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1. GIRIS

1.1. Yaslanma

Yaslanma, hemen hemen tiim doku ve organlarin islev bozukluguna ve
yikimina neden olan kag¢inilmaz, ilerleyici bir biyolojik siirectir. Bu siire¢ genetik ve
edinilmis faktorler arasindaki siki bir sekilde diizenlenmistir. Yaslanmanin nihai
sonucu Olimdiir (Bian ve ark., 2015). Molekiiler diizeyde yaslanma ise; genomik
kararsizlik (6zellikle DNA hasarinin olmasi), epigenetik degisiklikler ve protein
homeostaz kaybi ile karakterizedir (Melzer ve ark., 2020). Diger bir hiicresel
yaslanma tiirii, “stres kaynakli erken yaslanma” olarak tanimlanir. Erken yaslanma,
cesitli dis ve i¢ stres etkeniyle gelisir ve bunlar arasinda oksidatif stres veya isina
maruz kalma, mitojenik uyaranlar, onkojenik aktivasyon ve metabolik stres yer alir.
p53 veya pl6Ink4a sinyal yollar1 da bu tip hiicresel yaslanmaya aracilik etmektedir.
Insan hiicrelerinde telomer fonksiyon bozuklugu ya p53 ya da pl6Ink4a sinyalini
aktive eder. p53 sinyali oncelikle DNA hasar1 ve telomer fonksiyon bozuklugu
tarafindan tetiklenirken, pl6Ink4a sinyali mitojenik stres ve hiicresel stres ile
baglantilidir. Hiicresel yaslanmayir indiikleyen stres faktorlerinin  biiyiik
cogunlugunun, p53/p21 veya pl6lnk4a/retinoblastoma protein yolaklarindan birini
veya her ikisini birden aktive ettigi artik iyi bilinmektedir (Shimizu ve ark., 2019).
Senesens, hiicre proliferasyonunu sinirlamak i¢in bir tiimor baskilayict mekanizma
olarak gelismistir. Bununla birlikte, zamanla, yaslanan hiicrelerin birikmesi doku
islevini tehlikeye atar bu da yaslanmanin ayirt edici 6zelliklerinden biridir (Zhao ve
ark., 2022). Hiicresel diizeyde yaslanmada, ek olarak kok hiicre tiikkenmesi,
mitokondrilerde fonksiyon bozukluguna bagli oksidatif stresin artmasi ve hiicreler
arast iletisimin degismesi gibi durumlar da goriilmektedir (Teksen ve ark., 2020).
Yaslanma durumunda hiicre ¢ogalmasimmin durmasi, hiicre dongiisii inhibitor
diizeyinin artmasi, yaslanma ile iliskili [B-galaktosidaz ve lizozomal enzim
aktivitesinin artmasi ve DNA’da Cift Iplik Kirilma (DSB) sayisinin artmasi

goriilmektedir. Ayrica, hiicrelerde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) liretiminin artmasi,



Endoplazmik Retikulum (ER) stresi ve kromatin yapi bozuklugu gibi etkenler de

yaslanmaya neden olmaktadir (Bielak ve ark., 2019).

Hiicresel yaglanmanin bir belirtisi olan yaslanma ile iligkili salgi fenotipi
(SASP), sitokinlerin, bradikinlerin, prostenoidlerin, miRNA'larin ve diger pro-
enflamatuar aracilarin, bagisiklik hiicrelerini etkinlestiren kemokinlerin, Aktivin A
gibi kok hiicre islev bozukluguna neden olan faktorlerin ve hemostatik faktorlerin

salgilanmasi ile tanimlanabilir (Kirkland ve ark., 2017).

1.2. Hiicresel Yaslanma

Hiicresel yaglanma, strese veya telomer kisalmasina yanit olarak hiicre
dongiisiiniin durmasi gergeklesir (Zhao ve ark., 2022). Hiicresel yaslanma, 1961
yilinda Leonard Hayflick ve Paul Moorhead tarafindan tanimlanmistir. Somatik
hiicreler smirli bir proliferatif kapasiteye sahiptir ve sonunda "replikatif yaglanma"
olarak adlandirilan geri doniisiimsiiz bir siirece girerler. Bu sliregte biiyiime tamamen
durur (Hayflick ve ark., 1961). Hiicresel yaslanma, normal hiicrelerde gesitli i¢ ve dis
uyaranlara yanit olarak tetiklenebilen stabil bir hiicre dongiisii durmasidir. Yaslanan
hiicreler canli kalir, metabolik aktivitede degisiklikler olur ve gen ekspresyonunda
dramatik degisikliklere ugrar ve karmasik bir SASP gelistirir. Hiicresel yaglanma,
doku onarmminit ve yenilenmesini tehlikeye atabilir, bdylece yaslanmaya katkida
bulunur. Yaslanma, potansiyel olarak kanserli hiicrelerin g¢ogalmasini Onleyerek
giiclii bir anti-timér mekanizmasi gorevi de gorebilir. p53/p21WAF1/CIP1 ve
pl6INK4A/pRB  tiimér baskilayic1  yolaklarinin  aktivasyonu, yaslanmanin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Yaslanma, gelisimsel sinyaller veya
farkli stres tiirleri tarafindan tetiklenir. Hiicrelerde, ilerleyici telomer kisalmasi,
telomerik yapidaki degisiklikler, mitojenik sinyaller, onkojenik aktivasyon,
radyasyon, oksidatif ve genotoksik stres, epigenetik degisiklikler, kromatin
diizensizligi, bozulmus proteostaz, mitokondriyal islev bozuklugu, iltithaplanma ve /
veya doku hasar1 sinyalleri veya kemoterapotik ajanlar, besin yoksunlugu, zararl

1s1na maruz kalma dahil olmak iizere gesitli igsel ve digsal uyaranlara yanit olarak



senesens olugmaktadir (Passos ve ark., 2010). Bu farkl: sinyal tiirleri onkojene baglh
yaslanma (OIS), tamir edilmemis DNA hasarina bagli yaslanma, epigenetik olarak
indiiklenen yaslanma ve mitokondriyal disfonksiyona bagli yaslanma dahil olmak
lizere telomere bagli replikatif yaslanma, programlanmis yaslanma veya telomerik
olmayan strese bagli erken yaslanma gibi farkli yaslanma tiirlerine yol agmaktadir.
Yapilan g¢aligmalarda antikanser ajanlari, kemoterapotik ilaglar veya iyonlastiric
radyasyonla ile yapilan tedavinin, timor hiicrelerinde "terapi kaynakli yaslanmay1
(TIS)" tetikledigi gosterilmistir (Di Micco ve ark., 2006). Yaslanan hiicreler,
metabolik aktivitelerindeki degisikliklerle yasayabilir ve genellikle apoptoza direng
gosterirler (Hampel ve ark., 2004). Kromatinin yeniden sekillenmesi ve kalic1 bir
DNA hasar tepkisinin (DDR) olusmasi ile birlikte DNA’da biiyiik 6l¢iide gen
ekspresyon degisiklikleri goriilmektedir (Rodier ve ark., 2009). Yaslanan hiicrelerin
karakteristik bir o6zelligi, artan lizozomal aktivite (Kurz ve ark., 2000),
makromolekiiler hasar ve SASP goriilmesidir (Coppé ve ark., 2008). Yaslanan
hiicrelerde, genislemis vakuoller ile diizlesmis, ¢ok ¢ekirdekli bir morfoloji, plazma
zarinin igeriginin degismesi ve dikkate deger bir niikleer genisleme dahil olmak
tizere morfolojik ve yapisal degisiklikler goriilebilir (Frescas ve ark., 2017). Hiicresel
yaslanma, doku onarimini ve rejenerasyonunu engellemektedir. Yaslanan hiicrelerin
birikmesi, kok/progenitor hiicrelerin tiikenmesi ve SASP salgilanmasi nedeniyle
doku ve organizma yaslanmasina katkida bulunabilecegi i¢in zararli etkilere sahiptir
(Coppé ve ark., 2010a; Campisi ve ark.,2011). Yaglanan hiicrelerde yaslanma ile
iliskili B-galaktosidaz (SA-p-gal) aktivitesi artmaktadir. Insan fibroblastlarinda
yaslanmayla iligkili morfolojik degisiklikler UPR (Unfolded protein response) yanlis
katlanmis proteinler tarafindan diizenlenir (Druelle ve ark., 2016). Yaslanma
sirasinda, geri doniisii olmayan biiylime durmasina, pl6Ink4a / retinoblastoma (Rb)
ve p5S3 / p21 tarafindan diizenlenen iki ana tiimor baskilayict yolagin aktivasyonu
aracilik etmektedir. Hiicresel yaslanma, tiimor olusumunun 6niinde bir engel olarak
kabul edilir ve bu timér baskilayic1 genlerin mutasyonu, yaslanan hiicreleri kanser
hiicrelerine doniistiirebilir. Hiicresel yaslanmanin bir diger 6nemli 6zelliginden olan
SASP’de yaslanan hiicreler, hiicresel hasar1 takiben girdikleri yaslanma siirecinde
sitokinler, kemokinler, hiicre dis1 matriks (ECM) proteinleri ve ECM diizenleyici

maddeleri salgilar (Tominaga ve Suzuki, 2019). SASP, otokrin/parakrin tarzda



yaslanma fenotipini indiikleyerek organizmalardan hasarli veya onkogen ifade eden
hiicreleri fagosite eden immiin hiicreleri toplayarak tiimdriin baskilanmasina katkida
bulunabilir. SASP'nin tiimoér mikrogevresinde inflamasyonu ve ECM'nin yeniden
sekillenmesini tesvik ederek pro-tiimorijenik etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir.
SASPnin yasa bagli patolojik siireglere katildigi goriilmektedir (Tominaga ve
Suzuki, 2019). Smirli sayida boliinmeden sonra normal hiicreler, canli ve metabolik
olarak aktif kalirken, yaslanma asamasinda olan hiicrelerde hiicre dongiisii
durmaktadir (Druelle ve ark., 2016). Telomerler, kromozomun u¢ kisminda bulunur
ve omurgalilarda tekrarlayan AGGGTT niikleotit dizileri igerirler. Telomerler, hiicre
boliinmesi sirasinda kisalirlar ve bu durum telomer asinmasina neden olmaktadir.
Telomerler, kromozomlarin stabilitesinde ve DNA replikasyonunda kritik role
sahiptir. Bu nedenle, telomer kisalmasi fizyolojik araligi astiginda, DNA hasari
olarak kabul edilir ve esas olarak p53 veya pl6inkda sinyal yollari araciligiyla
replikatif hiicresel yaslanmay1 tetikler (Shimizu ve ark., 2019). Telomerlerin kaybu,
hiicreler tarafindan bir tiir DNA hasar1 olarak algilanir ve bu hasar iyonlastirict
radyasyon ve kemoterapotik ilaglar gibi DNA'ya zarar veren harici ajanlarin
tirettigine benzer bir DNA hasar1 tepkisini (DDR) olusturmaktadir. DDR'nin ana
aracilar hiicre dongiisii proteinini fosforile eden ve aktive eden DNA hasar kinazlar
olan ATM, ATR, CHK1, CHK2 ve p53’ten olusmaktadir. Buna karsilik,
fosforlanmis p53 proteini, bazi CDK-siklin komplekslerine, o6zellikle CDK2'yi
bulunduran ve bunlari inhibe eden p21 ifadesini aktive etmektedir. Replikatif
yaslanma ayrica iki O6nemli timor baskilayici, pl6 ve ARF genlerini kodlayan
CDKNZ2A (INK4A ve ARF olarak da bilinir) ile iliskilidir. p16, CDK4 ve CDK6'nin
inhibitoriiyken, ARF geni, p53 genini degrade eden E3 ubikuitin protein ligaz
MDM2'yi inaktive etmesi ile p53 geninin stabilitesini diizenlemektedir. CDKN2A
lokusu normalde gen¢ dokularda ¢ok diisiik seviyelerde ifade edilir, ancak yaslanma
ile baskilanmaktadir. Mekanik olarak, RAS-RAF-MEK-ERK kaskad: tarafindan
indiiklenen hiicre i¢i ROS seviyelerinin artmasi, p53 geninin transkripsiyonel
aktivitesine artmasina ve p21'in yukari regiilasyonuna yol agan p38 MAPK'y1 aktive
etmektedir (Mufoz-Espin ve Serrano, 2014).



1.3. Onkogen Kaynaklh Yaslanma

Onkojen kaynakli yaglanmada anormal DNA replikasyonu ve ROS'un neden
oldugu DNA hasar1 giiclii bir DDR'yi de indiikleyebilir. Ayrica farelerde ARF-p53
yolu, onkogen kaynakli yaslanmanin ¢ok Onemli bir aktivatoriiyken, insanlarda
DDR-p53 yolunun ARF-p53 yolundan daha 6nemli bir roli oldugu goriilmektedir.
pl6, farelerde yaslanmay1 tesvik etmede belirgin rol oynamamakla beraber, insan

hiicrelerinde 6nemli bir rolii bulunmaktadir (Mufioz-Espin ve Serrano, 2014).

1.4. Yaslanmanin Molekiiler Yollar1

DNA’da hasar olusturan ajanlar ve kromozomlarda telomer kaybi, dogrudan
p53'i ve p53’in asagl yoniindeki hedefi p21l'i aktive eden DDR olusturmaktadir.
Bir¢ok yaslanma tiirit CDKN2A lokusunun epigenetik olarak inaktive edilmesi ile
iliskilidir. ROS, MKK3 (MAPKKS3 olarak da bilinir) ve MKK6 (MAPKKG®6 olarak da
bilinir) kinazlar1 ve bunlarin asagi akis kinaz efektorii p38 aracilifiyla p16 ve p53'i

etkinlestirir (Mufioz-Espin ve Serrano, 2014).

1.5. Hiicre Dongiisiiniin Durmasi ve Yaslanma

Hiicre dongiisli, c¢ok hiicreli organizmalarin hem gelisimi hem de
yasayabilirligi i¢in kritik olan hiicre boliinmesine yol agan koordineli olaylar
dizisidir. Hiicrenin boliinmeye devam edememesine isaret eden kararli bir hiicre
dongiisii durmasi, yaslanan hiicrelerin vazgegilmez ve tanimlayict 6zelliklerinden
biridir. Hiicre dongiisiiniin durmasi, islevsiz hiicrelerin yayilmasini 6nlemek ig¢in
anormal proliferasyon veya zararli stres uyaranlari tarafindan baglatilan bir alarm
tepkisi olabilir. Hiicresel yaslanma, Gg'da meydana gelen durgunlugun aksine, hiicre
dongiisiiniin G; ve muhtemelen G, fazinda (Di Leonardo ve digerleri, 1994) olusan
ve durgunluk olarak bilinen durumdan farklidir. Bir bagska onemli fark biiylime

faktorlerinin hiicreleri uyarmasi veya mitojenik sinyaller gibi uygun sinyallere yanit



olarak hareketsiz hiicreler ¢ogalmaya devam edebilmektedir oysa yaslanan hiicreler
bunu basaramaz (Campisi ve D'Adda Di Fagagna, 2007). Ornegin biiyiimenin
durmasi sirasinda, mMTOR (Rapamisin'in memeli hedefi) gibi besin algilama yollari
aktif kalir, ancak hiicre ¢ogalmasi ve biiyiimesinin aksine hiicresel yaslanmayi
baslatir. Bu nedenle, yaglanma ve durgunluk arasindaki se¢im, bir dereceye kadar
mTOR yolu tarafindan yonetilir (Korotchkina ve ark., 2010). Apoptozda apoptotik
hiicrenin kalintilar1 bagka bir hiicre tarafindan fagosite edilerek uzaklastirilirken,
yaslanmada yaslanan hiicre hemen elimine edilmemekte ve hiicreler ¢ogalamaz
durumda olmasina ragmen metabolik olarak aktif kalmaktadir. Hiicresel yaslanmada
hiicre dongiisii durmasinin geri dondiiriilemez olduguna inanilmasina ragmen son
zamanlardaki ¢aligmalar yaslanan hiicrelerin belirli kosullar altinda tiimor
hiicrelerinde oldugu gibi hiicre donglisiine yeniden girebilecegini gostermistir
(Galanos ve ark., 2016). Yaslanmadaki hiicre dongiisii durmasina, biiyiik 6l¢iide
p53/p21WAF1/CIP1 ve pl6INK4A/pRB tiimdr baskilayict yolaklarindan birinin
veya her ikisinin aktivasyonu aracilik etmektedir (Rovillain ve ark., 2011). Bazi
yaslanan hiicrelerde, yaslanma ile iliskili heterokromatinin pRB'ye bagimli yeniden
diizenlenmesiyle senesens iliskili heterokromatin odak (SAHF) olusumu ve E2F
hedef genlerinin susturulmasina yol agmaktadir (Narita ve ark.,2003). Cekirdek
laminasinin 6nemli bir bileseni olan Lamin B1'in asag1 yonlii diizenlenmesi, yaslanan
hiicrelerin 6nemli bir 6zelligidir ve yaslanma sirasinda gen ifadesini etkileyen ve
SAHF olusumunu tegvik eden kromatin degisikliklerini tetikledigi bilinmektedir
(Freund ve ark., 2012). Hiicresel yaslanmay1 kontrol eden farkli mekanizmalarin yani
sira, kodlayict olmayan RNA'larin, 6zellikle mikro RNA'larin (miRNA'lar), tek
bagma veya diger efektorlerle birlikte hiicresel yaslanmaya aracilik etmede 6nemli
bir rol oynadig1 gosterilmistir. Cok sayida ¢aligma, farkli miRNA'larin p53 gibi

yaslanma efektorlerinin seviyelerini modiile ettigini gostermistir (Hu ve ark., 2006).



1.6. Yaslanmis Hiicrelerin Biyobelirtecleri

Hiicresel yaslanmay1 karakterize eden dolayli belirtegler hiicreler arasinda
degisiklik gosterir. Bu belirtegler su sekilde siralanabilir: Genislemis ve diiz bir
morfoloji, hiicre dongiisiiniin durmasi, p53/p21 veya pl6lnk4a sinyalleri artmasi,
DNA hasart ile H2AX odaklarinin olusumu, p38 MAPK sinyallerinin yiikselmesi,
proliferasyonun geri doniisiimsiiz olarak sonlanmasi, yaslanma ile iliskili beta-
galaktosidaz (SA-b-gal) aktivitesinin artmasi, telomer asinmasi, telomer fonksiyon
bozuklugu, yaslanma ile iligkili satellitlerin sismesi (SAD'ler) ve heterokromatin
odaklar1 (SAHF)’nin olusmasidir (Shimizu ve ark., 2019). Hiicresel yaslanmanin
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Sekil 1.1. Hiicresel yaglanmanin ayirt edici 6zellikleri (Kamal ve ark., 2020).



1.7. SASP’nin Hiicreler Uzerine EtKisi

Hiicresel yaslanma, kalici bir hiicre dongiisii durmasi ve SASP olarak
adlandirilan biyoaktif bir sekretomun {iretimiyle fenotipik degisiklikleri tetikleyen bir
stres tepkisidir. Akut yaslanma indiiksiyonu, kansere kars1 koruma saglar ve fibrozu
siirlar, ancak kalic1 yaslanan hiicreler yasa bagli bozukluklar: tetikler. Yaslanma,
replikatif tilkenme, anormal onkogen aktivasyonu (onkogen kaynakli yaslanma) gibi
hiicresel bir stres tepkisidir. Yaslanan hiicreler, dogrudan hiicre-hiicre temasi (Nelson
ve ark.,, 2012; Hoare ve ark., 2016), hiicre flizyonu (Chuprin ve ark., 2013),
sitoplazmik kopriiler olusturarak (Biran ve ark., 2017), hiicre dis1 vezikil (EV)
yoluyla ve SASP araciligiyla iletisim kurabilirler (Takasugi ve ark., 2017). Yaslanan
hiicrelerin otonom olmayan etkilerinin cogu SASP ile iliskilendirilmistir. Bu amacla
SASP, yaslanan hiicreleri ortadan kaldiracak bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina
katkida bulunur. Bununla birlikte, ilkel islevi ne olursa olsun, SASP'in hem yararl
hem de zararli sonuglar1 olabilecegi agiktir. SASP, yaslanmanin timor baskilayici
islevlerine aracilik etmektedir. TGF-f aile tiyeleri, vaskiiler endotel biiyltime faktorii
(VEGF), CCL2 ve CCL20 gibi kemokinler, parakrin yaslanma olarak bilinen
yaslanmay1 normal komsu hiicrelere yayabilirler (Acosta ve ark., 2013). SASP'nin
temel bir islevi, dogal oldiirticii (NK) hiicreler, makrofajlar ve T hiicreleri dahil
olmak tizere farkli bagisiklik hiicrelerine sinyal gondermektir. Yaslanan hiicrelerin
immiin aracili klirensi, timoriin baslamasini baskilar (Kang ve ark., 2011) ve
timoriin - gerilemesine katkida bulunur (Xue ve ark., 2007). SASP epitelyal-
mezenkimal gecisi (EMT) indiikleyebilir ve tiimor vaskiilarizasyonunu artirabilir, bu
da  cogunlukla SASP’nin  pro-tumorijenik  6zelliklere  sahip  oldugunu
diistindtirmektedir (Coppé ve ark., 2010). Yaslanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi,
yagh farelerde proinflamatuar sitokinlerin ekspresyon seviyelerini azaltmaktadir
(Baker ve ark., 2011). SASP inflamasyonu tetikleyebilir. ilging bir sekilde, az sayida
yaglanmis hiicrenin nakledilmesi, canlida fiziksel islev bozuklugu ve sistemik
inflamasyonu artirmak i¢in yeterlidir (Xu ve ark., 2018). SASP doku homeostazini
bozarak hastaliklara katkida bulunabilir. SASP, farklilagsmay1 baskilayabilir (pre-
adipositlerde) veya farklilagsmasini arttirarak (keratinositlerde), yash farelerde yaygin

olan lipodistrofi ve deri fenotipleri gibi degisikliklere neden olabilir (Wiley ve ark.,



2016). Sitozolik kromatin fragmanlari (CCF'ler) niikleer zarin kabarciklanmasindan
kaynaklanir ve lamin B1'in otofaji aracili bozulmasiyla olugsmaktadir (Dou ve ark.,
2017). Islevsiz mitokondri (Correia ve ark., 2016) ve kalic1 bir DDR (Rodier ve ark.,
2009) her ikisi de kismen CCF olusumu araciligiyla SASP'yi arttirmaktadir (Vizioli
ve ark., 2020). NF-xB'ye baglh proinflamatuar faktorler, SASPnin temel
bilesenleridir ve IL-6 ve IL-8 en ¢ok korunan ve giiclii bir sekilde ifade edilen
sitokinlerdir (Hardy ve ark., 2005). p38 MAPK yolag: ile SASP 'yi diizenleyen
bagimsiz bir mekanizmaya isaret eden yeni bir DNA hasar tepkisi tanimlamistir. p38
MAPK'nin, esas olarak Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) aktivitesini indiikleyerek
SASP'yi arttirmaktadir. 5' adenozin monofosfatla aktive olan protein kinazin
(AMPK), proinflamatuar SASP proteinlerinin ekspresyonunu arttirmak i¢in NF-xB
aktivitesini indiikklemektedir ve p38 MAPK'nin p53 aracili inhibisyonunu
baskilamaktadir (Davalos ve ark., 2013). Mitokondri normal olarak NADH 'yi NAD
" 'ya okside eder ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, cogunlukla sitozolde NAD
¥/ NADH oranm diisiiriir ve AMPK aktivasyonuna yol agarak p53 aktivasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyonla iliskili yaslanmay1r (MIDAS) olusturmaktadir (Wiley
ve ark., 2016). MIDAS"n temel 6zelligi genotoksik stresin neden oldugu SASP'tan
farkli, belirgin salgi fenotipini olusturmasidir (Kumari ve Jat, 2021). SASP
transkripsiyon faktorlerinden olan NF-kB ve CCAAT/enhancer baglayici protein-f3
(CEBPp)’e aracilik eder ve pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-6 ve IL-8), kemokinlerin
(monosit kemoatraktan proteinler (MCP'ler) ve makrofaj inflamatuar proteinler
(MIP'ler)), bliylime faktorleri, doniistiiriicii biiyiime faktorii-p (TGFB) ve graniilosit-
makrofaj koloni uyaricit faktorler ve proteazlart icermektedir. Bu ve benzeri
proteinlerin yaglanan hiicreler tarafindan salgilanmasi iltihaplanmaya neden olur ve
baz1 durumlarda, yaslanan hiicrelerin fagositoz yoluyla temizlenmesi ig¢in ¢ok
onemlidir. Bu nedenle SASP otokrin ve parakrin aktivitelere sahiptir, bu da
yaslanmanin yaslanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yol agabilen inflamatuar bir
mikro ortami olusturdugunu gostermektedir (Munoz-Espin ve Serrano, 2014). (Sekil
1.2).
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Sekil 1.2. Hiicresel yaglanma mekanizmasi (Roger ve ark., 2021).

1.8. SASP'nin Epigenetik Diizenlemesi

Ek kromatin modifikasyonlari, SASP’ye neden olan genlerin promotor
bolgelerinde histon H3K9’un demetilasyonunun azalmasi (Takahashi ve ark., 2012)
ve histon varyanti macro-H2A1'in ifadesinin artmasi gibi SASP diizenlemesinde yer
alirlar (Chen ve ark., 2015) yaslanan hiicrelerde biriken histon varyanti H2AJ de
SASP indiiksiyonuna katilmaktadir (Contrepois ve ark., 2017). Histon-lizin-N-
metiltransferaz 2A (MLL1) ve HMGB?2 gibi diger epigenetik degistiriciler de genetik
lokuslarini agik ve aktif durumda tutarak SASP iiretimini tetikler (Aird ve ark., 2016;
Capell ve ark., 2016).
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1.9. SASP’nin Yaslanmaya ve Hastaliklara Katkisi

Fare modellerinde yaslanan hiicrelerin ¢ikarilmasi saglikli yasam siiresini
uzatmaktadir (Baker ve ark., 2011), ancak yaslanan hiicrelerin yaslanmaya ve
hastalik olusmasindaki katkisini anlamak zordur. Yaslanan hiicrelerin ilerleyici
birikimi, kdk ve progenitdr hiicreler gibi doku onarimi ve yenilenmesi i¢in gerekli
fonksiyonel hiicreleri tiiketebilir. Ornegin, yaslanmis preadipositlerin enjeksiyonu
(hiicrelerin < %1'ini temsil eder) genc farelerde yaygin fiziksel islev bozukluguna
neden olmaktadir (Xu ve ark., 2018). Bu nedenle SASP, yaslanan hiicrelerin zararl
etkilerinin birincil aracisidir. Dolasimdaki sitokin seviyelerinin yiikselmesi ve
iltihaplanma ile iliskili bagisiklik aktivitesinin artmasi ile olusan kronik, diisiik
dereceli iltihaplanma yasla birlikte hastalik riskini artirmaktadir (Franceschi ve
Campisi, 2014). Yaslanan hiicrelerin temizlenmesi, patolojiye neden olan salgilanan

inflamatuar faktorlerin seviyelerini azaltmistir (Birch ve Gil 2020).

1.10. DNA Hasar Yamit1 (DDR)

Telomer asinmasi, hiperproliferasyon, oksidatif hasar ve y-1s1nlama, ultraviyole
radyasyonlar, kemoterapétik ilaclar kalict DDR sinyaline yol acarak onarilamaz
DNA hasar1 ve hiicresel yaslanmayi tetiklemektedir (Fumagalli ve ark., 2012). Insan
somatik hiicrelerinde, tekrarlanan hiicre boliinmesinden sonra telomerleri korumaya
yetecek diizeyde telomerazin katalitik alt birimi yoktur, bu durum telomerlerin
kisalmasina neden olmaktadir (Shay ve Wright, 2019). Onkogen kaynakli yaslanma
sirasinda, onkogen aktivasyonu baslangigta hiicresel yaslanmay: indiikleyen bir
hiperproliferatif fazi tetiklemektedir (Bartkova ve ark., 2006). DDR, replikatif
yaslanmada telomer kisalmasi ile iliskilidir, oysa OIS'de telomer fonksiyon
bozuklugu OIS ile iligkili olmasina ragmen, telomer kisalmasina bagl degildir
(Fagagna ve ark., 2003). Hem telomerik hem de telomerik olmayan DNA hasarinin,
yaslanmayi tetiklemede esdeger roller oynadigi gosterilmistir (Nakamura ve ark.,
2008). CHK1 ve CHK2, DNA hasar bolgesinin uzaginda hareket eden ve p53 gibi

substratlar1 fosforile ederek hasar sinyalini yayan asag1 yondeki kinazlardir. CHK2

11



tarafindan Serin-20 iizerinde p53'iin fosforilasyonu, E3 ubikuitin ligaz MDM2'nin
p53'e baglanma afinitesinde bir azalmaya yol agarak p53 gen ifade seviyelerini
artirmaktadir. p53 Serin-15'te dogrudan ATM tarafindan fosforile edilmektedir
(Chehab ve ark., 1999). Fosforile edilmis p53 hiicre dongiisii durmasina yol agan
CDKI p21WAF1 / CIP1'in ekspresyonunu diizenlemektedir. DDR'nin yaslanmayla
iligkili hiicre dongiisiiniin durmasina ek olarak, DDR sinyali ayrica NFxB
aktivasyonunu indiikleyerek SASP'ye aracilik etmektedir. Genotoksik stres sensorii
ATM ve PARP-1, NF-kB transkripsiyonel etkinligini uyarmaktadir (Stilmann ve
ark., 2009). Kemoterapotik ilaglar veya oksidatif stres kaynakli DNA hasari,
melanom ve melanom olmayan hiicrelerde yaslanmayi indiiklemek icin PARP-
1/ATM/ NF-xB sinyal kaskadini1 devreye sokar. Bu yaslanan hiicreler, diger SASP
faktorleriyle birlikte kemokin CCL2 iceren bir PARP-1 ve NF-kB ile iliskili bir
sekretom (PNAS) gelistirir, boylece yaslanmadan kagmis olabilecek melanom
hiicrelerinin yayilmasini arttirmaktadir (Ohanna ve ark., 2011). Yaslanmaya neden
olan uyaranlarin ¢ogu sonunda dogrudan veya dolayli olarak DNA'y1 etkilediginden,
kalict DDR sinyali bir¢ok yaslanan hiicrenin karakteristik bir 6zelligidir. Bununla
birlikte, DDR’den bagimsiz mekanizmalar ayni zamanda p53/p21WAFI1/CIP1
yoluyla yaslanmayi indiikleyebildiginden, DDR belirteglerinin in vivo olarak
yaslanan hiicreleri tanimlama konusunda sinirl bir potansiyeli vardir (Alimonti ve
ark., 2010). DDR, yaglanmanin olusmasinda rolii olmayan veya DNA'ya zarar veren

diger uyaranlar tarafindan da etkinlestirilebilir (Kumari ve Jat, 2021).

1.11. ROS ve Antioksidanlar

ROS, DNA hasarimi indiikleyebilen ve DDR’yi etkileyebilen kisa Omiirlii,
oldukca reaktif bir molekiildir. DNA hasari, hiicrelerde genetik bilginin
yorumlanmasini ve iletilmesini etkileyebilen DNA'da olusan fiziksel veya kimyasal
degisiklikleri ifade etmektedir. DNA'daki lezyonun dogasina bagh olarak, hasarli
bolgelerin tanimlanmasini ve onarilmasini kolaylastirmak i¢in 6zgiil yolaklar aktive
edilir. Ozellikle tehlikeli bir lezyon, kromozomal yeniden diizenlemeler veya hatali

DNA onarimi nedeniyle genetik bir bilgi kaybi ile mutajenik olabilen DNA gift
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zincir kirilmasia neden olabilir (DSB). DNA hasarina yanit olarak, DNA hasar
yanit1 olarak adlandirilan bir olaylar agi etkinlestirilir. Bu yanit, DNA hasarinin
taninmasi, kontrol noktalarinin aktivasyonu, hiicre dongiisiiniin durmasi, hasar
onarimi, apoptoz ve bagisiklik cevabini igermektedir (Srinivas.ve ark., 2019).
Oksidatif stres, serbest radikallerin tiretimi ile bunlarin antioksidanlar tarafindan
ortadan kaldirilma siirecindeki dengesizlik durumudur. Bu redoks dengesizligi, artan
ROS fdiretiminin ve azalan antioksidan savunmanin bir sonucu olarak ortaya
c¢ikmaktadir. Normal olarak farkli metabolik siireclerle iiretilen ROS miktarinin
artmast inflamasyonu tetikleyebilir ve lipidler, proteinler, diger hiicresel
makromolekiillere zarar vererek oksidatif strese ve hiicre Sliimiine yol agabilir. Bu
nedenle, oksidatif stres, ¢cok c¢esitli metabolik bozukluklarin ve kronik hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir (Hassanein ve ark., 2020). Serbest radikaller, hiicre
bilesenlerine zarar vererek hiicre hasarina neden olmaktadir. Serbest radikaller, lipid
peroksidasyonuna yol agcan membran lipidlerindeki ¢ift baglara saldirir. ROS,
proteinlerde ¢apraz baglanma yapmaktadir. Serbest radikaller, siilfidril aracili protein
capraz baglanmasini uyararak enzimatik aktivitenin bozulmasina veya kaybina neden
olmaktadir. Tek iplik kopmalari serbest radikallerin etkisiyle DNA'daki timin
niikleotidleri iizerinde olugmaktadir (Kumar ve ark., 2018). Antioksidanlar
oksidasyonu engelleyen maddelerdir. Antioksidanlar kokenlerine goére iki tiire
ayrilirlar: eksojen ve endojen antioksidanlar. Bir Antioksidan, yaslanma, kanser,
diyabet, iltihaplanma, karaciger hastalifi, kardiyovaskiiler hastalik, katarakt,
nefrotoksisite ve norodejeneratif bozukluklarin olusumunu azaltabilir. Oksidatif stres
serbest radikallerin olugmas1 ve antioksidan konsantrasyonundaki azalma ile
olugmaktadir. Pro-oksidanlar, serbest radikaller, diger tiirlerle reaksiyona girmek igin
kararsiz ve biiyiikk Ol¢iide reaktif olan birden fazla eslesmemis elektron igerirler.
Reaktif olmayan dioksijenin kismen azaltilmasi da ROS’a neden olmaktadir.
Genellikle ROS, DNA'ya zarar vermenin yani sira hiicre hasarina ve yayilmasina
neden olan siiperoksit anyon (03 ), hidrojen peroksit H,O,, hidroksil radikali (+OH),
singlet oksijen, nitrik oksit (NO) ve ¢ok daha fazlasini igcermektedir. ROS farkli
konsantrasyonlarda farkli etkiler gdstermektedir, yliksek konsantrasyonda biyolojik
sisteme zararliyken orta diizey konsantrasyonda enfeksiyona karsi koruma
saglamaktadir. Bununla birlikte, ROS’un artmas: lipitler, proteinler ve DNA gibi
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hiicresel bilesenlere zarar vermektedir. ROS, tek veya ¢ift sarmallit DNA'da, azotlu
bazlar1 parcalayarak, doniistiirerek, translokasyon yaparak ve proteinlerle ¢apraz
baglanarak DNA'y1 doniistiirmektedir. DNA’da olusan bu degisikler yaslanmaya,
karsinojeneze, norodejeneratif, otoimmiin hastaliklara, kardiyovaskiiler ve diger
hastaliklara yol agmaktadir (Neha ve ark., 2019).

1.12. Serbest Radikallerin Mekanizmasi

pH 7.4’te Siiperoksit (¢03), Oj'den hidroperoksil radikali {retirken,
mitokondriyal solunum yan {iriinii olan NADPH oksidaz ve H,0,’1 olusturmaktadir.
Stiperoksit (03 ), Haber-Weiss reaksiyonu ile siiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla
H.0,’e dontistiiriilebilir ve bu iriin daha sonra hidroksil radikalleri (*OH) ve
hidroksil anyonlar1 (OH") gibi ¢esitli ROS'lara veya katalaz ile suya doniistiiriilebilir.
Hidrojen peroksit Fe?* ile etkilesime girdiginde (Fenton reaksiyonu) ile *OH’ni
olusturmaktadir (Neha ve ark., 2019).

1.13. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar, ROS'un bozucu etkisine kars1 koyarak oksidatif stresle ilgili
hastaliklar1 onleyerek ortadan kaldirabilir. Endojen antioksidanlar enzimatik veya
enzimatik olmayabilir. Endojen enzimatik antioksidanlar glutatyon peroksidaz,
stiperoksit dismutaz ve katalazdan olusurken enzimatik olmayan antioksidanlar
tirikasit, lipoik asit, bilirubin, glutatyon ve melatoninden olusur. Eksojen
antioksidanlar karotenoidler, E, A ve C vitamini, dogal flavonoidler veya diger farkli
bilesiklerden olusmaktadir. C vitamini, lipidleri peroksidasyondan korumak igin E
vitamini ile birlikte hareket eden suda ¢oziiniir bir antioksidandir (Neha ve ark.,
2019). DNA hasarinin birikmesi hiicre o6limiinii ve dokularda fonksiyon
bozuklugunu indiikleyerek yaslanmaya neden olmaktadir. Bununla birlikte, ortaya
cikan kanitlar, inflamasyonun DNA hasarinin bir bagka 6nemli sonucu oldugunu

gdstermektedir. Inflamasyon, yaslanmanin bir dzelligi ve yasa bagl bircok hastaligin
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da etkenidir. Hiicre kiltirlerinde DNA hasari, tip I interferonlarin ve diger
inflamatuar faktorlerin ekspresyonunu indiiklemektedir. DNA hasari, iki yolla
sitoplazmik DNA'nin birikmesine neden olmaktadir: birincisi, mikroniikleus olusumu
yoluyla ve ikincisii, DNA'nin sitoplazmaya dogrudan sizmasi yoluyla
gerceklesmektedir. Mikroniikleuslar, mitoz sirasinda ve DNA hasarina yanit olarak
kromozomlarin yanlis ayrilmasindan dolayi ortaya ¢ikarmaktadir. DNA’da ¢ift zincir
kirilmalar1 (DSB)' ler tamir edilmediginde veya yanlis tamir edildiginde, bu asentrik
kromozomal fragmanlarin olusumuna yol agabilir. Bu fragmanlar, sonraki hiicre
boliinmesi sirasinda mikroniikleus olusturmak i¢in niikleer zarfi almaktadir.
Mikroniikleus, kromozom pargalarini ¢evreleyen niikleer bir zarftan olusan g¢ekirdek
benzeri yapilardan olusmaktadir. Mikrogekirdeklerin yaklasik %60 interfaz
sirasinda niikleer zarflarinin yirtilmasina neden olmaktadir. Niikleer zarf yirtilmasi,
lamina kaybu ile iliskilidir, ancak bununla ilgili mekanizmalar net degildir. Niikleer
zarf, ESCRT-IIl kompleksinde gerekli olan endozomal ayirma kompleksleri
tarafindan onarilmaktadir. Bu onarimin mikrontikleuslarda eksik olmasi,
kromozomal DNA fragmanlarinin sitoplazmaya sizmasina neden olabilmektedir.
Yaslanmus hiicrelerin bir 6zelligi, sitoplazmik kromatin fragmanlar1 (CCF)' ler olarak
adlandirilan, sitoplazmada gdzlemlenen mikroniikleus benzeri yapilardir. CCF'ler,
cekirdekten sitoplazmaya tasan kromatin fragmanlarini icermektedir. Yaslanan
hiicrelerde CCF olusum mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir. Niikleer membran
biitiinliiglinde olusan hasar yaslanmanin biyolojik belirteci olan lamin B1'in kaybz ile
iligkilidir. ROS'un neden oldugu yaslanmada, lamin B1 bozulmaktadir. Lamin B1 ile
dogrudan etkilesime giren otofaji ile iligkili protein LC3 (maya Atg8'in memeli
homologu) ve lamin B1’in bozunmast i¢in lizozomu hedefleyen kromatin tizerindeki
lamin ile iligkili alanlara aracilik etmektedir (Zhao ve ark., 2022). Stres kaynakli
erken yaslanma (SIPS), H,O,, hiperoksi veya tert-butilhidroperoksit dahil olmak
tizere bircok farkli Oliimciil olmayan strese maruz kaldiktan sonra ortaya
¢ikmaktadir. Insan Mezenkimal kok hiicreler (hMSC'ler), kendilerini yenileyebilen,
kemik, kikirdak, kas, kemik iligi (BM) stromal hiicreleri, yag ve diger ¢esitli bag
dokular1 dahil olmak iizere ¢oklu soylara farklilagabilen multipotent progenitorlerdir.
Insan mezenkimal kok hiicreleri (hMSC'ler), in vitro ortamda Hayflick limiti olarak

adlandirilan sinirh ¢ogalma potansiyeli sergilemektedir. H,O,, redoks dengesinin
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bozuldugu ve hiicrelerin oksidatif stres durumuna gegtigi yiiksek seviyelerde ROS
tretiminden sorumlu olabilir, bu da daha sonra kisalan telomerlerle erken
yaslanmaya yol acgabilir. H,O,, SIPS'nin en yaygm kullanilan indiikleyicisidir ve
yaslanma ile iligkili B-galaktosidaz aktivitesi, hiicre dongiisii diizenlemesi vb. dahil
olmak tiizere replikatif yaglanmanin (RS) 6zelliklerini olusturmaktadir (Studeny ve
ark., 2004). Birkag ¢alisma, yaslanmanin kismen, DNA hasarina neden olan dissal
veya igsel ajanlarin etkisiyle ortaya ¢ikan kok hiicre yaslanmast ile iliskili oldugunu
gostermistir (Campisi ve ark., 2007; Sharpless ve DePinho, 2007). H,0, kaynakl
DNA hasari, DDR ve p53/p21/Rb yolunun aktivasyonuna yol acarak hizli bir sekilde
hiicre dongiisiinii dudurmaktadir. Oldukga kiigiik bir molekiil olan H,0,, hiicre igi
zarlardan kolayca gecgebilir ve mitokondriyal zar potansiyelinin (MMP) diisiisiine
neden olabilir. Bu goriis dogrultusunda H,O;, uygulamasindan hemen sonra énemli
Olgiide MMP azalmasi1 gorilmistir (Alla ve ark., 2021). MMP, yaslanma
ilerlemesiyle hMESC'lerde azalmaktadir. Yaglanmig hiicrelerin ayirt edici
ozelliklerinden biri, MMP’nin azalmasina bagli olarak oksidatif fosforilasyon
bozulmasi ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun goériilmesidir (Shatrova ve ark.,
2021). SASP, yaslanan hiicrelerin diger hiicrelere sinyal gonderilmesini saglayarak
komsu hiicrelerin farklilasmasini tegvik edebilir. Canlilarda yaslanma, fazla sayidaki
mitotik boliinme dongiilerinin bir sonucudur ve her bir dongi telomerleri asamali
olarak bozmakta ve o6liimciil DNA hasarina neden olmaktadir. SIPS, kimyasallara
(6rnegin, H,0,) veya ultraviyole i1sinlara maruziyet de dahil olmak iizere cesitli
Oliimciil olmayan kosullar altinda indiiklenebilir. SIPS geciren hiicreler, mitoz
asamasinda yaslanma fenotipini RS hiicrelerinden daha erken yansitir (Waters ve
ark., 2019). SIPS, insan diploid fibroblastlarmin H,O, ile subsitotoksik dozda
oksidatif strese maruz kalmasindan 3 giin sonra, replikatif yaslanmanin g¢esitli
biyobelirteglerinin  gdstermektedir. SIPS'de replikatif yaslanmanin  bir¢ok
biyobelirtegleri goriiliir: tipik hiicre morfolojisi, geri doniisiimsiiz biiyiimenin
durmasi, DNA sentezinin keskin bir sekilde azalmasi ve yaslanmayla iliskili -
galaktosidaz aktivitesinde (SA-B-Gal) artis goriilmesidir. H,O, veya t-BHP
tarafindan indiikklenen SIPS'de sikline bagimli kinaz inhibitorii p21WAF-1'in uzun
stireli asir1 ekspresyonu gozlenmistir. p21WAF-1, siklin D/siklin bagimli kinaz 4 ve

6 komplekslerini inhibe ederek retinoblastoma proteininin (Rb) hipofosforilasyonuna
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yol agabilir. HO, veya t-BHP tarafindan indiiklenen SIPS durumunda Rb'nin uzun
stireli hipofosforilasyonu gozlenmistir ve hiicre dongiisii iizerindeki blok E2F
transkripsiyon faktoriinii etkisiz duruma getirmistir (Dumont ve ark., 2000 ve
Frippiat ve ark., 2001). Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikler, bir
dizi kadin iireme hastaligina yol agmaktadir. Oksijen, aerobik yasamin gerekli bir
unsurudur ve oksidatif metabolizma temel bir enerji kaynagini temsil eder.
Hiicrelerin aerobik kosullar altinda ROS'a karsi bir savunma sistemi vardir ve
saglikli biyolojide prooksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge vardir. OS,
ROS’un asir1 miktarda tretimi ile antioksidanlarin savunma mekanizmalari
zayifladiginda ortaya c¢ikmaktadir. Biyolojik olarak en onemli ROS tiirleri;
stiperoksit anyon (O3 ¢), hidroksil radikali (*OH), peroksil (ROQ¢), alkoksil (RO¢) ve
hidroperoksildir (HO,¢). Serbest radikal tiirleri kararsizdir ve olduk¢a reaktiftir,
ancak lipitlerden, niikleik asitlerden, proteinlerden, karbonhidratlardan veya
yakindaki molekiillerden elektron alarak kararli hale gelebilirler, zincirleme
reaksiyonlara neden olarak hiicresel hasara ve hastaliklara yol agabilirler. Normal
sartlar altinda viicutta enzimatik olan antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak tizere iki tip antioksidan bulunur. Enzimatik antioksidanlar,
H,O,'nin su ve alkole indirgenmesine neden olabilen siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GSR)
icermektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar, sentetik antioksidanlar veya C
vitamini, E vitamini, B-karoten, selenyum, ¢inko, taurin, glutatyon ve benzeri diyet
takviyeleri olarak bilinmektedir. Cogu ROS, elektronlar, elektron tasima zinciri
olarak da adlandirilan mitokondriyal solunum zincirinden sizmasi ile iretilir. Bir
tahmine gore, tiiketilen %2'ye kadar oksijen, ozellikle kompleks 1 ve IIl'te
mitokondri tarafindan ROS olusumunu tetikleyebilir. Serbest radikal siiperoksit
anyonu (03 ), temel haldeki dioksijene bir elektron eklenmesiyle olusur, ancak H,O;
ve molekiiler oksijen (O,) tireterek kendiliginden reaksiyona girebilmesi nedeniyle
sulu cozeltilerde kararsizdir (reaksiyon 1). Fe**'y1 Fe?'ya indirgeyebilir ve O,'ye
doniisebilir (reaksiyon 2). HyO, bir serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik
membranlar1 gecebildigi ve yliksek reaktif hidroksil radikaline (¢ OH) doniisebildigi

igin hiicreler i¢in ¢ok zararlidir. Hidroksil radikalinin ana kaynagini metal katalizli
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Haver-Weiss reaksiyonu (reaksiyon 3), ikincisi Fenton tipi reaksiyon olusturmaktadir
(reaksiyon 4).

03+ + 03+ + 2H+ — H,0; + O; 1)
05+ +Fe** — 0y + Fe®* (2)
03+ + Hy0, — O, + OH + «OH (Haver — Weiss reaksiyonu) (3)
Fe?* + H,0, — Fe** + OH™ + «OH (Fenton — tip reaksiyonu) (4)

Serbest oksijen radikallerine karst savunma mekanizmasi1 SOD, CAT, GPx ve
GSR’den olusan birincil savunma mekanizmasidir. SOD, fizyolojik pH'ta spontan
dismutasyondan 104 kat daha yiiksek bir oranda H,O, ve O? {iretmek i¢in o+
dismutasyonunu katalize eder. Hiicrelerde CAT, yiiksek konsantrasyondaki H,O,'yi
uzaklastiran enzimdir (reaksiyon 5). GPx, ortak substrat olarak glutatyon gerektiren
H.0, ve organik serbest hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize eden bir enzimdir
(reaksiyon 6 ve 7). GSR, GPx'inkine benzer bir doku dagilimina sahip sitozolik bir
proteindir ve enzim, cesitli sistemler tarafindan iretilen NADPH'yi kullanarak

oksitlenmis glutatyonu azaltmaktadir (reaksiyon 8).

2 H,0, — 2H,0 + O, ()
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0 (6)
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0 @)
GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP (8)

Tiim hiicre zarlarinda bulunan baslica yagda ¢oziinen antioksidan olan E
vitamini, lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglar. Tokoferil radikali askorbik
asit-GSH redoks cifti tarafindan dogrudan azaltilabilir. B-karoten ve E vitamini en
verimli antioksidandir. B-karoten diisiik oksijen basinglarinda hareket edebilir (Lu ve
ark., 2018).
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1.14. Kok Hiicrelerin Yaslanmasi

Kok hiicreler, doku homeostazini korumak ve doku onarimi veya
yenilenmesine katilmak i¢in ¢ogu memeli organinda veya dokusunda bulunur.
Yasglanmayla birlikte kok hiicrelerin kendini yenileme ve cogalma kapasitesi
azalmaktadir, bu da kok hiicre bdlmesinde apoptozun artmasi, yaslanma ve
fonksiyonel k&k hiicrelerin tilkenmesine neden olmaktadir. Ote yandan, DNA
mutasyonlarmin birikmesi, kok hiicre yaglanmasinin ortak bir 6zelligidir. Yaslanan
epidermal kok hiicrelerde ve hematopoietik kok hiicrelerde yiiksek seviyelerde DNA
hasar1 bildirilmistir. Yaslanmayla birlikte baz1 durumlarda kok hiicre sayisi onemli
Olciide azalmaktadir. DNA replikasyonu sirasinda telomer kisalmasi, kromozom
yeniden diizenlemeleri ve tek baz mutasyonlar1 gibi yaslanma ile ilgili mekanizmalar
meydana gelebilir ve sonucta hiicresel yaslanmaya yol acabilir. Kok hiicreler hem
yiiksek oranda proliferatif hiicreler hem de uzun émiirlii postmitotik hiicrelerle ilgili
savunma ve onarim mekanizmalarina sahiptir. Yetigkin kok hiicrelerin, ozellikle
stirekli yenilenen dokularda bulunanlarin, normal doku homeostazini siirdiirmek i¢in
birgok hiicre boliinmesi maruz kaldigi gézlemlenmistir. Ayrica deri, ince bagirsak,
kornea, testis ve beyinde gozlemlendigi gibi eski kok hiicrelerdeki telomerlerin bu
dokulardaki diger somatik hiicrelerdekinden daha uzun oldugu da gézlenmistir (Bian
ve ark., 2015).

1.15. Ovaryumta Oeositin Gelisimi

Ovaryum, kadinlarda iireme ve hormonal islevlerini yerine getiren lireme
endokrin organidir. Burada iiretilen oosit, graniiloza ve teka hiicreleri ile birlikte
bulunmaktadir (Xie ve ark., 2020). Yeni dogan disiler, oogonia olarak bilinen
olgunlasmamis yumurta hiicrelerinden farklilasan sabit sayida oosite sahiptirler.
Oogonia, disi fetiiste, primordiyal germ hiicrelerinin mitotik boliinmesi ile
iretilebilmektedir ve gebeligin 20. haftasinda yaklasik 7 milyona ulasmaktadir.
Oogonia daha sonra mayoz boliinme sonucu, birincil oositleri olusturur sonra bunlar

fizyolojik apoptoz ve folikiiler atilmaya maruz kalmaktadirlar. Sonu¢ olarak
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dogumda sadece 1-2 milyon oosit olusmaktadir (Chiang ve ark., 2020). Yeni dogmus
bir bebegin yumurtaliginda bulunan 1-2 milyon oositten, yetiskin yasami boyunca
devam eden folikiiler atilma ile sadece 300-400 oosit yumurtlama asamasina
ulagsmaktadir (Ahmed ve ark., 2019). Yumurtlamadan 6nce, memeli oositi, ovaryum
folikiilii icinde kendisine bir embriyo olusturma yetenegi kazandiran bir farklilagsma
stirecine girmektedir. Farklilasma asamasinda olan bir oosit, insanlarda 3-4 ay ve
farelerde yaklasik 3 hafta siliren biiyiime sirasinda makromolekiilleri biriktirirken
hacim olarak 100 katin {stiine ¢ikmaktadir. Boyuttaki bu artis ile birlikte
dollenmeden sonra embriyonik gelisim igin gerekli olan metabolitler, mMRNA'lar ve
proteinlerin yan1 sira mitokondri gibi organellerin birikimi de goriilmektedir. Oositin
bliylimesine folikiiliin biliylimesi ve farklilagsmasi eslik etmektedir. Bir oositin
bliylime asamasi, bitisiginde bulunan graniiloza hiicrelerinin spesifik biiyiime
faktorleri tiretmesiyle tetiklenir. Oosit biiylidiikge, zona pellucida adi verilen kalin bir
hiicre dis1 tabaka olusmaktadir. Bununla birlikte, komsu graniiloza hiicrelerinin
sitoplazmik wuzantilari, transzonal projeksiyonlarinin oosit ile bulustugu yerde
bulunan siki baglanti bolgeleri aracilifiyla graniiloza hiicrelerinin zari, oosite
metabolik aktivitesini siirdiiren irilinler ve farklilasmasini diizenleyen sinyaller
iletmektedirler. Oosit de graniiloza hiicrelerine bu hiicrelerin ¢ogalmasimi ve
farklilagsmasin1  diizenleyen biiylime faktorler1 salgilamaktadir.  Graniiloza
hiicrelerinin oosit ile temasi ile oosite gegen {irlinler, oositte mayotik olgunlagsmanin
erken gelismesini onlemektedir ve graniiloza hiicrelerinden oosit hiicrelerine salinan
hormonal sinyaller ile oositin zamaninda olgunlasmasini saglamaktadir. Oositin
bliylimesi, transkripsiyonel aktivitelerini etkileyen spesifik DNA sekanslarinin
metilasyonu ve embriyogenez igin gerekli olan ultrayapisal degisiklikler dahil olmak
tizere Onemli epigenetik modifikasyonlarla sekillenmektedir. Oosit biiylime
asamasina girdikten sonra, primordial folikiilii olusturan skuamdéz graniiloza
hiicreleri, kiibik hale gelir ve mitotik olarak c¢ogalmaya baglar, boylece biiyliyen
oositin genigleyen ylizeyini tamamen kaplamaya devam ederler ve birincil olarak
adlandirilan bu folikiiller, graniiloza hiicrelerinin bazal tarafina eklenen bir bazal
membran ile smirlandirilmistir. Graniiloza hiicreleri ¢ogalmaya devam ettikge, oosit
cevresinde ¢ok sayida katman olustururlar; bu tiir folikiiller sekonder folikiil olarak

adlandirilmaktadir. Oosit biiylimesini tamamladiginda, antrum adi verilen i¢i sivi
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dolu bir bosluk olugmaktadir. Antrum, graniiloza hiicrelerini folikiiliin i¢ duvarinm
kaplayan mural granuloza ve oositi ¢evreleyen kiimiiliis granuloza olmak {izere iki
popiilasyona ayirmaktadir Sekill.2’de gosterilmistir. Oositten ve Ozellikle ekstra
folikiiler kaynaklardan gelen sinyallerin zit etkileri altinda, hipofiz bezi tarafindan
salgilanan Folikiil Uyaric1 Hormon (FSH) salgilanmaktadir. Biiyiik bir antrum igeren
folikiiller, Graafyan olarak adlandirilir ve bunlar tipik olarak Luteinize Edici
Hormona (LH) yanit olarak yumurtlamay1 gerceklestirmektedir (Clarke, 2018).
Yumurtlama asamasinda olgunlasan folikiiller belli bir asamaya kadar gelisir,
ovaryum vyiizeyinden digart ¢ikar; folikiiler sivinin keskin bir sekilde artmasiyla,
basing artar, boylece ovaryum dokusunun belirgin kismi incelir ve sonunda yirtilir;
ikincil oositler, periferik zona pellusida ve radyasyon kronlari folikiiler siv1 ile
birlikte bosalir. Bos folikiill de korpus Iluteumu olusturmaktadir. Memeli
yumurtaliginda germ hiicreleri, folikiiller olarak bilinen temel bir iglevsel birim
olusturmak tiizere somatik hiicreler tarafindan ¢evrelenir. Her Ostrus dongiisii
sirasinda, Primordiyal folikiiller olarak bilinen bazi erken evre folikiiller biiyiimek
icin toplanir ve nihayetinde bu gelismis folikiiller, déllenme i¢in olgun bir yumurtay1
serbest birakmak {izere atrezi veya yumurtlama gegirmektedir (Bajwa ve ark., 2016).
(Sekil 1.4). Memeli folikiillerinin gelisimi, ilkel germ hiicrelerinden (PGC) oositlere
kadar birka¢ adimi icerir. Primordial folikiil havuzlarinin titkenmesi, yumurtaliklarin
yaslanmasina neden olurken, baskin folikiillerin gelisimini ve dolayisiyla oositlerin
olgunlagmasint ~ siirdiirmek i¢in  primordial folikiillerde atrezi meydana
gelir. Graniiloza hiicrelerinde otofajinin uyarilmasi folikiiler atreziye yol agar. Benzer
sekilde, oosit ve folikiiler atrezi arasindaki denge otofaji ile saglanabilir. Sonug
olarak, otofaji, folikiiler gelisim ve atrezinin tiim gelisim siireci boyunca
folikiilogenezi etkiler (Zhou ve ark., 2019). (Sekil 1.3). Korpus luteum,
ovulasyondan sonra kalan folikiil duvarinin ¢okmesiyle folikiiler membranin ve
kilcal damarlarin bag dokusu partikiil tabakasma kadar uzanan ve LH'In etkisiyle,
kilcal damarlar ve endokrin fonksiyonu agisindan zengin, taze sar1 renkli daha biiyiik

hacimli bir hiicre kiimesi haline gelen yapidir (Lu ve ark., 2018).
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Sekil 1.3. Folikiiler geligsim ve atrezide otofajinin diizenlenmesi (Zhou ve ark., 2019).

1.16. Kiimiiliis Hiicreleri

Kiimiiliis hiicreleri (CC), farklilasmamis graniiloza hiicrelerinden (GC) olusan
fonksiyonel hiicrelerdir. CC'lerin zona pellusida'dan gegen oosit ile siki baglanti
bolgeleri olusturmak icin ve kiimiiliis-oosit kompleksini (COC) g¢evreleyen oldukca
Ozellesmis sitoplazmik uzantilar1 vardir. COC kompleksi, farkli parakrin sinyal
yolaklar1 araciligiyla oosit olgunlasmasi igin gerekli besinleri saglamaktadir.
Yumurtlamadan sonra, CC'ler ovaryumtan yumurtanin salinma yolculugunu
desteklemek icin oositlere gevsek bir sekilde baglanmaktadir (Zhu ve ark., 2015).
CCller, oositin biiylime ve olgunlagma siireclerinde 6nemli roller oynamaktadir,
ornegin, CC’ler oositi oksidatif stres hasarindan korurlar. Folikiil icindeki oosit ve
CCl'ler, birkag biyolojik stirecte metabolit degisimi yoluyla yogun ¢ift yonlii iletisim
kurarlar. Gegit baglantilart yoluyla dogrudan iletisimi, iki hiicre tipinin (00sit ve CC)
kiiglik molekiilleri ve iyonlar1 degis tokus etmesine izin vermektedir. Bu ¢ift yonlii
iletisim, oositin ve folikiiliin bilylimesini, olgunlagmasini ve yumurtlama siireglerini
yonetir. ROS, sinyal molekiilleri gibi bazi biyolojik siirecler i¢in gerekli olmasina
ragmen, lipitler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillerle reaksiyona girerek hiicre
hasarina ve oksidatif strese neden olarak oosite zarar verdiginden oosit kalitesini
diisiirmektedir. Oosit, gerekli tiim antioksidan savunma mekanizmalarini harekete
gecirme kapasitesine tek basina sahip degildir. Bu koruma gevredeki CC’ler ile

saglanmaktadir (Von Mengden ve ark., 2020).
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Sekil 1.4. Yumurtaligin potansiyel ve hiicre soylarini gosteren sema (Hummitzsch ve ark., 2015).

1.17. CC Redoks Biyolojisi

COC'nin dogrudan yakininda bulunan folikiiler sivi (FF), in vivo redoks
dengesini koruyarak bir antioksidan tampon gibi davranabilir. Graniiloza
hiicrelerinde oksidatif stresin neden oldugu DNA hasari, dollenme ve embriyo
kalitesi ile ters orantilidir. CC'ler esas olarak oositin oksidatif stres savunmasindan
sorumludur. CC’nin antioksidan kapasitesi diisiik oldugunda, oosit kalitesi
etkilenebilir. CC'ler glikozu metabolize ederken, pentoz fosfat yolagi (PPP) ile
biyosentez i¢in indirgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH)1
tireterek oositin redoks dengesine katkida bulunur. CC'lerde hem glikoliz hem de
PPP'lerin miikemmel isleyisinin farelerde oosit sagligi igin gerekli oldugu
gosterilmistir (Li ve ark., 2011). CC'ler, ¢esitli antioksidan enzimlerin ifadesi yoluyla
da oositi korumaktadir. Ornegin CC’lerde katalaz (CAT), oositlerde ifade edilmeyen
bir antioksidan enzimdir ve H,0O,'yi reaktif olmayan molekiillere (H,O ve Oy)
metabolize etmektedirler. H,O,'ye maruz kalindiginda, hala COC iginde bulunan
oositler oksidatif stres hasarindan korunurken, CC'lerin disina ¢iktiginda canlilikta
biliylik bir azalma gostermektedir. Glutatyon S-transferazlar (GST'ler), hiicreleri
oksidatif hasardan, ROS kaynakli hiicre —membranlarinda olusan lipit
peroksidasyonundan ve toksik bilesiklerden koruyan genis bir enzim ailesini

olusturmaktadir. Reaktif siiperoksit anyonunun metabolize edilmesinden sorumlu

23



enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD), (02)’1 H,0,' ve Oj'ye doniistiiriir. CC'lerde
ve oositlerde, mitokondride mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) ve sitoplazmada
bakir/¢inko stiperoksit dismutaz (Cu/ZnSOD) eksprese edilir. Nitrik oksit sentaz
enziminin indiiklenebilir formu nitrik oksit iiretir (NO). Zarlardan serbestce yayilan
polar olmayan bir sinyal molekiili olan NO ovaryumta oosit olgunlagsmasi ve
ovulasyonda rol oynamakla beraber doza bagl bir oksidatif hasar kaynag: da olabilir
(Von Mengden ve ark., 2020).

1.18. Oosit Hiicrelerinde Oksidatif Strese Kars1 Kiimiiliis Hiicre Savunma

Mekanizmalari

Kiimiiliis hiicreleri, oositin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan birka¢ molekiiliin
transferine izin veren transzonal projeksiyonlarda bulunan bosluk baglantilari
yoluyla kendileri ve oosit arasinda baglanti kurmaktadir. Kiimiiliis hiicreleri folikiil
mikrogevresinden glikozu yakalar ve glikoliz yoluyla isleyerek oositin trikarboksilik
asit/oksidatif fosforilasyon (TCA)/OXPHOS yoluyla metabolize edecegi piruvati
olusturarak biyomolekiiller, Adenozin Trifosfat (ATP) ve ROS iretmektedir.
Kiimiiliis hiicreleri, reaktif hidrojen peroksidi metabolize eden ve oosit tarafindan
ifade edilmeyen bir enzim olan CAT iiretiminden sorumludur. Kiimiiliis ve oosit
ayrica sliperoksit anyonunu daha az reaktif bir formu olan perokside metabolize eden
SOD'ye de sahiptir; Glutatyon rediiktaz (GR) glutatyon disilfit (GSSG)nin
indirgenmis bi¢imi olan GSH'ye geri doniistiiriilmesini tetikler ve GPx, Glutatyon
(GSH)'yi elektron alicis1 olarak peroksiti H,O, ve O,'ye metabolize eder ve lipid
hidroperoksitleri azaltmaktadir. Tiim bu enzimler oksidatif stres savunmasinda yer
alir. SOD, bakir ve ¢inko varyant1 (CuZnSOD) olarak sitoplazmada veya manganez
varyantt (MnSOD) olarak mitokondride bulunabilir. Her iki hiicre tipi de melatonin
sentezleme yetenegine sahiptir, ancak oositin kendisi, kiimiiliis hiicrelerine bagimli
oldugundan, yeterli diizeyde antioksidan savunma tretemez. polikistik over
sendromu (PCOS), ovaryum fonksiyonunda ve yumurtlama siirecinde karmasik bir
dengesizlige neden olan endokrin ve metabolik bir hastaliktir. PCOS hastalarinda,

CC'lerin daha yiiksek mitokondriyal ROS {iretimine ve daha diisiik antioksidan
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kapasiteye sahip oldugu, daha diisik GSH/ GSSG (oksidize glutatyon),
NADH/NAD" ve NADPH/ NADP™ (oksidize nikotinamid adenin diniikleotit fosfat)
oranlar1 gdsterilmistir, bu da oksidatif artis1 diisiindiirmektedir. Ornegin, yasa baglh
infertilitesi olan kadin hastalarda CuZnSOD seviyeleri 6nemli 6l¢iide azalmaktadir.
Bu sekilde, kirk yasina yaklasan kadinlardan alinan oositler, daha yiiksek
mitokondriyal DNA hasar1 ve stres seviyeleri ile yasli mitokondrileri gosterebilir.
Aslinda, ileri anne yasindaki oositler, daha diisiik seviyede mRNA depolar1 ve daha
diisik DNA onarimi etkinligi sunmaktadir (von Mengden ve ark., 2020).
PI3K/mTOR sinyal yolu hiicre proliferasyonu ve hiicre biiyiimesi gibi hiicresel
stireclerin ana diizenleyicisidir ve bu sinyal yolunun diizensizlestirilmesi, kanser,
diyabet, obezite, kalitsal hastaliklar ve noérodejeneratif bozukluklar gibi cesitli
hastaliklarin  patogenezine katkida bulunmaktadir. Folikiil-igi mTOR sinyali,
primordiyal folikiil alimi1 ve biiylimesinin ana diizenleyicisidir. Fosfataz ve tensin
homologu / Tiiberoz skleroz kompleksi / (PTEN) / TSC1 / TSC2'nin genetik
ablasyonu ile germ hiicrelerinde mTOR'un siirekli aktivasyonu, erken ovaryum
yetmezligine ve kisirliga yol agan ilkel folikiillerin zamansiz toplanmasina neden
olmaktadir. Bu, mTOR sinyalinin baskilanmasinin primordiyal folikiil aktivasyonunu
engelleyebilecegi ve sonu¢ olarak menopozu geciktirebilecegi olasiligini artirir.
Hiicre kiiltiirinde hem FSH hem de LH, PI3K/mTOR sinyalini diizenleyerek
ovaryum yiizey epiteli (OSE) hiicrelerinin biiyiimesini uyarir ve bu sinyal yolunun
baskilanmasi, OSE hiicrelerinin gonadotropin kaynakli proliferasyonunu inhibe

etmektedir (Hilliard ve ark., 2013).

1.19. Mitokondri ve Oosit Yaslanmasi

Mitokondri, enerji iiretimi, biyosentez ve redoks homeostazi gibi oosit islevi
icin gerekli olan siiregleri rol almaktadir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
memeli oositlerindeki mayoz boliinme sirasinda kromozomal anomalilerden sorumlu
Kilit bir faktordiir. Mitokondri, oositlerde sitoplazmanin biiyiik bir oranini1 temsil eder
ve oositlerde somatik hiicrelerden farklidir, daha yuvarlak ve pargalanmis agsi

goriinimdedir. Oosit basina diisen mitokondri sayist diger tim memeli
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hiicrelerindekinden daha fazla olmasina ragmen, sayilari ve aktiviteleri ilerleyen
yasla birlikte azalir. Mitokondri, oksidatif stres veya DNA hasar1 gibi farkli tipte
stresorlere  karst hiicresel adaptasyondan sorumludur. Bu stres faktorleri,
mitokondrinin homeostaz1 yeniden saglama kapasitesini astiginda, mitokondride
islev bozukluguna yol agmaktadir. Yapilan arastirmalar mitokondri fonksiyonunun
cok yonli oldugunu ve bunun da oosite yansidigini, mitokondrinin oosit
olgunlagmasi, fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim sirasinda ¢ok sayida siireci
destekledigini gostermektedir. Mitokondriyal siireclerin diizensizligi, yaslanma ve
yasa bagli hastaliklarda siirekli olarak rapor edilmistir. Mitokondri, enerji tiretimi,
biyosentez ve atik giderme ile ilgili metabolik siireglerin yam sira Ca2” sinyali ve
ROS homeostaz1 gibi hiicresel islev i¢in gerekli olan ¢ok sayida islemi gerceklestirir
(van der Reest ve ark., 2021). Kadin {ireme sistemi, diger organlara kiyasla yaslanma
belirtileri gosteren ilk organ sistemlerinden biridir. Bununla birlikte, oosit
yaslanmasinda yer alan molekiiler yolaklar agikliga kavusturulmamistir (te Velde ve
Pearson, 2002). Oositlerin dollenme kapasitesinin yasa bagli azalmasi, memeli
yumurtaliginda kalan oosit sayisina (ovaryum rezervi olarak adlandirilir) giiglii bir
sekilde bagli olmadigi, ancak daha ¢ok oositin kalitesine ve oositin maruz kaldig
mikro ortama bagl oldugu genel olarak kabul edilmektedir (Chiang ve ark., 2011).
Maternal yaglanma, kromatid ayrilmasi, kromozom dekondensasyonu ve
kromozomal yanlis dizilimlerine neden olan ig ipligi ayrilmasindaki kusurlardan
kaynaklanmaktadir (Liu ve Keefe, 2002). Down sendromlu dogan g¢ocuklarin
%95'inde 2 adet 21. kromozom anne tarafindan kalitilir ve vakalarin %80'inde bunun
yumurtlamadan once ovaryumta gergeklesen ilk mayotik boliinme sirasinda meydana

geldigi bildirilmistir (Gaulden, 1992).

1.20. Oositlerde ve iireme siireclerinde mitokondriyal fonksiyon

Mitokondri, oosit olgunlasmasi, dollenme ve erken embriyonik gelisim
sirasinda transkripsiyon ve translasyonu desteklemek i¢in enerji ve yapi taslari
saglamaktadir. Mitokondri ¢ok sayida metabolik, epigenetik, redoks ve kalsiyum

sinyalini koordine eder ve hiicresel islev i¢in gerekli olan siiregler ve ortaya ¢ikan
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calismalar, mitokondriyal islev bozuklugunun oosit yaslanmasina énemli bir katkida

bulundugunu vurgulamaktadir (van der Reest ve ark., 2021).

1.21. Mitokondriyal Metabolizma

Glikoz, sitozolde glikoliz yoluyla katabolize edilir, ardindan piruvat, TCA
dongiisiinde oksidatif fosforilasyona ugramak {izere mitokondriye alinir. TCA
dongiisiinde tretilen elektronlar, 6zel elektron tasiyicilari nikotinamid adenin
diniikleotid, flavin adenin diniikleotid (NADH, FADH?2) tarafindan i¢ mitokondriyal
zarda bulunan elektron tasima zinciri (ETC) komplekslerine verilir. ETC
kompleksleri daha sonra OXPHOS adi1 verilen bir siliregte protonlar1 zarlar arasi
bosluga pompalarken mitokondriyal zar boyunca elektronlari tasir (Siekevitz ve
Watson, 1957). TCA doéngiisiinde tiretilen NADH ve siiksinat, sirasiyla kompleks I
ve II'de oksitlenir. Elektronlar daha sonra koenzim Q'ya ve ayrica kompleks III,
sitokrom C ve kompleks IV'e gegirilir. Eszamanli olarak protonlar, mitokondriyal zar
potansiyelini artiran I, III ve IV kompleksleri tarafindan zarlar arasi bosluga
pompalanir. Elektron tasinmasinda proton pompalama islemi hatasiz degildir ve
elektron s1zintis1 agirlikli olarak kompleks I ve III'te meydana gelmektedir. Glikozun
yan1 sira hem mitokondride metabolize edilen hem de TCA dongiisii veya diger
molekiillerin biyosentezi i¢in yakit gorevi goren glutamin ve asetat diger onemli
karbon kaynaklaridir (Yang ve ark., 2014). Hiicreler besin stresiyle karsi karsiya
kaldiginda lipid tiirevli yag asitleri 6nemli bir yakit kaynagi haline gelebilir (Rohrig
ve Schulze, 2016). Oositte bulunan mitokondriyal membran potansiyeli yaslandik¢a
kademeli olarak degismekte (lgarashi ve ark., 2005) ve mitokondrinin etkin olmasi
oosit gelisiminin de etkin oldugunu gostermektedir (Perry ve ark., 2015). ROS,
proteinleri dolayli olarak veya protein oksidasyonu yoluyla aktive ederek hiicresel
sinyal kaskadlarini tetikler ve c¢esitli enzimatik reaksiyonlarin bir yan iirlinii olarak
veya dogrudan NADPH oksidaz tarafindan tiretilmektedir (Lambeth ve Neish, 2014).
Benzer sekilde, nitrik oksit (NO), proteinleri nitrosile ederek sinyal molekiilleri
olarak da islev gorebilen cesitli reaktif nitrojen tiirlerine (RN'ler) yol acabilir.

Mitokondriyal OXPHOS’da, yan iiriin olarak ROS {ireten biyokimyasal indirgeme ve
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oksitleme (redoks) eylemleri gergeklesmektedir. ROS u nétralize etmek onemlidir,
clinkii fazlasi hiicresel DNA'ya, lipidlere ve proteinlere zarar verebilir. Hiicresel
hidrojen peroksit, katalaz, glutatyon peroksidazlar (GPx) ve peroksiredoksinler
tarafindan suya indirgenebilir. Bununla birlikte, mitokondride katalaz yoktur ve
mitokondride GPx4'lin yalnizca tek bir ek varyantinin mevcut oldugu bildirilmistir
(Lubos ve ark., 2011). Mitokondri, yerel olarak iretilen hidrojen peroksidi
ayristirmak ve oksitlenmis proteinleri azaltmak i¢in peroksiredoksin 3 ve 5 (PRDX3,
PRDxS5), tioredoksin 2 (TXN2) ve tioredoksin rediiktaz 2'nin (TRXR2) birlesik
aktivitelerine kullanmaktadir (Ismail ve ark., 2019). Ca2 * iyonlarinin mitokondriye
alimimi1, mitokondriyal kalsiyum uniporter kompleksi yoluyla gergeklesir. Uniporter,
yalmzca Ca®* seviyeleri belirli bir esigi astginda aktif hale gelebilir
(Mallilankaraman ve ark., 2012). Mitokondriye Ca?* girisi, mitokondrinin aktivitesi
iizerine uyarilir. Bundan dolayr asir1 Ca®* akisi mitokondriyal oksidatif stresi
yiikseltebilir ve apoptoza yol agabilir (Peng ve Jou, 2010), bu da mitokondriyal
kalsiyum homeostazinin mitokondriyal metabolik islevi siirdiirmek i¢in gerekli
oldugunu ve diizensizliginin patolojiye katkida bulunabilecegini gostermektedir (van
der Reest ve ark.,2021).

1.22. ROS’un Ovaryum Uzerindeki Etkisi

ROS, memeli ovaryumlart iizerinde hem olumsuz hem de olumlu etkiler
gostermektedir. ROS, ovaryumlarda oosit olgunlasmasindan dollenmeye kadar
bir¢ok fizyolojik ve patolojik aktiviteyi etkileyebilir. Folikiiler sivida olugan ROS,
folikiiler biiytime, oosit olgunlagsmasi ve ovaryumta steroid biyosentezine
katilmaktadir ve ayn1 zamanda ovaryumta folikiil olusumu, dominant folikiil se¢imi,
korpus luteum (CL) olusumu ve embriyo olusumu i¢in kritik bir siire¢ olan
anjiyogenezi diizenlemektedir. Buna gore, ROS kismen anjiyogenezi diizenleyerek
folikiiler biiylime asamasina katilabilir. Ovulasyon i¢in uygun miktarda ROS
gereklidir. Ovulasyon 6ncesi folikiil tarafindan tiretilen ROS, yumurtlamanin kritik
indiikleyicileri olarak kabul edilir ve ROS'un inhibisyonunun ovulasyonu etkisiz hale

getirdigi dogrulanmigtir (Shkolnik ve ark., 2011). Oksijen azligi, ovaryumta bulunan
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folikiillerin ¢ok biiyilimesi ve gelismesi i¢in 6nemli olan folikiiler anjiyogenezi uyarir.
Folikiillerin ilkel asamadan antral folikiillere gelisimine, graniiloza hiicrelerinin
metabolik fonksiyonunda belirgin bir artis, 6zellikle steroid biyosentezi ile sitokrom
P450 aktivitesinde biiyiik bir artis eslik etmektedir. Biliyiik miktarlarda ROS, elektron
taginmast sirasinda tiretilirler, bu da fonksiyonel graniiloza hiicrelerinin folikiillerdeki
prooksidan durumla ilgili oldugunu gostermektedir. Dollenme i¢in salinan dominant
folikiiller haricinde, diger biiyliyen folikiillerin tiimii apoptoza ugramaktadir ve bu
stire¢ ROS tarafindan desteklenmektedir. Buna paralel olarak, folikiil uyarict hormon
(FSH) kaynakli Ostrojen sentezi ve biiyiiyen folikiillerde CAT ve GSH'm yukari
regiilasyonu, normal ovaryum fonksiyonu sirasinda dengeyi korumak i¢in apoptoz
olusumuna direnmektedir. Ovaryumta FF kan akisinin azalmasi, ROS {iiretmesi ile
doku hasarina neden olabilir. OS, lireme ¢agindaki kadinlarin en yaygin endokrin
anormalligi olan ve yaklasik %18 prevalansi olan PCOS dahil olmak iizere farkli
kadin hastaliklarinda rol oynamaktadir. Artan ROS iiretimi ile birlikte mitokondriyal
O, tiiketimi ve GSH seviyelerindeki azalma, PCOS hastalarinda mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunu aciklamaktadir. Hipoksi ve iltithaplanma, hiicrelerdeki
mitokondriden biiyiik miktarlarda ROS salinmasina neden olan TNF-a iiretimine yol
acabilir. Asirt ROS, oksidasyon ve antioksidan arasinda bir dengesizlige neden
olarak OS'ye neden olabilir (Lu ve ark., 2018). Folikiiler biiyiime sirasinda artan
steroid tiretimi, sitokrom P450'nin ifade edilmesine ve ROS’u olusturabilir. Bu arada,
bliyliyen folikiillerde artan estradiol (E2) salgilanmasi, peroksidaz CAT'in
ekspresyonunu tetikleyerek, ROS ve antioksidanlar arasinda dinamik bir denge
saglamaktadir. ROS uyarimi mayoz I'in ilerlemesini diizenler; aksine, mayoz II'nin
ilerlemesi esas olarak ovaryumdaki antioksidanlar tarafindan kontrol edilir. Artan
ROS, graniiloza hiicrelerinde apoptozu indiikler, bu da folikiiler duvar yirtilmasina
ve yumurtlamaya yol agmaktadir; bu nedenle ROS 6nemli bir ovulasyon sinyali
olarak kabul edilir. OS'nin eksojen yollar, endojen yollar ve endoplazmik retikulum
stresi dahil olmak iizere cesitli siireglerle ovaryum hiicrelerinde apoptozu indiikledigi

gosterilmistir (Jalouli ve ark., 2022).
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1.23. Ovaryum Yiizey Epitelinde Bulunan Kok Hiicreler ve Yaslanmasi

OSE hiicrelerin ovaryum kok hiicreleri (OSC'ler) igerdigi bulunmustur.
OSC'lerin epitelyal ovaryum karsinomunun patogenezindeki rolii iyi bilinmektedir.
Olgun kadinda OSE gbze carpmayan, tek tabakali yassi ila kiibik bir epiteldir. Cogu
memelide, ovulasyonun bozuldugu bolgeler disindaki over yilizeyinin tamami epitel
hiicreleri ile kaplidir. Embriyonik gelisim sirasinda ve daha sonraki yasamda
rejenerasyon sirasinda meydana gelen fizyolojik bir hiicre siireci olan epitelyal-
mezenkimal gegis (EMT), patolojik bir durum igeren hiicreler de tiretebilir. Ovaryum
yiizey epitel kok hiicreleri ve neo-oogenez kok hiicreler, memelilerde hemen hemen
tim doku ve organlarda bulunan, kendini yenileme ve farklilasma potansiyeline
sahip hiicrelerdir. Epitelyal ovaryum germ hatt1 kok hiicreleri, yetigskinlerde yumurta
tiretiminin 6nemli bir kaynagidir. OSE hiicre tabakas1 "germinal epitel" olarak kabul
edilir ve embriyonik kok hiicre 6zelliklerine sahiptir (Xu ve ark., 2018). Yapilan bu
calismada, VSEL'ler ve OSC'ler dahil olmak tizere kok/progenitor hiicrelerin yash
farelerin ovaryumlarinda varhigi ve islevselligi gosterilmistir. Ovaryumlarda folikiil
olmamasina ragmen, OSE belirgin kalmistir ve OSE hiicre yaymalarinda hem OCT4
hem de MVH ekspresyonu kaydedilmistir. OCT4, kok hiicrelerin kendini
yenilemesini diizenleyen sinyal yolundaki ilk molekiildir. OCT4, hiicre
farklilasmasindan sonra asagi yonde diizenlenir, insan ve fare embriyonik kok
hiicrelerinde (ESC'ler) besleyici hiicrelerin  yoklugunda hiicrenin  kendini
yenilemesini saglamaktadir. OCT4 geninin ESC hiicrelerinden silinmesi, hiicre
farklilasmasina yol agar. OCT4, Sox2 ve NANOG, kok hiicrelerini ve pluripotensiyi
yoneten ¢ekirdek diizenleyici agin iyi bilinen Kilit bilesenleridir. NANOG ifadesi
dogrudan OCT4 ve Sox2 tarafindan diizenlenir. SOx2 geninin delesyonu ile olusan
hiicrelerdeki patolojik fenotipler, OCT4'lin ektopik ekspresyonu ile diizeltilebilir.
OCT4, pluripotensinin olusturulmasi ve siirdiiriilmesinde en 6nemli transkripsiyon
faktorlerindendir (TF). OCT4'in ifadesi ile yaslanma arasinda giiglii bir ters oranti
vardir. OCT4 G1 fazindaki hiicre dongiisii ilerlemesindeki blokaj1 ortadan kaldiran
ve S fazina girigi uyaran bir hiicre dongiisii promotdriidiir. Pluripotensi geni OCT4,
kendini yenileme ve yaslanmay1 diizenleyerek kok hiicre 6zelliklerinin korunmasinda

cok onemli bir rol oynamaktadir (Lu ve ark., 2019). Menopoz sonrasi kadinlarin
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ovaryumlarinda kiigiik boyutlu kok hiicreler bildirilmistir. K6k hiicrelere 6zgii
transkriptler ve mayozun erken faz | asamasinda tespit edilmistir. Boylece germ
hiicre yuvalarinin yaslanan ovaryumda varligini siirdiirdiigii, ancak folikiiller olarak
bir araya gelemedigi gosterilmistir (Sharma ve Bhartiya, 2022). Pluripotensi ve uzun
stireli kendini yenilemedeki rolleri géz oniine alindiginda, embriyonik transkripsiyon
faktorleri Sox2, OCT4 ve NANOG, kok hiicrelerin diger hiicrelerden ayirt
edilmesinde temel olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, en sik kullanilan
ovaryum kanseri hiicre dizilerinde Sox2, OCT4 ve NANOG'u karakterize eden veya
bunlarin ekspresyonunun spesifik ylizey belirtecleri ve tiimor baglatan hiicreler
(TIC)'lerin diger oOzellikleri ile iliskili olup olmadigmi belirleyen kapsamli bir
caligma yoktur (Robinson ve ark., 2021). SOX-2, NANOG ve OCT4 gibi
pluripotensi belirtegleri dahil olmak {izere bir¢ok yeni calisma bu ilgili genlere
odaklanmistir. SOX-2, hedef DNA'nin kiiciik oluguna baglanarak farkli gelisimsel
stirecleri diizenler ve spesifik hiicrelerin ¢ogalmasinda, farklilasmasinda hayati bir
rol oynaktadir. SOX-2, OCT-4 ile bir heterodimer olusturabilir ve primordiyal germ
hiicrelerinin yan1 sira embriyonik kok hiicrelerin kendisini yenilemesini ve
pluripotensini diizenleyebilir. Ayrica homeobox genlerinin bir iiyesi olan NANOG,
pluripotent kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagmamis kosullarda muhafaza
edilmesinde onemli role sahiptir. OCT-4, SOX-2 ve NANOG birbirlerinin
ekspresyonunu indiikleyebilir ve blastosist i¢ hiicre kiitlesi ve embriyonik kok
hiicrelerin kendisini yenileyen ve farklilasmamis durumunu korumasi i¢in gereklidir.
Ayrica kanser hiicrelerinin gogii ve invazyonuna da neden olurlar. OCT-4 ve SOX-2
ise belirli promotorlere baglanmadan o©nce bir heterodimer olustururlar ve
fonksiyonel olarak birbirlerini olgunlastirirlar. Ayrica NANOG da heterodimer
olusturur ve diger pluripotens genlerinin ekspresyonunu diizenlemek igin geri
besleme dongiisii olusturmaktadir (Shariati ve ark., 2018). NRF2, néroektoderm
tiirevini baskilamak i¢in dogrudan pluripotens genleri OCT4 ve NANOG'un
ekspresyonlarini tesvik etmek bu genlerin promotor bdlgelerine baglanmaktadir (Dai
ve ark., 2020). Sekil 1.5.te gosterildigi gibi embriyonik kok hiicrelerin kendini
yenilemesi ve farklilasmasi, SMAD ve JAK/STAT3 sinyal yollarin1 ve pluripotens
faktorlerini iceren karmasik sinyal aglar tarafindan tam olarak diizenlenir. NRF2,

insan pluripotent kok hiicrelerinde ¢ekirdek pluripotens faktorleri OCT4 ve
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NANOG'u transkripsiyonel olarak diizenler ve boylece bunlarin korunmasina katkida

bulunur. (Yagishita ve ark., 2023).
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Sekil 1.5. insan embriyonik kok hiicrelerinde sinyal aglari. (Yagishita ve ark., 2023).

1.24. NRF2 Geni ve Yaslanmadaki Rolii

NRF2, antioksidan glutatyon yolu da dahil olmak iizere hiicre koruyucu genleri
diizenleyerek hiicreleri oksidatif stresten koruyan birincil transkripsiyon faktoriidiir
(Chen ve ark., 2021). (Sekil 1.6). Elektrofillere maruz kalmadan once, NRF2
sitozolde Keap1 ad1 verilen bir protein ile etkilesime girer. Keapl, NRF2'ye baglanir
ve onu aktin veya miyozin hiicre iskeletine ayirmaktadir. Keapl, NRF2'nin
proteazomal bozunmasina neden olan Cullin 3-bazli ubiquitin ligaz E3 kompleksi
icin bir adaptor gorevi gorebilir ve sistein agisindan zengin araya girebilen bazi
sistein amino asitleri, 6zellikle cys 151, 273 ve cys 288, NRF2 baglanmasi i¢in
gereklidir. Bu sistein amino asitleri modifiye edildiginde, Keapl, NRF2 genine
baglanma yetenegini kaybeder ve boylece NRF2 geni serbest kalir ve stoplazmadan
hiicre cekirdegine girer. Cekirdekte EpRE, bircok genin promotér bolgelerinde
bulunan NRF2 baglayict cis elementidir. NRF2 baglanmasi igin bir ¢ekirdek
TGANNNNGC dizisine sahip olmasi gerekir. EpRE dizisi birgok gende bulunabilir,
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ancak sadece bazilart NRF2 geninin baglanmasi yoluyla transkripsiyonel aktivasyon
acisindan iglevseldir. NRF2, kiiciik Maf proteinleri MafG/F/K veya c-Jun, Jun-B,
JunD, Fral ve ATF4 dahil olmak tiizere diger proteinler ile bir heterodimer

olusturduktan sonra EpRE'ye baglanir (Zhang ve ark., 2015).

Proteasome

Sekil 1.6. NRF2 sinyal yolu (Chen, J., 2014).

1.24.1. SOD

SOD, siiperoksit anyon radikalini (art1 iki proton) H,O, ve O, ne doniistiiriir ve
bunlar daha sonra katalaz, GPxs ve Prdxs tarafindan uzaklastirilmaktadir. Hiicrelerde
iki tip SOD bulunur, sitozolde Cu, Zn-SOD (SOD1) ve mitokondride Mn-SOD
(SOD2). Cu ve Zn (SOD3) igeren {i¢iincii bir form da hiicre disinda bulunur. Hayvan
caligmalari, karacigerde ve yaslt sicanlarin beyninde SOD1 aktivitesinde yasa bagh
bir azalma oldugunu gostermistir (Vanella ve ark., 1982). Bazi ¢alismalarda fare
iskelet kaslari, sigan beyni ve insan plazmasi gibi baz1 dokularda yaglanma ile SOD1
aktivitesinin arttigin1 bile gosterilmistir (Rodriguez ve ark., 1998). Lu ve ark. 60
yasin altindaki insanlardan alinan cilt fibroblastlarinda SOD2 aktivitesinin yaslanma
ile artmasina ragmen, aslinda daha sonraki yillarda azaldigini bulmuslardir (Lu ve

ark., 1999). Buna karsilik, insan ve si¢anlarin iskelet kaslarinda SOD2 aktivitesinin
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arttig1 veya yaglanma ile degismedigi bildirilmistir (Pansarasa ve ark., 1999).
Siganlarin prostat loblarinda yaslanmayla birlikte artan SOD3 gen aktivitesi
gozlenmistir (Pechenino ve ark.,, 2006). Buna karsillk gen¢ donodrlerle
karsilastirildiginda, yash donérlerden (>60 yas) retina pigment epitel hiicrelerinde
SOD3 gen ekspresyonu azalmistir (He ve ark., 2010).

1.24.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, H,0,'yi H,0 ve O,'ye doniistiiriirken, GPx'ler GSH kullanarak H,O,'yi
H,O'ya indirger (Sekill.6). GPx4, lipid hidroperoksitlerine karsilik gelen alkollere
indirgeyebilirler. Katalaz ve GPx'in yasa bagli gen ekspresyonundaki degisiklikler
hakkindaki raporlar ¢eligkilidir. Yaglanma ile birlikte, insan deri fibroblastlarinda (Lu
ve ark., 1999) eritrositlerde (Mendoza ve ark., 2007), lenfositlerde (Gautam ve ark.,
2010) ve iskelet kaslarinda katalaz aktivitesi azalmistir (Fano ve ark., 2001). Katalaz
aktivitesindeki yasa bagh degisiklikler dokuya bagl goriinmektedir. Ornegin CAT,
hipokampal ve ¢izgili kaslarda artmis, ancak yasli siganlarin beynindeki korteks ve
septal bolgede azalmistir (Rodriguez ve ark., 1998) ve baska bir g¢alismada,
vestibiiler dokuda katalaz aktivitesi artmis, ancak yash sicanlarin kulaklarindaki
vaskiiler veya duyusal koklear dokularda degismemistir (Coling ve ark., 2009). GPx
ailesi, memelilerde 8 iiyeden olusur, GPx1-4 ve GPx6 selenyum igerirken GPxS5,
GPx7 ve GPx8 selenyum olmayan proteinlerdir. Her GPx'in fizyolojik lokalizasyonu
ve substrat spesifikligi farklilagir ve toplu olarak genis bir oksidan yelpazesine kars1
koruma saglar, ancak GPx6, GPx7 ve GPx&8'in islevi agiklanmay1 beklemektedir.
GPx4, membranlarin oksidatif hasardan korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir
(Linard ve ark., 2001). Buna karsilik, yash siganlarin sperminde GPx4 aktivitesi ve

¢ekirdekteki protein seviyesi azalmistir (Weir ve ark., 2007).
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1.24.3. Peroksiredoksin (Prdx)

Prdx, H,O, ve lipid hidroperoksitleri H,O ve alkollere indirgeyen bir
peroksidaz ailesidir. Bugiine kadar altt memeli Prdx izoenzimi (Prdx1-6)
tamimlanmustir. Prdxs 1 ila 5, tioredoksin kullanarak H,O,'yi H,QO'ya indirgerken,
Prdx6 GSH kullanarak lipid hidroperoksitleri alkollere indirgeyebilir. Oksitlenmis
Prdx formlari, yaglanma ile hiicre veya dokularda birikir (Zhang ve ark., 2015).
Mitokondride okside edilmis Prdx3 yasli sigan karacigerinde geng¢ yetiskinlere
kiyasla (28 ay-12 ay) artmis, indirgenmis formu ise degismeden kalmistir (Musicco
ve ark., 2009). Sicanlarin ovaryumlarinda (Lim ve ark., 2011) ve karacigerlerinde

yaslanmayla birlikte Prdx3'te bir azalma bulunmustur (Picca ve ark., 2013).

1.24.4. GST'ler

GST siiper ailesi, sitozolde, membran ve mitokondride farkli sekilde yerlesen
coklu izoenzimlerden olusur. GST'ler, GSH'yi elektrofillere aktarir ve boylece
oksidatif savunma ve detoksifikasyonda kritik rol oynamaktadir (Zhang ve ark.,

2015).

1.24.5. GSH

GSH, hiicrelerde ve dokularda en bol bulunan antioksidandir ve oksidatif strese
kars1 korunmada birincil rol oynamaktadir. Yaslanmayla birlikte daha fazla oksidatif
durumun, olusmasi nedeniyle GSH, H,O,, lipid hidroperoksitler, elektrofiller ile
reaksiyona girmesi ve karisik disiilfidler olusturmak i¢in proteine baglanmasi GSH
tiketimini artirabilir (Rebrin ve ark., 2008). Oksidatif stresin veya GSH
homeostazinin bozulmast genellikle GSH iiretimini artiran adaptif bir yanitin

indiiklenmesine neden olmaktadir (Zhang ve ark., 2015). (Sekil 1.7).
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1.24.6. HO-1

HO-1 hem molekilini biliverdin, serbest demir ve karbon monoksite
oksidasyonunu kataliz eden bir enzimdir. Cok sayida ¢alisma, HO-1'in antioksidan
savunmada ve yasa bagli patofizyolojik degisiklikler de dahil olmak iizere ¢esitli
patofizyolojik siireclerde kritik rol oynadigi gosterilmistir. Hirose ve arkadaslari, 3
ila 84 yas arast 31 kisinin otopsi calismasinda kadavralarin beyinlerinde HO-1
protein seviyesini incelemisler ve bu inceleme sonucunda hipokampus ve beyincikte
yaglanma ile HO-1'in arttigin1 bulmuslardir (Hirose ve ark., 2003). HO-1 gen
ekspresyon diizeyi karacigerde yiikselir ancak yasli farelerin dalaginda degismez (24

aya kars1 6 aya) (Barnes ve ark., 1998).

1.24.7. NQO-1

NAD (P) H: kinon oksidorediiktaz (NQO-1), NAD (P) H'yi elektron verici
olarak kullanarak c¢esitli kinonlarin ve aromatik bilesiklerin iki elektronlu olarak
indirgenmesini katalize eden bir flavoenzimdir. Hiicresel redoks durumunun
korunmasinda 6nemli bir antioksidan enzimdir. Hiicresel savunma mekanizmasinin
kritik bir parcas1 olarak, kimyasallara veya endojen kinonlara maruz kalmaya baglh
elektrofilik ve/veya oksidatif strese yanit olarak NQOI1 ekspresyon seviyesi
indiiklenir. Yaslanma ile birlikte stresorlere yanit olarak NQO-1 indiiksiyonunun
degisimi, yashlarda antioksidan savunma kapasitesinde énemli bir rol oynayabilir.
Yakin zamanda NQOI mRNA diizeyinin orta yasgh farelerin akciger, karaciger ve
beyinciklerinde (21 ay) geng yetiskinlere (6 ay) kiyasla anlamli derecede yiiksek
oldugu bulunmustur (Zhang ve ark., 2012).
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Sekil 1.7. NRF2 Antioksidan mekanizmasi (Jiayin Lu ve Ark., 2018).

1.24.8. NRF2/EpRE Aktivitesinde Yaslanmaya Bagh Degisiklikler

Bir ¢alismada, yasli siganlarda niikleer NRF2'nin ekspresyon seviyelerinin
azaldigi bulunmustur (Ungvari ve ark., 2011). Buna karsilik Kim ve ark. yash
farelerden alinan dalak lenfositlerinde NRF2 ve hedef genlerinin ekspresyon
seviyesinin 6nemli 6l¢iide arttigini bulmuslardir (Kim ve ark., 2005). Baska bir
calismada NRF2'nin hedef genlerinin ekspresyonunun artmasiyla es zamanl olarak 6
aylik farelere kiyasla 21 aylik farelerin karacigerinde, akcigerinde ve serebellumunda
arttigin1  gostermisglerdir (Zhang ve ark., 2012). Mevcut verilere gore, bazal
NRF2/EpRE sinyallemesinin yasa bagli degisimi, doku veya hiicreye 6zgii bir tarz
sergilemektedir (Landis ve ark., 2012).

1.24.9. NRF2 Fosforilasyonu

P38 MAPK, NRF2/EpRE tarafindan diizenlenen genlerin indiiklenmesinde rol
oynamaktadir ancak NRF2 aktivasyonundaki rolii belirsizdir (Zhang ve ark., 2015).
Hafif oksidatif stres ve NRF2 aktivatorleri, NRF2/Keapl kompleksinin ayrigsmasina,
NRF2'nin fosforilasyonuna ve niikleer translokasyona neden olmaktadir. NRF2,
cekirdekte HO-1, NAD(P)H, NQO1, Katalaz ve SOD antioksidant hedef genlerin

transkripsiyonel aktivasyonunu i¢in bu genlerin promotdriindeki ARE bdlgesine
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baglanarak detoksifiye edici bu enzimleri arttirir. Kiigiik Maf proteinleri (MafG,
MafK, MafF) ile NRF2 heterodimerizasyonu, NAD(P) H: kinon-oksidorediiktaz-
1(NQO1), y-glutamil sisteinil sentetaz (y-GCS), HO-1 ve digerleri gibi NRF2
tarafindan diizenlenen genlerin transkripsiyonuna aracilik eden ARE/EpRE'ye
(antioksidan yanit elemant/elektrofilik yanit eleman1) verimli bir sekilde baglanmasi

icin gereklidir (Zhang ve ark., 2015).

1.24.10. Yaslanmada NRF2 negatif diizenleme mekanizmasi:

a. Keapl: NRF2’nin proteozomal bozunma i¢in Keap1 tarafindan tutulur.

b. GSK-3B: Akt, Fyn kinaz1 aktive eden ve niikleer birikimine neden olan
GSK-3p'yi fosforile etmektedir. Bu asamada Fyn, NRF2'yi fosforile eder ve yolagin
asag1 yonde bulunan HO-1 ve NQOUL'in transkripsiyonunu inhibe ederek NRF2’nin

sitozole gecisini arttirmaktadir.

c. Bachl: Bachl, Maf proteinlerine (Bachl/Maf/ARE) baglanmak i¢cin NRF2

ile yarigarak antioksidan enzimlerin ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir.

d. p53: Oksidatif stres, p53'ii aktive ederek NRF2'nin CREB binding protein
(CBP)'ye baglanma kuvvetini azaltir ve sonu¢ olarak antioksidan enzimlerin

ekspresyonunu azaltmaktadir.

GSK-3, glikojen metabolizmasi, hiicre c¢ogalmasi, kok hiicre yenilenmesi,
gelisme Ve apoptoza katilan iki izoformu ile (alfa ve beta) bir serin/treonin (Ser/Thr)
protein kinazdir. GSK-3B'nin NRF2'nin sitozole yer degistirmesini diizenledigi
bildirildigi icin NRF2 yolunda olast bir rolii géz ardi edilemez (Salazar ve ark.,
2006). Kemoprotektif genler aktive edildikten hemen sonra, NRF2’nin ¢ekirdekten
sitoplazmaya translokasyonunu baslatir (Jain ve Jaiswal, 2007). PI3K/Akt (protein
kinaz B) /GSK-3B sinyal yolaginin aktivasyonunun, yaslandirilmis farelerin

(SAMPS) karacigerlerinde NRF2’nin niikleer translokasyonunun daha diisiik olmasi
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ve antioksidan ve detoksifiye edici enzimlerin ekspresyonunun azalmasi ile uyumlu
oldugu gosterilmistir (Silva ve ark., 2018). NRF2'nin asir1 ekspresyonunun apoptozu
onemli Olglide azalttigi bulunmustur. NRF2'nin ifadesinin artmasiyla kaspaz 3'in
ifadesi ve apoptoz orani azalmistir, buna Bcl-2/Bax'in yukar1 dogru diizenlenmis
ifadesi eslik etmektedir bu durum NRF2min, Bcl2 ile iligkili yolakta apoptozu
diizenledigini gostermektedir (Heasman ve ark.,, 2011). Notch yolu, hiicre
farklilagsmas siirecini kontrol eden genetik diizenleyici mekanizmalar1 igeren hiicre-
hiicre iletisimi i¢in énemlidir. ROS artmasi hiicrelerin farklilasmasini indiikleyebilir.
Otofaji, organizmalar1 ¢esitli patolojik kosullara kars1 korumada rol oynamaktadir.
NRF2/Keapl kompleksinden ayrildiktan sonra, NRF2, MAPK ekspresyonunu arttirir
ve NRF2 asagi yoniindeki HO-1 ile birlikte p53'ii inhibe ederek Glioblastoma kok
hiicrelerinin (GSC) kendisini yenilemesini saglamaktadir. Endoplazmik Retikulum
(ER) stresi katlanmamig protein yanitinin (UPR) birikmesine yanit olarak aktive olan
hiicresel bir stres yanitidir. NRF2 gen ekspresyonunun yiikselmesi ER stresini
artirarak ve ER ile iliskili bozulmay1 artirarak otofajiyi indiikleyebilir. NRF2 asagi
akis bilesigi HO-1, kok hiicrelerin yiiksek proliferasyonunu siirdiirmede dnemlidir.
NRF2, bir¢ok sitokin tipinin salgilanmasini diizenlemektedir. NRF2 ayrica bagigiklik
hiicrelerinin islevini de diizenleyebilir (Zhu ve ark., 2014). Asir1 miktarda ROS,
MAPK ve PKC gibi fosforilasyon yollarin1 aktive etmekte ve bunlar da
NRF2/ARE'in fosforilasyonuna ve aktivasyonuna katilmaktadir (Bo ve ark., 2015).
NRF2 diizenlemesinin {igiincli yoluna ait iki E3 ubikuitin ligaz aracilik eder: B-TrCP
ve sinoviolin (Hrd1 olarak da bilinir). Synoviolin, endoplazmik retikulum stresi (ER-
stresi) sirasinda aktive olur ve NRF2 protein miktarin1 azaltmaktadir. GSK3f kinaz,
NRF2 proteinini dogrudan fosforile edebilir, bu da onun B-TrCP ubikuitin ligaz
tarafindan taninmasina ve miiteakip bozunmasina yol agar. GSK3p oksidatif stres
sirasinda aktive olan PI3K/Akt kinazlar tarafindan inhibe edilir. Boylece, NRF2'nin
B-TrCP'ye bagli bozunmas1 oksidatif stres altinda inhibe edilir. GSK3p kinaz, Src
kinaz ailesinden Fyn tirozin kinazi fosforile edebilir. Fyn ¢ekirdege translokasyonuna
yol agar ve burada NRF2'yi fosforile ederek ¢ekirdekten NRF2 c¢ikisina neden olur
(Sekil 1.8). Mevcut kanitlar, GSK-3B'nin, Skpl-Cull-Rbx1/Rocl ubikuitin ligaz

kompleksi i¢in bir iskele proteini gdérevi goren B-Trcp'nin diizenlenmesi yoluyla
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NRF2'nin niikleer diglanmasini ve bozulmasini manipiile ettigini gosterimistir

(Chowdhryve ark., 2013).
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Sekil 1.8. NRF2 aktivitesini diizenleme yolag: (Zinovkin ve ark., 2022).

NRF2, yaygin olarak hiicresel yaglanma (CS) islemlerini engelleyen bir faktor
olarak bilinir. NRF2, antioksidan sistem, otofaji, p53 ile genom biitiinliigiinii koruma,
AMP ile aktive protein kinaz (AMPK), niikleer faktor-kB (NF-kB) vb. dahil olmak
lizere ¢ok sayida sinyal yolunu etkiler. Insan fibroblastlarmin yaslanmas: sirasinda
NRF2 aktivitesi azalir ve genin susturulmasi erken yaslanmaya neden olmaktadir.
NRF2'nin farmakolojik aktivasyonu hiicre dmriinii uzatmaktadir. NRF2’nin negatif
diizenleyici olan caveolin-1 de fibroblastlarin erken yaglanmasina neden olmaktadir.
NRF2, endojen inhibitérii caveolin-1 ile kompleks halinde, plazma zarinin
invaginasyonlar1 olan caveola'da kismen yerlesmistir. Oksidatif stres altinda,
caveolin-1, NRF2'nin c¢ekirdege goclinii kisitlayarak NRF2 hedef genlerinin
aktivasyonunu dnlemektedir. Oksidatif stres altinda caveolin-1’in asir1 ekspresyonu,
NRF2 sinyalinin inhibisyonuna ve erken hiicre yaslanmasmna yol a¢maktadir.
Keapl'e baglanmaktan sorumlu NRF2 bdlgesinin silinmesi olan farelerde, kalici
NRF2 aktivasyonu fibroblastlarin erken yaglanmasina yol agabilir ve kanser gelisme

olasiligini artirabilmektedir. Bununla birlikte, asir1 NRF2 aktivasyonu, CS'ye katkida
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bulunabilecek NADPH oksidaz NOX4 aktivitesini artirarak oksidatif stresi
indiikleyebilir. Bu nedenle, NRF2 aktivasyonunun siiresi ve genligi, ROS ve CS
seviyelerinin diizenlenmesi i¢in son derece dnemlidir. Rapamisin, model hayvanlarda
yasami uzatma kabiliyeti birgok bagimsiz ¢alismada dogrulanmis olan birkag
bilesikten biridir. Rapamisinin ana hedefi mTOR olsa da rapamisin ayn1 zamanda

NRF2'yi aktive etme yetenegine de sahiptir (Zinovkin ve ark., 2022).

1.25. Klotho Geni

Insan Klotho, 1012 amino asitlik tek gegisli bir transmembran proteinidir,
bobregin distal kivrimli renal tiibiillerinde ve beyindeki koroid pleksusta bol
miktarda eksprese edilir ve ayrica meme, pankreas ve ovaryumlar dahil olmak iizere
cesitli ekzokrin ve endokrin dokularda da bulunur (Lojkin ve ark., 2015). Klotho
geni, birden fazla pleiotropik etkiye sahip tek gegisli bir transmembran proteini
kodlayan yaslanma baskilayici bir gendir (Sopjani ve ark., 2015). Farelerde ve
insanlarda, Klotho geni, 13q12 kromozomda bulunur. insanlarda bulunan Klotho
geni 5 ekzon ve 4 introndan olusmaktadir. Klotho geninin transkripti yaklasik olarak
5.2 kb'dir. Klotho geninin promotor bolgesi, bir TATA kutusundan yoksundur ve
dort potansiyel Spl baglanma bolgesi igerir (Xie ve ark., 2021). Klotho geni, ilk
olarak Kuro-o, M. ve arkadaglari tarafindan 1997 yilinda tanimlanmistir (Kim ve
ark., 2020). Kuro-o, M. ve ark., 1997 yilinda Klotho geninde mutasyon olan fareler
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, farenin Klotho genindeki mutasyonun farenin yagsam
stiresinde asir1 bir azalmaya neden oldugu kesfedilmistir. Bu ¢alismada mutasyonlu
fareler 3 haftaya kadar normal gelisme gostermekte daha sonra gelismeleri
yavaslamakta ve yaslanma belirtilerindeki artigla birlikte 8-9 hafta icerisinde fareler
Olmektedir. Bu ¢alisma da gosteriyor ki memelilerde Klotho gen ifadesinin artmasi,
yasam siiresini uzatabilirken, Klotho gen ifadesinin azalmasi yaslanma siirecini
hizlandirabilmektedir (Kuro-o ve ark., 1997). Insanlarda Klotho gen ifadesi 40
yasindan sonra azalmaktadir. Klotho proteini tiirler arasinda homoloji gostermektedir
ve insanlar ile fareler arasindaki protein dizilerinin %98'i aynidir (Xu ve ark., 2020).

Klotho ailesinin bugiine kadar bilinen ii¢ iiyesi vardir (a, B, v). B-Klotho ve y-Klotho,
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a-Klotho ile ayn1 homolojiye sahiptir. Her ikisi de a-Klotho transmembran protein
yapist ile homologtur. Klotho tiyeleri, glikosidaz-1 ailesi ile dizi benzerligi
gostermektedir, ancak katalitik olarak 6nemli glutamik asitten yoksundur (Kuro-o ve
Moe, 2017).

1.25.1. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Endokrin FGF ailesi ii¢ tiyeden olugmaktadir. Bunlar: FGF15 (Fare fibroblast
biiyiime faktorii, insanda FGF19'un homologudur), FGF21 ve FGF23 'tiir. Dort farkli
Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii (FGFR) vardir, FGFR1-4; bunlar tirozin kinaz
reseptorleridir ve FGF'ler igin yiiksek veya diisiik baglanma kuvvetine sahiptir. Ug
farkli Klotho gen tipi, fibroblast bliyiime faktorii reseptorleri ile yapisal zorunlu
reseptor kompleksi olusturur ve bodylece FGFR'lerin endokrin FGF'lere segici
baglanma afinitesini saglamaktadir (Xu ve Sun, 2015). Klotho geni tarafindan sentez
edilen mRNA’larin translasyonu ile ti¢ tiir Klotho proteini olusur bunlar: Salgilanan

(Coziintir), Transmembran ve Hiicre igi protein formlaridir (Torbus ve ark., 2018).

1.25.2. Salgilanan Klotho Proteini (Coziiniir Klotho, sKL)

Coziinilir KL, transmembran proteinin hiicre dis1 alana salinmasi ile iiretilirken,
sKL, alternatif RNA splayzing yoluyla olusturulabilir (Liu ve ark., 2019). KL'nin
ADAMIO ve ADAMI17 tarafindan p-cut olarak adlandirilan parcalanma
mekanizmasi ile iki adet 65-kDa fragmaninli tam uzunluktaki KL'nin proteolitik
boliinmesi ile KL1, KL2 veya her ikisini iceren sKL {iretilir (Ewendt ve ark., 2021).
Coziiniir Klotho proteininin sialidaz aktivitesine sahip oldugu ve ¢esitli hiicre yiizeyi
glikoproteinlerinin  glikanlarindan terminal sialik asidin ¢ikarilmasi siirecine
katildig1, boylece aktivitesini ve hiicre yiizeyi bollugunu degistirdigi daha once
bulunmustur (Cha ve ark., 2008). Kanitlar, hiimoral bir faktoér olarak salgilanan
Klotho'nun oksidatif stresi engelleyebildigini, iyon kanallariin ve tasiyicilarin

aktivitesini diizenleyebildigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2015). Klotho'’nun
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salgilanan (veya ¢oziiniir) formu, FGFR'lerden bagimsiz olarak birden fazla doku ve
organi hedef alan bir hiimoral faktor olarak islev gormektedir. Klotho, FGF23 igin
bir yardimci reseptor olarak islev gormesine ragmen, SKL, FGF23 igin bir reseptor
olarak islev gérmeyebilir. SKL proteini biyolojik etkisini FGF23'ten bagimsiz olarak
gostermektedir. sKL biiyiime faktdrlerinin ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor-1
(IGF-1), Déniistiiriicii Biiyiime Faktor p (TGF-p) ve interferon Gama (IFN-y) gibi
sitokinlerin sinyallesmesini asag1 yonde diizenleyebilir. Klotho geninin ifadesinin
artmasi, insiilin ve IGF-1 sinyalizasyonu tarafindan uyarilan reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu azaltarak yasam siiresini uzatmaktadir. Klotho eksikligi olan farelerde
Whnt, Timor Nekroz Faktor Alfa (TNFa) ve IFNy sinyalleri artmaktadir. Artirilmisg
Wnt sinyali, kok ve progenitor hiicrelerde islev bozukluguna ve hiicre yaslanmasina
yol acan kok hiicrelerde tilkenmeye neden olmaktadir. Klotho, c¢esitli Wnt
proteinlerine baglanir ve endojen, eksojen Wnt'nin aktivitesini baskilamaktadir.
Klotho eksikligi erken yaslanma ve iyon dengesizligi ile kolite yol agmaktadir.
Klotho'nun, TGF-B ile indiiklenen epiteliyal mezenkimal gegis (EMT) yanitlarini
inhibe ederek bobrekte fibrozu ve kanser metastazini iyilestirdigi gosterilmistir. Hem
salgilanir hem de zara bagli Klotho hem renal (NaPi-I1a) hem de intestinal (NaPi-I11b)
fosfat tasiyicilarini dogrudan inhibe ederek plazma fosfat konsantrasyonunu
azaltabilirler. sKL proteini hiicre zar1 yiizeyindeki tip I TGF-B reseptorlerine
(TGFBR2) dogrudan baglanabilir, bu sekilde TGF-B1'in kendi reseptoriine
baglanmasini inhibe etmektedir (Haussler ve ark., 2021). sKL proteini kana, idrara
veya beyin omurilik sivisina dokiildiikten sonra sadece KL1 veya KL2 olarak ya da
hem KLI hem de KL2 olarak girer ve diger doku ve organlarda fonksiyonlarim
yerine getirirler (Akimoto ve ark., 2012). sKL insiilin biiyiime faktorii 1 reseptorii
(IGF1R), fosfoinositid 3 kinaz/ serin/treonin kinaz (AKT) (PI3K)/AKT sinyalini
inhibe edebilirken ve FOXO'yu aktive edebilirler (Kurosu ve ark., 2005). sKL gegici
reseptOr potansiyel iyon kanali TRPVS (Chang ve ark., 2005) veya renal dis mediiller
potasyum kanali 1 (ROMK1) (Cha ve ark., 2009) dahil olmak iizere iyon kanallarinin
ve tastyicilarin uyarilmasinda yer alir (Ewendt ve ark 2021). Aclik kosullarinda
karaciger aclik hormonu FGF21'1 salgilar. FGF21 sirasiyla adipositlerde ve
suprakiazmatik ¢ekirdekte B-Klotho-FGFRI1c kompleksine baglanmayi takiben

hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonu yoluyla
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aclik ve stres tepkilerini indiikler. FGF-23, fosfat alimina yanit olarak kemik
hiicreleri tarafindan salgilanir ve mineral metabolizmasini diizenlemek i¢in renal
tiibiillerdeki Klotho-FGFR kompleksinin en ¢ok eksprese oldugu yere baglanir (Xie
ve ark., 2021).

1.25.3. Transmembran Klotho Proteini

Klotho transkriptinin membran formu tarafindan kodlanan membran Klotho
proteini, tek gegisli bir transmembran proteindir. Dolasimda iki tiir Klotho proteini
vardir. Biri, iyi bilinen bir aktif form olan ¢6ziiniir Klotho adi verilen membran
Klotho'nun hiicre dis1 alaninin boliinmesinden tretilir digeri ise dogrudan Klotho
transkriptinden alternatif splayzing ile tiretilen salgilanan zar proteinidir, ancak islevi
biiylik dlgiide bilinmemektedir. Membran proteini, hiicre dist iki dahili tekrarlarin
(KL1 ve KL2 alanlar1 olarak adlandirilir), her biri yaklasik 450 amino asit
uzunlugundadir ve B-glukosidazlara %20-40 benzer homolojiye sahiptir (Bian ve
ark., 2015). U¢ Klotho iiyesi, fibroblast biiyiime faktorii reseptorleri (FGFR'ler) ile
yapisal bir zorunlu reseptor kompleksi olustururlar, boylece FGFR'lerin endokrin
FGF'lere segici baglanma afinitesini saglayabilirler. Klasik FGF'ler biyolojik
aktivitelerini otokrin ve / veya parakrin bir sekilde ortaya ¢ikarir. Klotho, cesitli
FGFR'ler (FGFR1c, FGFR3c ve FGFR4) ile kompleksler olusturur ve kemikten
tiiretilen bir fosfatiirik hormon olan FGF23'iin segici olarak afinitelerini arttirabilirler.
FGF23, NaPi-Ila'y1 inhibe ederek renal proksimal tiibiillerde sadece inorganik fosfat
(Pi) geri alimini inhibe etmekle kalmaz, ayn1 zamanda la-hidroksilaz (CYP27B1)
ekspresyonunu da azaltabilirler. 1-a-hidroksilaz, bagirsakta inorganik fosfat (Pi)
emilimini uyaran biyolojik olarak aktif 1,25-dihidroksivitamin D3'{in (kalsitriol)
sentezi i¢in anahtar bir enzimdir. Bazolateral tarafta Klotho-FGFR kompleksi
tizerinde hareket eden FGF23, distal kivrimli tiibiiliin apikal membraninda eksprese
edilen TRPVS kanali yoluyla renal Ca®* yeniden emilimini uyarir. Klotho-FGFR
kompleksi, TRPVS aracili Ca®* yeniden absorpsiyonu igin Extraselliiler-sinyal-
regililasyon kinaz 1/2 (Erk1/2), serum ve glukokortikoid ile indiiklenebilir kinaz-1
(SGK-1)’1 igeren sinyal kaskadlarini aktive edebilir. -Klotho FGF15 ve FGF21 igin
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zorunlu bir yardimer reseptor olarak enerji metabolizmasinin diizenlenmesine katkida
bulunur. FGF15/19'un bagirsakta ekspresyonu safra asidi tarafindan diizenlenir.
yKlotho, FGFR1b, FGFR1c, FGFR2¢c ve FGFR4 ile FGF19 aktivitesini artiran
kompleksler olusturur. yKlotho, kahverengi yag dokusunda ve gozde yiiksek oranda
eksprese edilir ve kiiltiirlenmis hiicrelerde FGF19 i¢in ek bir yardimci reseptdr olarak
islev gorebilir. Bununla birlikte, y-Klotho'nun biyolojik islevi biiyiikk Olgiide
belirsizligini korumaktadir (Kim ve ark., 2015). FGF23 formlarinin COOH-terminal
alan1 o-Klotho ve FGFR 1, 3 ve 4'lin “c” izoformlar1 ile ig¢iinciil bir kompleks,
FGF23-FGFR1c-a-Klotho cis kompleksi olusturuldugunda maksimum hiicresel
sinyallesmeye ulagir. FGF23 esas olarak viicuttaki FGF23'iin ana kaynaklart olan
kemikteki osteositler ve osteoblastlar tarafindan eksprese edilir. Sirayla
FGF23/Klotho sinyali, ya D vitamini aktif form sentezine katilan 1-o -hidroksilaz
enziminin ekspresyon seviyelerini inhibe ederek ya da vitamin D'nin inaktif
kalsitroik aside kataliz eden baska bir enzim olan 24-hidroksilazi indiikleyerek
dolagimdaki D vitamini seviyelerini azaltmaktadir. FGF23 ve Klotho sinyali, hiicre
proliferasyonunu uyararak ve apoptoz yoluyla vitamin D'nin neden oldugu hiicre
6liimiinii 6nleyerek doku atrofisini 6nlemektedir. Bu sinyal, hem 1-a-hidroksilaz gen
ekspresyonunun asagi regiilasyonuna hem de kaspaz aktivitesinin fosfoinositid-3
kinaz aracili baskilanmasi yoluyla D vitamininin apoptotik etkilerinin azaltilmasinda
ikili rol oynamaktadir (Haussler ve ark., 2021). Esas olarak kemik hiicreleri
tarafindan salgilanan FGF23, bobrekte bir hormon olarak gorev yapmakta, fosfat
atilimin1 uyarmakta ve 1,25(OH)2D3, aktif D vitamini olusumunu baskilamaktadir.
Bu etkiler, FGF23'in FGF reseptorlerine (FGFR) baglanma afinitesini artiran
transmembran protein a-Klotho'ya bagimlidir. Biriken kanitlar, en azindan kismen
IGF-1 ve Wnt/B-katenin sinyalini inhibe ederek, bir tiimér baskilayici olarak o-
Klotho proteininin 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Paratiroid bezlerinde,
FGF23, paratiroid hormonunun (PTH) iiretimini ve salgilanmasini azaltmaktadir
(Ben-Dov ve ark., 2007). FGF23, PTH ve 1,25(OH)2D3"i igeren ve fosfat ve D
vitamini metabolizmasinit diizenleyen ve ayrica Ca®" iizerinde etkili olan bir
hormondur (Blau ve Collins, 2015). Fonksiyonel D vitamini reseptoriinden yoksun
farelerde 1,25(0OH)2D3 sinyalinin ablasyonunun Kl farelerde erken yaslanma

fenotipini 6nledigi gosterilmistir (Anour ve ark., 2012).
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1.25.4. Hiicre I¢i Klotho Proteini

Plazma zarinda bulunmayan Klotho hiicre i¢i organellerde Na*-K*-ATPase ile
fiziksel olarak etkilesime girmektedir. Yaslanmanin, retinoik asitle indiiklenebilir
gen-1' (RIG-1)’in aracilik ettigi IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin artan
ekspresyonu ile iliskili oldugu iyi bilinmektedir. Son zamanlarda, Hiicre igi
Klotho'nun, ancak salgilanmayan Klotho'nun, RIG-I'i bagladigi ve onun
multimerizasyonunu bloke ettigi gosterilmistir. Klotho, RIG-I aracili yaslanma ile
iligkili iltihab1 baskilamakta, bu da Klothomun hiicre i¢i bir anti-inflamatuar ve
yaslanma karsiti faktor olarak islev gordiigini  gostermektedir. Klotho
immiinoreaktivitesinin ¢ogu sitoplazmada ¢esitli dokularda saptanabilir olmasina
ragmen, hiicre i¢i Klotho'nun fizyolojik rolleri biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir (Kim
ve ark., 2015). Hipotalamus beynin tabaninda ve optik sinir kiazmasinin {izerinde
bulunmaktadir. Gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) ve biiyiime hormonu
salgilatict hormon (GHRH) dahil olmak {izere hipotalamik ndroendokrin hiicreler
tarafindan salgilanan g¢esitli hormonlar araciligiyla hipofiz fonksiyonunu
diizenlemektedir. GnRH salinimi, GnRH noéronlari tarafindan diizenlenmektedir (Xie
ve ark., 2021). Klotho protein eksikligi olan fareler, esas olarak FSH ve LH'in
azalmasi, folikiiler arrest, gonadal atrofi ve infertilite ile kendini gosteren
hipotalamik-hipofiz-over ekseninde fonksiyon bozuklugu sergilemistir (Toyama ve
ark., 2006). pB-Klotho geninin disiik ekspresyonu FGF21/B-Klotho/FGFR1
kompleksini inhibe ederek hipotalamus-hipofiz-over ekseninde islev bozukluguna
yol agmaktadir (Bookout ve ark., 2013). IGF-1, Growth hormon (GH)
sekresyonunun negatif diizenleyicisidir. Adenohipofizde Klotho'nun IGF-1 sinyal
yolunu inhibe ederek GH sentezini ve salgilanmasini arttirabilir. Cok sayida ¢alisma,
GH'nin yumurtaligin FSH'ye duyarliligini artirabilecegini, mitokondriyal aktiviteyi
ve hiicre i¢i kalsiyum homeostazini diizenleyebilecegini ve folikiiler gelisim
sirasinda ¢esitli faktorlerdeki iliskiyi koordine edebilecegini gostermistir. Dolayisiyla
bu, Klotho'nun adenohipofizde GH salgilanmasini tesvik ederek ovaryum tepkisini
ve oosit kalitesini diizenlemede dolayl1 bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.
Aclik durumunda FGF21 ifadesi gozlenmistir ve bu gen, Kisspeptin-GnRH-LH'!n

noroendokrin eksenini inhibe ederek anoviilasyon ve infertiliteye yol agmaktadir.
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Klotho gen ifadesi olmayan disi farelerde, FGF21 geninin asir1 ekspresyonunda
FGF21/B-Klotho/FGFR1 kompleksi yikilmaktadir. Klotho gen ifadesi azalmig olan
farelerin, FSH ve LH’lar1 azalmaktadir. Bu farelerde folikiiler arrest, gonadal atrofi,
infertilite  ve hipotalamik-hipofiz-ovaryum ekseninde fonksiyon bozuklugu
goriilmektedir.  Klotho, FGF21/B-Klotho/FGFR1 kompleksi yoluyla GnRH
sekresyonunun diizenlenmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Siklofosfamid ile
indiiklenen POF fare modellerinde, graniiloza hiicrelerinde Klotho ekspresyonu,
yabanil tip farelerdekinden 6nemli Olgiide azalmistir. Bununla birlikte, ROS'un
fazlaligr folikiiler atrezi, oosit kalitesinde azalma ve over yaslanmasina yol
acmaktadir. PI3K/Akt sinyal yolu, oosit biiylimesi ve folikiiler gelisiminde rol
oynamaktadir (Xie ve ark., 2021). Liu, T. ve ark., 2019°da yaptiklar1 bir ¢alismada,
siklofosfamitin farelerin ovaryum graniiloza hiicrelerinde o-Klotho geninin
ekspresyonunu onemli 6lgiide azalttigi gosterilmistir. Daha sonra normal yabanil tip
farelerde a-Klotho geninin susturulmasinin POF'a yol acip agmadigi incelenmistir.
Homozigot Klotho gen nakavti olan disi farelerin iireme sistemi {lizerinde ayrintili
arastirmalar yapmuglardir. Bu arastirma sonucunda, ovaryumdaki atretik folikiil
sayis1 onemli 6l¢iide artarken, normal folikiil sayis1 azalmistir. Bu ¢alismada, Klotho
mutant olan farelerin Onemli Olciide folikiiler atrezi ve ovaryum yetmezligi
sergiledigi ve fenotiplerinin POF'a oldukg¢a benzer oldugu gosterilmistir. Klotho gen
ekspresyonunun azalmasi ile olusan ovaryum yetmezligi ve POF gelisimi, biiyiik
oOl¢iide fare ovaryum graniiloza hiicrelerinde otofaji fonksiyon bozuklugunun olmasi
ve yumurtaligin azaltilmis kapasitesinden kaynaklandigi bir dizi deneyle
gosterilmistir (Liu ve ark., 2019). Kim, E. H. ve ark., 2020 yilinda yaptiklari bir
calismada yaslanma karsiti ajan olan Klotho proteininin, Wnt sinyali ile yakindan
iligkili olmas1 nedeniyle ve antioksidan aktivitesi ile ireme sistemini de etkiledigini
gostermiglerdir (Kim ve ark., 2020). Wnt / B-katenin sinyal yolagi, folikiiler gelisim,
graniiloza hiicre biiyiimesi ve oosit olgunlasmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynayan
evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus, karmasik ve kritik bir hiicresel sinyal
yolagidir (Xu ve ark., 2020). Klotho geni Insiilin/IGF-1, FGF ve Wnt sinyal yollarin
inhibe etmektedir (Mao ve ark., 2018). Kim, E. H. ve ark.,2020 yilinda yaptiklari
caligmada Klotho proteini tarafindan Wnt sinyal yolunun inhibisyonunun domuz

oositleri lizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmektedir. Yapilan bu
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caligmanin sonucunda Wnt sinyal yolaginin Klotho proteinini tarafindan baskilandigi
ve aktivator olan lityum kloriir (LiCl) tarafindan etkinlestirildigi gosterilmistir (Kim
ve ark., 2020). Forkhead Transkripsiyon Faktor Ailesi-3 (FOXO3), hiicre
cogalmasini, farklilasmasini ve oksidatif stresi diizenleyebilen AKT (Protein Kinase
B)'in asag1 akis hedefini olusturmaktadir (Xie ve ark., 2021). Yamamoto, M. ve
ark., 2005 ve Jin, J. ve ark., 2016 yillarinda yaptiklart ¢aligmalarda, PI3K /AKT
sinyal yolaginin Klotho proteini tarafindan inhibisyonunun FOXO'yu aktive
edebilecegi ve aktif olan FOXO’nun Manganezyum Siiperoksit Dismutaz (MnSOD)
seviyesini arttirdigt ve oksidasyon antioksidan dengesini korumak i¢in ROS
seviyesini  disirdigii = gosterilmistir.  Klotho  gen ifadesinin  olmamasi,
Fosfatidilinositol-3-Kinaz/Protein Kinaz B (PI3K/Akt) sinyal yoluyla FOXO3'in
zayiflamasimna neden olmaktadir ve sonunda Erken Ovaryum Yetmezligi (POF-
Premature Ovarian Failure-)’ne katkida bulunan oksidasyon ve antioksidan sistemin
dengesini bozmaktadir. Otofaji hiicresel bir katabolizma yoludur ve lizozomlarin
bozulmasi, proteinlerin ve organellerin geri doniisiimii yoluyla yaslanma karsiti
siireclerde anahtar bir rol oynamaktadir. Liu T. ve ark.,2019 yilinda yaptiklari
caligmalarda Doniistiiriicii Biiyiime Faktori f (TGF-B) / Smad sinyal yolunun,
POF'daki otofajik bozuklugun potansiyel bir mekanizmasi oldugunu gostermislerdir.
TGF-B/Smad sinyal yolu, graniiloza hiicrelerinin farklilasmasin1 ve apoptozunu
diizenlemektedir. Buna ek olarak TGF-p / Smad sinyal yolu, folikiil ve ovulasyon
gelisimini engelleyebilmektedir. Yapilan bu ¢alismada POF fare modelinde Klotho
geninin ifadesinin azalmasi, TGF-f/Smad sinyal yolunu aktive ederek graniiloza
hiicrelerinde Lc3 ve Beclinl gibi otofaji ile ilgili faktorleri asagr dogru
diizenlemektedir. Ovaryumdaki Klotho gen ifadesinin azalmasi POF igin bir risk
faktorii olabilmektedir (Liu ve ark., 2019). Lojkin, L. ve ark., 2015 yilinda yaptiklart
bir ¢alismada insan ovaryum epitel hiicrelerinde Klotho geninin, timér baskilayici
rolii oldugunu gostermislerdir. Bu calismada kontrol grubu olan normal over hiicre
hattinda Klotho geni, yiliksek oranda eksprese edilirken miillerian kanserlerinin
%40'1inda Klotho geninin ekspresyonu azalmaktadir (Lojkin ve ark., 2015). Bookout
ve ark., 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, Klotho geninin disi Hipotalamus-
Hipofiz-Ovaryum ekseninde ifade edildigini gostermislerdir. Kuro-o, M. ve ark.,

1997 yilinda yaptigi bir ¢aligmada hayvan modellerinde, Klotho gen ifadesinin
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yetersiz oldugu farelerin {ireme organlarinda atrofik degisiklikler goriilmiistiir (Kuro-
0 ve ark., 1997). Bu calismalar 1s18inda Klotho geninin gonadal eksenin normal
islevini siirdiirmede ¢ok 6nemli bir rol oynadigini ve anormal ekspresyonunun iireme
islevini etkileyebilecegini gostermektedir. IGF-1, biiyiime hormonu (GH) in
salgilanmasinin negatif diizenleyicisidir (Xie ve ark., 2021). Shahmoon ve ark., 2014
yilinda yaptiklart bir calismada, Klotho geninin IGF-1 sinyal yolaginin etkili bir
inhibitori oldugunu géstermislerdir. Bu nedenle adenohipofizde Klotho geninin IGF-
1 sinyal yolunu inhibe ederek GH'in sentezini ve salgilanmasini tesvik edebilecegi
diistinebilir (Xie ve ark., 2021). Weall ve ark., 2015’te yaptiklar1 bir ¢alismada,
GH'nin ovaryumun FSH'ye duyarliligini arttirabilecegini, mitokondriyal aktiviteyi ve
hiicre i¢i kalsiyum homeostazini diizenleyebilecegini ve folikiiler gelisim sirasinda
cesitli faktorler arasindaki iliskiyi koordine edebilecegini gostermislerdir. Bundan
dolayr Klotho geninin adenohipofizde GH salgilanmasini tesvik ederek ovaryum
tepkisini ve oosit kalitesini diizenlemede dolayli bir rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir (Weall ve ark., 2015).

1.25.5. Klotho Eksikligi Kok Hiicre Yaslanmasina ve Tiikenmesine Neden
Olur

Bir Wnt sinyal antagonisti olarak Klotho proteini, miyojenik kok hiicreleri
koruyabilir, kas onarimini iyilestirebilir ve fibrozu baskilayabilir. Bu nedenle Klotho,
kas rejenerasyonu ve kas distrofileri i¢in umut verici bir terapotik hedef olabilir.
Klotho eksikligi, kok hiicrelerin yaslanmasina ve tiikkenmesine katkida bulunan Wnt
ekspresyonunu ve aktivitesini tetikler ve sonu¢ olarak doku atrofisi ve fibrozis
olusur. Buna karsilik, Klotho proteininin Wnt sinyal iletimini baskiladigi ve hiicre
yaslanmasint engelledigi ve kok hiicreleri korudugu gosterilmistir. Yetiskin
dokulardaki kok hiicreler ¢evresel degisikliklere uyum saglama, komsu hiicrelerin
cogalmasim1 etkileme ve sonu¢ olarak doku bakimi ve yenilenmesine
saglamaktadir. Yaslanma, = kok  hiicre = yenilenmesini  ve  ¢ogalmasini
engellemektedir. Kok hiicrelerin yetiskin dokularinda kendini yenileme, ¢ogalma,

farklilasma ve yer degistirme kapasitesine miidahale eden herhangi bir faktor
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yaslanmay1 hizlandirabilir. Bu nedenle kok hiicrelerin ve progenitdr hiicrelerin
islevsizligi ve tiikenmesi yaslanmaya katkida bulunmaktadir. Klotho eksikligi olan
farelerde yaslanma ile ilgili baz1 6zellikler, kok hiicrelerin yaslanmasi, tiikenmesi,
fibrozu olusturmasi ve kok hiicrelerin farklilasmasindan kaynaklanabilecegi
gosterilmistir (Bian ve ark., 2015) Klotho ayrica inflamasyonun regiilasyonunda da
rol oynamaktadir. Yamamoto ve arkadaslari, hiicre yiizeyine bagli Klotho'nun
FOXO3a fosforilasyonunu inhibe ettigini ve niikleer translokasyonunu arttirdigini
belirlemislerdir. (Donate ve ark., 2015). Beclin 1 / Bcl-2 kompleks bagimli otofaji
aktivitesi, iskemi-reperfiizyon hasarina karsi bobrek duyarliligini diizenleyebilir.
Becnl geni tarafindan kodlanan Beclin 1 proteini, memeli hiicrelerinde otofajinin
merkezi diizenleyicisidir. Beclin 1, otofagozomlar olusturmak iizere sitoplazmik
materyali i¢ine alan ¢ift membranli bir yapi1 olan izolasyon zarinin olusumunu uyaran
bir lipid kinaz kompleksinin pargasi olarak otofajinin baslangi¢ asamasinda etki
edebilir. Klotho'nun renoprotektif etkisi, kismen beclin 1/Bcl-2 kompleksinin
ayrilmasmi tetiklemesi ve otofajinin aktivasyonu ile gergeklesir. Otofaji, hiicresel
bilesenleri parcalayarak ve geri doniistiirerek hiicresel homeostazin korunmasi i¢in
gereklidir. Antiapoptotik protein Bcl-2, beclin 1 ile etkilesime girerek otofajiyi
inhibe etmektedir. Beclinl'in, besin aglig1 ve oksidatif stres gibi hiicresel zorluklara
karsisinda aktivasyonu {iizerine, beclinl, otofagozomlarin indiiklenmesine ve
toplanmasina igin beclin 1/Bcl-2 kompleksinden ayrilir. Beclinl gen ekspresyon
seviyesinin azalmast veya beclinl/Bcl-2 kompleksinin stabilizasyonu, otofaji
aktivitesini engelleyen ve cesitli hastaliklarla iligkili olan beclin 1 aktivitesini
azaltmaktadir. Bu ¢alisma sadece ¢oziintir Klotho'nun bobrek hasarina karsi yeniden
korunmasini dogrulamakla kalmamis, ayn1 zamanda Klotho'nun negatif diizenleyici
beclin 1 / Bcl-2 kompleksini bozarak ve daha fazla beclin 1 proteini salgilayarak
otofaji aktivitesini yukari regiile ettigi gosterilmistir. Klotho tarafindan beclin 1/Bcl-
2 kompleks ayrigmasmmin molekiiler mekanizmalar1 hala ¢6ziimlenmeyi
beklemektedir (Li ve ark., 2020). Bugiine kadar diger sistemik hastaliklarda Klotho
geni lizerinde bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Bununla birlikte, kadin iireme sistemindeki
Klotho geninin ekspresyonu ve diizenlenmesi ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.
NRF2 inhibitorii ile birlikte uygulanmasi, Klotho geninin antioksidan ve anti-

apoptozis etkilerini 6nemli Olgiide ortadan kaldirmistir. Bu sonuglar NRF2'nin
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Klotho tarafindan saglanan korumanin asagi akis efektorii oldugunu ve Klotho-NRF2
yolunun oksidatif strese karsi savasmak igin ortak bir mekanizma olabilecegini

gostermektedir (Xing ve ark., 2021). (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Endotel hiicrelerinde anjiyotensin-(1-7)'nin yaglanma kargit1 mekanizmas1 (Romero ve ark.,
2019).

1.26. INTERLOKIN-1p

IL-1B proinflamatuar aktivitelere sahip olduklar1 ve g¢esitli proinflamatuar
mediatorlerin salgilanmasini arttirabildikleri i¢in en 6nemli proinflamatuar sitokindir.
IL-1B, iltihapla iliskili hastaliklarda rol almasi nedeniyle biiyiik ilgi géren IL-1
ailesinin Onemli bir dyesidir. IL-1P, sitokinler ve kemokinler gibi cesitli
proinflamatuar aracilart indiikleyen giiclii proinflamatuar aktiviteye sahiptir. IL-1f
sinyali akut faz yaniti, hipotansiyon, vazodilatasyon ve atese yol agmaktadir.
Anormal IL-1f sinyal iletiminin, Ailesel Akdeniz Atesi gibi kalitsal otoinflamatuar
bozukluklara neden oldugu bildirilmistir. Ayrica tip 2 diyabet, gut ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi yaygin hastaliklarla da iliskilidir (Wakita ve ark.,
2016). IL-6 ve ¢Oziiniir reseptoriiniin baglanmasi, sirayla, IL-18 kaynakl
proteoglikan katabolizmasini tesvik edebilir. IL-1f'nm insan AFC (anulus fibrosus

hiicreleri)'lerinde kritik bir kemokin ¢eken monosit olan CCL2'min {iretimini
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indiikledigi bulunmustur (Gruber ve ark., 2015). Mukopolisakkaridoz I11A, beyinde
biriken heparan siilfat ve diger substratlarla karakterize edilen noronopatik bir
lizozomal depo hastalifidir. Hastalarda noéroinflamasyon ve anormal substrat
birikiminin olas1 bir sonucu olarak davranis bozukluklar1 ve biligsel gerileme
goriilmektedir. IL-1pB bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen ancak beyindeki glia ve
ndronlar tarafindan da sentezlenebilen 6nemli bir proinflamatuar sitokindir. TLR4'lin
HS (heparan sulphate) gibi substratlar tarafindan bagisiklik hiicreleri tlizerindeKi
aktivasyonu, hiicre icinde depolanan olgunlasmamis pro-IL1B'min ifadesine yol
acabilir. Bununla birlikte, olgun, aktif IL-1p'nin béliinmesini ve salinmasini
saglamak i¢in NLRP3 ve proteaz kaspaz-1 gibi inflamasyon ile ilgili kompleksleri

aktive eden ikincil bir inflamasyonu uyaran faktor gereklidir (Parker ve ark., 2020).

1.26.1. IL-1P ve Yaslanma

Yaslanma ile iligkili B-galaktosidaz (SA-B-Gal), hiicre yaslanmasinin giivenilir
bir belirtecidir. Hiicresel yaslanma iki farkli tiire ayrilabilir: stres kaynakli erken
yaglanma ve replikatif yaglanma. IL-1 stres kaynakli erken yaslanmada rol
oynamaktadir. Yang ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada, IL-1PB ile uyarilan
nucleus pulposus hiicrelerinde -galaktozidazin 6nemli dlglide arttigini bulmuslardir
(Yang ve ark., 2019). IL-1p ile uyarilan kondrosit hiicrelerinde artan SA-p-Gal
aktivitesi, degismis hiicresel morfoloji, hiicre biiylimesinin durmasi ve telomer
erozyonu gibi yaslanan hiicrelerin fenotiplerini sergiledigi bildirilmistir (Dai ve ark.,
2006). Yaslanma siirecinde Insan fibroblastlarinda IL-1 ekspresyonu artmaktadir
ancak yaslanma tepkisindeki fonksiyonel rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. IL-
lo, IL-1R sinyal yoluyla yaslanmayla iligkili IL-6/IL-8 salgisin1i uyarmaktadir.
Interlokin-1 reseptorii ile iliskili kinaz 1 (IRAK1), IL-1/IL-1R sinyal yolunun énemli
bir bilesenidir. IL-1, IL-1R'yi bagladiginda, IRAK1, IRAK4 tarafindan uyarilir.
IRAK4 daha sonra ek faktorleri toplayan veya aktive eden IRAK1'1 fosforile eder ve
sonucta NF-xB'nin niikleer translokasyonuna neden olur (Sekil1.10). NF-xB, IL-6 ve
IL-8 dahil olmak tizere gesitli genleri aktive eder (Orjalo ve ark., 2009).
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Sekil 1.10. IL-1p sinyalizasyon (Mesquida ve ark., 2019).

1.27. INTERLOKIN-6

IL-6 geni, iki potansiyel N-glikosilasyon bolgesi ve dort sistein tortusu ile 184
amino asitten olusur; ¢ekirdek proteini, yaklasik 20 kDa'dir ve glikozilasyon, IL-
6'nin 21- ila 26-kDa boyutundan sorumludur. Sitokinler immiin yanitlarda hiicreden
hiicreye iletisime yardimci olan ¢6ziiniir aracilardir ve interlokin-6 (IL-6), pleiotropik
aktiviteye sahip prototipik bir sitokindir. IL-6 aracili sinyal transdiiksiyon sisteminin
tam olarak aydinlatilmasi, sitokinlerin karakteristik Ozellikleri i¢in molekiiler bir
temel saglamistir. Enfeksiyonlar veya yaralanmalara bagli doku hasar1 veya
iltihaplanma meydana geldiginde, IL-6 sentezi aninda indiiklenir ve akut faz immiin
reaksiyonlariin ve hematopoezin uyarilmasi yoluyla konak savunmasina katkida
bulunur. Sitokinler, bagisiklik yanitlarinda hiicreden hiicreye iletisime yardimci olan
¢Oziiniir aracilardir. Bunlar arasinda IFN'ler, kemokinler, lenfokinler, interlokinler,
TGF-B, koloni uyaric1 faktdrler (CSF) ve TNF bulunur. Interldkinler, dncelikle
l16kositler iizerinde etkili olan sitokinlerdir. Bugiline kadar yaklasik 40 interlokin
tanimlanmistir. IL-6'nin gegici ifadesi, akut faz immiin tepkisini ve hematopoezi
uyararak enfeksiyonlara ve doku yaralanmalarina karg1 konak savunmasina katkida
bulunmaktadir. IL-6 {iretimi, doku homeostazi tekrar olustugunda sonlanir. Bununla
birlikte, farkli hiicre popiilasyonlar1 tarafindan diizensiz araliksiz IL-6 {iretimi, ¢esitli
hastaliklara neden olmaktadir. IL-6'nin sentezi, transkripsiyonel olarak ve

transkripsiyon sonrasi olarak siki bir sekilde diizenlenir. Bununla birlikte, IL-6'"nin
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diizensiz sitirekli sentezi, otoimmiin ve kronik enflamatuar hastaliklar ve kanserler
dahil olmak iizere gesitli hastaliklarin gelisiminde rol oynamaktadir. Yaniklar ve
travmalarin neden oldugu enfeksiyonlara veya doku yaralanmalarina yanit olarak,
IL-6 aninda sentezlenerek akut bir bagisiklik tepkisini aktive eder. IL-6, aktive
edilmis B hiicrelerinin immiinoglobulin iireten plazma hiicrelerine farklilagmasini
indiikler ve hibridoma ve miyelom hiicreleri i¢in bir biiyiime faktorii gorevi goriir.
IL-6, B hiicrelerine ek olarak, CD4 + T hiicrelerinin efektor T hiicresi alt kiimelerine
spesifik farklilasmasini indiikleyerek T hiicrelerini de etkiler (Tanaka ve Kishimoto,
2014).

1.27.1. IL-6 Sinyal Yolu

Sitokinler, bagigiklik yanitlarinda hiicreler arasi iletisime aracilik etmektedir
(Tanaka ve Kishimoto, 2014). IL-6, iki IL-6Ra, zincirinden (IL-6Ra veya CD126
olarak da bilinir) ve gp130 (IL-6Rp veya CD130 olarak da bilinir) iki farkli sinyal
tireten B zincir alt biriminden olusan spesifik bir IL-6 reseptorii (IL6R) kompleksine
baglanarak dimer olusturmaktadir. gp130 reseptér molekiili IL-6, onkostatin M,
16semi inhibe edici faktor, siliyer norotrofik faktor ve IL-11 gibi IL-6 sitokin ailesi
i¢in ¢oklu reseptorlerin ortak bir bilesenidir. IL-6 ile etkilesime giren IL-6Ra, baslica
hepatositlerde ve bazt T hiicresi tiirleri, monositler/makrofajlar, aktiflestirilmis B
hiicreleri ve notrofiller gibi hematopoetik hiicrelerde eksprese edilir. IL-6Ra
zincirlerinin ¢oziiniir izoformlari, alternatif splayzing veya IL-6Ra zincirinin dig
bolgeye atilmasi ile iiretilir (Tanaka ve Kishimoto, 2014). Coziiniir IL-6Ra (s IL-
6Ra), [L-6'ya baglanarak ve IL-6 sinyali i¢in gp130 ile bir kompleks olusturarak IL-
6R kompleksinin bir bileseni olarak ¢aligabilir. IL-6'nin IL-6Ra kompleksi ile
etkilesimi tiizerine, gp130 molekiilleri dimerize olur ve gpl30 ile iligskili JAK
familyas1 tirozin kinazlar (JAK1, JAK2 ve Tyk2), iki JAK" birbirini fosforile edecek
kadar yaklastirarak konformasyonel bir degisime ugrarlar ve aktif hale gelirler. Daha
sonra aktive edilmis JAK kinazlari, asagi akis sinyal iletim yollarinin aktivasyonu
icin gerekli olan spesifik tirozin kalintilarinda gp130'un sitoplazmik alanini fosforile

eder. Src-homoloji 2 alan iceren protein tirozin fosfataz 2 (SHP2) gp130'da fosforile
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edilmis YSTV (pYSTV) motifine alinir ve JAK kinazlar tarafindan fosforile edilir
ve aktive edilir bu da GRB2 ile iligkili baglayici protein (Gab) ailesi araciligiyla hem
Ras-Raf-ERK1/2 yolunu hem de PI3K-AKT vyolunu aktive etmektedir.
Transkripsiyon 3 (STAT3) ve STAT1'in sinyal doniistiiriicii ve aktivatorii gp130'da
fosforile edilmis YXXQ motiflerine alinirlar ve STAT3 i¢in Y705 ve STATI i¢in
Y701 gibi kritik tirozin kalintilarinda JAK kinazlar tarafindan fosforile edilirler.
Aktive edilmis STAT3 ve STATI1 birbirleriyle dimerleserek STAT3 veya STATI
homodimerleri ve STAT3/STAT1 heterodimerleri olusturur. Bu aktive edilmis STAT
dimerleri ¢ekirdege girer ve hedef genlerinin diizenleyici bolgelerindeki spesifik
DNA dizilerine baglanir. Kritik tirozin kalintilarinin fosforilasyonuna ek olarak hem
STAT3 hem de STATI kullanilan uyariciya ve hiicre tipine bagli olarak cesitli
serin/treonin kinazlar tarafindan karboksil-terminal alaninda Ser727 {izerinde
fosforile edilir (Kojima ve ark., 2013).Yang ve ark. STAT3'lin Lysl40'ta
dimetilasyonuna neden olan ve fosfo-Tyr705 seviyesini baskilayarak STAT3
aktivitesinin inhibisyonuna yol agan histon lizin metiltransferaz SET9'un alinmasi
icin ¢ekirdekteki STAT3 Ser727 fosforilasyonunun gerekli oldugunu gosterdi (Yang
ve ark., 2010). Bir inhibitdr dongiiye, gp130'un pYSTV motifine katilan ve JAK
kinazlan tarafindan tirozin kalintilar1 tizerinde fosforile edilen SHP2 aracilik eder.
SHP2'nin STAT3'e yonelik tirozin fosfataz aktivitesi, tirozin fosforilasyonundan
sonra artar ve ardindan STAT3 aktivitesini sinirlar. Bagka bir inhibe edici dongiiye
SOCS3 aracilik eder. SOCS3 mRNA hem STAT3 hem de STAT]I tarafindan hizla
indiiklenir ve SOCS3 proteini, SH2 alan1 yoluyla gp130 pYSTV motifi ile etkilesime
girer ve kinaz inhibe edici bolgesi (KIR) yoluyla JAK aktivitesini inhibe eder,
boylece daha fazla STAT3 aktivasyonunu kisitlar (Kojima ve ark., 2013). (Sekil
1.11).
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Sekil 1.11. IL-6 reseptor sistemi ve sinyal yollar1 (Kojima ve ark., 2013).

1.27.2. 1L-6 Sentezinin Diizenlenmesi

IL-6, hiicre ¢ogalmasini, hayatta kalmasin1 ve farklilasmasini diizenleyen ¢ok
islevli bir sitokindir. IL-6, genellikle inflamasyon, kronik bagisiklik hastaliklari,
dokuya sizan tiimdrler, norolojik hastaliklar ve doku yaslanmasi ile iliskili cesitli
hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir. Ciinkii IL-6 ve IL-6Ra zincirinin ¢oziiniir
bir formu inflamasyon, yaglanma ve tiimor infiltrasyonu olan dokularda bol miktarda
salgilanmaktadir (Kojima ve ark.,, 2013). IL-6, enfeksiyonlar veya doku
yaralanmalar1 olustugunda aninda sentezlenir ve konak¢iya uyari sinyali verir.
Patojen iliskili molekiiler modeller olarak bilinen ekzojen patojenler, monositler ve
makrofajlar gibi dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin patojen tanima reseptorleri
tarafindan enfekte lezyonda taninirken, hasarli veya 6lmekte olan hiicreler, bulasici
olmayan bir baglamda bagisiklik tepkisini baslatabilir ve siirdiirebilir. Bagisiklik
hiicrelerine ek olarak, diger IL-6 kaynaklar1 arasinda mezenkimal hiicreler,
endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve tiimor hiicreleri de dahil olmak iizere birgok
baska hiicrelerde bulunabilir. IL-6 sentezi hem transkripsiyonel hem de post-
transkripsiyonel olarak siki bir sekilde diizenlenir ve bir dizi transkripsiyon faktorii,

IL-6 ekspresyonunu diizenleyebilir (Masuda ve ark., 2013).
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1.27.3. Erken Yaslanmada IL-6"'min Rolii

IL-6, diger sitokinler gibi on hipofiz bezinin islevinde, biiylimesinde ve
noroendokrin yanitlarinda 6nemli rol oynar. Sitokinler, enfeksiyon, kanser ve
iltihaplanma sirasinda hiicresel proliferasyonu, farklilagmay1 ve hayatta kalma veya
olimii diizenlemektedir (Sapochnik ve ark., 2017). Hem IL-6 hem de ¢6ziiniir IL-
6Ra zincirlerinin enfeksiyon, iltihaplanma ve yaslanma sirasinda g¢esitli dokularda
yeterli konsantrasyonlarda iiretilmektedir. IL-6R kompleksinin bir sinyal ileten
reseptoric gp130'un ¢ogu hiicrede ifade edilmektedir. sIL-6Ra, IL-6'ya baglanarak
gpl130 ile bir kompleks olusturarak IL-6R kompleksinin bir bileseni olarak
caligabilir. IL-6'nin IL-6Ra kompleksi ile etkilesimi iizerine, gp130 molekiilleri
dimerize olur ve gp130 ile iliskili JAK familyas: tirozin kinazlar (JAKI, JAK2 ve
Tyk2), iki JAK" birbirini fosforile edecek kadar yaklastirarak konformasyonel bir
degisime ugrar ve aktiflesir. Daha sonra aktive edilmis JAK kinazlari, asagi akis
sinyal iletim yollarinin aktivasyonu igin gerekli olan spesifik tirozin kalintilarinda
gp130'un sitoplazmik alanini fosforile etmektedir (Kojima ve ark., 2013). IL-6 ve
diger SASP faktorlerinin rolii, tlimdrijenezi ve hiicre proliferasyonunu
destekleyebilir, ancak ayn1 zamanda tiimor baskilayici fonksiyonlar uygulayabilir ve
bir bagisiklik tepkisini tetikleyerek tiimor hiicresi temizlenmesini ve kanser
gerilemesini destekleyebilir (Sapochnik ve ark., 2017). Parakrin mitojenik etkisinin
yani sira, IL-6'nin bir otokrin geri besleme dongiisiinde hiicre dongiisii durmasini
tetikleyerek yaslanma siirecine aktif olarak katkida bulunmaktadir (Kuilman ve ark.,
2008). IL-6 gen ifadesinin azalmasi, enflamatuar agin ¢okmesi ile yaslanma

olusumunu ortadan kaldirir (Sapochnik ve ark., 2017).

1.28. p53 Geni

P53 proteini, insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan tiimor baskilayici
gen olan TP53 geni tarafindan kodlanan bir transkripsiyon faktoriidiir. P53, hiicre
dongiisii siirecini ve programlanmis hiicre 6limiinii (apoptoz) kontrol eden bu gen

DNA hasari, besin eksikligi ve hipoksi gibi ¢esitli hiicresel strese hiicrenin tepkisini
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belirlemede ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Genel olarak, bir hiicrede P53, Fare ¢ift
dakika 2 homolog proteini (MDM?2) tarafindan siirekli olarak bozuldugu i¢in hiicre
icinde yetersiz miktarlarda bulunan kararsiz bir proteindir. TP53, diger liyeleri TP63
ve TP73' iceren genis bir gen ailesine aittir. TP53, embriyogenezde rol oynayan
homologlar1 TP63 ve TP73 tarafindan gosterilmeyen benzersiz bir 6zellik olan timor
baskilayict aktiviteler sergilemek iizere evrimlesmistir. P53, DNA hasart yanitinda
merkezi bir rol oynamakta ve "Genomun Koruyucusu" olarak kabul edilmektedir.
DNA hasar yaniti, stres sinyalinin dogasina, hiicre tipine, zamanlamasina ve stres
sinyalinin yogunluguna baglidir. DNA hasarina yanit olarak, P53 hiicre dongiisiiniin
durmasini aktive edebilir, hasarli DNA'y1 onarabilir, spesifik hiicre 6liim yollarini ve
hiicredeki metabolik degisiklikleri aktive edebilir. ATM serin/treonin kinaz (ATM)
veya ATR serin/treonin kinaz (ATR) gibi DNA hasar kinazlari, ¢esitli proteinleri
fosforile etmektedir. Bir hiicre dongiisiinde G1'den S fazina ilerlemek igin, aktif G1
siklin / CDK kompleksleri (Sikline bagimli kinaz) gereklidir. Aktive edilmis P21,
siklin D / CDK4 ve siklin E / CDK2 kompleksini inhibe ederek S fazinin baslangici
icin gerekli olan protein substratlarinin  fosforilasyonunu bloke etmektedir.
Siklin/CDK kompleksleri, timor baskilayici RB transkripsiyonel ortak baskilayict
1’in (RB1) fosforilasyonu ile E2F’nin transkripsiyon faktorlerinden ayrismasina ve
DNA sentezinin ilerlemesine neden olmaktadir. P53 tarafindan indiiklenen P21, RB
proteininin fosforilasyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiinii bloke edebilir. 14-3-3
fosfoserin/fosfotreonin baglayici proteinlerin (14-3-3c) ekspresyonunun P53 aracili
transkripsiyonel yukar1 regililasyonu da hiicre dongiisiiniin durmasinda rol
oynamaktadir. DNA’da hasarinda, fosforile edilmis P53 geni 14-3-3c transkripsiyon
baslangi¢ bolgesinin 1.8 kb yukarisindaki promotor bolgesine baglanir ve bu da 14-
3-3c ekspresyonunun artmasina yol agarak CDK1/Siklin B'nin ayrilmasina neden
olmaktadir ve hiicre boliinmesi kontrol proteini 2 homologu (CDC2) CDKI ile
etkilesimi ve hiicrenin mitoza girisini bloke ederek DNA onariminda zaman
kazandirmaktadir (Feroz ve Sheikh, 2020). p53 tiimériin baskilanmasinda énemli bir rol

oynayan yaslanmanin ana diizenleyicisidir, ancak ayni zamanda bir enflamatuar yaniti

indiikleyerek kanser gelisiminde de rol oynayabilir (\Vigneron ve Vousden 2010).
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1.28.1. Hiicresel Yaslanma ve P53 Tliskisi

p53 bir transkripsiyon faktorii olarak islev gormekte ve promotor bolgelerini ve
intronik bolgeleri baglayarak alternatif transkripsiyonu tesvik ederek veya TATA
kutusu baglayici protein gibi koaktivatorlerle etkilesime girerek spesifik hedef
genlerin ekspresyonunu yukari veya asagi regiile etmektedir (Mijit ve ark., 2020).
P53 geni tarafindan indiiklenen hiicresel yaslanma ve onkojen aktivasyonu oksidatif
hasar1 olan hiicrelerde oldugu kadar telomer kisalmasiin goriildiigii hiicrelerde de
meydana gelmektedir. Hiicresel yaslanmada, sikline bagimli kinaz (CDK)
inhibitorleri P21 CIP1 (CDKNI1A) ve P16 INK4A'nin (CDKN2A) P53 geninin
transkripsiyonel aktivasyonuna aracilik edebilir, ancak tek basina yeterli degildir.
Stres dinamikleri yaslanmay etkileyebilir. Yaslanmay1 baslatan stres gegiciyse, P53
indiiksiyonu sakin bir durumda kalabilir ve DNA onarim stirecini etkinlestirebilir ve
stres ¢Oziildiikten sonra hiicresel dongii baslayabilir. Kalici stres veya uzun siireli
P21 aracili hiicre dongiisi durmasi, bir CDK4 ve CDKG6 inhibitérii olan
P16INK4A'y1 ve ardindan retinoblastoma (RB1) transkripsiyonel diizenleyiciyi
aktive ederek uzun siireli hiicre dongiisti durmasina neden olabilir. (Feroz ve Sheikh,
2020). (Sekill.12). Diisiik diizeyde hiicresel stres kosullarinda ve DNA hasar1 onarim
stirecinde P53 gegici olarak hiicresel dongiiniin durmasini tetikler ve DNA onarim
siirecini baglatir bdylece onkojenik mutasyona ugramis hiicrelerin ¢ogalmasini

sinirlar (Feroz ve Sheikh, 2020).
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Sekil 1.12. Yaglanmanin tetikleyen ana efektor yolagi (Yang ve ark., 2021).

1.28.2. P53 Apoptoz iliskisi

Apoptoz, hiicre oliim tiiriidiir ve doku homeostazinin siirdiiriilmesi, kanserin
Oonlenmesi ve uygun embriyonik gelisim igin gerekli olan bir¢ok isleve sahip
evrimsel olarak korunmus bir siirectir. Apoptoz, Sistein aspartik proteazlarin
(Kaspazlar) aktivasyonuna yol acar, bu da hiicre i¢i bilesenlerin proteolitik olarak
bozulmasmin takiben hiicre ve dokularin en az stresle fagositik olarak
temizlenmesine neden olmaktadir. P53, sitoplazmada ve mitokondri zarinda bulunan
proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerle dogrudan etkilesime girebilir. Apoptoz ve
hiicre sagkalimi arasindaki karar hem transkripsiyona bagimli hem de bagimsiz bir
sekilde P53 tarafindan diizenlenen BCL-2 ailesinin iiyelerine baglidir. Otofajide P53
hiicresel stres altinda tetiklenmektedir. P53"in otofaji iizerindeki etkisi hiicre ici

lokalizasyonuna bagli olabilir. Hiicresel stres altinda P53 ¢ekirdege yer degistirerek
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otofajiyi aktive ederken, normal fizyolojik durumda sitoplazmik P53 otofajiyi inhibe
etmektedir. Niikleer P53'in aksine, sitoplazmik P53 proteini, AMP'ye bagl kinazi
(pozitif bir otofaji diizenleyicisi) inhibe eder ve mTOR'u aktive etmektedir (Feroz ve
Sheikh, 2020). mTOR ROS tarafindan aktive edilebilir bu nedenle p53'iin
antioksidan aktiviteleri mTOR'un ve yaslanmanin soniimlenmesini gii¢lendirebilir.
mTOR inhibisyonuna verilen ana yanitlardan biri besin yoksunlugunda hayatta
kalmay1 saglayan otofajinin indiiklenmesidir. Otofaji ve yaslanma arasinda birkag
olas1 baglanti vardir. Otofajinin inhibisyonu, yaslanmay:1 artirabilen protein
agregatlarinin, ER stresinin ve mitokondriyal disfonksiyonun birikmesine neden
olmaktadir. p53'in otofajiyi hem arttirma hem de inhibe etme yetenegi yaslanmanin
modiilasyonu i¢in farkli bir mekanizma saglamaktadir (Vigneron ve Vousden, 2010).
Yaglanma sirasinda NQO1 ekspresyonunun yukari regiilasyonunun altinda yatan
mekanizma, NQO1'in hiicresel yaslanma fenotipini giiglendiren MDM2 ve ubiquitin
bagimsiz bir sekilde p53 birikimini arttirdiglr belirlenmistir. Spesifik olarak,
NRF2/KEAP1 sinyalinin OIS sirasinda NQO1 ifadesini diizenledigini gosterilmistir.
Daha da onemlisi, NQO1'in tiikkenmesinin hiicre transformasyonunu ve tiimor
olusumunu kolaylastirmaktadir bu da NQO1'in yaslanma bariyerinde yer aldigini ve
hiicre transformasyonunda anti-onkojenik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir.
Liu ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada OIS durumunda, MDM?2'in aktivitesi
DNA hasar1 veya oksidatif stres tarafindan inhibe edilerek p53 birikimine yol
acmaktadir. NQO1'in erken yaslanmada spesifik olarak p53 ile baglandig:
gosterilmistir. NQO1'in  OIS'nin olugmasi1 sirasinda p53 protein seviyesinin
diizenlemesinde belirgin bir rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan bu ¢alismada saglam
bir yaslanma bariyeri i¢cin MDM2 ubikuitin proteazom bozunma yolu ve
ubikuitinden bagimsiz p53 proteazomal bozunma yolunun gerekli oldugunu

gosterilmistir (Liu ve ark., 2015).

1.29. GSK-3p Geni

GSK-3a ve GSK-3B, memelilerde gozlemlenen GSK-3'lin iki izoformudur.

Farkl1 genler tarafindan kodlanan bu iki yakindan iligkili serin/treonin (ser/thr) kinaz
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izoformu, protein kinaz B (Akt) aracili fosforilasyon i¢in substratlar1 olusturmaktadir
(Li ve ark., 2013). Memeli hiicrelerindeki iki izoform, % 85 yapisal benzerlige olan
GSK3a (51 kDa) ve GSK38 (47 kDa) kinaz alanlar1 % 97 benzerlik géstermektedir
(Martin ve ark., 2005). Kinaz alanlarinda olduk¢a homolog olan ve diger bolgelerde
farkli olan bu proteinler, aktivitelerini, sirasiyla Ser21 ve Ser9 kalintilarinin, GSK-3a
(pGSK-3a (Ser21)) ve GSK-3B (pGSK-3B (Ser9)) Akt aracili fosforilasyonu ile
negatif olarak diizenlenen yapisal olarak aktif kinazlardir (Li ve ark., 2013). Genel
olarak GSK3'iin islevleri tirozin kalintilarinin fosforilasyonuna (GSK3a i¢in Tyr279
ve GSK3p i¢in Tyr216) baghdir. GSK3B, MAPK, ERK veya Akt gibi farkli kinazlar
tarafindan Ser9 lizerinden fosforilasyon yoluyla negatif olarak diizenlenebilir (Martin
ve ark., 2005). GSK3 glikojen metabolizmasindan sorumludur ve insiilin sinyalinin
asagl akisinda yer almaktadir. Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolaginin GSK3
aktivasyonu ile hizla fosforile edilir ve inhibe edilir, glikojen birikimine katkida
bulunur. GSK3a ve B yiiksek diizeyde yapisal benzerligi paylasir, GSK3f null fareler
ge¢ embriyogenez sirasinda kardiyak anormalliklerinden dolayr 6lmektedir, ancak
GSK3a null fareler yiiksek insiilin duyarliligr ile hayatta kalirlar. GSK3 activitesi
icin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde 1L-6, IL-1p ve tiimor nekroz faktorii
(TNF) gibi birka¢ proinflamatuar sitokin iiretiminin tam olarak uyarilmasi i¢in
gereklidir. GSK3 ve NF-kB inhibisyonuyla proinflamatuar sitokin seviyeleri
azalmaktadir (Martin ve ark., 2005). Calismalar GSK3'Uin NF-kB'nin tam
transkripsiyonel aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gosterse bile (Hoeflich K. P. 2000)
GSK3, NF-kB transkripsiyonel aktivitesini promotore 6zgii bir sekilde arttirabilir, bu
da GSK3'iin NF-kB aracili genlerin alt kiimesini seg¢ici olarak modiile ettigini
gostermektedir. TLR sinyali, PI3K/Akt sinyal yolu araciligtlyla GSK3Bmnin
fosforilasyonunu indiikleyebilir. LPS ile uyarilan makrofajlarda IL-10 iiretiminin
artirilmas1  sayesinde, NF-kB, JNK, ERK ve P38 MAPK fosforilasyonunun
azalmasina neden olmaktadir (Liu ve ark., 2020). GSK-3'liin fosforilasyon aracili
inhibisyonu, Akt ile sinirli degildir ve protein kinaz A (PKA) ve protein kinaz C
(PKC) gibi diger protein kinazlar da GSK-3"ii fosforile edebilir. Ayrica, mTOR, Wnt
ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolagi gibi diger GSK-3
diizenleyicileri de GSK-3B diizenlemesinde rol oynamaktadir Bu inhibe edici

fosforilasyona ragmen, GSK-3"in protein fosfataz 2A (PP2A) ve protein fosfataz 1
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(PP1) gibi protein fosfatazlar tarafindan fosforilasyonunun yami sira GSK-3'iin
tirozin kalintilarinda fosforilasyonu (Tyr279'da GSK3a ve Tyr216'da GSK-3p),
noronal dejenerasyon sirasinda belirgin bir siire¢ olan GSK-3 aktivitesini artirabilir

(Li ve ark., 2013).

1.29.1. GSK-3p ve Inflamatuar Mekanizmasi

1.29.1.1. PI3K/Akt Sinyali Yolu

Fosfatidilinositid 3-kinaz (PI3K), insiilinin glikojen metabolizmasi {izerindeki
onemli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde rol oynayan bir lipit kinazdir. Bu kinaz
yukari akis aktivatorii Akt'dir (PKB) ve bu da ser9'un fosforilasyonu yoluyla GSK-3f
aktivitesini inhibe ederek glikojen sentazin fosforile edilmesine ve glikojen
sentezinin baslatilmasina izin vermektedir. GSK-3p 'min PI3K / Akt sinyal yolagi ile
inaktivasyonu, GSK-3B 'min Akt kaynakli inhibisyonunun NF-kB yolunu negatif
olarak modiile ettigi gosterildiginden, inflamatuar yollarin diizenlenmesine de

katilmaktadir (Martin ve ark., 2005).

1.29.1.2. NF-xB Sinyali

GSK-3pB tarafindan NF-kB aktivasyonunun, ¢ok onemli bir proinflamatuar
yolak oldugu iyi gosterilmistir (Beurel, 2011). GSK-3, NF-kB'nin promotore 6zgii
alimin1 diizenler ve bu sayede gen transkripsiyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Steinbrecher ve ark., 2005). GSK-3p inhibitorlerinin, NF-kB'nin transkripsiyonel
aktivasyonunu inhibe ederek TLR yolundaki inflamatuar sitokin {iretimini
azaltmaktadir (Choi ve ark., 2013).
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1.29.1.3. p-Katenin Sinyali

Beta-katenin, inflamatuar siireglere katilan ve GSK-3 icin substrat olan baska
bir sinyal molekiiliidiir. Beta-katenin proteininin ikili bir islevi vardir, bir yandan
hiicre-hiicre adezyonu ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesine katilirken, diger
yandan inflamatuar siireglerde yer alir. (Deng ve ark., 2002). B-katenin indiiksiyonu
pro- ve anti-inflamatuar yanitlara katilir, 6rnegin inflamasyonun B-katenin sinyalini
arttirdig bildirilmistir (Prasad ve Katiyar, 2014). Ote yandan, diger calismalar, B-
katenin aktivitesinin artmasinin, TLR ligandi ile indiiklenen proinflamatuar yanitlari
iyilestirebilecegini gostermistir (Li ve ark., 2014). Antiinflamatuar durumda, B-
katenin'in fiziksel olarak NF-kB'ye baglanir ve aktivasyonunu Onler, bdylece
inflamasyonu negatif olarak diizenlemektedir. (Li ve ark., 2011). Tutarli bir sekilde,
B-katenin'in GSK-3p tarafindan fosforilasyonunun B-katenin ve NF-kB arasindaki

etkilesimi bozdugu ve inflamasyonu tesvik ettigi gosterilmistir (Duan ve ark., 2007).

1.29.1.4. mTOR Sinyali

Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), insanlarda mTOR geni tarafindan
kodlanan bir serin/treonin kinazdir, bu kinaz, fosfatidilinositol-3 kinaz iliskili
kinazlarin (PIKK) bir iiyesidir (Wang ve ark., 2011). mTOR PI3K ile iliskili kinaz
ailesine ait olan ve mTOR kompleksi 1 (mTORCI) ve 2 (mTORC2) olarak
adlandirilan iki farkli kompleks olusturmak icin birkac¢ proteinle etkilesime giren
atipik bir serin/treonin protein kinazdir. Her iki mTOR kompleksi de ortak ve
benzersiz bilesenlere sahiptir, ancak rapamisine ve ayrica yukari akis girdilerine ve
asag1 akis cikislarina karsi farkli hassasiyetlere sahiptir (Laplante ve Sabatini, 2012).
mTORCI1 kompleksi, GBL, mTOR"'un diizenleyici iliskili proteini (RAPTOR) ve
DEP alani iceren mTOR etkilesimli protein (DEPTOR) genlerinden olugsur. mTORC1
aktivitesi, bliylime faktorleri, amino asitler, enerji seviyeleri, glikoz mevcudiyeti ve
stres faktorlerinden etkilenmektedir (Zoungrana ve ark., 2022). mTORC1 iki mTOR
kompleksinin daha iyi karakterize edilenidir. Tuberoskleroz 1 (TSCI1; hamartin

olarak da bilinir) ve TSC2'den (tuberin olarak da bilinir) olusan heterodimer
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mTORC1'in 6nemli bir yukar1 akis regiilatoriidiir ve beyin (Rheb) GTPaz agisindan
zenginlestirilmis Ras homologu i¢in bir GTPaz aktive edici protein (GAP) olarak
islev goriir. GTP'ye bagli Rheb formu, mTORCI ile dogrudan etkilesime girer ve
kinaz aktivitesini giiglii bir sekilde uyarir. TSC1/2, Rheb'i etkin olmayan GDP'ye
bagli durumuna doniistirerek mTORCI1'i negatif olarak diizenlemektedir. TSC1 / 2,
PI3K ve Ras yolagini uyaran insiilin ve insiilin benzeri bliylime faktorii 1 (IGF 1)
olarak mTORCI1'1 etkileyen yukar1 akis sinyallerinin ¢ogunu iletmektedir. Bu
yolaklarin efektor kinazlari, hem inaktive olan TSCI1/TSC2 kompleksini hem de
aktive olan mTORCI1'1 fosforile edebilir. Akt ayrica, bir mTORCI inhibitorii olan
fosforlanmis PRAS40''m RAPTOR’dan ayrigmasina neden olarak TSC1/2'den
bagimsiz bir sekilde mTORC1'e sinyal verir. Birgok stres (diisiik enerji ve oksijen
seviyeleri, DNA hasar1), hipoksiye veya diislik enerjili bir duruma yanit olarak en
azindan kismen TSC1 / 2 yoluyla da etki eder. Adenozin monofosfatla aktive olan
protein kinaz (AMPK) fosforilatlar1t TSC2 ve GAP aktivitesini Rheb'e dogru arttirir.
DNA hasari, tiimii p53'e bagh transkripsiyon gerektiren coklu mekanizmalar yoluyla
mTORCl1'e de sinyal verir. DNA hasari, tim PI3K-mTORCI1 ekseninin asagi
regiilasyonuna neden olarak TSC2 ve PTEN'in ekspresyonunu indiiklemektedir veya
Sestrinl/2'nin indiiksiyonuna bagli bir mekanizma yoluyla AMPK'yi aktive eder.
mTORCI amino aside bagimli aktivasyonu icin Rag GTPazlar ihtiya¢ duyar ve bu
etkilesimler, mTORCI1 'in zayif karakterize edilmis bir sitoplazmik konumdan
lizozomal yiizeye translokasyonuna neden olmaktadir burada Rag GTPazlar onu
diizenleyici adi verilen multi alt birimli bir kompleks iizerine yerlestirir. Protein
sentezi, Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4E'y1 (eIF4E) baglayici protein 1'i
(4E-BP1) ve S6 kinaz 1'1 (S6K1) dogrudan fosforile eden, mTORCI tarafindan
kontrol edilen en iyi karakterize edilmis bir siiregtir. mMTORCI sterol diizenleyici
element baglayici protein 1/2 (SREBP1/2) transkripsiyon faktorleri araciligiyla
hareket ederek, cogalan hiicrelerin zar olusturmasi i¢in gereken lipitlerin sentezini de
kontrol etmektedir (Laplante ve Sabatini, 2012). MTORCI hiicresel metabolizmay1
ve ATP iiretimini pozitif olarak diizenlemektedir. mTORCI1 ile karsilastirildiginda,
MTORC2 yolagi hakkinda ¢ok daha az sey bilinmektedir (Laplante ve Sabatini,
2012). mTORC2 kompleksi mTOR, SINI1, Rictor, PRR5, GBL ve DEPTOR

genlerinden olusmaktadir. mTOR, 5° adenozin monofosfat ile aktive edilmis protein
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kinaz (AMPK), fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)/AKT, tiiberoskleroz kompleksi alt
birimi 1 ve 2 (TSC1 ve TSC2) (TSC1 ve TSC2), Rag Gtpaz, Rheb, vb. gibi ¢oklu
hiicresel sinyal yollarinda rol oynamaktadir (Zoungrana ve ark., 2022). mTORC2
sinyali besinlere kars1 duyarsizdir. Insiilin gibi biiyiime faktdrlerine mTORC2
PI3K'ya bagl bir sekilde ribozomlara baglanmaktadir. mTORC2 Akt, serum ve
glukokortikoid kaynakli protein kinaz 1 (SGK1) ve protein kinaz Ca (PKCa) dahil
olmak tizere AGC kinaz alt ailesinin birka¢ tiyesini kontrol edebilir. Akt
mTORC2’nin hidrofobik motifini (Ser473) dogrudan fosforile ederek aktive
edebilmektedir (Laplante ve Sabatini, 2012). SGK1, Akt tarafindan fosforile edilen
kalintilar iizerindeki FOXO1/3a fosforilasyonunu regiile ettiginden, SGKI1
aktivitesinin kaybi, mTORC2 proteini tiikenmis hiicrelerde FOXO geninin
aktivitesindeki azalmadan sorumludur. PKCa, mTORC?2 tarafindan aktive edilen
tictincti AGC kinazdir (Laplante ve Sabatini, 2012). mTORC2 Akt'nin neden oldugu
GSK-3p inhibisyonunda rol oynamaktadir (Golpich ve ark., 2015). (Sekil1.13).
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Sekil 1.13. mTORC1 ve mTORC?2 yolaklari (Laplante ve Sabatini, 2012).
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1.29.1.5. STAT Sinyali

Sinyal doniistiirici  ve  transkripsiyon aktivatorii (STAT) proteini,
inflamasyonun yani sira hiicrelerde biiyiimeyi, hayatta kalmayr ve farklilasmay1
diizenler. GSK-3fB, farkli STAT'lerin aktivasyonunun diizenlenmesinde yer alir;
ancak GSK-3B, STAT6 gibi bazt STAT alt tiplerinin aktivasyonunu etkileyemez
(Golpich ve ark., 2015).

1.29.1.6. TGFPB1 ve IL-10 Sinyali

Transforme edici biiylime faktorii beta 1 (TGFB1), hiicresel proliferasyon ve
farklilasma gibi farkli hiicresel fonksiyonlari kontrol eden TGF-f biiyiime faktorleri
ailesinin bir iiyesidir. GSK-3f'nin inhibisyonu, TGFB1'in bir dizi proinflamatuar
sitokin {iretimini antagonize etmesine neden olan f-katenin sinyalini tegvik
ettiginden, TGF-B'nin diizenlenmesinde yer alir. 1L-10, NF-kB aktivasyonunu bloke
edebilir, B hiicresinin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, antikor iiretimini arttirir ve
ayrica JAK-STAT sinyal yolunu diizenleyebilir. GSK-3B, antiinflamatuar
sitokinlerin {iretimini azalttifindan, GSK-3f inhibitorleri, IL-10'da bir artisa neden

olacaktir (Golpich ve ark., 2015).

1.29.1.7. Akt Sinyali

Akt/GSK-3, apoptoz, transkripsiyon, hiicre proliferasyonu ve endoplazmik
retikulum stres tepkisini iceren ¢oklu hiicresel siiregleri diizenleyen bir dizi sinyal
iletim yolunun odak noktasi olarak ortaya ¢ikmistir. Yukar: akis sinyal molekiilleri
PI3K / Akt, GSK-3B 'yi negatif olarak diizenlediginden, PI3K / Akt yolagmin
aktivasyonu noroproteksiyon ile iliskili olabilir (Golpich ve ark., 2015).
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1.29.1.8. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum, yeni sentezlenen salgilayict ve membrandz
proteinlerin katlanmasi ve translasyon sonrasi modifikasyonlarin yani sira hiicre ici
Ca2+ homeostaz1 gibi farkli hiicresel islemlere katkida bulunan tiibiiller ve
diizlestirilmis keselerden olusan bir hiicre i¢i bolmedir. ER fonksiyonlarini bozan,
salg1 proteinlerinin translasyonu artmasinda, agilmamis ve yanlig katlanmig proteinler
ER'de birikir, 6yle ki ER'nin bunlar1 diizeltme kapasitesini asar ve hiicreler ER stresi
olarak adlandirilan bir durumla karsilagir. ER stresinde hiicre 6liimiine yol agan
inflamatuar yollar, Ca2+ bozukluklari, oksidatif stres ve otofaji goriilmektedir. Kalic1
olarak, ER stresi, farkli norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde yer alir. ER
stresine bagli apoptozda (Song ve ark., 2002) GSK-3p aktivitesinin goriiliir ve GSK-3p3
inhibitorlerinin ER stresine bagli hiicre hasarlarini ortadan kaldirabilecegini gosteren
birikmis kanitlar da mevcuttur (Kim ve ark., 2005). ER stresi oksidatif stres ile
yakindan iligkilidir ve GSK-3f'min norodejeneratif hastaliklarda belirgin olan
oksidatif stres kaynakli noronal hiicre 6liimiinde rol aldigini gosteren gesitli kanitlar

mevcuttur (Lee ve ark., 2007).

1.29.1.9. Mitokondriyal disfonksiyon

Bununla birlikte, GSK-3p, yapisal olarak aktif bir sitosolik protein olarak kabul
edilir, ancak bu proteinin daha az miktarlari, mitokondri ve ¢ekirdek gibi hiicresel
bolmelerde de tespit edilmistir; ilging bir sekilde, GSK-3B'de bulunan bu organel,
apoptotik uyaranlar tarafindan aktive edilmeye ¢ok daha duyarlidir (Bijur ve Jope,
2003). Mitokondride GSK-3p varligi, igsel apoptoz yolunun bazi elementleri gibi
mitokondriyal sinyal molekiillerinin, mitokondride bulunan aktif GSK-3f tarafindan
erigilebilir oldugunu ima etmektedir. Ayrica Watcharasit ve ark. GSK-3f'nin hem
mitokondride hem de c¢ekirdekte tiimor baskilayict P53'e  baglandigint  ve
mitokondriyal sitokrom-c salinimi1 ve kaspaz 3 aktivasyonu gibi P53 aracili apoptotik
etkileri destekledigi gosterilmistir (Watcharasit ve ark., 2003). GSK-3B'nin hedefleri
arasinda PI3K, mTOR kompleksi 1 (mTORC1), AMP kinaz (AMPK) ve peroksizom
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proliferatorii ile aktive edilen reseptor gama ko-aktivatori lalfa (PGC-1a) yer
almaktadir (Souder ve Anderson, 2019). GSK3b aktivitesi, insiilin/IGF1 ve WNT
sinyal yollar1 tarafindan bastirilir. Dinlenme durumunda, GSK-3p yapisal olarak
aktiftir ve c¢oklu hedefleri fosforile ederek biiyliime sinyalini, translasyonu ve
glikojenezi baskilar. Akt'n insiilin sinyal yolu ile aktivasyonu, fosforilasyona ve
GSK-3pB aktivitesinin baskilanmasina yol acar. GSK-3, mTORCl1'in ve hiicre
biiylimesinin inhibisyonuna yol acan WNT sinyali yoklugunda da aktiftir. Tersine,
aktif mTORCI1, S6K araciligiyla negatif bir geri besleme dongiisiinde GSK-3
aktivitesini inhibe etmektedir (Souder ve Anderson 2019). Baska yerlerde GSK3b,
fare artrit ve peritonit modellerinde proinflamatuar bir rol oynar (Hu ve ark. 2006).

1.29.2. GSK3 ve Hiicresel Yaslanma

Her iki GSK3 izoformunun N-terminal fosforilasyonunun hepatosit
yaslanmasina eslik ettigi ve lityum ile tedavinin, protein sentezi ve glikojenez dahil
olmak iizere artirilmis anabolizma ile ¢akisan yaglanan bir fenotipi indiiklemek i¢in
yeterli oldugu bildirilmistir (Seo ve ark., 2008). GSK-3f'nin, p53 ile kararli bir
kompleks olusturdugu replikatif yaslanmaya maruz kalmis insan fibroblastlarinin
cekirdeginde biriktigi gosterilmistir (Zmijewski ve Jope 2004). Bu hiicrelere lityum
ile uygulanmasi, GSK3b'nin p53 ile etkilesimini bloke etmistir ve hiicrelerin geri
doniistimlii sakin bir duruma girmesine neden olmustur. Bu nedenle, GSK3'iin farklh
kosullar altinda hiicresel yaslanmayr hem destekleyebilecegi hem de buna karsi
cikabilecegi goriilmektedir. GSK3, hiicre 6liimii, yenilenmesi ve farklilasmasini
diizenlemektedir. Aktif GSK-3B, mitokondriyal dis zar fizerindeki proteinleri
fosforile ederek mitokondriyal gegirgenligi arttirir. Daha sonra sitokrom ¢ salinima,
apoptoza yol acan igsel yolu tetikler. GSK-3f ayrica p53 ile etkilesime girer ve hiicre
dongiisii durmasini ve apoptozu arttirmaktadir (Sekill.14). Insiilin sinyaline yanit
olarak GSK-3B'min inhibe edici fosforilasyonu, bu yollar1 bloke ederek hiicrenin
hayatta kalmasii destekler. Kok hiicre fonksiyonu, kismen WNT sinyal yolaginin

aktivitesi yoluyla diizenlenir. GSK-3f WNT sinyalinin yoklugunda bozunma igin
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betakatenini hedeflerek fosforile eder ve kok hiicre yenilenmesini bloke edebilir
(Souder ve Anderson 2019).

Oxidative Medicine and Cellular Longevity

- % P62, MCM3, aPKCL
Cytoplasm S— / ”_...--' iASPP, FAMI1298
AMPE, PKC-§, CK2 4
p38 MAPK, ERK

F‘\ miRNAs l

L

| W .
ot @]
O -

— Activation
— Inhibition

------ »  Competitive effect

==+ Negative |'cg1.||.alinn ___________

Sekil 1.14. Keapl / NRF2 ile oksidatif stres ve yaglanmada rol oynayan diger sinyal yollar: arasindaki
iliskisi (Yu, C ve Xiao, J. H. 2021).

1.29.3. GSK-3p'nin Yukar1 Akis Regiilatorleri

Coklu yukar1 akis molekiillerine yanit olarak GSK-3B, oksidatif stres,
metabolizma hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve apoptoz dahil olmak {izere birkag
merkezi hiicre i¢i sinyal yollarina katilmaktadir. Ornegin, Sirtuin 3 (SIRT3),
mitokondride GSK-3p 'yi deasetile edebilir, bu da SMAD3 ve c-Jun gibi substratlarin
kararsizligima neden olmaktadir ve bunlarin c¢ekirdege ithalatin1 azaltir.
Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) /Protein kinaz B (AKT) sinyal yolu ile Ser9
bolgesinde GSK-3B'nin fosforilasyonu, inaktivasyonuna yol agmaktadir. Serum ve
glukokortikoid kaynakli protein kinaz 1 (SGK1) ayrica fosforilasyon yoluyla GSK-
3B 'yi inaktive edebilir, bdylece fibroz gelisimine katkida bulunabilir. GSK-3f3
ekspresyonu, protein fosfataz 2A (PP2A) tarafindan indiiklenebilir, boylece kolajenin
cogalmasini sinirlamaktadir (Zheng ve ark., 2020).
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1.29.3.1. SIRT3

NAD + bagimli sinif III deasetilaz sirtuin ailesinin bir iiyesi olan SIRT3, esas
olarak mitokondriye lokalizedir ve ekspresyon seviyeleri, kalori kisitlamasi ile
diizenlenir. Bir¢ok calisma, SIRT3'lin, hiicresel metabolizma, yaslanma, farklilasma
ve apoptoz dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel siireclerde GSK-3f'nin yukari akis geni

olarak ¢cok dnemli bir diizenleyici rol oynadigini gostermistir (Finley ve ark., 2011).

1.29.4. GSK-3p'min Asag1 Akis Efektorleri

Fibrotik agda yeri doldurulamaz bir merkezi molekiil olan GSK-33, SNAIL, B
hiicreli lenfoma 2 (BCL2), B-Katenin, SMADS3, c-Jun, NRF2 ve Niikleer faktor-
kappa B (NF-kB) dahil olmak {izere substratlarin fosforilasyonuna aracilik edebilir

bu da neredeyse bu asagi akis efektorlerinin inhibisyonuna yol agmaktadir (Zheng ve
ark., 2020).

1.29.5. p-Katenin

Cok islevli bir protein olarak B-Catenin, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve
apoptoz siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sitoplazmada biriktikten sonra (-
Katenin ¢ekirdege transferi fibrozisin olugmasinda 6nemli bir adimdir. Wnt / -
Katenin yolu aktive edilmediginde, aktive edilmis GSK-3p, B-Katenin Thr4l, Ser37
ve Ser33 kalintilarini fosforile eder ve onunla bir kompleks olusturur, bu daha sonra
proteazom tarafindan parcalanir. Tersine, Wnt/B-Katenin yolu aktive edildiginde,
kompleksin ayrismasina neden olabilir ve daha sonra B-Katenin kompleksten salinir

ve sitoplazmada birikir ve sonunda ¢ekirdege yer degistirir (Zheng ve ark., 2020).
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1.29.6. NRF2

NRF2, NQOI1 ve HO1 dahil olmak iizere anti-oksidatif genlerin ekspresyonunu
indiikleyerek oksidatif strese karsi koruyan ana transkripsiyon faktoridiir (Cui ve
ark., 2018). Keapl-NRF2 sinyali, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B
(Akt), protein kinaz C ve mitojenle aktive olan protein kinaz dahil olmak iizere daha
karmasik bir diizenleyici ag tarafindan da diizenlenmektedir. PI3K/Akt/NRF2 yolagi,
hiicrelerin ~ oksidatif strese direnmesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle,
PI3K/Akt/NRF2 yolu, yaslanma ve oksidatif stresle ilgili diger durumlar igin
terapotik  bir  hedef  olabilir GSK-33, NRF2'min sitozole taginmasini
diizenlemekktedir. PI3K/Akt yolag: baslatildiginda, Akt 6nce GSK-3p'y1 etkinlestirir
daha sonra Fyn'i treonin amino asitlerinde fosforile ederek Fyn’nin niikleer
birikimine yol ag¢maktadir. Son olarak Fyn, NRF2'yi Tyr568 amino asitlerinde
fosforile ederek, NRF2'nin Keapl'den bagimsiz bir sekilde bozunmasimna neden
olmaktadir (Yu ve Xiao, 2021).

1.30. AKT Geni

AKT, hiicresel sinyal yollarinda yer alan bir Ser/Thr kinazdir. PI3K / AKT
sinyal yolu hiicrelerde yaygin olarak bulunur ve hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve apoptozda rol oynamaktadir. Akt kinaz ailesi, ili¢ yliksek derecede
homolog izoformdan olusur, Aktl (PKBa), Akt2 (PKBb) ve Akt3 (PKBg) bir N-
terminal pleckstrin homoloji (PH) alani, bir kinaz alan1 ve bir hidrofobik motif igeren
bir C-terminal diizenleyici kuyruk tarafindan olusturulan yiiksek oranda korunmus
bir alan yapisina sahiptir. Akt, PH alan1 sayesinde PI3K tarafindan iiretilen 3-
fosfoinositide baglanir ve daha sonra plazma zarina alinir. Akt, iki bolgede fosforile
edilir: katalitik alanin T halkasi igindeki Thr308 tortusunda, fosfoinositide bagiml
kinaz 1 (PDK1) tarafindan fosforile edilir; rapamisin kompleksi 2'nin (mTORC?2)
memeli hedefi tarafindan karboksil terminal hidrofobik alan i¢indeki Ser473
tortusunda fosforile edilmektedir. integrin baglantil kinaz (ILK) ve mitojenle aktive
olan protein kinazla aktive olan protein kinaz-2 (MAPKAPK?2) dahil olmak {izere
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diger proteinlerin bu kalintiy1 fosforile ettigi bildirilmistir. Akt, PI3K'dan bagimsiz
bir sekilde de etkinlestirilebilir. Ornegin, cAMP yiikseltici ajanlarin Akt1 PKA
yoluyla aktive ettigi, Ca2+/kalmodulin-bagimli kinazin (CaMK) ise Akt'1 in vitro
olarak dogrudan fosforile edip aktive edebildigi gosterilmistir. Aktl, Akt2 ve Akt3
izoformlari, yaklasik %80 amino asit 6zdesligini paylasir ve benzer birincil substrat
ozgilliigiine sahip olduklar1 diistiniiliir. Akt ¢esitli dokularda yaygin olarak ifade
edilirler: Aktl en ¢ok beyin, kalp ve akcigerde bulunur; Akt2 agirlikli olarak iskelet
kas1 ve embriyonik kahverengi yagda ifade edilir; Akt3 esas olarak bobrek, beyin ve
embriyonik kalpte ifade edilir. Akt izoformuna 6zgii nakavt farelerden elde edilen
bulgular, Akt ailesi kinazlarinin in vivo olarak farkli biyolojik fonksiyonlara sahip
olma olasiliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Aktl nakavt fareler, yavru
kontrollerden daha kiigiiktiirler ve bazi dokularda apoptoz oranlar1 artmustir, bu da
Aktl'in hiicre sagkalimindaki roliinii yansitmaktadir. Buna karsilik, Akt2 nakavt
fareler tip 2 diyabet gelistirir ve glikoz kullanimi bozulmustur, bu da Akt2
fonksiyonunun insiilin reseptorii sinyal yolu i¢in daha spesifik oldugunu
gostermektedir Akt3'in kesin rolii net degildir. Cesitli bliyiime faktorlerine ve
sitokinlere yanit olarak Akt, ¢cok adimli bir mekanizmay: izleyerek PI3-kinazin
asagisinda aktive edilir. Aktive edilmis PI3K, PIP2'yi PIP3'e doniistiiriir ve Akt ve
PDKI1 kinazlar da dahil olmak iizere PH alanlarini i¢eren proteinlerin plazma zarinda
toplanma bolgeleri saglamaktadir. Ardindan Akt, PDK1 ve mTORC?2 tarafindan
fosforile edilir ve aktive edilir. Aktive edilmis Akt, ¢ok sayida alt hedefin
fosforilasyonu yoluyla ¢ok c¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemektedir. Bir proto-
onkoprotein ve PI3K'nin birincil hedefi olan Akt, ilk olarak hiicre sagkalimini ve
cogalmasin1 diizenleme kapasitesiyle karakterize edilmektedir. Akt'in kurucu
aktivasyonu, kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna, apoptotik yollarin inhibisyonuna ve
bircok insan kanserinin tipik Ozellikleri olan hiicre dongiisii diizensizligine yol
acmaktadir. Akt'in en iyi korunmus islevlerinden biri, hiicre biiylimesini destekleme
kapasitesidir. Aslinda, Akt aktivasyonu, siklin D'nin ekspresyonunu indiikleyerek ve
p21/Cipl, p27/Kipl ve p15/INK4b gibi ¢oklu negatif regiilatorlerin ekspresyonunu
baskilayarak hiicre dongiisii ilerlemesinin gii¢lii bir promotérii olan c-Myc'nin
transkripsiyonunu arttirir. Bununla birlikte, c-Myc ve siklin D1'in stabilitesi dolayl

olarak glikojen sentaz kinaz (GSK3) araciligiyla kontrol edilir. Wnt sinyalinin,
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GSK3'i bloke ederek b-katenin'i aktive etmesi dikkat c¢ekicidir. Akt, siklin D1'in
GSK3b aracili fosforilasyonunu ve bozulmasini dnleyerek ve siklin bagimli kinaz
(Cdk) inhibitorleri p27 / Kipl'i negatif olarak diizenleyerek hiicre dongiisiinii
diizenler. Akt ayrica Cdk inhibitorii p21 / Cipl ve p27 / Kip1'i inaktive ederek G1 /S
ilerlemesini uyarir ve bunun sonucunda siklin E-Cdk2'nin aktivasyonu saglanir. Hem
Cdk1 aktivatorlerinin hem de inhibitdrlerinin dogrudan fosforilasyonu yoluyla hiicre
dongiisiiniin G2 / M fazinda Akt aktivitesinin yliksek oldugu daha 6nce bildirilmistir.
Aslinda, G2 / M gegisi sirasinda, Cdc25B fosfataz ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda
mekik dokur. Akt aracili Ser353 fosforilasyonundan sonra, Cdc25B sitoplazmada
ihra¢ edilir ve mitotik girise katkida bulunur. Denizyildiz1 Asterina pectinifera'dan
toplanan oositlerde Akt, Cdkl inhibitorii Mytl't Ser75'te fosforile eder, boylece
siklin B-Cdk1 aktivitesini indiikkler. Son zamanlarda yapilan bir arasgtirma, Akt'm
ayrica Cdk2'nin fosforilasyonu ve sitoplazmik translokasyonu yoluyla S'den G2
fazina ilerlemesini diizenlemektedir. Hiicre biiylimesini arttirmak igin baskin
mekanizmaya hem besinler hem de biiylime faktorii sinyallemesi tarafindan
diizenlenen rapamisin kompleksi 1'in (mTORC1) memeli hedefinin aktivasyonu
aracilik ediyor gibi goriinmektedir. Akt'in Ser2448'de mTOR'u dogrudan fosforile
ettigi One siirlilmiistiir, ancak bu fosforilasyonun rolii hala belirsizligini
korumaktadir. mMTORC1 aktivasyonu tiimor baskilayici tiiberoskleroz kompleksi
2'nin (tiiberin olarak da bilinen TSC2) inhibe edici fosforilasyonundan kaynaklaniyor
gibi goriinmektedir. Bu kompleks, beyinde zenginlestirilmis kiiglik G proteini Ras
homologu (RHEB) icin bir GTPaz aktive edici protein (GAP) olarak islev goriir.
Kompleksin azalan GAP aktivitesi, RHEB-GTP birikmesine ve mTORCL'in
aktivasyonuna yol agar. Bununla birlikte, Akt tarafindan TSC2 fosforilasyonunun
GAP aktivitesinin azalmasina nasil yol agtigi tam olarak anlagilmamistir. Ayrica,
mTORCI1 diizenlemesinde ikinci bir Akt substratinin, yani 40 kDa'lik prolin
acisindan zengin Akt substratinin (PRAS40) yer aldigi bulunmustur (Sekil 1.15).
Akt, PRAS40" Thr246 iizerinde dogrudan fosforile eder ve bu fosforilasyon, 14-3-3
baglanmasi igin gereklidir ve boylece mTORCI1 aktivitesini arttirir. Akt, insiilin
reseptOriinlin akis asagisinda glikoz tasinmasinda kilit bir role sahiptir ve protein
tirozin fosfataz PTP1B'nin Ser50 iizerinde fosforilasyonu yoluyla bu yol {izerinde

pozitif  bir geri bildirim uygulayabilir.  Ayrica Akt, spesifik serin
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fosforilasyonlarindan sonra GSK3' inhibe ederek glikozun glikojen formunda
depolanmasini1  diizenleyebilir. Akt, hiicre igindeki lipid metabolizmasinin
diizenlenmesinde kilit bir role sahiptir ve cAMP seviyelerini azaltan ve lipolizi
engelleyen  Ser273  izerindeki  fosforilasyonu  yoluyla siklik  niikleotit
fosfodiesterazlar1 (PDE) aktive eder. Ayrica, PI3K/AKT sinyal yolu, GSK-3fnin
diizenlenmesinde yer almigtir. AKT, GSK-3B'nin inaktivasyonuna yol acan Ser9
bolgesini fosforile ederek fibrotik siirecin gelisimini diizenlemektedir (He ve ark.,

2014).
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Sekil 1.15. Uzun vadeli giiglendirme sirasinda mTORC ve NRF2/ARE sinyal karigmasi mekanizmasi
(Gureev ve ark., 2020).

Asir1 ROS seviyeleri, Keapl-NRF2 kompleksinin ayrismasini ve NRF2'nin
ARE'lere baglanmast i¢in ¢ekirdege translokasyonunu tesvik eder, bdylece
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu destekler. Sirt, FoxO gibi hiicresel stres
tepkisinde yer alan anahtar proteinlerin asetilasyonunu giderebilir ve PGCla yoluyla
hem telomeraz aktivitesini hem de mitokondriyal fonksiyonu diizenleyebilir. MAPK
kademeli sinyal yolu, ¢ekirdege hiicre dis1 sinyaller iletmek, apoptozu tesvik etmek,
proliferasyonu inhibe etmek ve hiicre dongiisii durmasini indiiklemek i¢in ROS
tarafindan aktive edilir. AKT, hiicresel redoks homeostazinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar ve fosforlanmis AKT, hiicresel apoptozu, otofajiyi ve

proliferasyonu daha fazla diizenlemek ic¢in ¢esitli asag1 akis proteinlerini (Bad,
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mTOR, Cyclins ve NRF2) diizenleyebilir. FoxO, hiicresel OS durumunu algilar ve
hiicre apoptozunu ve antioksidan enzimlerin ekspresyonunu diizenlemek icin bir
transkripsiyon faktorii gérevi goriir. Klotho, PI3K/AKT yolu araciligiyla hiicresel
oksidatif homeostaz1 ve FGF-Klotho endokrin sistemi araciligiyla HPO eksenini
diizenler (Yan ve ark., 2022). (Sekil 1.16).
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Sekil 1.16. Ovaryum yaslanmasinda Oksidatif stres ile ilgili sinyal yolag: (Yan ve ark., 2022).

1.31 Ovaryum Yiizey Epitel Hiicreleri

Ovaryum, intraembriyonik embriyo'nun gelisimi sirasinda olusan viicut
boslugunu (s6lom) kaplayan ve basit skuamoéz, kiibik ila diisiik psodostratifiye
silindirik epitel hiicreleri iceren beyazimsi bir mezodermden tiiretilmis ovaryum
yiizey epiteli (OSE) tabakasi ile cevrilidir. Biitiinliigli basit dezmozomlar,
tamamlanmamis siki baglantilar, birkag integrin ve kaderinler tarafindan korunur.
Saglikli OSE'lerin islevi, lireme dongiisii sirasinda yumurtlamadan sonra hiicrelerin
yenilenmesinde ve tekrarlanan ¢ogalmasinda rol alir. Eriskin kadinlarda OSE goze
carpmayan, tek tabakali yassi ila kiibik bir epiteldir. OSE'nin hiicreler arasi temasi ve
epitel biitiinliigli basit dezmozomlar, tamamlanmamis siki baglantilar, birkag integrin

ve kaderin tarafindan korunur. Cogu memelide, Ovulasyonun bozuldugu bolgeler
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disindaki over yiizeyinin tamami epitel hiicreleri ile kaplidir. Embriyonik gelisim
sirasinda ve daha sonraki yasamda rejenerasyon sirasinda meydana gelen fizyolojik
bir hiicre stireci olan epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), patolojik bir durum igeren

hiicreler de tiretebilir.

Bu tez kapsaminda saghkl over yiizey epitel hiicrelerinde:

1-Iki senesens tiirii (a-stres kaynakli senesens, b-ileri pasaj ile olusan
senesens) icin iki ayr1 senesens hiicre modelinin olusturulmasi ve bu iki senesens

modelinin SABG ve SAHF denemeleri ile dogrulanmasi,

2-Olusturulan iki farkli senesens modelinde; Antioksidan yolak (alfa-
Klotho, NRF2), SASP belirtecleri (p53, IL6, IL1-beta), Kok hiicre (Oct4, Nanog,
Sox2) ve sagkalim (mTOR, AKT)-iliskili genlerin ifadelerinin RT-qPCR

yontemi ile arastirilmas1 amac¢lanmstir.
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2. GEREC VE YONTEM

Hucre Kulturu

H,0, uygulamasn./ ~~ Pasajlama
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Sekil 2.1. Is akis semasi
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2.1. IHOEC Hiicre Kiiltiiri:

2.1.1. IHOEC Hiicrelerinin Coziilmesi

Dondurulmus s1vi azot stogunda bulunan 6liimsiiz insan ovaryum epitel hiicre
(IHOEC) hattin1 ¢ogaltmak i¢in, hiicrelerin igerisinde saklandig1 kriyovialler hizli bir
sekilde ¢ozlilmiistiir. Coziilen hiicre siispansiyonu, 15 ml’lik santrifiij tiipii icerisinde
%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin ile takviye
edilmis 3 ml DMEM-F12 besiyeri i¢ine alinmistir. Santrifiij tiipii 1200 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi uzaklastirilmis ve tiipiin
tabanindaki hiicre peleti iizerine 3 ml besiyeri eklenerek pipetaj ile hiicrelerin
siispanse hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra tiip tizerine 3 ml daha besiyeri ilave
edilmistir ve toplam 6 ml’lik hiicre siispansiyonu 25cm? °lik hiicre kiiltiirii kaplari

igerisine alinarak 37 %Cde, %5 CO, iceren inkiibatorde ¢ogaltilmistir.

2.1.2. IHOEC Hiicrelerinin Kiiltiirlerinin Devam Ettirilmesi

IHOEC  hiicreleri, %10 fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, %1
penisillin/streptomisin igceren DMEM-F12 besiyerinde, 37 °C’deki %5 CO; ve %95
bagil nemli kiiltlir ortaminda c¢ogaltilmistir. Kiiltiir flaskinin i¢indeki hiicreler %70-
80 konfluent duruma ulastiginda flaskin igindeki besiyeri steril pastor pipet ile
cekilerek atilmistir. Flask i¢ine 1 ml tripsin ilave edilerek 37°C’deki etiivde 3 dakika
bekletilmis ve bu siire sonunda flaskin igine 3 ml besiyeri koyularak tripsinin
inaktive edilmesi saglanmistir. Hiicreler 15 ml santrifiij tiipline alinarak 1200 rpm’de
3 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismui uzaklastirilmig ve tiipiin
tabanindaki hiicre peleti lizerine 3 ml besiyeri ilave edilerek pipetaj ile hiicrelerin
siispanse hale gelmesi saglanmistir. Hiicre siipansiyonundan 1/3 oraninda hiicre
kiiltiir flaskina alimmistir ve alt kiiltiirlere ayrilarak hiicrelerin devam ettirilmesi
saglanmistir. Kalan 2/3 liik kisim -80 %C’de dondurularak calismanin sonraki

deneyleri i¢in saklanmustir.
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2.2. MTT(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide)
Hiicre Canhlik Testi

H,0O,’in hiicreler lizerindeki sitotoksisite diizeylerini (IC50=Y1izde 50 inhibitor
derisim) saptamak amaciyla MTT yontemi kullanilmistir. Bu amagla asagidaki

protokol izlenmistir.

Hiicre kiiltiiriinde elde edilen IHOEC hiicreleri 96 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucuguna 20.000 hiicre olacak bi¢ciminde 90 pul DMEM-F12 hiicre besiyeri
seklinde ekim yapilmis ve kuyucuklara hiicrelerin homojen bir bicimde yayilmasi
saglanmigtir. Daha sonra bu hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde bir gece
bekletilerek yapigmalart saglanmistir. Ertesi giin hiicrelerin biliylimesi igin ayni
kosullarda bekletilmistir. Ertesi giin yapisan hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinarak
yerine taze besiyerinden 90 pl her kuyucuga koyulmustur. Belirlenen kuyucuklara
ilave edilmeleri sonucunda olusacak son derisimler sirasiyla OuM (Negatif Kontrol),
100 pM, 200 uM, 300 uM, 400 pM, 500 pM, 600 uM, 700 uM, 800 uM, 900 uM
olacak sekilde 10 pl ilave edilmis, negatif kontrol grubuna ise 10 pl besiyeri
koyulmustur. Hiicreler daha sonra 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde 24 saat bekletilmis ve
sonrasinda hiicrelerin tizerindeki besiyeri alinarak her bir kuyucuga 100 pl besiyeri-
MTT soliisyon karigimi (90 pl besiyeri + 10 pul Smg/ml MTT soliisyonu) eklenmis ve
plaka 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde 2 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda plaka
etlivden alimip kuyucuklarin {izerine her bir kuyucuga 100 ul olacak sekilde %10
SDS-HCI eklenmistir. Plakadaki her bir kuyucugun sogurum o6l¢iimii
spektrofotometre cihazinda 570 nm ve 690 nm’de yapilmistir. Sonuglar Gen5

bilgisayar programinda elde edilerek bir MS Excel tablosuna aktarilmistir.

2.3. Senesens-iligkili Beta-Galaktosidaz (SABG) Boyamasi

Birinci giin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirli plakasinin her bir kuyucuguna 20 x 10°
IHOEC hiicresi ekilmis ve hiicreler ikinci giin kuyucuk zeminine yapismalari i¢in %5

CO, igeren inkiibatérde 37°C’de bekletilmistir.  Ugiincii giin hiicrelere farkli
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derisimlerde hidrojen peroksit uygulanmis ve 24 saat bekletilmistir. Dordiincii giin
SABG boyamasi i¢in hiicreler 6nce kuyucuk basma 100 pL 1 x PBS ile bir kez
yikanmistir. PBS kuyulardan cekildikten sonra iizerlerine fiksasyon i¢in 1 x PBS
igerisinde hazirlanmis %4 formaldehid ¢ozeltisi kuyucuk basina 75 pL olmak tizere
eklenmis ve 10 dakika bekletilmistir. Hiicreler daha sonra kuyucuk basma 100 pL 1
x PBS ile yikanmis ve son olarak her bir kuyucuk iizerine 60 pL boyama ¢ozeltisi
(son derigimleri 36,85 mM Sitrik asit, 126,30 mM Sodyum Fosfat, 150 mM NaCl, 2
mM MgCl,, 5 mM potasyum ferrosiyanat, 5 mM potasyum ferrisiyanat ve 1 mg/mL
X-gal olmak iizere) eklenmis ve plate 37°C’de 12-16 saat bekletilmistir. inkiibasyon
sonrasinda hiicreler iki kez 100 uL 1 x PBS ile yikanmis ve inverted mikroskopi ile
goriintiilenmis ve her bir kuyucuga ait olarak kuyucugun ist, alt, sag ve sol
boliimlerinden birer veya tercihen ikiser -kuyucukta yeterli hiicre sayis1 saglandigi
durumda- fotograf ¢ekilmistir. SABG(+) hiicrelerin sayimi1 ve toplam hiicre sayisinin

belirlenmesi, elde edilen bu fotograf goriintiileri kullanilarak yapilmaistir.

2.4. Senesens-iliskili Heterokromatin Odaklar:1 (SAHF) Boyamasi

Birinci giin 6nce 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasimin her bir kuyucuguna
15mm ¢apinda yuvarlak lameller steril kosullarda konulmus ve daha sonra iizerlerine
150 x 10° IHOEC hiicresi ekilmistir. Hiicreler ikinci giin kuyucuk zeminine
yapismalar i¢in %5 CO; iceren inkiibatdrde 37°C’de bekletilmistir. Ugiincii giin
hiicrelerin {izerine farkli derisimlerde hidrojen peroksit uygulanmis ve 24 saat
bekletilmistir. Dordiincii glin SAHF boyamasi i¢in hiicreler 6nce kuyucuk bagina 500
pL 1 x PBS ile yikanmis ve daha sonra hiicreler fiksasyonlari i¢in kuyucuk basina
300 pL’de hazirlanan %4 formaldehid igeren 1 x PBS ¢ozeltisi igerisinde 10 dakika
bekletilmistir. Sonraki adimda hiicreler kuyucuk basmma 500 pL 1 x PBS ile
yikandiktan sonra her bir kuyucuk iizerine 1 x PBS igerisinde hazirlanmis 300 pL %
0.02 Triton X-100 ¢ozeltisi eklenmistir. Hiicreler tekrar 1 x PBS ile yitkanmis ve son
derisim 2pg/mL olacak sekilde 200uL DAPI boyama cozeltisi ile bekletilmis ve
sonrasinda yine 500 uL 1 x PBS ¢6zeltisi ile yikanmigtir. Lameller daha sonra cimbiz

ile kuyucuklardan ¢ikarilarak lamlar iizerine konulmus ve 3uL gomme ¢Ozeltisi
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(hacimsel olarak %90 gliserol ve %10 10x PBS ¢ozeltisi) lizerine yerlestirilmis,

sabitlenmis ve sonrasinda hiicreler konfokal mikroskopi ile goriintiilenmistir.

2.5. RNA lzolasyonu, RNA’min Spektrofotometrik Ol¢iimii ve RNA

Agaroz Jel Elektroferezi

IHOEC hiicrelerinin iizerine 1 ml Trizol eklendikten sonra 1,5 ml steril plastik
tipe aktarilip 5 dakika oda isisinda bekletilmistir. Daha sonra iizerlerine 200 pl
kloroform eklenmis ve 10 dakika oda 1isisinda bekletilmistir. 10 dakika sonra
hiicrelerin oldugu tiipler +4 °C sicaklikta 12.000 rcf’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Tiipler igerisinde olusan 3 katmandan en iistteki beyaz RNA fazi pipet yardimiyla
cekilerek yeni tiipe aktarilmigtir. Tiiplerin tizerine 500 pl izopropanol eklenmistir ve
tiipler oda 1s1sinda 10 dakika bekletilmistir daha sonra +4 °C sicaklikta 12.000 rcf’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiiplerin dibinde RNA peleti
olusmustur. Pelete dikkat edilerek iistteki izopropanol uzaklastirilmistir ve tiiplere 1
ml % 75’lik etil alkol eklenerek pelet kaldirilmistir. Tiipler +4 °C sicaklikta 7500
ref’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Dipte olusan RNA peletine dikkat edilerek etil
alkol uzaklastirilmistir. Tiipler kapagi acgik bir sekilde oda 1sisinda birakilarak
alkoliin buharlagsmasi saglanmistir. Daha sonra her tiipe 40 pl Dnaz RNAz icermeyen

steril saf su eklenerek RNA’lar ¢oziilmiistiir.

Farkli uygulamalara tabi tutulmus bulunan IHOEC hiicre hatlarindan elde
edilen RNA oOrneklerinin  safliklarim1  ve  derisimlerini  belirlemek igin
spektrofotometrik Olglim yontemi kullanilmistir. RNA saflik ve derisim degerleri
BioTek Epoch cihazinda 260nm ve 280nm’de sogurum olgiimleri ile otomatik olarak
yapilmis, A260/A280 ve RNA derisim degerleri belirlenmistir. Ayrica 6zellikle olasi
genomik DNA kontaminasyonu ve RNA bozunumunun test edilmesi i¢in agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilmistir. %]1°lik agaroz jelin hazirlanisi su sekilde
yapilmigtir: 100 ml 1X TBE tampon bir beher icerisine alinarak {izerine 1 gr toz
agaroz tartilip eklenmistir. Beher mikrodalga firinda yiiksek sicaklikta yaklagik 2-3

dk 1sitilmis, boylece agarozun erimesi ve tampon igerisinde ¢oziinmesi saglanmuistir.
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Beherin dis yilizeyi musluk suyunun altina tutularak jel ¢ozeltisinin sogumasi
saglanmistir. Behere 2 pul SYBER-Safe floresan boya eklenerek karistirilmis ve jel
tankina dokiilerek donmaya birakilmistir. Donan jel, igerisinde 1X TBE tamponu
bulunan elektroforez tankina aktarilmistir. Niikleaz igermeyen sudan 8 ul, RNA
orneklerinden 2 pl, DNA yiikleme tamponundan 2 pl karistirilmig ve bunun 10 pL’si
jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ornekler 80 voltta 25 dk yiiriitiilmiis ve daha sonra

jel goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

2.6. izole Edilen RNA Orneklerinden cDNA Sentezi

izole edilen RNA &rneklerinden tamamlayici DNA (cDNA) sentezleme
islemleri i¢in, BioRad iScript cDNA Sentez Kiti kullanilmigtir. Toplam tepkime
hacmi 20 pL olarak hesaplanmistir. Her kuyu i¢in 5x iScript karigimindan 4 pL,
iScript Reverse Transkriptaz enziminden, RNA 6rneginden ve ddH,O’dan asagida

belirtilen miktarlarda eklenmistir.

cDNA sentez basamaklar1 su sekilde gergeklestirilmistir:

Cizelge 2.1. cDNA Sentez Basamaklari

Basamak Siire Sicaklik
Priming 5 dakika 25°C
Ters Transkripsiyon 20 dakika 46°C
Ters Transkripsiyon 1 dakika 95°C
Inaktivasyon

cDNA sentezi gerceklestirilen 6rnekler lizerlerine 80 pul DNaz/RNaz icermeyen
saf su eklenerek 1:5 oraninda seyreltilmis ve kantitatif PCR tepkimesine kadar -20°C

sicaklikta saklanmustir.
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2.7. Ters Transkriptaz Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (RT-gPCR) ve Analizi

PCR tepkimesinde kullanilacak her gene ait primer c¢iftleri, GC igerikleri
(%GC), erime sicakliklar1 (Tm) ve dimer olusturup olusturmadiklar1 (dG) dikkate
alinarak PerlPrimer programi kullanilarak belirlenmis ve elde edilen primer
sekanslariin 6zgiinliikleri NCBI/Primer Blast ag sayfasindan faydalanilarak
denetlenmistir. RT-qPCR asamasinda polimerizasyon tepkimesi i¢in gerekli olan ve
SYBR Green floresan boyasi, ANTP’ler ve DNA Polimeraz iceren 2X ticari tampon
cozeltisi (BioRad SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix) DNaz/RNaz
icermeyen saf su ve ifade orani hesaplanacak olan gen transkriptine ait ilgili
primerler ile tim 6rnekler ve tiim tekrarlar adedince karistirilmistir. Her bir primer
¢ifti icin bir adet karistm olusturulmustur. Bu karisimlar 96-kuyucuklu PCR
plakasinin ilgili gene ait ifade 6l¢iimiiniin alinacagi bolgelerdeki her bir kuyucuga,
kuyucuk basma 8 ul olacak sekilde dagitilmis ve daha Onceki agamalarda elde
edilmis olan her bir farkli 6rnege ait cDNA’lar, bu SYBR Green karigimlari tizerine
her bir kuyucuga 2 pl olmak tizere dagitilmistir. Béylece toplam PCR tepkime hacmi
10 pl olmustur. Normalizasyon i¢cin GAPDH referans geni kullanilarak bagil (r6latif)
gen ekspresyon analizi yapilmistir. RT-qPCR tepkimeleri Biorad CFX Connect
cthaz1 kullanilarak qRT-PCR yapilmistir. Biitiin genlerin ifade seviyeleri kontrol
ornek grubuna gore kat degisimi cinsinden hesaplanmigtir. Tiilm uygulamalar en az
ii¢ teknik tekrarh olacak sekilde gerceklestirilmistir. RT-qPCR sonug¢lar1 MS
Excel programm kullamlarak Livak KJ.’e uygun olarak 2(Delta C(T)) yontemi

ile analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. IHOEC Hiicrelerinden Senesens Olusturulmasi

9,8 M H;0,’den 20,00 mM derisimde IHOEC hiicre kiiltiiriinde uygulanmasi
ile hiicrelerin senesens siirecine ugratilmasi asamasinda H,O, uygulamadan oncesi ve

sonraki hiicrelerin mikroskop goriintiisii Sekil 3.1’de gosterilmistir.

A (H,0, uygulanmamig IHOEC hiicreler) B (H,0, uygulanmig IHOEC hiicreler)

Sekil 3.1. THOEC hiicrelerinin mikroskop goriintiisi A-10X B-10X. IHOEC hiicrelerinde farkli
derisimlerde uygulanan H,0,’nin etkisine ait canlilik yiizdesi grafigi (MTT denemesi ile elde
edilmistir).

3.2. MTT Hiicre Canhhk Testi

Farkl1 derisimlerde H,O, ve 24 saat maruz birakilan IHOEC (Oliimsiiz Insan
Over Epitel Hiicreleri) Hiicrelerinde bu siire sonunda MTT Kiti yardimiyla Hiicrede

Canlilik analiz edilmistir.
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100

50

Yizde Canlilik

Sekil 3.2. 24. Saat sonunda IHOEC hiicrelerinde yilizde canlilik oranlar1 IC50=766,5 pM.

[HOEC Hiicrelerinin Farkli H,0,

Derisimlerindeki
Yiizde Canlilik Grafigi (MTT)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
H,0, Derisimi (uM)

Cizelge 3.1. MTT yiizde canlilik oranlart.

Gruplar Yiizde canlilik
Kontrol Hiicre 100
100uM H,0, 96,92843248
200uM H,0, 88,17446504
300uM H,0, 87,74444558
400uM H,0, 81,14057541
500uM H,0, 74,10668578
600uM H,0, 68,36285451
700uM H,0, 61,66683731
800uM H,0, 46,12470564
900uM H,0, 33,59271015
1000uM H,0, 19,50
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3.3. Senesens Alakah Beta Galatozidaz Aktivitesi

Farkli H,0, Derisimlerindeki Senesens-iliskili
B-Galaktosidaz (SABG) (+) Hiicre Yiizdesi Grafigi

>
\30
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SR O

H,0, Derisimi (uM)

Sekil 3.3. H,O, uygulanmasindan 24. saat sonrasi IHOEC’de SABG Boyamada Beta Galatozidaz
aktivitesi.

Farkli Pasaj Sayilarindaki Senesens-iliskili
B-Galaktosidaz (SABG) (+) Hiicre Yiizdesi Grafigi
6
*k%k

. 5
8
el
S
£4
o
3
T3
x
@)
A 2
<
9]

1

5 13
Pasaj Sayisi

Sekil 3.4. IHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13 SABG Boyamada Beta Galatozidaz aktivitesi.
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Sekil 3.5. Beta Galatozidaz aktivitesi (SABG) gosteren ters 151k mikroskopi fotograflari.
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3.4. Senesens Alakal Heterokromatin Odaklar:

l\ont I(P) Kontrol (P5), 0 uMH,0,

Kontr I(Pl‘) l\ ntrol (Pl\i lk ntrol (P5), 700 pxM H,0, ‘ ll\o trol (P5), 800 uM H,0,

Sekil 3.6. Senesens-iligkili Heterokromatin Odaklar1 (SAHF).

3.5. RT-qPCR

Farkli H,O, Derisimlerindeki NRF2
Gen ifade Seviyesi (RT-qPCR)

0 200 400 600
H,0, Derigimi (uM)
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NRF2 Geni ifade Seviyesi
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Sekil 3.7. H,0, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de NRF2 Gen ifade seviyesi (p=0,081).
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Farklh IHOEC Pasaj Sayilarindaki NRF2
Gen Ifade Seviyesi (RT-qPCR)
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Sekil 3.8. IHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13 NRF2 gen ifade seviyesi (p=0,081).

Farklt H,O, Derisimlerindeki p53
Gen Ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.9. H,0, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de p53 gen ifade seviyesi (p=0,023).
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Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki p53
Gen ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.10. [HOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13 p53 gen ifade seviyesi.

Farkli H,O, Derisimlerindeki IL6
Gen Ifade Seviyesi (RT-qPCR)
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Sekil 3.11. H,O, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de IL6 gen ifade seviyesi (p=0,072).
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Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki I1L6
Gen Ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.12. IHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de 1L6 gen ifade seviyesi.

Farkli H,0, Derisimlerindeki IL 1
Gen ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.13. H,O, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de IL- 15 Gen ifade seviyesi.
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Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki IL1/3
Gen ifade Seviyesi (RT-qPCR)
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Sekil 3.14. IHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de IL-18 gen ifadesi istatistiksel agidan anlamli ¢ikmistir

(p=0,002).

Farkl H,0, Derisimlerindeki mTOR
Gen Ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.15. H,O, uygulanmasindan 24. saat sonrasi IHOEC’de mTOR gen ifade seviyesinde artis

gbzlenmis, ancak bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
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Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki mTOR
Gen Ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.16. ITHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13°’de mTOR gen ifadesi istatistiksel agidan anlamli bir

degisim saptanmamistir.

Farkli H,O, Derisimlerindeki AKT
Gen Ifade Seviyesi (RT-qPCR)
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Sekil 3.17. H,0, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de AKT Gen ifade seviyesi anlamli bir

artis belirlenmistir (p=0,042).

94



Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki AKT
Gen ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.18. THOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de AKT Gen ifade seviyesinde anlamli bir artig
belirlenmemistir.

Farkli H,0, Derisimlerindeki Oct4 Gen ifade
Seviyesi (RT-qPCR)
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Sekil 3.19. H,0, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de Oct4 gen ifadesi istatistiksel agidan
sinirda anlamli ¢gikmustir (p=0,077).
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Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki Oct4
Gen Ifade Seviyesi (RT-gPCR)

Oct4 Gen ifade Seviyesi
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Sekil 3.20. IHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de Oct4 gen ifadesi istatistiksel agidan sinirda anlamli

cikmigtir (p=0,077).

Farkl H,O, Derisimlerindeki Nanog Gen ifade
Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.21. H,0, uygulanmasindan 24. saat sonras1i IHOEC’de Nanog gen ifadesinde artis gdzlenmis,

ancak istatistiksel anlamli bulunmamustir.
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Farkl IHOEC Pasaj Sayilarindaki Nanog
Gen Ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.22. THOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de Nanog gen ifadesinde artis gozlenmis ancak istatistiksel
anlamli bulunmamustir.

Farkli H,0, Derisimlerindeki Sox2 Gen ifade
Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.23. H,O, uygulanmasindan 24. saat sonrast IHOEC’de Sox2 gen ifade seviyesinde artig
gozlenmis, ancak istatistiksel anlamli bulunmamustir.
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Farkli IHOEC Pasaj Sayilarindaki Sox2
Gen ifade Seviyesi (RT-gPCR)
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Sekil 3.24. THOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de Sox2 gen ifadesinde istatistiksel anlaml degisim

gozlenmistir (p=0,040).
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Sekil 3.25. Klotho IHOEC hiicrelerde bazal seviyede gen ifadesi ¢ok diisiik oldugundan aging
calismalari sirasinda bu gen ekspresyonunda istatistik olarak anlamli fark gozlenmemistir.

Calismamizda IHOEC hiicreleri iki sekilde yaslandirilmis olup; birincisinde bu

hiicreler kiiltiirde pasajlanarak pasaj sayisi artirilmis ve bu hiicrelerde yaslanma

modeli gerg¢eklesmistir. Ikincisinde ise THOEC lere 24 saat boyunca 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000uM H,0; dozlar1 uygulanmistir. MTT sonuglarina
gore 200, 400, 600uM H,0, dozlar1 uygun bulunmus ve bu dozlarda H,O, uygulanan

hiicrelerin RT-qPCR'"1 yapilmustir.
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Yapilan ¢aligma sonucunda Sekil 3.26 ve Sekil 3.8’de gosterildigi gibi NRF2
gen ifadesi agisindan istatistik olarak anlamli fark bulunmamustir. Istatistiksel olarak
anlaml fark olmamasina ragmen bu sonuglarda NRF2 geninin 400 uM'da kontrol ve
200 uM’H,0, uygulanalara gore arttig1 tespit edilmis olup 600 uM’da kontrole gore
artis gézlenmemistir (Sekil 3.7-8, Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. NRF2 gen ifadesi analizleri.

Grup NRF2 ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 425,0522865 2 137,1315834 | 425,0522865
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, 223,9023771 2 19,69910666 | 223,9023771
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, 769,5710289 2 43,05696517 | 769,5710289
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, | 470,5353721 2 10,69027289 | 470,5353721
Pasaj No: 13 260,5502678 2 31,45462254 | 260,5502678
Total 429,9222665 10 210,4180196 | 395,5309108

H,0, uygulanmasindan 24. saat sonrasi IHOEC’de p53 gen ifadesi 200 uM ve
600 uM H,0; uygulanan THOEC hiicreleri kiyaslandiginda istatistiksel agidan
anlamli ¢ikmustir (p=0,023) (Sekil 3.27-10, Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. p53 gen ifadesi analizleri.

Grup p53 ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 8,773427673 4 1,830250213 | 8,554816983
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, 7,620580911 4 2,503260313 | 7,800504897
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, 11,12114529 4 1,254263623 | 10,70896474
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, 14,66616217 4 ,8022545776 | 14,99666971
Pasaj No: 13 8,345893571 4 ,4331910109 | 8,432975270
Total 10,10544192 20 2,969744210 | 9,884015541
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H,0, Uygulanmasindan 24. saat sonrasi IHOEC’de IL6 gen ifadesi 200 uM ve

400 pM H,0, uygulanan IHOEC hiicreleri kiyaslandiginda istatistiksel agidan
siirda anlamli ¢ikmustir (p=0,072) ve 200 uM ve 600 uM H,0, uygulanan IHOEC

hiicreleri kiyaslandiginda istatistiksel agidan sinirda anlamli ¢ikmistir (p=0,072)
(Sekil 3.28-12, Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. IL6 gen ifadesi analizleri.

Grup IL6 ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 1,835017309 4 1,807587232 | 1,822644810
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, 1,369245469 4 ,6548866612 | 1,284546258
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, 11,80318447 4 7,228689288 | 11,90633547
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, 9,901883358 4 3,898312521 | 9,500348904
Pasaj No: 13 2,108522209 4 ,7022730786 | 2,071017436
Total 5,403570563 20 5,708493023 | 3,045838595

IL-1/ gen ifadesi ise H,O, uygulanmasindan sonra gruplar arasinda istatistiksel

agidan anlaml fark ¢ikmamigtir. IHOEC de pasaj 5 ve pasaj 13’de IL-15 Gen ifadesi
istatistiksel agidan anlamli ¢ikmistir (p=0,002) (Sekil 3.29-14, Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. IL1S gen ifadesi analizleri.

Grup IL18 ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 4931764310 4 ,0883277220 | ,4810594550
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, | ,7045183290 4 ,1113179133 | ,7438392020
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, | 2,697733642 4 ,7029077488 | 2,564687596
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, | 2,109071890 4 5898769681 | 2,195983306
Pasaj No: 13 4,489863008 4 ,9261219868 | 4,476792765
Total 2,098872660 20 1,582004383 | 2,125050803
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mTOR gen ifadesi ise H;O, uygulanmasindan sonra gruplar arasinda
istatistiksel acidan anlamli fark c¢ikmamistir. ITHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13°de

mMTOR gen ifadesi istatistiksel agidan anlamsiz ¢ikmustir (Sekil 3.30-16, Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. mTOR gen ifadesi analizleri.

Grup mTOR ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 10,54180656 4 2,833754903 | 11,57386817
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, 9,567518160 4 3,311852813 | 10,27448595
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, 17,78021895 4 3,530617465 | 17,25379419
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, 16,40947573 4 3,543469208 | 16,24283979
Pasaj No: 13 8,472724835 4 4,388243311 | 10,25648988
Total 12,55434884 20 5,010732626 | 12,38992413

IHOEC’de pasaj 5 ve pasaj 13’de AKT gen ifadesi istatistiksel agidan anlamli
¢ikmazken, 200 uM ve 400 uM H,0, uygulanan IHOEC hiicreleri kiyaslandiginda
istatistiksel agidan anlamli ¢itkmustir (p=0,041) (Sekil 3.31-18, Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. AKT gen ifadesi analizleri.

Grup AKT ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 19,09449372 4 1,494508477 | 19,10919707
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, 15,44306086 4 2,469425911 | 15,43656934
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, 25,38687414 4 2,644355038 | 26,50281305
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, 21,04343799 4 11,14905514 | 24,89477829
Pasaj No: 13 19,03195845 4 2,178459596 | 19,92237017
Total 19,99996503 20 5,820262772 | 20,15710562

OCT4 Gen ifadesi kontrol ve 600 pM H0, uygulanan IHOEC hiicreleri

kiyaslandiginda, pasaj 5 ve pl3 kiyaslandiginda, 200 pM ve 600 uM H,0O,
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uygulanan THOEC hiicreleri kiyaslandiginda istatistiksel agidan sinirda anlaml

cikmistir (p=0,077) (Sekil 3.32-20, Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. OCT4 gen ifadesi analizleri.

Grup OCT4 ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, ,0930033817 3 ,1610865823 OE-11
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, ,2267551093 3 ,2821757878 | ,0688280520
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, ,7925800937 3 ,71631116394 | ,8554005460
Pasaj No: 5, 600 uM H,O, | 1,671042264 3 1,173180024 | 1,291540276
Pasaj No: 13 1,382144191 3 ,6408430254 | 1,655643398
Total ,8331050078 15 ,8747159718 | ,6499297090

Nanog gen ifadesinde ise H,O, uygulanmasindan sonra gruplar arasinda ve

pasajlar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark ¢ikmamustir (Sekil 3.33-22, Cizelge

3.9).

Cizelge 3.9. Nanog gen ifadesi analizleri.

Grup Nanog ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, 1,531661481 3 1,042639826 | 1,030030733
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, | ,7896708323 3 ,1770310300 | ,8660181690
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, | 2,110568792 3 ,4405854401 | 2,204224111
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, | 2,719963061 3 ,9198513242 | 2,880255546
Pasaj No: 13 3,146018372 3 ,3761840572 | 2,997408021
Total 2,059576508 15 1,039630847 | 2,204224111

Sox2 gen ifadesi IHOEC’de H,0; uygulanmasindan 24. saat sonrasi gruplar

arasinda istatistiksel acidan anlamli farkli ¢ikmazken pasaj 5 ve pasaj 13’de Sox2 gen
ifadesi istatistiksel agidan anlamli ¢gitkmistir (p=0,040) (Sekil 3.34-24, Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.10. Sox2 gen ifadesi analizleri.

Grup Sox2 ortalama N Standart sapma ortanca

Pasaj No: 5, 0 uM H,0, OE-11 OE-12 OE-11
Pasaj No: 5, 200 uM H,0, OE-11 OE-12 OE-11
Pasaj No: 5, 400 uM H,0, ,8435321077 ,3611129242 | ,9479949840
Pasaj No: 5, 600 uM H,0, 3,844961212 ,9784418003 | 3,576774372
Pasaj No: 13 5,156001105 ,6222181004 | 5,084301416
Total 1,968898885 2,252621201 | ,9479949840

Klotho IHOEC hiicrelerde bazal seviyede gen ifadesi ¢ok diisiik oldugundan aging

calismalar1 sirasinda bu gen ekspresyonunda istatistik olarak anlamli fark

gozlenmemistir.(Sekil 3.35, Cizelge 3.11).

Cizelge 3.12. Klotho gen ifadesi analizleri.
Grup Klotho Ortalama N Standart Ortanca Minimum Maximum

Sapma

Kontrol ,0096034150 5 ,0104124977 | ,0066185190 | ,001320204 | ,026962173
200 ,0080514607 3 | ,0023965645 | ,0071836250 | ,006209710 | ,010761047
400 ,0123586818 5| ,0070086876 | ,0097587820 | ,006882638 | ,024115069
600 ,0205310280 2 | ,0181490524 | ,0205310280 | ,007697710 | ,033364346
p13 0E-11 5 OE-12 0E-11 OE-9 OE-9
Total ,0087513461 20 | ,0094636659 | ,0070331315 0OE-9 | ,033364346

103




4. TARTISMA

Yaslanma, hemen hemen tiim doku ve organlarin islev bozukluguna ve
yikimina neden olan kaginilmaz, ilerleyici bir biyolojik siirectir. Bu silire¢ genetik ve
edinilmis faktorler arasinda bir sekilde diizenlenmistir. Yaslanmanin nihai sonucu
olimdiir (Bian ve ark., 2015). Hiicresel yaslanma, strese veya telomer kisalmasina
yanit olarak hiicre dongiisiiniin kalici olarak durmasidir (Zhao ve ark., 2022).
Hiicresel yaslanma, 1961 yilinda Leonard Hayflick ve Paul Moorhead tarafindan
tanimlanmistir. Somatik hiicreler sinirli bir proliferatif kapasiteye sahiptir ve sonunda
biiylimede "replikatif yaslanma" olarak adlandirilan geri doniisli olmayan bir durma
gerceklesir (Hayflick ve Moorhead, 1961). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), DNA
hasarimi indiikleyebilen ve DNA hasar tepkisini (DDR) etkileyebilen kisa omiirli ve
olduk¢a reaktif bir molekiildiir. (Srinivas ve ark., 2019). Oksidatif stres, serbest
radikallerin {retimi ile bunlarin antioksidanlar tarafindan bozunmasi arasindaki
dengesizlik durumudur. Bu redoks dengesizligi, artan ROS iiretiminin ve azalan
antioksidan savunmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Normal olarak farkli
metabolik siireglerde iiretilen ROS miktarinin artmasi inflamasyonu tetikleyebilir ve
lipidler, proteinler, diger hiicresel makromolekiillere zarar vererek oksidatif strese ve
hiicre oliimiine yol acabilir. Bu nedenle, oksidatif stres ¢ok ¢esitli metabolik
bozukluklarin ve kronik hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Hassanein ve
ark., 2020). Ovaryum, kadinlarda {ireme ve hormonal islevleri yerine getiren
organdir. Burada {iretilen oosit, graniiloza ve teka hiicreleri ile birlikte bulunmaktadir
(Xie ve ark., 2020). ROS'un fazlalig: folikiiler atrezi, oosit kalitesinde azalma ve over
yaslanmasma yol agmaktadir (Xie ve ark., 2021). Modern yaslanma anlayisi,
yaglanma sirasinda hiicresel hasarin birikmesine dayanmaktadir. Stres, yasam tarzi ve
cevresel faktorlerin siirekli etkisine yanit olarak rejeneratif mekanizmalarin kademeli
olarak bozulmas1 artan morbidite ve &liime yol agmaktadir. Ovaryan yaslanmasinin
altinda yatan mekanizmay1 aciklamak i¢in serbest radikal teorisi, apoptoz, telomer
kisalmasi, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamasyon teorisi dahil olmak iizere
cesitli teoriler dnerilmistir (Shi ve digerleri, 2016; Regan ve digerleri, 2018a; Huang
Y ve digerleri., 2019; Kasapoglu ve Seli, 2020; Wang ve digerleri, 2020). Klasik bir
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yaglanma teorisi olan serbest radikal teorisi, yliksek hiicre ici reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) seviyelerinin neden oldugu oksidatif stresin, memelilerde hiicresel
yaslanmaya ve yaslanmaya en onemli katkiy1 sagladigini one siirer (Liochev, 2013;
Zhang H ve digerleri, 2015). Ayrica, ¢cok sayida calisma, oksidatif stresin ovaryum
yaslanma siirecinin Onde gelen itici gilicii oldugunu ve telomer kisalmasi,
mitokondriyal islev bozuklugu, apoptoz ve iltihaplanma gibi ovaryum yaslanmasiyla
ilgili diger etiyolojilerin gelisimini destekledigini belgelemistir (Lim ve Luderer,
2011; Arulselvan). ve digerleri, 2016; Bauer ve digerleri, 2017; Prasad ve digerleri,
2017; Takeo ve digerleri, 2017; Huang ML ve digerleri, 2019; Sasaki ve digerleri,
2019; Pineda-Pampliega ve digerleri, 2020). Oksidatif stresin rolii ayrica Alzheimer
hastaligi, kardiyometabolik hastaliklar, kanser, diyabetes mellitus ve retina
distrofileri dahil olmak tizere gesitli patolojik durumlarin patogenezinde giderek daha

belirgin hale gelmektedir.

Saghkh OSE'lerin islevi, iireme dongiisii sirasinda yumurtlamadan sonra
hiicrelerin yenilenmesi ve tekrarlanan c¢ogalmasidir. Onemli fonksiyonlarin
azhigindan dolay1 OSE, ovaryum dokusunun diger bilesenlerine kiyasla daha az
dikkat cekmistir. Bununla birlikte, gectigimiz birka¢ on yilda, iireme biyolojisi
alam, OSE'nin ovaryan kok hiicreleri (OSC'ler) icerdiginin bulunmasi
nedeniyle 6nemli dl¢iide ilerlemistir. OSC'lerin epitelyal ovaryan karsinomunun
patogenezindeki rolii iyi bilinmektedir; bununla birlikte, insan oogenezindeki

rolleri tartismali olmaya devam etmektedir.

Bu tez projesinde, in vitro IHOEC hiicre serilerinde akut oksidan stres
bagimh ve pasaj sayis1t bagimh olmak iizere iki farkh sekilde gerceklestirilen
yaslanma siirecinin senesens iligkili fenotip, kok hiicre transkripsiyon faktorleri

ve antioksidan sinyal yolaklari iizerinden arastirilmasi planlanmstir.

Son zamanlarda 6zellikle ovaryum rejenerasyonuna katkist ve igerdigi kok
hiicre profili nedeniyle ovarian yiizey epitel hiicre serilerinin farkli akut antioksidan
uyarim ve pasaj sayisina bagli yaslanma siireclerinde ne tiir degisimler gecirdigi

analiz edilmeye calisilmistir.
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Hiicre  kiiltiiri  modelleri, hiicresel indiikkleme yoluyla yaslanma
mekanizmalarini aragtirmak i¢in degerli araglardir. Stres kaynakli erken yaslanma
(SIPS) modellerinde yaslanma ile ilgili 6zgiin bir arastirmada, dermal fibroblast
hiicre hatlar1 kullanilarak fibroblastlarin, replikatif yaslanmaya sahip hiicrelerle
benzer yaglanma ozellikleri gelistirdigi belirlenmistir.En goze carpan yaslanma
biyobelirtegleri arasinda artan B-Gal ifadesi, yiiksek seviyelerde p21 proteini,
degistirilmis hiicre dongiisii diizenleyici seviyeleri, farkli hiicre dis1 matris (ECM)

bilesimi, azalmis hiicresel canlilik ve gecikmis yara iyilesmesi tanimlanmaistir.

NRF2, antioksidan glutatyon yolu da dahil olmak tizere sitoprotektif genleri
diizenleyerek hiicreleri oksidatif stresten koruyan birincil transkripsiyon faktoriidiir
(Chen ve ark., 1997). Klotho, aort diiz kas hiicreleri, kardiyomiyositler ve epitel
hiicreleri dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tipinde bir NRF2 indiikleyicisidir. NRF2
inhibitori ile birlikte uygulanmasi, Klotho geninin asir1 ekspresyonunun sagladigi
antioksidan ve anti-apoptozis etkilerini onemli Olglide ortadan kaldirmistir. Bu
sonuglar NRF2'nin Klotho tarafindan saglanan korumanin asagi yonlii bir efektorii
oldugunu ve Klotho-NRF2 yolaginin oksidatif strese karsi savasmak igin ortak bir

mekanizma olabilecegini gostermektedir (Xing ve ark., 2021).

Klotho, antioksidan 0&zelliklere sahip yaslanma karsiti bir proteindir.
Klotho'nun hidrojen peroksit (H,O;) kaynakli retina pigment epitel hiicrelerinde
olusturdugu hasar ve bununla iligkili patomekanizmalar {izerindeki koruyucu
ozelliklerinin arastirildigi ¢alismada Klotho'nun 24 saat 6n muamele edilmesinin
Bcl-2 seviyelerini yukar regiile edebildigi, kesilmis kaspaz-3 ve Bax seviyelerini
azaltabildigi, H,O, ile uyarilan ARPE-19 hiicre apoptozunu inhibe edebildigi ve
hiicre proliferasyonunu destekleyebildigi bulunmustur. Klotho varliginda ARPE-19
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) H,0; aracili yiikselisi engellenmis,
hiicrelerin antioksidan aktivitelerini arttirmis ve glutatyon peroksidaz (GPX),
siiperoksit dismutaz (SOD2), katalaz (CAT) ve ayrica malondialdehit (MDA)
seviyelerini normal seviyeye yaklastirmistir. Ayrica, Klotho uygulanan hiicrelerde,
Akt  fosforilasyonu ve ekspresyonunda artis ve NRF2'nin niikleusa

translokasyonunun uyarildigi belirlenmistir. Klotho'nun fosfatidilinositol 3 kinaz
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(PI3K) /protein kinaz B (Akt)-niikleer faktor E2 ile iliskili faktor 2 (NRF2)/heme
oksijenaz 1 (HO-1) sinyal yolunu aktive ettigi ve hiicreleri oksidatif stresten

korudugu gosterilmistir.

Bu tez calismasinda Klotho gen ifadelenmesinin H202 ile uyarilan akut okidan
stres ve pasaj sayisinin artmasina bagli yaslanma siire¢lerinde anlamli bir ekspresyon
degisikligi gozlenmemistir. Yaslanma 6ncesi IHOEC hiicrelerinde Klotho bazal gen
ekspresyonu ¢ok diisiik diizeyde bulunmus ve her iki yaslanma siirecinde bu gen

ifadesinde degisime rastlanmamustir.

p53 proteini, insan kanserlerinde en stk mutasyona ugrayan tiimor baskilayici
gen olan TP53 geni tarafindan kodlanan bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre
dongiisii stirecini ve programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz) kontrol eden p53 geni;
DNA hasari, besin eksikligi ve hipoksi gibi ¢esitli hiicresel strese hiicrenin tepkisini
belirlemede ¢ok oOnemli bir rol oynamaktadir (Feroz ve Sheikh, 2020). p53
transkripsiyon faktoriidiir ve strese verilen hiicresel tepkilerde kritik bir rol
oynamaktadir. DNA hasarina yanit olarak p53 geninin aktivasyonu, hiicre
biliylimesinin durmasma yol agarak DNA onarmmina izin verir veya hiicresel
yaslanmay1 ya da apoptozu tetikleyerek genom biitiinliigiinii korur (Mijit ve ark.,
2020).

Hiicre yaslanmasi sirasinda, p53'tin NRF2 ekspresyonunu ve fonksiyonunu
inhibe ettigi bilinmektedir (Ma ve ark., 2019). Artan p53 ekspresyonu, NRF2
tarafindan diizenlenen antioksidan genlerin ekspresyonunu inhibe eder ve hiicre ici
ROS iiretimini tesvik eder, boylece Mdm2 seviyesini diisiiriir ve P53'{in proteazomal

degradasyonunu inhibe eder.

Bu caligmada, pasaja bagli yaslanmada NRF2 gen ifadesi yaklasik iki kat
azalirken (bu azalis istatistiksel anlamli degildir) pS3 gen ifadesinde anlamli bir
degisiklik goriilmemistir. Akut oksidan strese bagli senesenste (H,O, hiicreleri
senesense ugratmak amaciyla kullanilmistir) ise, p5S3 gen ifadesi artmistir ve ayni

zamanda NRF2 H,O; antioksidan yolag: aktif hale getirdiginden NRF2 gen ifadesi
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artmistir. HpO, genlerin transkripsiyonlarini yukari dogru diizenleyerek mRNA
stabilitesini ve translasyonu arttirarak transkripsiyon faktoriiniin (TF) sentezini,
cesitli seviyelerde diizenlenmektedir. H,O,, TP53 ve HIF-la'nin transkripsiyon ve
NRF2 translasyon oranini arttirir ve TP53 mRNA stabilitesini diizenleyebilir. mMRNA
stabilitesi RNA baglayict proteinler ve H,O, tarafindan modiile edilen spesifik
miRNA tarafindan diizenlenmektedir. c-FOS transkripsiyonu, H,O, tarafindan aktive
edilen mitogen-activated protein kinase (MAP kinaz)’ lar1 tarafindan fosforile edilen
ETS Like-1 protein (ELK1) tarafindan diizenlenir. PI3K/AKT yolunun bir aktivatorii
olan H,0O,, KEAP1'den bagimsiz bir sekilde NRF2'yi aktive eden GSK-3f 'ii inhibe
etmektedir. GSK-3'y1 inaktive eden diger kinazlar ERK, p38 MAPK ve PKC'dir ve
bu kinazlarin GSK-3f'y1 inhibe ederek dolayli olarak NRF2'yi diizenleyebilecegi 6ne
stiriilmiistiir. Tim bu kinazlarin H,O, tarafindan aktive edildigi bilinmektedir ve
dolayisiyla NRF2'nin H,O, tarafindan diizenlenmesine de aracilik edebilirler.
H.0’in yiiksek konsantrasyonlarina uzun siire maruz kalma, bir NRF2 sonlandirma
sinyali olabilecek sekilde GSK-3p'y1 aktive etmistir. Ote yandan, H,O, ile kisa siireli
inkiibasyon GSK-3B'y1 inhibe ederek NRF2'yi aktive edebilmektedir (Marinho ve
ark., 2014).Oksidatif stres, Akt ve PI3K'y1 (fosfatidilinositol-3-kinaz) aktive eder,
boylece GSK3'yi ve buna bagli olarak NRF2'nin proteazomal yikimini inhibe eder.
NRF2, antioksidan sistem, otofaji, pS3 ile genom biitlinliigiiniin korunmasi, AMP ile
aktive olan protein kinaz (AMPK), niikleer faktor-kB (NF-«xB) dahil olmak iizere ¢ok
sayida sinyal yolunu etkilemektedir (Zinovkin ve ark., 2022). Akt/GSK-3, apoptoz,
transkripsiyon, hiicre proliferasyonu ve endoplazmik retikulum stres tepkisini igeren
coklu hiicresel siirecleri diizenleyen bir dizi sinyal iletim yolunun odak noktasi olarak
ortaya ¢ikmistir. Yukart yondeki sinyal molekiilleri PI3K / Akt, GSK-3p 'yi negatif
olarak diizenlediginden, PI3K / Akt yollarimin aktivasyonu noroproteksiyon ile
iligkili olabilir (Golpich ve ark., 2015). Yaptigimiz ¢aligmada NRF2 ve AKT gen
ekspresyon seviyeleri uyumlu ¢ikmistir. NRF2 mTOR iizerinden AKT gen
ekspresyon seviyelerini (sagkalim yolagi) diizenleyerek kok hiicre aktivitesini
arttirmaktadir. mTOR, insanlarda mTOR geni tarafindan kodlanan bir serin/treonin
Kinazdir; bu kinaz, fosfatidilinositol-3 kinaz iliskili kinazlarin (PIKK) bir tiyesidir
(Wang ve ark., 2011). NRF2 seviyelerinin yaslanma ile azaldigi ve NRF2 geninin

susturulmasinin erken yaslanmaya neden oldugu gosterilmistir.
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Uzun siireli kronik inflamasyon viicutta yaslanmayi hizlandirir. Cok sayida
kanit, kronik enflamasyonun ovaryum yaslanmasi ile yakindan iliskili oldugunu
gostermistir. Klinik ¢alismalar, IL-6’nin serum diizeylerinin, erken ovaryum
yetmezIligi (POI) hastalarinda, aynmi yastaki saglikli kadinlara gére 6nemli Olglide
daha yiiksek oldugunu bulmustur (Sanverdi ve ark., 2018). NLRP3, NLR
ailesindendir ve inflamasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. NLRP3 azalmasindan
sonra proinflamatuar sitokinlerin seviyeleri asagi dogru diizenlenirken, AMH
seviyeleri ve primordial folikiillerin sayis1 artar (Navarro-Pando ve ark., 2021). Daha
onceki bir ¢alisma, OS hasari iirlinlerinin (karbonillenmis ve nitratlanmig proteinler)
ve inflamatuvar belirteglerin (TNFa, IL-1fB) seviyelerinin, yash farelerin
ovaryumlarinda geng farelere gore dnemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu gostermistir
(Timoteo-Ferreira ve ark., 2019). Bu galismada ise SASP ile uyumlu olarak IL-6 ve
IL-1B gen ekspresyon diizeyi yaslanmada 4,5 kat artmistir, ve Sanverdi ve ark.’nin
2018’de ve Timoteo-Ferreira ve ark.’nmin 2019°da yaptiklar1 caligmalar ile

uyumludur.

B-galaktosidaz (SA-B-Gal) analizi hiicre yaslanmasinin giivenilir  bir
belirtecidir. IL-1 stres kaynakli erken yaslanmada rol oynamaktadir. Yang ve
arkadaglariin yaptiklar1 ¢caligmada, IL-1p ile uyarilan nucleus pulposus hiicrelerinde
SA-B-Gal’in 6nemli dl¢lide arttigi bulunmustur (Yang ve ark., 2019). Yaptigimiz f3-
galaktosidaz (SA-B-Gal) analizinde 400 uM’nin iizerindeki dozlarda H,O, uygulanan
hiicrelerde IL-6 ve IL-1B gen ifadesi ve [-galaktosidaz orani azalmistir H,O, daha
iyl bir yaslanma fenotipini yansittigi belirlenmis ve senesensi en 1iyi yansitan

konsantrasyon 400 uM olarak belirlenmistir.

NRF2, noroektoderm tiirevini baskilamak i¢in dogrudan pluripotens genleri
OCT4 ve Nanog'un ekspresyonlarmi tesvik etmek bu genlerin yukar1 yondeki
bolgelerine baglanmaktadir (Dai ve ark., 2020). NRF2’nin bazal seviyede ekspresyon
seviyesi fazla oldugundan OCT4, NANOG ve Sox2 ekspresyon seviyeleri de yiiksek
cikmigtir. NRF2 kok hiicre 6zelliginin devam ettirilmesinde gorev almaktadir. Bu
calismada Dai ve ark.’nin 2020’de yaptiklar1 c¢alismaya benzer bir sonug

bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan bu tez projesi kapsaminda saglikli over ylizey epitel hiicre (IHOEC)

serilerinde in vitro iki senesens modeli basariyla olusturulmustur.

1. Oksidan stres (OS) kaynakli akut senesens ve ileri pasaj ile olusan senesens

SA-B-Gal ve DAPI boyama yontemi ve SASP belirtecleri ile takip edilmistir.

2. SASP iirtinleri IL-75 ve IL6 gen ifade diizeylerinde artis gozlenmistir.

3. Klotho geninin IHOEC hiicrelerinde diisiik diizeyde ifade edildigi
belirlenmistir. Klotho gen ifadesi H,O; ile uyarilan akut OS durumunda bir miktar
artigs goOzlenirken ileri pasaj hiicrelerinde miktarinda anlamli bir degisim

gdzlenmemistir.
4. NRF2 gen ifadesinin H,O; ile uyarilan OS senesens de artis gézlenmistir.

5. Klotho’nun antioksidan enzimlerin ifadesini HO {lizerinden stimiile eden

NRF2 geninin ifadesini uyardig: bilinmektedir.

Bu tez calismasinda IHOEC hiicrelerinde sadece H,O, ile uyarilan OS

senesensde Klotho ifade artis ile uyumlu NRF2 gen ifadesinin arttigi belirlenmistir.

6. mMTOR/AKT yolagi akut oksidan stres ile olusturulan modelde uyarildigi

belirlenmis ancak ileri pasajda ise bu gen ifadelerinde degisim gézlenmemistir.

7. pS3 sadece akut OS ile indiiklenen senesens hiicrelerinde anlamli bir artig

gostermistir.
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7. OSE (Ovaryum Yiizey Epitel) hiicrelerinin hem folikiil gelisiminden,
rejenerasyondan hem de sag kalimdan sorumlu oldugu ve ayrica kanser icin nis
olusturdugu bildirilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda iki farkli senesens

modelinde kok hiicre belirteglerinin ifade degisimi de arastirilmistir.

Saglikli over insan epitel hiicrelerinde in vitro yaslanma i¢in gelistirilen her iki
senesens modelinde; kok hiicre belirteglerinin - 6zellikle ovaryum  folikdil
rejenerasyonundan sorumlu en oOnemli gen olarak bilinen OCT4 ve Sox2

ekspresyonlarinin arttig1 ilk kez bu tez ¢alismasinda belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda OSE hiicrelerinde yaslanma calismalarinda kullanilmak
tizere senolitiklerin  uygulanabilecegi veya kanser gelisimi konusunda
kullanilabilecek iki farkli senesens modeli kurgulanmistir. Daha sonraki ¢alismalarda

yaslanma karsit1 ilag, vb. uygulamalar1 planlanmastir.
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OZET

Yaslanma Siirecinde Klotho Geninin ifade Diizeyinin incelenmesi

Yaglanma zamana bagl olarak canli organizmada gdriilen anatomik ve fizyolojik
degisikliklerdir. Molekiiler diizeyde yaslanmada genomik kararsizlik (6zellikle DNA
hasarinin olmasi), telomer kisalmasi ve epigenetik degisiklikler goriiliirken hiicresel
yaslanmada kok hiicrelerin tilkenmesi mitokondrilerin fonksiyonunun bozulmasi ile olusan
oksidatif stresin artmasi, hiicreler arasi iletisimin bozulmasi, hiicrelerde lizozomal enzim
aktivitesinin artmasi ve hiicre ¢ogalmasinin durmasi goriilmektedir. Ovaryum, kadinlarda
iireme ve hormonal iglevlerini yerine getiren iireme endokrin organidir. Yaslanma ile birlikte
kadin dogurganliginda dogal bir disis goriilmektedir. ROS, ovaryumda oosit
olgunlagmasindan dollenmeye kadar birgok fizyolojik ve patolojik aktivitede rol
oynamaktadir. ROS’un agir1 miktarda artmasi OS’ye yol agarak ovaryum yaslanmasina
neden olmaktadir.

NRF2, antioksidan ve sitoprotektif genleri diizenleyerek hiicreleri oksidatif stresten
koruyan bir transkripsiyon faktoriidiir. Ovaryum hiicrelerinde NRF2 gen ifadesinin
artmasinin antioksidan genleri tetikledigi ve ovaryum fonksiyonunu korudugu gosterilmistir.

Klotho yaslanma baskilayici bir gendir. Yapilan ¢alismalarda Klotho gen ifadesinin
artmasinin yasam siresini uzattigi, Klotho gen ifadesinin azalmasinin ise yaglanma siirecini
hizlandirdigr gosterilmistir. Ancak saglikli insan over yiizey epitel hiicrelerinde (IHOEC) in
vitro ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bu tez kapsaminda saglikli insan over yiizey epitel hiicrelerinde; oksidan stres
kaynakli senesens ve ileri pasaj ile olusan senesens olmak iizere iki ayr1 senesens hiicre
modelinin olusturulmasi amaclanmustir. Oncelikle bu iki senesens modelinin SA-B-Gal ve
SAHF analizleri ile dogrulanmustir.

Basariyla olusturulan iki farkli senesens modelinde; antioksidan yolak (alfa-
KLOTHO, NRF2), SASP belirtecleri (p53, IL6, IL1-beta), kok hiicre belirtecleri (Oct4,
Nanog, Sox2) ve sag kalim ile iligkili olarak (mTOR, AKT) genlerinin ifadeleri QRT-PCR
yontemi ile aragtirilmustir.

Ileri pasaj IHOEC hiicrelerinde hem Klotho hem de NRF2 gen ifadesi azalmistir. H,O,
ile olusturulan akut OS senesens modelinde ise artan Klotho ifadesinin NRF2 gen
ifadelenmesine benzer sekilde arttig1 belirlenmistir.

Over yiizey epitel (OSE) hiicreleri kok hiicre 6zelliklerine sahiptir. OSE hiicreleri
epitel hiicrelerin ¢ogalmasinda, folikiil, graniiloza ve teka hiicrelerinin iiretiminde ve
yenilenmesinde rol oynamaktadir. Sox2, OCT4 ve NANOG farklilasmamis embriyonik kok
hiicrelerin kendini yenilemesi veya pluripotensi i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorleridir.
Her iki senesens modelinde OCT-4 ve SOX-2 gen ifadelenmelerinde artis gozlenmistir.

Bu tez, IHOEC hiicrelerinde olusturulan in-vitro senesensde Klotho ve NRF2 gen
ifadesinin ve kok hiicre belirteclerindeki degisimin gbzlendigi ilk ¢alismadir.

Anahtar Kelimeler: Hiicresel Yaglanma, KLOTHO, NRF2, Over Yiizey Epitel
Hiicreleri, ROS, Senesens.
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SUMMARY

Investigation of Expression Level of Klotho Gene in the Aging Process

Aging is the anatomical and physiological changes observed in a living organism
depending on time. At the molecular level, genomic instability (especially DNA damage),
telomere shortening and while epigenetic changes are observed, depletion of stem cells in
cellular aging, increase in oxidative stress caused by deterioration of the function of
mitochondria, deterioration of intercellular communication, increase in lysosomal enzyme
activity in cells and cessation of cell proliferation are observed. The ovary is the reproductive
endocrine organ that performs reproductive and hormonal functions in women. There is a
natural decline in female fertility with aging. ROS play a role in many physiological and
pathological activities in the ovary, from oocyte maturation to fertilization. Excessive
increase in ROS leads to OS and causes ovarian aging.

NRF2 is a transcription factor that protects cells from oxidative stress by regulating
antioxidant and cytoprotective genes. It has been shown that increased NRF2 gene
expression in ovarian cells triggers antioxidant genes and protects ovarian function. Klotho is
an aging suppressor gene.

Studies have shown that an increase in Klotho gene expression prolongs lifespan, and
a decrease in Klotho gene expression accelerates the aging process. However, no in vitro
study was found in healthy human ovarian surface epithelial cells (IHOEC).

Within the scope of this thesis, in healthy human ovarian surface epithelial cells; In
this study, it is aimed to create two different senescence cell models, namely oxidant stress-
induced senescence and advanced passage-induced senescence.

Firstly, these two senescence models were validated by SA-B-Gal and SAHF analyzes.
Expressions of antioxidant pathway (a-KLOTHO, NRF2), SASP markers (p53, IL6, I1L1-f),
stem cell markers (OCT4, NANOG, Sox2) and survival-related (mTOR, AKT) genes were
investigated by QRT-PCR method in two successfully created senescence models.

Both Klotho and NRF2 gene expression were decreased in forward passage IHOEC
cells. In the acute OS senescence model created with H,O,, it was determined that increased
Klotho expression increased similarly to NRF2 gene expression.

Ovarian surface epithelial (OSE) cells have stem cell properties. OSE cells play a role
in the proliferation of epithelial cells, the production and regeneration of follicle, granulosa
and theca cells. Sox2, OCT4 and NANOG are transcription factors necessary for the self-
renewal or pluripotency of undifferentiated embryonic stem cells. An increase in OCT-4 and
SOX-2 gene expression was observed in both senescence models.

This thesis is the first study in which the expression of Klotho and NRF2 genes and

the change in stem cell markers were observed in in-vitro senescence generated in IHOEC
cells.

Keywords: Cellular Aging, KLOTHO, NRF2, Ovarian Surface Epithelial Cells, ROS,
Senescence.
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