baglanmistir. Diger doz gruplarinda ozellikle 6
mM ve 9 mM’da uzayan kiiltiir siiresine ragmen metformin uygulamasmin replikatif
senesensi geciktirebilecegi sonucuna varilmigtir. Chen ve arkadaslarinin niikleus
pulposus hiicreleri ile yaptiklar1 calismada metformin uygulamasmin bu hiicrelerde
apoptoz ve senensi azalttig1 ifade edilmektedir (50). Bu tez caligmasinda elde edilen

senesens testi verileri Chen ve arkadaslarinin ¢aligmasi ile uyumluluk gostermektedir.

Senesent hiicrenin diger bir belirteci de hiicre dongiisiiniin durmasidir. Bu sebeple
hiicrenin DNA icerigi tipik olarak G1 fazindaki bir hiicrenin DNA icerigi gibi kalir
(18). Metformin uygulamasmin senesent hiicrelerde gozlenen hiicre dongiisiiniin
durdurulmas: iizerine etkisini incelemek amaci ile MKH’lere hiicre dongiisii testi
yapilmustir. Kontrol gruplarinda 14. giinde GO/G1 fazindaki hiicre oran1 %70.7 iken 21.
ve 28. giinlerde bu oranlar siras1 ile %75.4 ve %80.15 olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubunda 28. giinde, 14. giine kiyasla GO/G1 fazindaki hiicre oraninda %10’ luk artig
gozlenmistir. Literatiirde senesent hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutuklandigi
rapor edilmistir (2, 18, 51). Kontrol gruplarinda uzayan kiiltiir siiresi ile G1/S fazinda
bulunan hiicrelerin oraninin artmasi literatiideki ¢caligmalar ile paralellik gostermektedir.
Metformin doz gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda uzayan kiiltiir siiresi ile GO/G1
fazinda tutulan hiicrelerin oranmin %4-6 arasinda arttigr bu calismada gozlenmistir.
Ayrica metformin doz gruplar1 kendi kontrol gruplari ile kiyaslandiginda ise metformin
uygulamasinin GO/G1 fazinda tutalan hiicre oranmi diisiirdiigii gozlenmistir. Ozellikle 9

mM doz grubunda 14. giinde kontrole kiyasla GO/G1 fazinda tutulan hiicrelerin %12
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oraninda azaldigi, 21. ve 28. giinlerde de smrasi ile %5 ve %8 oraninda azaldigi
gozlenmistir. Bu veriler 1s18inda metformin uygulamasinmm 9 mM uygulamasinda
senesensin bir diger dezavantaji olan hiicre dongiisii durma etkisini azaltarak sensens

slirecini geciktirebilecegi sonucuna varilmaistir.

MKH’lerin kendini yenileme potansiyeli ve farkli hiicre tiplerine farklilasma
kapasiteleri bu hiicrelerin hiicresel terapi i¢in ilgi ¢ekici olmasini saglamaktadir. Kok
hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsma 6zelliklerinin altinda yatan molekiiler siirec¢
stemness Ozelligi ile ifade edilir. Stemness 6zelligini kontrol eden genler hiicrenin
kendini yenilemesini ve farklilagmasini diizenlemede rol oynarlar (2). MKH’lerde
stemness genlerinin ekspresyon seviyesinin devamliliginin saglanmasi ile bu hiicrelerin
potansiyellerinin korundugu bilinmektedir. Ancak kiiltiirde gecen siirenin MKH’lerde
stemness genlerinin ekspresyon seviyesinde azalmaya yol actifi ve bazi stemness
genlerinin yetiskin hiicrelerde ifade edilmedigi bilinmektedir (29). Kiiltiirde gegen siire
ile stemness genlerinin ekspresyon seviyesinin azalmasinin dolayli olarak senesens

stirect ile iligkili oldugunu gostermektedir.

MKH’lerde stemnes genlerinin metformin uygulamasi ile ifadelerinin nasil degistigini
incelemek amaci ile OCT4, NANOG, KLF4, Eras, Gdf 3, Sox 15, Dppa 2, Sall 4, Tcl 1,
Zfp 42, Utf 1 ve Bmi 1 genlerinin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Kontrol
gruplarinda kiiltirde gecen siire ile caligilan tiim stemnes genlerinin ekspresyon
seviyesinde diisiis oldugu gozlenmistir. Galderisi ve arkadaslarinin rat MKH’leri (2)
ile, Bernardo ve arkadaslarinin insan MKH’leri ile (54) yaptig1 calismalarda stemnes
genlerinin ifadelerinin uzayan kiiltiir siiresi ile diistiigli gozlenmis ve kontrol gruplarinin
durumu bu c¢aligmalardaki bulgular ile uyumluluk gostermektedir. OCT4, NANOG,
SOX15, Eras, TCLI ve ZFP42 genlerinde literatiirdeki ¢aligsmalara benzer sekilde 28.
giinde metformin uygulanan gruplarda da gen ekspresyon seviyesinin diistiigii
goriilmiistiir. Ancak bu genlerin ifadelerinde diger doz gruplarinda azalma olurken,
ozellikle 21. giinde 3 mM metformin uygulamasi1 yapilan grupta gen ekspresyon
seviyesinin 14. giine kiyasla arttigi gozlenmistir. Kiiltiiriin 14. ve 21. giiniinde
metformin dozlarinda OCT4, NANOG, SOXI5 genlerinin ekspresyon seviyesinin
artmasi, uygulamanin kiiltiiriin erken sathalarinda stemness ozelliklerinin korunmasina
katki sagladigi ancak ilerleyen giinlerde bu etkiyi kaybettigi anlamma gelebilir.

Pluripotensi i¢in gerekli olan SALL4 geninin ekspresyon seviyesinde kontrol ve doz
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gruplarinda Kkiiltiir siiresi ile ifadenin azaldigi gozlenmistir. Stemness genlerinden
sadece KLF4 geninde 28. giinde 3 mM, 6mM ve 9 mM doz gruplarinda gen ekspresyon
seviyesinde artiy gozlenmistir. KLF4 geninin kodladig1 proteinin hiicrelerin G0/G1
fazindan S fazina ge¢cmelerinde rol oynadigi bilinmektedir (55). Hiicre dongiisii
testinden elde edilen veriler de KLF4 ifade artis1 ile tutarli olarak metformin uygulanan
doz gruplarinda GO/G1 fazinda azalma ve S ile G2/M fazinda artis oldugunu
gostermektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda metformin uygulamasmin KLF4
ekspresyon seviyesinu kiiltiiriin ilerleyen asamalarinda kontrol grubuna gore arttirarak

hiicre dongiisiiniin devamini ve hiicre proliferasyonunu sagladigi sonucuna varilmaigtir.

Kok hiicreler, uzun 6miirleri nedeniyle bircok i¢ ve dis strese maruz kalabilir. Oksijenli
yasamin kac¢inilmaz sonucu olarak serbest oksijen radikallerinin zamanla birikmesi
sonucu ya da iyonize radyasyon ve kemoterapi ajanlar1 gibi cevresel etmenler sonucu
DNA hasar1 olusabilmektedir. Ote yandan, hiicreler doku ve organ homeostazisini
desteklemek i¢in tiim islevlerini korumaldirlar. Bu nedenle, kok hiicreler etkili bir
DNA hasar kontrol mekanizmasi ve senesens veya apoptozu tetiklemek yerine
hiicrelerin iyilesmesini saglayan DNA onarim mekanizmasina sahip olmalidirlar (2,22).
DNA tamir mekanizmasinin hiicrelerin DNA hasarimi minimalize etmek icin kullandig:
temel tamir mekanizmasi oldugu bilinmektedir (52). DNA tamir mekanizmasinin
bozulmasi veya etkin caligmamasi kok hiicrelerde fonksiyon kaybi olusmasina ve
senesens mekanizmasinin tetiklenmesine yol acabilmektedir. Bu nedenle DNA hasari,

replikatif senesens siirecinin diger bir onemli belirtecidir (24,52,53).

Bu calismada MKH’lerde DNA tamir genlerinin metformin uygulamasi ile ifadelerinin
nasil degistigini incelemek amaci ile c¢ift zincir DNA kirikar1 onarmmi (DSB), baz
eksizyon onarimi (BER), niikleotid eksizyon onarimi (NER) ve yanlis eslesme onarimi
(MMR) ile iliskili DNA tamir genlerinin, gen ifadelerindeki degisimler analiz
edilmistir. Cift zincir kiriklarimin onariminda rol alan BRCA2, MREIIA ve XRCC4
genlerinin metformin uygulamas: ile kontrol gruplarinda ve doz gruplarinda uzayan
kiiltiir siiresi ile genlerin ekspresyon seviyesinin azaldiglr gozlenmistir.Yanlis eslesme
onariminda rol alan MLHI, TREX1, MSH2, MSH5 ve POLD3 genlerinin metformin
uygulamasi ile MSH2 geni hari¢ diger genlerin ekspresyon seviyesinin kontrol ve doz
gruplarinda uzayan Kkiiltiir siiresi ile azaldigi gozlenmistir. MSH2 gen ekspresyon

seviyesinde ise 21. giinde 14. giine kiyasla gen ekspresyon seviyesinin arttig1 ancak 28.
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giinde tekrar ifadenin azaldigi gozlenmistir. Bu durum kiiltiirtin 14. ve 21. giiniinde
metformin dozlarinda bazi stemnes genlerinin ekspresyon seviyesinin artmasina benzer
sekilde, uygulamanin kiiltiiriin erken safhalarinda DNA tamir 6zelliklerinin
korunmasma katki sagladig1 ancak ilerleyen giinlerde bu etkiyi kaybettigi anlamina
gelebilir. Baz eksizyon onariminda rol alan MUTYH, MPG, NTHLI, FENI, MBD4
genlerinin metformin uygulamasi ile kontrol gruplarinda uzayan kiiltiir siiresi ile gen
ekspresyon seviyesinin azaldigr gozlenmistir. MUTYH ve MPG geninin ekspresyon
seviyesi tiim doz gruplarinda azalma gosteirken 6 mM doz grubunda genin ekspresyon
seviyesi 28. giinde artmistir. NTHLI geni ekspresyon seviyesi 21. giinde 6 mM dozda
ve 28. giinde 9 mM dozda artis gostermistir. OGG/ geninin ekspresyon seviyesinin 6
mM doz grubunda 14. giine kiyasla 21. ve 28. giinlerde arttig1 gozlenmistir. Niikleotid
eksizyon onarmminda rol alan XPA, RAD23A, ERCC3, SLK genlerinin metformin
uygulamasi ile genlerin ekspresyon seviyesinin kontrol gruplarinda kiiltiir siiresi ile
azaldig1 gozlenmistir. RAD23A ve XPA genlerinin ifadeleri 28. giinde 6 mM doz
grubunda artis gostermistir. ERCC3 ve SLK genlerinin ekspresyon seviyesi ise kontrol
gruplarina benzer sekilde uzayan Kkiiltiir siiresi ile azalmistir. Galderisi ve arkadaslarinin
rat MKH’leri (2) ile, Bernardo ve arkadaslarinin insan MKH’leri ile  (54) yaptig1
caligmalarda DNA tamir genlerinin ifadelerinin uzayan kiiltiir siiresi ile diistiigii
gozlenmis ve bu tez calismasindaki kontrol gruplarinmn durumu literatiirdeki bu
caligmalardaki bulgular ile uyumluluk gostermektedir. Metformin uygulamasinin DNA
tamir yolag: ile iliskili genlerin ifadelerinde up ve down regiilasyonlara yol actigi

gozlenmistir.

Elde edilen veriler stemnes genleri agisindan bazi genlerde 3 mM metformin
uygulamasimin genlerin ekspresyon seviyesinde artis saglarken, DNA tamir yolag: ile
iligkili bazi genler acisndan 6 mM ve 9 mM metformin uygulamasinin genlerin

ekspresyon seviyesinde artis sagladigi gozlenmistir.
5.2. Sonuc ve Oneriler

Bu tez caligmasinda 28 giin kiiltiir edilerek replikatif senesens siirecine sokulan
MKH’lere es zamanli olarak metformin uygulamas: yapimistir. Metformin
uygulamasinin senesens siirecini geciktirdigi senesens iligkili B-galaktozidaz testi ve

hiicre dongiisii testi sonuclar1 ile gozlenmistir. Ozellikle 6 mM ve 9 mM doz
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gruplarinda metforminin kiiltiiriin ge¢ safhalarinda senesent hiicre oranini azalttigi,
hiicre dongiisii testinde ise hiicreleri G0/G1 fazindan S fazma gegisini artirdig:
gozlenmistir. Ayrica stemnes genlerinden hiicre dongiisiiniin G1- S faz gecisini
saglayan KLF4 geninin ekspresyon seviyesinin kiiltiiriin ge¢ sathasinda 9 mM dozda

artmasi da hiicre dongiisii testi bulgusu ile ortiismektedir.

RT-qPCR caligma sonucglar1 metformin uygulamasinin, stemnes genleri ve DNA tamir

genlerinin ifadeleri izerinde up ve down regiilasyonlara yol actigini gdstermistir.

Gen ifadelerinde meydana gelen degisikliklerin protein diizeyinde nasil bir yol
izledigini anlamak amaciyla western blot caligmalarmin yapilmasi ve ilgili genlerin
kodladig1 proteinlerin proteomiks profillerinin analizi meydana gelen regiilasyonlarin
altinda yatan siireclerin daha net anlagilmasii saglayacaktir. Ayrica hiicre dongiisiiniin
durmasi ve senesens ile yakindan iligkili Retinoblastoma (Rb1,Rb2..) gen ailesinin
tiyelerinin de gen ifadelerinin arastirilmasinin bu siireclerin altinda yatan molekiiler
yolaklarin daha iyi analizini saglayacag: diisiiniilmektedir. MKH'lerin in vitro davranisi,
hiicre homeostazinda anahtar bir fonksiyon oynayan p53 geninden de etkilenmektedir.
Timor baskilayic1 p53 geni, cesitli biyolojik sistemlerde hiicre dongiisii regiilasyonu,
apoptoz, yaslanma ve farklilasma ile ilgilidir ve bu genin hem gen ekspresyon seviyesi

hem de protein diizeyinde analizi elde edilen sonuglara katki saglayacaktir.
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