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OZET

Berker M.Oksidatif Strese Maruz Kalan Mezenkimal K&k Hiicreler Hiicreler Uzerine
Mirisetinin Etkilerinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Histoloji ve Embriyoloji ABD. Doktora Tezi, Istanbul, 2021

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH), hem preklinik hem de klinik terapilerde
kullanim1 gittikce artmaktadir. Nakledilen MKH’lerin sagkalimini arttirmaya yonelik
yeni stratejilerin gelistirilmesi, kok hiicre tabanli tedavilerin terapdtik potansiyeli
acisindan onemlidir. Mirisetin antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik 6zellikleri
olan bir flavonoiddir. MKH Kkiiltiirtinde hidrojen peroksit(H»>0>) oksidatif stres modeli
lizerinde, immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak mirisetinin etkilerini

degerlendirmeyi amagladik.

Calismada; kontrol, H>O», mirisetin ve HoOy+mirisetin olmak iizere 4 ayr1 grup
olusturulmustur. Her grup tripan mavisi ile hiicre kiiltiirii canlilik diizeyleri, kaspaz-3,
TIM17 ve Timor Nekroz Faktor-alfa (TNF-o) antikorlariyla immunositokimyasal ve

elektron mikroskobi ile ultrastriiktiirel diizeyde degerlendirildi.

Canl1 ve 6lii hiicre sayilar1 bakimindan kontrol grubu ile H,O; grubu arasindaki
fark anlamli bulundu. Kontrol grubu ile H»;O, grubu arasinda kaspaz-3
immunositokimya boyanma siddeti bakimindan aralarinda anlamli bir artig gozlendi.
Kontrol grubu ile H>O, grubu arasindaki TIM17 immunositokimya boyanma siddeti
anlaml sekilde azalmigken, mirisetin ve H>O>+mirisetin gruplarinda anlamli sekilde
artmisti. TNF-a immunositokimya boyanma siddeti bakimindan kontrol grubu ile H>O>

grubu arasindaki fark anlamli bulundu.

Sonug olarak; MKH’lere uygulanan H>O; toksisitesi hasaria karst mirisetinin
etkilerine bakildiginda canli hiicre sayisinda artis, kaspaz-3 ve TNF-a immiinositokimya
boyamalarinda azalma, TIM17 immiinositokimya boyamasinda artis ve elektron
mikroskobik degerlendrimede dejeneratif ve apoptotik hiicre morfolojisinde azalma
gozlendi. Mirisetin, MKH’ler {izerinde antiapoptotik ve anti-inflamatuvar etkileri
sayesinde hiicre canliig1 ve proliferasyonunu arttirmast nedeniyle, destekleyici
alternatif bir tedavi segcenegi olarak goriilebilir.

Anahtar Kkelimeler: Mezenkimal kok hiicre, mirisetin, oksidatif stres, kaspaz-3,

TIM17, TNF-a



ABSTRACT

Berker M. Investigation of the Effects of Myricetin on Mesenchymal Stem Cells
Exposed to Oxidative Stress. Istanbul University Institute of Health Sciences, Histology
and Embryology Department. Istanbul, 2021

Mesenchymal stem cells (MSC) have increasingly been used both in preclinical
and clinical therapies. The development of new strategies to increase the survival of
transplanted MSCs is important for the therapeutic potential of stem cell-based
therapies. Myricetin is a flavonoid with antioxidant, anti-inflammatory and
antiapoptotic properties. We aimed to evaluate the effects of myricetin on the hydrogen
peroxide(H202) oxidative stress model in MSC culture, immunocytochemically and
electron microscopically.

In the study; 4 different groups were formed as control, H>O>, myricetin and
H>O>+myricetin. Cell culture viability levels of each group were evaluated with trypan
blue, immunocytochemical with caspase-3, TIM17, and TNF-o antibodies, and
ultrastructural level with electron microscopy.

The difference between the control group and the H2O2 group was significant in
terms of live and dead cell counts. A significant increase was observed between the
control group and the H»O, group in terms of the intensity of caspase-3
immunocytochemistry staining. TIM17 immunocytochemistry staining intensity was
significantly decreased between the control group and the H2O> group, while it
increased significantly in the myricetin and H2Ox+myricetin groups. In terms of TNF-a
immunocytochemistry staining intensity, the difference between the control group and
the H,O, group was significant.

As a result; considering the effects of myricetin against H>O: toxicity damage
applied to MSCs, an increase in viable cell count, decrease in caspase-3 and TNF-a
immunocytochemistry staining, increase in TIM17 immunocytochemistry staining and
decrease in degenerative and apoptotic cell morphology in electron microscopic
evaluation were observed. Myricetin can be seen as a supportive alternative treatment
option because it increases cell viability and proliferation thanks to its anti-apoptotic
and anti-inflammatory effects on MSCs.

Keywords: Mesenchymal stem cell, myricetin, oxidative stress, caspase-3,

TIM17, TNF-a



1. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal kok hiicrelerin(MKH), hem preklinik hem de klinik terapilerde
kullanimi gittikge artmaktadir. Nakledilen kok hiicrelerin 6liim oraninin yiiksek olmasi,
basarili klinik hiicre tedavileri igin sinirlayici bir faktordiir. Bu nedenle, nakledilen
mezenkimal kok hiicrelerin sagkalimi ve canliligini artirmaya yonelik yeni stratejilerin
gelistirilmesi, kok hiicre tabanli tedavilerin terapotik potansiyeli agisindan oldukca

Onemlidir.

Son yillarda kullanilan dogal bilesiklerden biri olan mirisetin antioksidan,
antiinflamatuvar ve antiapoptotik 6zellikleri olan flavonoidlerden biridir. Bu nedenle,
MKH  kiltiriinde  hidrojen = peroksit  oksidatif stres modeli iizerinde,
immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak mirisetinin etkilerini

degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1.HIDROJEN PEROKSIT

Reaktif oksijen tiirleri oksidatif stres olusturarak yaslanma, ateroskleroz ve
kanser gibi siireglerde rol oynarlar. Hidrojen peroksit(H202), siiperoksit, hidroksil
reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) ornekleridir. Hiicrede serbest radikal olustugunda
stiperoksit dismutaz enzimi araciligiyla H>O> agiga cikar. H>O» ise katalaz ve glutatyon
peroksidazla zararli olmayan iirlinlere doniisiir veya fenton reaksiyonu ile OH radikaline
doniisebilir[1].

Hiicrelerde oksidatif hasara yanit olarak inflamatuvar siire¢ baslar. Bunun
sonucunda hiicrede geri doniisiimlii olan veya geri doniisiimsiiz hasar meydana gelebilir.
Geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 hiicrenin 6liimii ile sonuclanir. Hiicre hasarinin
engellenmesi igin antioksidan savunma sistemi devreye girer. Insan viicudunda katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon, alfa lipoik asit gibi dogal antioksidanlar vardir[2]. Bir
de disaridan alinan ila¢ formunda, vitamin tiirevi veya bitkisel kaynakli antioksidanlar
bulunmaktadir|3].

H>0, deneysel ¢alismalarda oksidatif hasar olusturmak icin siklikla kullanilan
bir reaktif oksijen tlirevidir[4, 5]. MKH ile ilgili yapilan ¢alismalarda kok hiicrelerin
nakil esnasinda yasadig1 oksidatif hasari taklit amaciyla H>O; kullanilmaktadir[6, 7].

Mitokondri, hiicre i¢cinde en ¢ok bilinen ROS kaynagidir. Mitokondride tiretilen
siiperoksit, mitokondriyal matrikste ve zarlar arasi boslukta bulunan mitokondriyal
siiperoksit dismutazlar tarafindan H»O, olusturabilir. I¢ zar boslugunda disiilfid bag:

olusumunu kolaylastiran enzimler de yan iirlin olarak H>O» tiretir[8].

2.2.MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Kadin oositi ve erkek sperminden olusan zigot hiicresi tek basina bir canliyr
olusturabilecek kapasitededir ve bu hiicreler totipotent kok hiicreler adi verilir.
Doéllenmenin 5. Giinlinden sonra olusan hiicrelere pluripotent kok hiicreler ad1 verilir ve
mezoderm, endoderm, ektoderm adi verilen her 3 germ tabakasina farklilasabilirler.

Multipotent kok hiicreler ise ait olduklar1 germ tabakasindan (endoderm, ektoderm,



mezoderm) olusan hiicrelere faklilagabilirler. Kok hiicreler ¢ogalirken asimetrik ve
simetrik olarak iki sekilde boliinebilirler[9].

Fibroblast benzeri hiicrelerin varligi ilk defa 1867 yilinda Cohnheim tarafindan
gosterildi. Ilk kok hiicre kiiltiirleri 1960 yilinda Friedenstein tarafindan yapildi.
Mezenkimal kok hiicre teriminin literatiire girisi Caplan tarafindan 1980 yilinda yapildi.
Kok hiicreler in vitro kiiltlir sartlarinda kendi kendini yenileyebilen, ¢ogalabilen ve
farklilasabilen  hiicrelerdir. MKH kiiltiirde plastige yapisabilirler ve igsi
sekildedirler[10].

Uluslararas1 Kok Hiicre Arastirma Komitesi tarafindan MKH’lerin 6zellikleri
tammlanmustir: 1.1gsi sekilde kiiltiir kabma yapisabilirler, 2. MKH’lerde CD44, CD73,
CD90, CD105 yiizey antijenleri pozitif ve CD34, CD31, CD11b, CD14, CD45, CD79A,
HLA-DR yiizey antijenleri negatiftir[11].

MKH kondrosit, osteosit, adiposit, ndron benzeri hiicre ve myositlere
farklilasabilirler. In vitro cogalma kiiltiiriine eklenebilen farkli indiiksiyon maddeleri ve
medyumlarla istenilen yonde farklilasabilirler[ 12].

MKH’ler yag dokusu, kemik iligi, plasenta, endometrium, umblikal kord,
menstriiel kan, kas dokusu vb. dokulardan izole edilebilirler[13].

MKH’ler rejeneratif tip ve doku miihendisliginde kullanilmaktadir ve
immiinmodulatdr kapasiteleri vardir[14]. Son yillarda, inflamatuar bagirsak hastaliklari,
karaciger bozukluklar1 ve kalp hastaliklar1 dahil olmak iizere otoimmiin ve kronik
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde MKH'lerin olas1 klinik uygulamalarinda olumlu
gelismeler gosterildi[15]. MKH'ler, hem hayvan modellerinde hem de insan klinik
deneylerinde ¢esitli dejeneratif hastaliklarda hasarli dokular1 onarmak i¢in umut verici
sonuglar gostermistir. MKH'lerin bir hedef arama yetenegi vardir, yani yarali bolgelere
go¢ edebilirler ve yarali bolgelerin yerel bilesenlerine farklilasma kapasitesine ve doku
rejenerasyonuna yardimci olan kemokinleri, sitokinleri ve biiyiime faktorlerini
salgilama yetenegine sahiptirler. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler, kemik
iliginde bulunan hematopoietik olmayan kok hiicrelerdir ve ¢ok potansiyelli farklilagsma
potansiyeline sahiptir. Yaralanma sinyallerine yanit olarak, MKH’ler potansiyel olarak
niglerinden periferik dolasima gecebilir ve hedef dokulara ulagsmak i¢in damar

duvarlarindan gecebilirler[16].



2.3.MIRIiSETIN

Mirisetin(Myricetin), bitki kaynakli yaygin bir flavonoiddir ve nutrasotik degeri
ile taninmaktadir. Cesitli yiyecek ve iceceklerin temel bilesenlerinden biridir. Bilesik,
giiclii antioksidan, antikanser, antidiyabetik ve antienflamatuar aktiviteleri igeren genis
bir aktivite yelpazesi sergiler[17]. Merkezi sinir sistemi ile ilgili g¢esitli aktiviteler
sergiler ve ¢ok sayida calisma, bilesigin Parkinson ve Alzheimer hastalifi gibi
hastaliklara kars1 korunmada faydali olabilecegini One slirmiistiir. Mirisetinin sivi ve
kati yag iceren gidalarin raf Omriinii uzatmak i¢in bir koruyucu madde olarak
kullanilmasi, bilesigin lipidleri oksidasyona karsi koruma kabiliyetine baglanir. Mevcut
literatiiriin ayrintili bir arastirmasi, su anda bu 6énemli molekiil hakkinda kapsamli bir
inceleme bulunmadigini ortaya koymustur. Bu nedenle, mevcut g¢alisma mirisetinin
tarihgesi, sentezi, farmasdtik uygulamalart ve toksisite ¢aligmalarini igermektedir. Bu
rapor ayn1 zamanda ¢esitli biyolojik faaliyetlerin iligkilerini ve etki mekanizmalarin

vurgulamaktadir[18].

Bir fenolik bilesik olan mirisetin; meyvelerde, sebzelerde ve ¢esitli bitkilerden
tiretilen caylarda ve saraplarda ¢ok yaygindir. Mirisetin-3-O-(3"-asetil) -o-l-
arabinopyranoside, mirisetin-3-O- (4 "-asetil) -a-1- iceren hem serbest hem de glikosidik
bagli formlarda olusur. Mirisetin suda zayif bir sekilde ¢6ziiniir; ancak bazik sulu
ortamda ve dimetilformamid, dimetilasetamid, tetrahidrofuran ve aseton gibi bazi
organik solventlerde protonsuzlastirildiginda hizla ¢6ziiniir[ 19].

Mirisetin (Myricaceae), ilk olarak on sekizinci yiizyilin sonlarinda Myrica nagi
Thumb adi verilen bitkinin kabugundan izole edilmistir. Mirisetin, agik sar1 renkli
kristaller olarak Hindistan'da hasat edilmistir. Izolasyon, &ncelikle bilesigin boyama
0zelligine olan ilgiden kaynaklandi. Erime noktasin1 357°C olarak belirleyen ve ¢esitli
bromo, metil, etil ve potasyum analoglari hazirlayan Perkin'in bir ¢alismasinda iyi
karakterize edilmistir[20]. Bu rapor ayn1 zamanda bir mirisetin glikozit (mirisetin-3-O-
ramnoside) olan mirisitrin'i ilk kez tanimladi. Sonraki bir ¢alismada Perkin, mirisetinin
hidrolizden sonra bir florosiilinol ve gallik asit verdigini ve bunun kimyasal yapisini

dogrulamaya hizmet ettigini buldu[21].



Mirisetin yapisal olarak kuersetin, morin, kaempferol ve fisetin olarak bilinen
fenolik bilesiklerle iligkilidir. Mirisetin, kuersetin ile yapisal benzerligi nedeniyle
hidroksikuersetin olarak da adlandirilir. Mirisetinin nutrasdtikler ve antioksidan
Ozellikleri oldukca degerlidir. Bilimsel kanitlar, bilesigin antiinflamatuvar, analjezik,
antitiimor, hepatoprotektif ve antidiyabetik aktiviteler dahil olmak tizere g¢esitli

farmakolojik aktiviteler sergiledigini iddia etmektedir[22].

Mirisetin, bircok gidada 6nemli bir bilesendir ve antioksidan aktivitesi ve
lipidleri oksidatif hasara kars1 koruma yetenegi nedeniyle bir gida katki maddesi olarak
kullanilir. Mevcut literatiir, bilesigi harika nutrasotikler olarak tasvir etmektedir ve
molekiiliin kanser dahil yasami tehdit eden hastaliklara karsi koruma potansiyeline
sahip olduguna hi¢ sliphe yoktur. Mirisetin tek basina cesitli aktiviteler sergilemesine
ragmen, aktivitesi diger biyoaktif bilesiklerle kombinasyon halinde oldugunda katki
maddesi veya sinerjistik etkilesimler yoluyla ©Onemli Olgiide artabilir. Cesitli
arastirmacilar, bilesigin kozmetik preparatlarda kullanilabilecegini one siirerek cilt
yaglanmasina karsi koruyucu dogasimi kanitladilar. Ek olarak, in vivo modellerde
kalsiyuma bagli potasyum kanal akimini arttirarak ve dorsal kdk ganglionunun kiiciik
ndronlariin uyarilabilirligini inhibe ederek periferik analjezik etkisi, agr1 ve
inflamasyondaki roliinii desteklemektedir. Bu nedenle, ¢esitli in vivo ¢alismalardan elde
edilen sonuclara dayanarak, mirisetin yakin gelecekte bir anti-enflamatuar ve analjezik
ajan olarak gelistirilebilir[23]. Hakkinen ve arkadaslar1, mirisetinin yiiksek sicakliklarda
degisken oldugu ve belirli pH kosullarina duyarli oldugu icin bozunmaya yatkin
oldugunu bulmuslardir. Gida isleme ve depolamanin da mevcut konsantrasyonu
etkiledigi bilinmektedir. Bu faktorler, belirli formiilasyonlarda mirisetin kullanilmadan
once dikkate alinmalidir[24].

Mirisetin; bagirsak hiicrelerine bir derece toksisite bildirmesine ragmen,
bilesigin birgok in vivo modelde toksik olmadigi bulunmustur. Bu molekiil ayni
zamanda daha yiliksek konsantrasyonlarda pro-oksidan etki gdsterir . Bu bulgular,
mirisetin nutrasdtiklere ve kozmetik preparatlara dahil edilmeden once daha fazla
toksisite ¢alismasi yapilmasi gerektigini gostermektedir[25].

Inflamasomlar enflamatuvar bozukluklarin patogenezinde kritik ve dogustan
gelen bagisiklik tepkisinde kritik rol oynayan sitozolik multiprotein kompleksleridir.

Mirisetinin, bir inflamazom olan NLRP3’iin olusumunu inhibe ettigi gdsterilmistir.



Mirisetin meyvelerde, sebzelerde,caylarda ve saraplarda yaygin olarak bulunan bitki
kaynakli bir flavonoiddir. Bu bilesik antioksidan, anti-kanser, anti-diyabetik olmak
tizere cesitli farmokolojik 6zellikler sergiler. Mirisetinin ilk sinyal tarafindan aktive
edilen Niikleer Faktor kappa-B (NF-kB) yolunu baskilayarak iltihabi inhibe ettigi
bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada mirisetinin, ROS’a bagli yayginlagmasini azaltarak
ve ROS’dan bagimsiz  NLRP3’lin birakilmasini tesvik ederek NLRP3 inflamatuar
aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir[26]. Mirisetinin pankreas beta hiicresi islev
bozuklugunu onledigi gosterilmistir. Bu caligmada beta hiicre islev bozuklugunu
indiiklemek  i¢gin  SERCA  (Sarco/ ER  Ca2  + ATPas) inhibitori
olan tapsigargin kullanilmis ve mirisetinin pankreas beta hiicrelerine dogrudan etkileri

incelenmistir[27].

Mirisetinin fulminan hepatitten, ALT ve AST seviyelerini diisiirerek oksidatif stresi,
iltihab1 ve hepatik apopitozu hafifleterek korudugu gosterilmistir. Mirisetinin H>O» ile
tetiklenen hepatotoksisiteyi ve. ROS olusumunu o6nemli o6l¢iide azalttigini gdsteren
sonuglar elde edilmistir. Yaygin bitkilerde, sebzelerde, meyvelerde dagilmis dogal
olarak olusan bilesiklerin anti-oksidan ve anti-enflamatuar rollere sahip oldugu ve
potansiyel karaciger koruyucu ajanlar olduguna dair kanitlar vardir. Mirisetin, ROS
olusumunu dogrudan baskilayabilir ve ayrica antiapoptozis proteinlerini diizenleyerek
apoptozisi baskilayabilir[28].

Mirisetinin Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligt ve serebral iskemi
reperflizyondan sonra beyin 6demini azalttigi bircok ¢alismada gosterilmistir. Cesitli
ndrolojik hastaliklarda sinir hiicreleri iizerine koruyucu yonde etki gosterir. Mirisetin;
mekanizma olarak mitokondriyal hasar1 azaltir, ROS olusumunu azaltir, serbest radikal
olusumunu azaltir, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini
arttirir[27]. Salvadora Persica yapraklarindan elde edilen su bazli ekstraktlar ve
flavonoid bakimindan zengin fraksiyonlar, geleneksel Afrika ve Asya tibbinda sitma,
iltihaplanma ve bronsiyal astim gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dis fircas1 olarak da kullanilan Salvadora Persica’nin kokii
antiinflamatuvar ve antimikrobiyal aktivitelere sahiptir[29]. Carica Papaya genellikle
yapraklarinda, meyvelerinde = ve  tohumlarinda yiiksek  miktarda dogal anti-
oksidan igerdigi kesfedilen topikal bir bitki tiiriidiir. Kafeik asit, mirisetin, quercetin a-

tokoferol, papain, benzil izotiyosonat ve kaferol gibi  anti-oksidan 6zellikli  gesitli



kimyasal bilesikler igerir. Oksitatif stres hiicre ve doku hasarina neden olan dogal
bir fenomendir. Carika Papaya anti-oksidan 6zelligi ile oksitatif stresi azaltir. Bu bitki
Malezya, Brezilya, Giliney Amerika, Avustralya ve Endonezya gibi {ilkelerde
yetistirilmektedir. Over kanseri kadinlarda malign timdrlere bagli 6liimlerin 6nde gelen
sebeplerinden biridir. Yapilan bir ¢caligmada peritiimoral yoldan uygulanan gallik asit ve
mirisetinin antineoplastik aktiviteleri gdsterilmistir. Vaskiilarite azalmis ve neoplastik
stroma reaksiyonu ve apoptoz ile tiimor lezyonlar1 gelisimi {izerinde inhibitor etkiler
gosterdigi tespit edilmistir[30, 31].

Diyabetik nefropati (DN) diyabetli hastalarin  %30’unu etkileyen bir diyabet
komplikasyonudur. Birgok  ¢alismada  flavonoidlerin  DN’yi  hafifletebilecegi
gosterilmistir. Flavanoidlerin diyabetik nefropatide esas olarak oksidatif stres ve
inflamasyonu  diizenlemede rol oynadigt  gosterilmistir[32].  Flavonoidler
oksidatif stres enflamatuar yollar1  baskilayarak  diyabetik nefropatiyi hafifletir.
Geleneksel Cin ilaglarinda kullanilan flavanoidler, DN tedavisi i¢in dnemli avantajlar
gostermistir. Hiperglisemide asir1 ROS birikir ve hiicre i¢i kalsiyum artar. Buna baglh
birkag¢ apoptotik enzim ve inflamatuar aracilar aktive olur ve glomeriiler apoptotik hasar
indiiklenir. Flavanoid grubunda bulunan kuersetin glikozilasyonu ve metilasyonu,
diyabetik sicanlarda lipid peroksidasyonunu azaltarak ve siiperoksit dismutaz ile katalaz
aktivitesini arttirarak oksidatif stresi onemli Slgiide azaltir. Kuersetin etkisini niikleer
faktor beta sinyal yolu tarafindan etki ettigi anlasilmistir. Cayda, turpgillerde ve gesitli
meyvelerde yaygin olarak bulunan ve aktif bir flavanoid bilesik olan kaempferol hiicre
dis1 matriks birikimini bloke ederek antiinflamatuvar, antioksitatif etkiler gosterdigi
kanitlanmistir. RhoA/Rho kinazin aracilik ettigi inflamatuvar sinyali inhibe ederek
DN’yi azaltabilecegi gosterilmistir. Calismalar mirisetinin antikanser, anti-enflamatuar,
anti-oksidan ve antiviral etkiler dahil olmak {izere cok g¢esitli farmakolojik etkileri
gosterilmistir. Mirisetinin hiperglisemi ve hiperlipideminin azaltilmasinda énemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Streptozosinin ile indiiklenen DN’li farelerin kan sekeri
seviyesini diisiiriir ve bobrek dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesini iyilestirir, bu
da mirisetinin DN tedavisi i¢in potansiyel bir ajan oldugunu gdsterir. [33]. Mirisetin
elma portakal ¢ilek ve  sebzelerde bulunur. Antioksidan, anti-tiimdr,  anti-
anflamatuar, noro protektif ve antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.
Mirisetinin  hiperglisemiyi inhibe ettigi ve serum lipid diizeylerini diisiirdiigi

gozlenmistir[34].



Mirisetinin konsantrasyon ve zamana bagli bir sekilde hepatoseliiler karsinom
hiicrelerinin canliliginmi azalttigi ve bu hiicrelerin gogiinii ve invazyonunu inhibe ettigi
belirtilmistir. Antitrombotik, antioksidan, antitiimor, kan sekerini diisiirme karaciger ve
bobregi koruma, antienflamatuar etki dahil olmak iizere genis bir farmakolojik aktivite
yelpazesine sahip oldugu bildirilmistir[27].

Idiyopatik pulmoner fibroz miyofibroplast proliferasyonu ve hiicre dist matriks
birikimi ile karakterize yliksek mortalite ve smirli tedavi ile ilerleyici fibrozan bir
akciger hastaligidir. Mirisetin 1s1 soku proteinini (HSP90) hedefleyerek TGF-
B1(Transforming Growth Factor Beta) ile indiiklenen akciger fibroblast aktivasyonunu
engeller ve aktif TGF-B1’in asir1 ekspresyonu siirekli pulmoner fibroz ile sonuglanir.
TGFB1’in inhibe edilmesi pulmoner fibrozu iyilestirir[35],[36]. Serin treonin kinaz (CK
2) tiim kanserlerde asir1 eksprese edilir. Dogal flavonoidlerden olan apigeninin CK2’yi
inhibe ettigi uzun zamandir bilinmektedir. Apigenin, luteolin, kaempferol, kuersetin ve
mirisetin CK2’yi inhibe edebilir. Bir¢ok c¢alismada kanser tedavisi i¢in CK2
inhibitorleri olarak flavonlarin kullanilabilecegi gosterilmistir. Bir¢cok c¢alisma CK2
inhibisyonunun ~ Wnt-Beta-Katenin  sinyallesmesini  azalttigit =~ gosterilmistir[37].
Gelismis glikasyon son iirtinleri diyabetik retinopati gelisiminde rol
oynamaktadir. Diyabetik retinopatide meydana gelen perisit gocti dikkat cekicidir ve

mirisetinin, perisit go¢iinii 6nemli Sl¢iide bastirdigr gosterilmistir[38].

2.4.KASPAZ-3

Apoptoz, inflamatuar bir yanit ortaya g¢ikarmadan hiicresel pargalanmaya yol agan
programlanmig hiicre OSliimiinlin aktif bir seklidir. Kaspazlar, apoptozun karmasik
biyolojik siirecini diizenleyen bir sistein proteaz ailesidir. Kaspazlar, inaktif zimojenler
olarak ifade edilir; ancak aktivasyonda kaspaz-2 ve -9 (igsel yol) ve kaspaz-8 ve -10
(digsal yol) yoluyla baslatict kaspazlardir. Hiicrede kaspaz-3 ve -7 yoluyla oliim
uyaranlarini ¢ogaltir ve hiicrenin parcalanmasina yol agar[39]. Kaspaz-3 ve -7'nin her
ikisi de uygulayici kaspaz olmasina ragmen, apoptoz sirasinda ana yiirlitiicii kaspaz
olarak kabul edilen kaspaz-3 ile farkli substrat tercihleri vardir. Geleneksel olarak
kaspaz-3'tin aktivasyonu hiicre 6liimiiniin habercisi olmustur.

Kaspaz-3'in aktivasyonu, plazma membraninin sismesine, kromatin yogunlasmasina,

DNA boliinmesine ve plazma zarinin hiicre dis1 tarafinda fosfatidilserinin agiga



cikmasina neden olur. Boylece apoptotik hiicrelerin morfolojik ve biyokimyasal

ozellikleri aciga ¢ikar[40].

2.5.TNF ALFA

Timor nekroz faktér-o (TNF-o, kasektin olarak da bilinir), inflamasyon, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptoz sirasinda bagisiklik sisteminde onemli rol
oynayan giiclii bir proinflamatuar sitokindir. Ilk olarak 1975 yilinda Carwell ve
arkadaglar1 tarafindan bagisiklik sisteminin uyarilmasindan sonra Onemli sitotoksik
aktivite goOsteren ve dolayisiyla tiimor nekrozuna neden olan bir sitokin olarak
tanimlandi. 1984 yilinda TNF-a geni klonlandiginda, lenfotoksin-a ile bir yap1
homolojisi bulundu ve TNF-a, TNF ligand siiper ailesi olarak bilinen sitokinler grubuna
dahil edildi[41]. Uyeleri, hem zara bagli hem de salgilanmis formlarda ifade edilebilen
tip II transmembran proteinlerdir. TNF-a i¢in reseptorler, iiyeleri karakteristik bir hiicre
i¢ci segmente, bir transmembran alanina ve bir hiicre dis1 ligand baglama alanina sahip
olan TNF reseptorii sliper ailesinin pargasidir. TNF-a biiylik oranda maktofajlar ve T
hiicrelerinde tiretilmesinin yani sira notrofiller, B hiicreleri, mast hiicreleri, endotelyal
hiicreler, NK hiicreleri, diiz kas hiicreleri, kardiyomiyositler, osteoklastlar, osteoblastlar,
fibroblastlar, astrositler, dendritik hiicreler, keratinositler, adipositler ve adrenokortikal
hiicreler tarafindan iiretilebilir[42]. Timor nekroz faktorii, apoptozun yani sira
inflamasyon ve bagisikligin ana aracisidir ve sepsis, diyabet, kanser, osteoporoz, multipl
skleroz, romatoid artrit ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 olmak iizere genis bir
hastalik yelpazesinin patogenezinde rol oynar. TNF'nin TNF reseptorii-1 (TNF-R1) ile

etkilesimi, birkag sinyal iletim yolunu aktive eder[43].

2.6.TIM17

Mitokondri hiicresel ATP'nin %80'ini iiretmeye ek olarak, kalsiyum homeostazinda,
dogustan gelen bagisiklikta, reaktif oksijen tiirlerinin diizenlenmesinde, kritik metabolik
yollarda ve apoptozda rol oynar. Klasik mitokondri, iki zarla cevrili iki bolmeye
sahiptir. En distaki zar, metabolitler ve iyonlar gibi kiiclik molekiillerin ge¢gmesine izin
veren voltaja bagl anyon kanallar1 tarafindan olusturulan ¢oklu gozenekleri kullanan
mitokondriyal dis zardir. Ikinci zar, en igteki matriks bolmesini cevreleyen ve

kristalardan olusan mitokondriyal i¢ zardir[44]. Mitokondrial i¢ zar, iyonlara kars1 bile



gecirimsizdir, ancak birgok membran integral tasiyicisi ve birincil olarak hiicresel enerji
tiretiminden sorumlu enzimlerle kaplanmistir. Zarlar arasi1 bosluk, mitokondrial dis zar
ve 1¢ zarin birbirine yakin oldugu temas boélgelerinin yakinlar1 disinda, iki zar
birbirinden ayirir. Mitokondri, proteinleri organelin dogru alt boliimiine ulastirmak igin
birka¢ molekiiler yol kullanir. I¢ mitokondriyal bélmelerden birine ydnlendirilen tiim
niikleusta kodlanmis proteinler, mitokondri dis zar translokazi (TOM)40 kanal1 yoluyla
zarlar arasi bosluga girer ve daha sonra nihai hedeflerine ulagsmak i¢in 6zel bir yola
sapar. Proteinler, TOM40 kanalindan mitokondriyal matrikse veya i¢ mitokondriyal
membrana sirastyla i¢ zar ¢oklu alt birim translokazlar1 TIM23 ve TIM22 yoluyla
tasinir. Iki mitokondri i¢ zar translokazi (TIM)17 ailesi proteini, TIM23 ve TIM17,
TIM23 kompleksinin kanalin1 olustururken, TIM22 kanali sadece TIM22 proteini
tarafindan olusturulur[45].

Mitokondri, hiicrelerin metabolik ve enerji liretim merkezleridir. Piirinler,
pirimidinler, keton cisimleri, seks hormonlar1 ve demir-kiikiirt kiimeleri liretmenin yani
sira kalsiyum dengesini korumak i¢in gerekli olan kritik yollar1 barindirir. Sonug olarak,
mitokondrinin fizyolojik islevi, 1000'den fazla farkli proteinin iiretilmesini ve
katlanmasin1 gerektirir, TIM, hiicrede protein katlanmasi i¢in en ¢ok talep edilen
yerlerden biridir; hiicre disindan gelen proteinlerin Import lizerine hemen katlanmasi
gerekir ve solunum kompleksleri durumunda, tamamen ayri bir proteinden firetilen
proteinlerin alt kiimesiyle bir araya gelmesi gerekir[46]. Mitokondride dogru
biyogenez, bu organel i¢indeki ¢oklu protein komplekslerini birlestiren bilesenlerin
dengeli oranda {iretilmesine baghdir. Mitokondriyal hasar ve islev kaybi, yaslanma,
ndrodejenerasyon ve miyopatilerin ayirt edici 6zellikleridir. Mitokondri, bugiine kadar
tam olarak anlasilmayan kendi farkli protein kalite kontrol sistemlerine
sahiptir.Genomdan iiretilen proteinler vazgegilmez hiicresel enerji iiretimidir ve bu
nedenle mitokondriyal protein sentezi yasam i¢in gereklidir ve bu siirecteki kusurlar
etkili tedavileri olan yikici hastaliklara yol actig1 gibi kanser, diyabet ve ndropatiye de
neden olur. Mitokondriye protein alimi, mitokondriyal biyogenez sirasindaki kilit
siireclerden biridir ve niikleus kodlu/sitosol sentezlenmis mitokondriyal proteinlerin
taninmasi ve organele iletilmesi i¢in gerekli bir dizi olay1 igerir[47].

Mitokondriyal hedefleme sinyalleri, matrikse aktarildiktan sonra boliinen 6n
diziler olarak adlandirilan N-terminalinde yer alan sinyallerdir. Bu 6n diziler 15 ila 50

amino asitlik bir uzunluga sahiptir ve bir tarafi pozitif yiiklii kalintilardan ve diger tarafi



hidrofobik kalintilardan zengin olan bir amfipatik o sarmal olusturur. Dig membran zar
reseptorleri, hedefleme sinyallerini tanir ve mitokondriye hedeflenen proteinin ilk
asamalarina yardimci olur. Cogu mitokondriyal oncii protein, dis membranin
Translokazini (TOM kompleksi) kullanarak organele girer. On dizileri barmdiran
preproteinler i¢cin merkezi bir reseptor olan TOM22; ve kompleksin stabilizasyonu ve
hiicre dongiisiiniin fazina bagl olarak biyogenezinin kontrol edilmesi i¢in énemli olan
kiigiik TOMS, TOM6 ve TOM7 alt birimleri ile iligkiliditr. Yiiksek ¢oziintirliiklii
goriintiileme, kiiltiirlenmis insan hiicrelerinde mitokondriyal protein sentezinin
boliimlere ayrilmasini ortaya koyar[48]. Insan mitokondrisi, mitokondriyal matrikste
ifade edilen kendi genomu olan mitokondriyal DNA'y1 igerir. Bu genom, oksidatif
fosforilasyonu (OXPHOS) birlestiren ¢oklu alt birim komplekslerinin bilesenleri olan
13 hayati polipeptidi kodlar. Bu kompleksleri barindiran i¢ mitokondriyal zar, dis zara
paralel uzanan i¢ sinir zarini, krista zarlarini olusturan kivrimlar1 ve ikisini ayiran krista
baglantilarim1 igerir. OXPHOS komplekslerinin ¢esitli tiirlerde bulundugu bu kristal
zarlarda gosterilmistir. Transkripsiyon, mRNA isleme, olgunlagsma ve mitoribozom
montaj silirecinin en azindan bir kismi niikleoidde ve uzamsal olarak yan yana
yerlestirilmis mitokondriyal RNA graniillerinde meydana gelir[49].

Huntington hastaliginda (HD) nedensel protein olan mutant Huntingtin (mHTT),
mitokondriyal i¢ zar 23 (TIM23) kompleksinin translokaziyla birlesir ve ilk olarak
presemptomatik HD farelerde saptanan sinaptik mitokondriyal protein aliminin
inhibisyonu ile sonuglanir[50]. mHTT eksprese eden hiicre hatlarinda, zara baglh
TIM23 ile aktarilan proteinler daha diisiik intramitokondriyal seviyelere sahipken, dis
zara entegre edilmis TIM22 yolu proteinleri {izerinden aktarilan i¢ zar ¢ok agiklikli
proteinler genellikle degismeden kalir. Ozetle, mitokondride, mHTT'nin TIM23'e
yiiksek afinite ile baglandigin1t ve mHTT eksprese eden hiicrelerden ve HD hastalarinin
beyin dokularindan mitokondrinin, niikleusta kodlanmis proteinlerin alim seviyelerinin
azaldigini, mitokondride, membranlar aras1 boslukta yer alir. Mitokondriyal protein
aligveris mekanizmasi biyolojik Onemini gosterir; norodejeneratif hastaliklarla genis
Olcilide alakal1 bir mekanizmadir.Mitokondrial stres mitokondriyal sitokrom c salinimi,
kaspaz aktivasyonu , kalsiyum diizensizligi, enerjetik fonksiyonda azalma ve bozulmus
mitokondriyal dinamikler, TIM23 kompleksinin translokazina baglanir ve mitokondriye
ornitin transkarbamilaz (OTC) alimin1 engeller. Sinaptik mitokondri hiicresel strese

kars1 asir1 hassastir [51].



Matriks i¢in hedeflenen niikleusta kodlanan mitokondriyal proteinlerin iki zar
boyunca taginmasi gerekir. TOM ve TIM23 kompleksleri, oncii proteinlerin N-terminal
hedefleme sinyalleriyle matrikse taginmasini kolaylastirir. Tasima sirasinda, onciiler,
TOM kompleksinden gecis i¢in i¢ zardaki TIM23 kompleksi tarafindan taninir. TOM
kompleksi (dis mitokondriyal membranin translokasyonu), mitokondriyal proteinler igin
genel giris kapis1 gorevi goriir[52]. I¢ zar translokasyonu i¢in, ncii proteinlerin dis zar
TOM kompleksinden i¢ zardaki TIM23 komplekslerine aktarilmasi gerekir. Haberci
translokasyonu bir kez elde edildiginde, bir TOM-TIM23-kapsayan Onciiniin gegici bir
translokasyon ara maddesi olusturulur ve bu, iki membran boyunca translokasyon
islemlerinin senkronize bir sekilde gergeklestigini gosterir. Buna gore, Onciiniin
TOM'dan TIM23 kompleksine devri i¢in, her iki kompleksin de birbirine yakin olmasi
gerekir.[53]

Mitokondriyal proteinlerin %60'ndan fazlas1 matriks bolmesine hedeflenir ve
bilesenleri yiiksek oranda korunan bir i¢ zara bagli ¢ok alt birimli makine olan
presekans translokaz (TIM23 kompleksi) yoluyla yer degistirit[54]. On dizi translokaz,
esas olarak TIM23 proteini ile birlikte translokasyon gozenek biitiinliiglinii koruyan
merkezi kanal olusturan bilesenlerden olusurken, TIM50 ve TIM21 gibi zarlar arasi
biiyiikk bir bosluga maruz kalan alana sahip tek zar Otesi sarmal, TOM kompleksini
translokaziyla etkilesim yoluyla ©on proteinlerin 6nceden simiflandirilmasimna ve
yonlendirilmis kanallanmasina yardimci olur. Kanal olusturan bilesenlerin yani sira,
TIM23 kompleksi, islevleri matriks bolmesi i¢in hedeflenen proteinlerin translokasyonu
icin gerekli olan c¢evresel olarak iligkili bir bolge devreye girer. Bu ek temel olmayan
bilesenler TIM23 kompleksinin organizasyonunda ve aliminda yer alir. Filogenetik

olarak TIM23, politopik bir membran proteinidir[53].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU
3.2. HUCRELERIN PROLIFERASYONU

Calismada Avrupa Tip Kiiltiirii Koleksiyonu (ATCC), kaynakli olan, normal
umblikal kord kokenli mezenkimal kok hiicre hattt (PCS500010) kullanildi. Hiicreler
%10 ’luk fetal sigir serumu (FCS), 0.2 uM glutamin, 100 pg/ml streptomisin, 100 [U/ml
penisilin iceren DMEM-F12 medyumu ile (Dulbecco 'nun modifiye edilmis Eagle
medyumu ve besleyici F12 ham medyumu) %5 CO2 ve % 95 hava igeren, 37 °C ‘lik
inkiibatorde 25 ve 75 cm? ’lik flasklarda iiretildi.

Hiicreler flasklarin yaklasik % 70-80 ’ini kapladiklarinda pasajlandi. Medyum
uzaklastirildiktan sonra flaskta kalan hiicreler fosfat tamponu ile yikandi. Flaska yapisan
hiicreler, % 2 ’lik tripsin ile flask yiizeyinden kaldirildi1 ve iizerine tripsin miktar1 kadar
medyum ilave edildi. Hiicreler pipetaj araciligiyla toplandi ve santrifiij tlipline aktarildi.
Hiicreler 1500 rpm ’de bes dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan atild1 ve 2 ml
medyum ilave edilip pipetaj yapildi. Hiicreler medyum iceren flasklara ekilerek inkiibe
edildiler.

Calismamizda hiicre sayiyisini hesaplayabilmek i¢cin Neubauer lam1 kullanildi.
Hiicreler tamponla yikandi ve % 2 ‘lik tripsin konuldu. Hiicreler inkiibatérde kontrol
edilerek bekletildi ve zeminden ayrildiginda medyum ilave edildi. Hiicreler pipetaj
yapilarak tiip icerisine alind1 ve santrifiij edildiler. Daha sonra tripsinli medyum atilarak
hiicre miktarina goére medyum ilave edildi. Hiicre siispansiyonu Neubauer lamina alind
ve dort kare sayilarak ortalamasi, sulandirma katsayisiyla carpilarak toplam hiicre sayisi

hesaplandi (Toplam hiicre sayis1 / ml = saymm ortalamasi x 10* x medyum miktarr).

3.3. HIDROJEN PEROKSIT ve MIRIiSETIN DOZ BELIiRLENMESI

Calismada kullanilacak uygun dozlarin belirlenebilmesi icin yiiksek, diisiik ve orta
konsantrasyonlar uygulanarak ©on deneyler yapildi. Uygun konsantrasyonlar ve

uygulama saatleri ayarlandi. Calismada, Hidrojen peroksit (H202) 5, 10 ve 50 pl ‘lik



konsantrasyonlari, kullanildi. Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kablarinda 37 °C'de inkiibe
edildi. Yaklasik % 70-80 oraninda kiiltiir yiizeyini kaplayan hiicreler, farkli hiicre
hatlariyla yapilan 6nceki ¢alismalara gore belirlenen 5 uM (diisiik) 50 uM (50-100 orta
doz), 500 uM (hiicre oliimii goriilmeye baglar) ve 1000 uM (yiiksek doz 200-400 —
oldiiriicii doz) dozlar1 referans alinarak 500, 1000 ve 5000 uM H>O> [55-60] (% 30
(wW/v) c¢ozelti, iirlin numarasi /GBF No.:1.07209, Merch, Almanya) iceren ve/veya
icermeyen medyumda 37°C'de 24 saat inkiibe edildiler. Tiim gruplar sayim i¢in PBS ile
yikandi, tripan mavisiyle boyandi ve sayildi. Daha sonra lameller immiinohistokimya
boyamalart i¢in fikse edildi.

Toz halinde bulunan mirisetin (TCI-M2131, Tokyo chemical industry), dimetil siilfoksit
(DMSO) i¢inde ¢oziildii. Stok soliisyonlar hazirlanarak filtre edildi. Hazirlanan stok
soliisyonlar1 DMEM/F12 medyumu ile diliie edilerek hiicrelere uygulanacak
konsantrasyonlar hazirlandi. Mirisetin dozlar1 farkli hiicre hatlariyla yapilan onceki
caligmalara gore belirlenen 1 pM, 5 uM ve 25 uM olacak sekilde ¢oziindiiriilerek 24
saat uygulandi [61-67]. Hiicreler tripan mavisi boyasiyla boyandi, sayildi1 ve canli hiicre
oranlar1 saptandi. Lameller metanol ile 5 dk fikse edildiler. HoO> ve Mirisetin dozlar1
olarak sirastyla 500 pM ve 5 uM olarak belirlendikten sonra 24 saat deney gruplarina
uygulandilar. Gruplar; kontrol, H>O> grubu, Mirisetin grubu, MirisetintH202 grubu

olarak belirlendi.

3.4. HIDROJEN PEROKSIT ve MIRISETIN UYGULANMASI

Hiicreler, yaklasik % 70-80 yogunluga ulastiginda, % 2’ lik tripsinle kaldirildi
ve 1:1 oraninda medyum ilave edilerek, santrifiij tiipiine alindi. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant atildi, pellet {izerine medyum eklenerek siispansiyon haline getirildi
ve sayim islemi yapildi. Hiicreler kuyucuklu (well plate) kiiltiir kaplarina alindi ve her
bir grup i¢in iicer kuyucuga DMEM-F12 medyum konuldu. Herbir kuyucuga yaklasik
sayist 10° olan mezenkimal hiicre ekildi ve 24 saat sonra medyum uzaklastirildi.
Gruplara H20O; ve mirisetin iceren medyum karigimlar1 uygulandi ve hiicreler 37 C © ’de
% 5 CO: igeren inkiibatorde 24 saat bekletildi. Deneyler her grup icin iicer kez
tekrarlandi. Daha sonra 9%0,1’lik tripan mavisi ile esit miktarda hiicre icerigi

karistirilarak sayildi ve canli hiicre oranlar1 belirlendi.



3.5. IMMUNOSITOKIMYASAL BOYAMALAR

Hiicreler, yaklasik % 70-80 yogunluga ulastiginda, % 2 ‘lik tripsinle kaldirilds,
1:1 oraninda medyum ilave edildi ve santriifiij tiipline alindi. Santriifiijj ve sayimm
islemlerinden sonra, yuvarlak lamellere esit miktarda olacak sekilde ekildi ve medyum
ilave edilerek inkiibatorde 24 saat bekletildi. Daha sonra gruplara H>O: ve mirisetin
iceren medyum karigimlart uygulandi ve hiicreler 37 C° ’de % 5 CO: igeren
inkiibatorde 24 saat bekletildi. Siire sonunda medyumlar uzaklastirildi, hiicreler PBS ile
yikandi. Lameller metanol ile 5 dk tespit edildi ve boyama islemine kadar dolapta +4
C° ’de bekletildi.

3.5.1. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMALAR

Tespit edilmis yuvarlak lameller immiinhistokimyasal boyamalar icin isleme alindi.
Lameller once distile su ile 3 kez 2 dk ardindan PBS ile 3 kez 5 dk yikandi. Endojen
peroksidazi bloklamak i¢in hidrojen peroksitte (H20-) bekletildi (5 dk). Daha sonra PBS
ile yikand1 3 kez 5 dk ve 6zgiil olmayan antikor baglanmalarint engellemek i¢in 5
dakika blok serumda bekletildi. Immiinhistokimyasal boyamalar icin TIM17 (Santa
cruz, sc-271152, 1:100 dilusyon), TNF —a (Biorbyt Ltd, orb371962, 1:50 dilusyon) ve
kaspaz-3 (sc-56053, 1:100 dilusyon) primer antikorlari, HRP/AEC (ABC) IHC Kiti ve
3-amino-9-etilkarbazol (AEC) kromojeni kullanildu.

Lamellere 1/50 oraninda diliie edilmis olan primer antikorlar uygulandi ve bir
gece +4 °C ‘de buzdolabinda bekletildi ve daha sonra 2 kez 2’ser dakika PBS’den
gecirildi. Lamellere 10 dakika biyotinli anti-polivalent uygulandi ve 4 kez 2’ser dakika
PBS ’den gegirildi. Lameller 10 dakika streptavidin peroksidaz ‘da bekletilerek 4 kez
2’ser dakika PBS ile yikandi. Lameller AEC kromojeniyle boyanarak distile su ile
yikandi. Zit boyama Mayer‘s hematoksileni ve/veya metilen yesili ile yapildi, ardindan
cesme suyu ile yikandi ve su bazli bir kapatict ile kapatildi. Boyanan ornekler 1s1k

mikroskobunda incelendi ve fotograflari ¢ekildi.

3.5.2. GORUNTU ANALIZI
Immiinositokimyasal olarak boyanan ve lam {izerine alman yuvarlak lameller

bir DP72 Olympus kamera sistemli bir Olympus BX61 mikroskop ile X 40 objektif



kullanilarak fotografland1 ve goriintii kayitlar1 TIFF (Tagged Image File Format;
Gorilintii Dosyas1 Formati) olarak saklandi. Analiz edilen alandaki pozitif piksel oranini
Olcmek i¢in image J analiz programi ile goriintii analizi yapildi.

Image J analiz programinda 8-bit ’lik boyanmis kesitlere renk dekonvoliisyon
islemi uygulandi. Renk dekonvoliisyon islemi sonrasinda elde edilen algoritmalar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Her grupta yer alan boyamalardan (n=5) x 40
bliylitmede elde edilen 3 ayr1 goriintiiye renk dekonvoliisyon islemi uygulandi [68-70].
Renk dekonvoliisyon islemi sonrasinda elde edilen algoritmalar istatistiksel olarak

degerlendirildi.

3.6. ELEKTRON MiKROSKOP YONTEMLERI

Her deney grubundan elde edilen hiicrelerin ince yap1 0&zelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in elektron mikroskobik inceleme yapildi. Elektron mikroskobu i¢in
hiicrelerin medyumu atildi, fosfat tamponu ile yikandiktan sonra tripsinle toplanarak
santrifiij edildi. Pellet halindeki hiicreler % 2,5 ’lik gluteraldehit soliisyonunda + 4 °C
’de 30 dakika tutularak tespit edildi. Hiicreler fosfat tamponunda +4 °C ’de 10 dakika
yikama yapilarak % 1 ’lik osmik asit icinde +4 °C ’de 1 saat bekletildi. Hiicreler fosfat
tamponunda +4 °C ’de 10 dakika yikandi. Kontraslama i¢in hiicreler % 1 ’lik uranil
asetat ‘da +4 °C ’de 30 dakika bekletildi ve fosfat tamponunda +4 °C ’de 10 dakika
yikandi. Hiicreler % 30 ’luk ve % 50 ’lik alkol i¢inde 10 dakika bekletildi. Daha sonra
hiicreleri bir arada tutabilmek i¢in yumurta aki kullanildi ve hiicreler santrifiij edildi.
Hiicreler, % 70 alkolde +4 °C ’de bir gece bekletildi. Ertesi giin oda sicakliginda 10
dakika sirasiyla, % 90, % 100 alkol serilerinden gecirilerek 2 kez 10 dakika propilen
oksitte bekletildi. Hiicreler sirayla 1:1, 1:3 oraninda propilen oksit epon karigiminda ve
saf eponda oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Daha sonra hiicreler, epon igeren
kapstillere gomiilerek etiivde 60°C ’de 18 saat bekletildi. Polimerize olan epon
bloklardan Leica EM UC7 ultramikrotomda, elmas bigak ile yaklasik 60 nm kalinlikta
alinan kesitler bakir gridler iizerine alindi. Gride alinan kesitler, uranil asetat ve kursun
nitrat ile kontrastlanarak Jeol JEM 1011 transmisyon elektron mikroskobunda
incelenendi. Mega View III dijital kamera ve Soft Imaging System AnalySIS programi

ile goriintiilendi.



3.7. ISTATIKSEL ANALIZLER

Istatistik analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programi
kullanildi. Sonuglar, tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve post- hoc TUKEY
testleri kullanilarak degerlendirildi. Istatistik analizler icin giiven araligi p <0.05 anlamli

olarak kabul edildi.

3.8. MALZEME VE CIHAZ LiSTESI

3.8.1.Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Ketalar (Pfizer), Rompun (Bayer), Etil Alkol (Merck,1.00983.2500), Toluol
(Sigma,32249), Mikrotom Bigagi (Feather A35), Metanol (Merck), Pozitif yiikli lam
(Laborant), Anti TIM17 monoklonal primer antikorlar1 (Santa Cruz sc-271152) Anti
TNF-o monoklonal primer antikorlar1 ( Biorbyt Ltd,orb371962) ve Anti Kaspaz 3
monoklonal primer antikorlar1 (sc-56053), Ultra V Blok (Thermo,TA-125-UB),
Biotinylated Goat Anti Polyvalent Sekonder Antikor (Thermo,TP-125-BN),
Streptavidin Peroksidase (Thermo, TS-125-HR), AEC Substrate (Thermo,TA-125-
HAS), AEC Chromogen (TA-007-HAC), Aqua Mount (Thermo,TA-125-AM),
Glutaraldehit (Merck,104239), Osmium tetroksit (ESM), Epoxy Embedding Medium
Kit (Sigma,45359-1EA-F), Bakir Grid (EMS G100-Cu), Jelatin Kapsiil (Size 3) (EMS
70104).

3.8.2.Cihazlar

Doku takip cihaz1 (Leica TP1020) Mikrotom (Leica RM 2255),Ultramikrotom (EM
UC7), Gegirimli Elektron Mikroskobu (JEOL-JEM 1011), Isik Mikroskobu (Olympus
BX40).



4.BULGULAR

4.1. CANLI VE OLU HUCRE SAYIMLARI

Kontrol, H2O2, mirisetin ve H2O>+mirisetin gruplarinin tripan mavisi boyamasiyla canli
ve Oli hiicre sayimlar istatistiksel olarak analiz edildi. Gruplar arasinda canli hiicre
sayilar1 bakimimndan H»O; grubu ile kontrol, mirisetin ve H»O,+mirisetin gruplari
arasindaki fark anlamliydi. Gruplar arasinda canli hiicre sayilar1 bakimindan kontrol
grubu ile mirisetin ve H2O»+ mirisetin gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmada.
Gruplar arasinda 6li hiicre sayilart bakimindan H>O; grubu ile kontrol, mirisetin ve
H>O>+mirisetin gruplart arasindaki fark anlamliydi. Gruplar arasinda 6lii hiicre sayilari
bakimindan kontrol grubu ile mirisetin ve HoO»+ mirisetin gruplari arasinda anlamli bir

fark bulunmadi. (Sekil 4.1.1).

m CanliHicre Sayisi Ortalamasi B Glii Hiicre Sayisi Ortalamasi B StandartSapma

Sekil 4.1.1. Kontrol, H>O,, mirisetin, HoO>+mirisetin gruplarinin canli ve 6lii hiicre
sayimlarini1 gosteren grafik.



4.2 IMMUNOSITOKIMYA BOYAMALARI
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Kontrol Grubu H202 Grubu Mirisetin Grubu — H202+Mirisetin Grubu

Sekil 4.2.1. Kontrol grubu, mirisetin, HoO>+mirisetin ve H>O; gruplarinin image J
analiz programi kullanilarak, kaspaz-3 antikoru immiinositokimyasal boyanma
siddetini gosteren grafik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik
gosteren gruplar *** igareti ile belirtilmistir (p< 0,001).
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Sekil 4.2.2. Kontrol grubu, mirisetin, HoO>+mirisetin ve H>O; gruplarinin image J
analiz programi kullanilarak, TIM17 antikoru immiinositokimyasal boyanma
siddetini gosteren grafik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik
gosteren gruplar *** igareti ile belirtilmistir (p< 0,001).
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Sekil 4.2.3. Kontrol grubu, mirisetin, HyOy+mirisetin ve H>O» gruplarinin image J
analiz programi kullanilarak, TNF-a antikoru immiinositokimyasal boyanma
siddetini gosteren grafik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik
gosteren gruplar *** igareti ile belirtilmistir (p< 0,001).



4.3. KASPAZ-3 ANTIKORU IMMUNOSITOKIMYA BOYAMALARI
Goriintli analiz programi ile kaspaz-3, TIM17 ve TNF-a antikorlarinin boyanma
siddetlerine bakildi. Kontrol grubu ile mirisetin ve H>O>+mirisetin gruplarinin kaspaz 3
antikoru boyanma siddeti bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (p= 0,0564 ve
p=0,098, Sekil 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3 ve 3.10.4). Kontrol grubu ile H>O; gruplarinin
kaspaz 3 antikoru boyanma siddeti bakimindan aralarindaki fark ise anlamliydi (sekil

3.9.1 p<.0001).

50 um

Sekil 4.3.1. Kontrol grubunun kaspaz-3 antikoru immiinositokimya boyamasini
gosteren 151k mikroskobu fotografi.



Sekil 4.3.2. H O, grubunun kaspaz-3 antikoru immiinositokimya boyamasini gdsteren

151k mikroskobu fotografi.



Sekil 4.3.3. Mirisetin grubunun kaspaz-3 immiinositokimya boyamasin1 gosteren 151k
mikroskobu fotografi.



Sekil 4.3.4. H;Oo+mirisetin grubunun kaspaz-3 ~ immiinositokimya boyamasinin
ayrintisini gosteren 151k mikroskobu fotografi.

4.4. TIM17 ANTIKORU IMMUNOSITOKIMYA BOYAMALARI

Kontrol grubu ile H2O», mirisetin ve H>O>+mirisetin gruplarinin TIM17 antikoru
boyanma siddetine bakildiginda aralarindaki fark anlamliydi (p< 0,001 Sekil 3.9.2,
Sekil 4.4.1, 4.4.2,4.4.3,4.4.4, 44.55, 44..6, 4.4.7 ve 4.4..8). H2O2 grubunun TIM17
antikoruyla boyanma siddetinin kontrol grubuna gore azaldig1 gézlendi. TIM17 antikoru
immiinositokimya boyamasiyla 1sik mikroskobunda, MKH’lerin boyanma 6zellikleri
incelendi. Kontrol grubunda TIMI17 antikoru immiinositokimya boyamasiyla
sitoplazmasinda kiigiik oval ve yuvarlak graniiler tarzda orta siddette boyanmalar
gozlendi. HoO> grubunun TIM17 antikoruyla immiinositokimya boyanmasi ¢ok soluk
veya yoktu. Mirisetin grubunun TIM17 antikoruyla sitoplazmasinda biiylik ve yaygin

graniiler ve kaplan derisi tarzinda ve niikleusunda da graniiler tarzda koyu siddetde



boyanmalar goézlendi. HoOy+mirisetin grubunun TIM17 antikoruyla sitoplazmasinda

yaygin kaplan derisi tarzinda orta ve koyu siddetde bir boyanma goézlendi.

Sekil 4.4.1. Kontrol grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasini gosteren 1sik
mikroskobu fotografi. A-D fotograflari i¢in bar 50 um.



Sekil 4.4.2. Kontrol grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasinit gosteren 1sik
mikroskobu fotografi. A-D fotograflar i¢in bar 20 um.



Sekil 4.4.3. H>O; grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasint gosteren 151k

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.4.4. H>O; grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasint gosteren 151k

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.4.5. Mirisetin grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasini gosteren 11k

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.4.6. Mirisetin grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasini gosteren 151k

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.4.7. HxOy+mirisetin grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasini gdsteren

151k mikroskobu fotografi.



Sekil 4.4.8. H>Ox+mirisetin grubunun TIM17 immiinositokimya boyamasini gosteren

151k mikroskobu fotografi.

4.5. TNF-0 ANTIKORU IMMUNOSITOKIMYA BOYAMALARI

Immiinositokimyasal olarak kontrol grubuyla mirisetin ve H>O>+mirisetin
gruplar1 arasindaki TNF-a antikoru boyanma siddetine bakildiginda aralarindaki fark
anlamli bulunmadi (p=0,1811 ve p=0,7998, Sekil 4.5.1, 4.5.2, 4.5.3, 4.5.4 ve 4.5.5).
Kontrol grubu ile H2O> gruplarinin TNF-o antikoru boyanma siddeti bakimindan
aralarindaki fark ise anlamliydi (»<0.001, Sekil 3.9.3).



Sekil 4.5.1. Kontrol grubunun TNF-o immiinositokimya boyamasini gosteren 1sik

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.5.2. H O, grubunun grubunun TNF-o immiinositokimya boyamasini gosteren

151k mikroskobu fotografi.



Sekil 4.5.3. H>O: grubunun TNF-o immiinositokimya boyamasini gosteren 1s1k

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.5.4. Mirisetin grubunun TNF-o immiinositokimya boyamasini gosteren 1sik

mikroskobu fotografi.



Sekil 4.5.5. H>O> + mirisetin grubunun TNF-a immiinositokimya boyamasini gosteren

151k mikroskobu fotografi.

4.6. ELEKTRON MIKROSKOBU BULGULARI

Kontrol, H>O>, mirisetin ve H2O>+mirisetin gruplarinin elektron mikroskobunda
ultrastriiktiiri  incelendi ve degerlendirildi. Kontrol grubu MKH’in elektron
mikroskobunda belirgin niikleolus igeren sekilsiz ve invajinasyonlar iceren dkromatik
niikleuslara sahip oldugu gozlendi. Kontrol grubu MKH’in sitoplazmalarinda,
ribozomlar, endoplazmik retikulum sisternalari, mitokondriler ve az miktarda vakuol
gozlendi. Kontrol grubu MKH’in yilizeyinde uzantilar (mikrovilli) mevcuttu (Sekil
4.6.1,4.6.2 ve 4.6.3).

H>0:, grubunda MKH’in sitoplazmasinda ¢ok sayida ve biiyiik ¢apli vakuoller
gozlendi. H>O, grubunda MKH’de yuvarlak cikintilar seklindeki tomurcuklanmada
(bleb) ve cevrede apoptotik cisimcikler de (apoptotik bodies) saptandi. MKH’in



yiizeyindeki filopod sayisinda azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.6.4, 4.6.5, 4.6.6, 3.13.7,
4.6.8 ve 4.6.9).

Mirisetin grubunun grubunun MKH’in, belirgin nukleolus igeren, dkromatik
niikleuslara sahip oldugu goézlendi. Mirisetin grubunun MKH’in sitoplazmasinda, az
sayida kiiciik ¢apli vakuoller, ribozom, endoplazmik retikulum sisternalar1 ve
mitokondriler gézlendi. Mirisetin grubunun MKH’in ylizeyinde uzun ve fazla sayida
mikrovillus mevcuttu (Sekil 4.6.10, 4.6.11 ve 4.6.12).

H>O>+mirisetin grubunda da Mirisetin grubunda oldugu gibi MKH’in nispeten
az sayida vakuol ve hiicre tomurcuklanmasi igerdigi gézlendi. H>O>+mirisetin grubunun
MKH’in, belirgin nukleolus iceren, Okromatik niikleuslara sahip oldugu goézlendi.
HyOr+mirisetin -~ grubunun  MKH’in  sitoplazmasinda, vakuoller, ribozomlar,
endoplazmik retikulum sisternalar1 ve mitokondriler gézlendi. HoO>+mirisetin grubunun
MKH’in nispeten az sayida ve kii¢clik mikrovilluslar ve hiicre tomurcuklanmasi igerdigi

gorildii (Sekil 4.6.13, 4.6.14, 4.6.15, 4.6.16, 4.6.17 ve 4.6.18).



Sekil 4.6.1. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, MKH yiizeyinde
filopodlar goriilmektedir.



Sekil 4.6.2. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, MKH’ler
goriilmektedir.



Sekil 4.6.3. Kontrol grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.4. H,O» grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, MKH goriilmektedir.



Sekil 4.6.5. H>0» grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.6 H>O; grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.7. H>O, grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.8. H>O; grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.9. H>0: grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.10. Mirisetin grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, MKH
goriilmektedir.



Sekil 4.6.11. Mirisetin grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.12. Mirisetin grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.13. H>Or+mirisetin grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, MKH
yiizeyinde mikrovilluslar goriilmektedir.



H>Oz+mirisetin grubuna ait elektron mikroskobu fotografinda, MKH’ler

14.
goriilmektedir.
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Sekil 4.6.15. H20> + mirisetin grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.16. H,O>+mirisetin grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.17. H,O>+mirisetin grubu elektron mikroskobi fotografi



Sekil 4.6.18. H>O>+mirisetin grubu elektron mikroskobi fotografi



5. TARTISMA

Mezenkimal kok hiicreler [MKH] diisiik immiinojenik 6zellikleriyle beraber ¢cok yonlii
farklilasma kabiliyetine sahip hiicrelerdir [71]. MKH ‘ler anti-enflamatuar hasar ve
doku hasar1 [72] gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilirlar [73, 74].

Nakledilen kok hiicrelerin 6liim oraninin yiiksek olmasi, basarili klinik hiicre tedavisi
icin simirlayict bir faktordiir [75, 76]. Bu nedenle, nakledilen hiicrelerin sagkalimini
artirmaya yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesi, kok hiicre temelli tedavilerin terapotik
potansiyelinin gelistirilmesi a¢isindan oldukc¢a onemlidir [77, 78]. Hiicre bazli terapi
prosediirleri genellikle her tedavi i¢in yiiz milyonlarca MKH gerektirdiginden,
donorlerden izole edilen hiicrelerin, transplantasyon oncesinde biiyiik miktarda hiicre
elde etmek i¢in pasajlamayla in vitro ¢cogaltilmalar1 gerekir [79, 80].

Hidrojen peroksit (H202) uygulamasi, oksidatif strese olan duyarliligi degerlendirmek
icin bir model olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. MKH'ler, H2O2 ‘ye maruz
kaldiklarinda oksidatif stresle in vitro olarak erken yaslanmaya ugrarlar [81, 82].
Oksidatif streste MKH kiiltlirlerinde oksidatif strese bagli erken yaslanmanin nasil
ertelenecegini veya geri dondiiriilebilecegini arastirmak onemlidir. HoO> ‘ye maruz
kalan hiicreler morfolojik olarak tipik degisiklikler gosterirler ve c¢ogalmalarim
yavaglatirlar, bunun sonucunda da tipik yaslanma ve apoptotik degisiklikler gosterirler
[83-85]. Calismamizda H>O» grubunda, oksidatif stres hasarina bagli olarak canli hiicre
sayisinda azalma, Olii hiicre sayisinda artis, apoptotik isaretleyici kaspaz-3 ve
inflamatuvar faktér TNF-o immiinositokimya boyamalarinda artis, mitokondrial
isaretleyici TIM17 immiinositokimya boyamasinda azalma ve elektron mikroskobik
incelemelerimizde dejeneratif ve apoptotik hiicre morfolojisi bulgulart gézlendi.
Antioksidanlar etkilerini serbest oksijen radikal [ROS] olusumunu Onleyerek ve/veya
ROS 'larmi temizleyerek gosterirler. Insan saghign iizerinde olumlu etkileri olan,
bitkilerde bulunan diisitk molekiil agirlikli dogal bilesiklerden olan ve flavonoidler
simifinda yer alan mirisetin [myrisetin, Myr] ’in antiapoptoz, anti-enflamatuar ve
antioksidan ozellikler gosterdigi bilinmektedir [86-89]. Bu nedenlerle, gelecekte ROS
tiretimi nedeniyle hiicre 6liimii ve hasarma neden olan oksidatif strese karsi, g¢esitli
hastaliklarin  tedavisinde mirisetin ve MKH tedavisi gibi yeni ilaglarin ve
kombinasyonlarinin kullanilmasi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkida

bulunacaktir.



Calismamizda, MKH’lere wuygulanan H>02’in yol actigt toksik hasara kars
H>Ox+mirisetin grubu ile H2O2 grubu karsilastirildiginda canli hiicre sayisinda artig, 6li
hiicre sayisinda azalma, kaspaz-3 ve TNF-o immiinositokimya boyamalarinda azalma,
TIM17  imminositokimya  boyamasinda artis ve  elektron  mikroskobik
incelemelerimizde dejeneratif ve apoptotik hiicre morfolojisinde azalma gdzlendi.
Mirisetin grubunda da canli ve 6lii hiicre sayilar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlaml bir farklilik gbzlenmedi ve toksisiteye neden olmadigi saptandi. Mirisetin grubu
kaspaz-3 ve TNF-a immiinositokimya boyamalari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlaml bir fark saptanmadi. Mirisetin grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda ise
TIM17 immiinositokimya boyamasinda anlamli bir artis ve elektron mikroskobik

incelemelerimizde dejeneratif ve apoptotik hiicre morfolojisinde azalma gozlendi.

tam olarak saptanamamis bir translokazdir [90, 91]. Tiim fonksiyonlar1 bilinmese de
[92] TIM17’nin, mitokondriyal DNA(mtDNA) biitlinliiglinlin korunmasinda kritik bir
rol oynadigi gosterilmistir. MtDNA, DNA baglayic1 proteinlere baglanarak bir
niikleoprotein kompleksi olusturmak iizere, niikleoid yapilar seklinde paketlenir [91].
Bu mtDNA baglayict proteinlerin eksikliginde TIM17 ‘nin asir1  ekspresyonu
(overekspresyon) mtDNA kaybini engellemektedir [93, 94].

Calismamizda kullandigimiz TIM17 (H1) antikoru, TIM17 ‘nin C terminal ucuna yakin
117-157 aminoasitleri arasindaki bir epitop bdlgesini haritalamak igin spesifiktir.
Immiinositokimyasal ¢alismalarla genellikle mitokondri i¢ zar1 ve sitoplazmik boyanma
gostermektedir. Bununla birlikte, sitoplazmik alana 6zgii antikorlar1 kullanan diger
caligmalar, TIM17 'nin transkripsiyonla niikleusa ve mitokondriye tasinabilecegini
gostermektedir. Bazi patolojik kosullarda da TIM17 ‘nin muhtemel rolleri hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Artan sayida plazma membran proteininin, transkripsiyonun
diizenlenmesi ve hiicre ¢ogalmasi dahil olmak {izere ¢esitli islevlere sahip olarak
niikleusa tasindig1 gdsterilmistir[95]. Ornegin; Notch yolag: [96] veya B-distroglikanda
[97], sitoplazmik bolim plazma membranindaki ekstraseliiler boliimden ayrildiktan
sonra niikleusa girer. Bir baska durumda ise; fibroblast biliylime faktorii reseptorii
(FGFR1) [98] ve epidermal biiyiime faktorii reseptoriinde [99] oldugu gibi protein biitiin
halinde niikleusa tasinmaktadir. Ayrica hipoksi ve genotoksik stresin, apoptozla iliskili

mitokondriyal proteinlerin seviyelerini niikleusta arttirdigi bildirilmistir[100]. Bu



proteinler belirgin niikleus lokalizasyon sinyalleri icermezler, ancak potansiyel bir DNA
ve RNA baglanma motifleri igerirler ve hiicreler hipoksik strese maruz kaldiklarinda
niikleusun igine yerlesirler. Son ¢alismalar, bu proteinlerin hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde ve DNA onarimi siireclerinde yer aldigini gostermistir. Proteinlerin
niikleusta lokalize olmasi, radyasyon ve ila¢ direncini artirabilir. Ancak, bu proteinlerin
niikleusa tasinma mekanizmalar1 heniiz net olarak gosterilememistir [101, 102].

Niikleus proteinlerinin ¢ogunun (yaklasik %57), kromatin veya niikleolus i¢inde islev
gordiigii tahmin edilmektedir. Ornegin; MUCI, miisin epitel hiicreleri tarafindan
eksprese edilen biiylik bir transmembran proteinidir, kanser hiicrelerinde asir1 ifade
edilir ve glikozillenir [103, 104]. Hiicre dig1 boliim; MUCI-N ve sitoplazmik kuyruk;
MUCI1-C seklinde 2 alt birime ayrilan MUCI1, endoplazmik retikulumda tek bir
polipeptit haline ¢evrilir. Oksidatif strese cevap, apoptozis direnciyle iligkilidir. ZR-75
meme tiimor hiicrelerinin heregulin biiylime faktorii ile inkiibasyonu, transmembran bir
glikoprotein olan MUCI1-C ‘nin niikleusa translokasyonunu indiikledigi gosterilmistir
[104].  Yapilan bazi ¢alismalarda, MUCI1-C'nin, plazma membran proteinleri
grubundaki artisina bagli olarak, plazma membraninda proteolitik boliinme veya alt
birim ayrismasindan sonra niikleusa taginabilecegi Onerilmistir[105, 106]. Ayrica,
sadece MUCI-N 'nin degil, MUCI1-Cnin de niikleusa tagindig1 yoniinde sik sik ileri
stiriilen varsayimlar vardir [97]. Antikorlarin ¢cogu, MUCI1-N 'nin 20 amino asitlik bir
bolge i¢indeki epitoplarimi tanir ve antikor reaktivitesi, genellikle O-bagimh
glikozilasyonun derecesine bagli olarak degisir [107]. Boyamanin yogunlugu kullanilan
dokuya ve antikora bagli olarak degismekle birlikte, reaktivite beklendigi gibi genellikle
cogu normal dokuda apikal plazma membrani ile iligkili olarak tanimlanir. Bazen de
doku kesitlerinde niikleus lokalizasyonunun rapor edilememesi niikleus boyanmasinin
yeterli degerlendirilmesini engelleyen diisiik biiyiitmeli goriintiilerden kaynaklanir.
Bununla birlikte, baz1 durumlarda da niikleus boyanmasi, fotomikrograflarda mevcuttur
ancak bunlar yazarlar tarafindan belirtilmemis veya tartisgtlmamistir. MUCI 'in
niikleusta ekspresyonu ve niikleus i¢i lokalizasyonu ile ilgili farkli sonuglar, hiicre
tiplerindeki ve MUCI glikozilasyonundaki farkliliklarim1 ve kullanilan farkli
antikorlarin 6zgiinliiklerini yansitabilir [104, 108, 109].

Mahanta ve arkadaglari, MUCI hiicre dis1 bolgesinin, agirlikli olarak normal fallop tiipii
ve kanserli meme, akciger ve kolon epitellerinin sitoplazmasinda bulundugunu

bildirmislerdir [110]. Farkli bir ¢alismada, meme kanseri dokusunun Western blot



analizi, MUCI ‘in hiicre dis1 bolgesinin membran, sitozol ve niikleusta
immiinoreaktivitesini gostermistir [111]. Kumar ve arkadaglar1t MUC1-C ‘yi niikleus
matriksi, niikleolus ve niikleusun periferinde saptamiglardir [104]. Diger ¢alismalarda
da, niikleolus veya niikleusta yaygin graniiler ekspresyon gosterdikleri saptanmistir
[112]. Rabassa ve arkadaslar1 da, neoplastik meme, bas, boyun ve kolon 6rneklerinin
hiicre niikleuslarinda MUCI hiicre dis1 alt biriminin eksprese edildigini gostermislerdir
[113]. Yine bir ¢alismada, MUCI 'in transkripsiyon faktor p65 ile etkilesime girdigi ve
bu kompleksin meme kanseri hiicrelerinin niikleusundaki sitokin promotor bolgelerine
baglandig1r sonucuna varilmistir [114]. Bu bulgular, sadece MUCI1-N 'nin niikleusa
tasindig1 ve gen diizenlemesinde yer aldig: fikrini de degistirmektedir.
Niikleusta bulunan beneklerdeki bazi riboniikleoproteinlerin organizasyonu, RNA ile de
bir etkilesim gerektirir. Bu nedenle MUCI1 niikleus lokalizasyonunun RNA'ya
bagimliligi da incelenmistir. Immiinofloresanla, immuiinopresipitasyon gibi cesitli
analizlerle belirlenen niikleustaki beneklerde, MUCI hiicre dis1 boliimiiniin varligt ve
bu lokalizasyonun RNA ile olan iligskisi bu yapilarin olusturulmast ve/veya
organizasyonunda RNA ‘nin da bir rolii oldugu 6nerilmistir [ 104].
Ayrica; MUCI 'in niikleusa nasil girdigi ve yolunun ne oldugu da ayri bir sorudur.
Niikleusa giris ile ilgili olarak, molekiiler boyutu pasif diflizyonu engeller. Bu yilizden
bir olasilik, MUCI1 'nin baska bir protein araciligiyla niikleusa girmesidir. Boyle bir
"piggy-back" mekanizmasinin ornekleri bilinmektedir. Ornegin, Cdk2’nin niikleusa
girisi, siklinE gerektirir [115] ve EIF4E 'min niikleusa girisi icin ise 4E-T ile etkilesimi
gerekir [104, 116]. MUCI1-N 'nin niikleusa giris yolu, sentez ve otoproteolizden sonra
dogrudan taginmasiyla veya proteinin plazma zarina yerlesmesinden sonra (endositoz
yoluyla) meydana gelebilir. Salgilanan bazi proteinlerin (FGF gibi) endositoza ugradigi
ve daha sonra niikleusa tasindigr bilinmektedir [95]. MUCI 'in niikleoplazmada
bulundugu ve islev gordiigii bilinen hem proteazomlar hem de matriks-
metalloproteinazlari (MMP'ler) tarafindan niikleusta parcalanabilecegi de diisiiniilebilir
[117]. Oppizzi ve arkadaglari da MUCI ve diger membrana bagli musin ve b-
distroglikan‘in  da niikleusa tasindigimi  gostermislerdir. Eger deniz kestanesi-
enterokinaz-agrin (SEA) alanmin boliinmesi bloke edilmisse, bu proteinlerin yalnizca
sitoplazmik boliimleri niikleusa ulagtiginda otoproteolizis meydana gelir [97, 104].

Ek olarak, ¢alismamizda ilk kez TIM17 'nin, niikleusta benekler (interkromatin

graniil kiimeleri) seklinde lokalize oldugunu gosterdik. Bu sonuglar, TIM17 'nin, plazma



membran proteinlerindeki artisa bagli olarak, plazma membranindan proteolitik
bdliinme ve alt birim ayrigsmasindan sonra veya biitlin halinde niikleusa taginabilecegini
diistindiirmektedir [98, 105, 106]. Daha ileri ¢alismalar, TIM17 ‘nin niikleustaki roliinii
aciklamak ve dogrulamak i¢in faydali olacaktir. Sonug¢ olarak; mirisetinin in vitroda
MKH’lerinde TIM17 iiretimini arttirdigr goriilmiistiir. Bu sayede mirisetin, cesitli
hastaliklarda yeni bir tedavi edici ajan olarak kullanilabilir. Ayrica mirisetin MKH
lizerinde antiapoptotik ve anti-inflamatuvar etkileriyle, hiicrelerin canliligt ve
proliferasyonu arttirmasi nedeniyle, MKH ile kombine edilerek destekleyici alternatif
bir tedavi secenegi olarak degerlendirilebilir. Fakat yeni tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesi i¢in in vivoda, in vitroda ve klinikte ileriye doniik olarak daha fazla

arastirilmasi ve desteklenmesi gereklidir.
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