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Onsoz
Giliniimiizde kanser tedavisi, tiimorlerin hiicresel yikimiyla hastanin hayatta kalma
potansiyelini optimize eden sitotoksik tedavi stratejilerine dayanmaktadir. Bu goriis,
onkologlarin ellerinde bulunan toksik bilesikler ve yiiksek doz radyasyon olan tedavi
secenekleriyli sinirhidir. Kanser iizerinde olan bir¢ok calismaya ragmen hala etkili bir
tedavi gelistirilememistir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri ise kanser baslangic
hiicreleri olarak da adlandirilan ve tedavi sonrast niikste etkili olan kanser kok
hiicreleridir. Kanser kok hiicresi paradigmasi, kanser arastirmalarinda gelecekteki

klinik terapétiklerin formiilasyonu i¢in 6nemli etkileri olan yeni bir ¢ag baslatmistir.

Geleneksel kanser tedavi yaklasimlar: hastalarda ciddi yan etkilere neden olmaktadir.
Bunun yani sira kanser kok hiicreleri nedeniyle kanser siklikla tedaviye direng
gelistirir ve ilerlemis primer ve metastatik tiimorlerde niiks veya ilerlemeye neden
olur. Son yillarda 6nerilen alternatif bir strateji ise, kanser hiicresi 6liimiine neden
olmadan hiicrelerin proliferatif kapasitesini kalic1 olarak devre disi birakan sitostatik
kimyasallarin kullanilmasidir. Tiimor hiicrelerindeki sitostatik etkiyi kullanan umut
verici yaklasimlardan biri de ‘‘terapi ile indiiklenen senesenstir (TIS)’’. Yaslanma
biyolojik organizmalarin neredeyse evrensel bir 6zelligidir ve hala yaslanma stireci
ile aydinlatilamayan bir¢ok soru vardir. Hiicresel diizeyde hiicreler neden yaslanir?
Yaslanan bu hiicreler kanser hiicresi ise ne gibi sonuglar dogurur? Ya tedavi stratejisi
olarak kanseri olusturan kanser kok hiicreleri yaslanirsa hiicre dongiisii, proliferasyon

ve apoptoz gibi mekanizmalar1 nasil etkiler?

Bu tez calismasi yolculugunda hiicresel yaslanmanin molekiiler diizenlemesini,
kanserin olusumunda etkili olan kanser kok hiicrelerinde potansiyel etkileri ve kanser
tedavisi icin hiicresel yaslanmayi uygulanabilme olasilifina ve yukarida sorulan
sorulara cevap aranmistir. Bu sayede yillardir arastirilan kanserin davraniginmi
¢oziimlemeye yonelik o biiyiik yolda bir adim daha atilmistir. Bununla birlikte
insanlik tarihi boyunca merak edilen senesens mekanizmalarida bu yolculukla biraz

da olsa aydinlatilmaya caligilmistir.
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Ozet

Prostat Kanser Kok Hiicresinde Senesens Etkisinin Incelenmesi

Prostat kanseri, erkeklerde en sik rastlanan kanserdir ve diinyada erkeklerde kansere
bagli 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Giinlimiizde kanseri anlamak ve yeni
tedavi stratejileri gelistirmek icin birgok caligma yapilmaktadir. Diinyada kanser
lizerine yapilan tim c¢alismalara ragmen hala etkili bir tedavi ydntemi
bulunamamistir. Bunun nedenlerinden biri olarak da yakin zamanda kanser
teorilerinden biri olarak kabul edilen ve tiimor baslangic hiicreleri olarak da
adlandirilan kanser kok hiicreleridir. Kanser kok hiicreleri; tiimor baslangici,
progresyon, konvansiyonel terapi direnci, niikks ve metastazdan sorumlu hiicrelerdir.
Bu bakimdan bu hiicreleri anlamak etkili ve yeni tedavi statejilerini gelistirmek i¢in

oldukc¢a 6nemlidir.

Oliimsiiz hiicreler olarak adlandirilan kanser hiicreleriyle miicadelede diger énemli
konulardan biri de hiicresel senesenstir. Senesens (hiicresel yaslanma), hiicre
dongiistiniin kararlt bir sekilde durmasi olayidir ve tiimdrlerin anormal ortaminda
olusan yaygin olan bir stres yanitidir. Bununla birlikte senesens kanser baslangicini
smirlayan gii¢lii bir timor baskilayict mekanizmadir. Bu nedenle senesensin kanserle
olan iligkisinin tim yonleriyle aydinlatilmasi oldukca onemlidir. Ayrica literatiirde
senesensin kanser kok hiicreleri iizerine iliskisini anlatan makale yok denecek kadar
azdir. Bu alan bakimdan literatiirde bir bosluk vardir ve bu calisma ile birlikte

literatiire onemli bir katki saglanacag diisliniilmektedir.

Bu ¢aligma kapsaminda terapi ile indiiklenen senesensle 1) basta prostat kanser kok
hiicrelerinde olmak {izere prostat epitel hiicrelerinde, prostat kanser hiicre hattinda ve
kok hiicre o6zelligi bulunmayan prostat kanser hiicrelerinde hiicresel senesens
indiiksiyonu  gerceklestirmek, ii) senesensin prostat kanser kok hiicrelerinde
proliferasyon, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi davranislar tizerindeki etkilerinin neler

oldugunun ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Bu amac dogrultusunda floresanla aktive hiicre ayirma (FACS) metodu kullanilarak
prostat kanser kok hiicrelerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan
kemoterapétik bir ajan olan Doksorubisinin farkli dozlar1 kullanilarak terapi yoluyla
senesens indiiksiyon prensibi kullanilarak; hem kanser kok hiicrelerinde hem de

prostat epitel hiicre ve prostat kanser hiicrelerinde senesens tetiklenmistir.

il



Indiiksiyonu teyit edebilmek i¢in; senesens ilisikili B galaktosidaz boyama (SA-P gal)
ve Ki-67 senesens belirtecleri kullanilmistir. Senesensin hiicre canliligi, hiicre
dongiisii ve apoptotik etkileri ise Muse® Cell Analyzer cihazinda analiz edilmitir. Bu
analizlerin yani1 sira apoptozla iliskili sinyal yolaklarindaki genler ger¢ek zamanl

PCR ile analiz edilmistir.

Bu calisma ile birlikte; senesensin prostat kanser kok hiicreleri tizerindeki
proliferasyon, hiicre dongiisii ve apoptoz etkileri ortaya konmustur. Subtoksik bir
dozda uygulan DOX (10nM, 25 nM ve 50nM ) ile hem kanser kok hiicrelerinde hem
de diger hiicre gruplarinda senesens indiiksiyonu sonrasinda senesensli hiicrelerde
diisiik Ki-67 seviyesi ve pH 6’da pozitif SA-B gal boyamasi saptanmistir. Bunlarin
yan1 sira hiicreler, senesens hiicrelerine 0zgii olan morfolojik degisiklikler
gostermislerdir. DOX ile indiiklenen senesens sonrasinda hiicrelerin G2/M hiicre
dongiisii kontrol noktasinda durduklari1 saptanmistir. Bu ¢alisma ile birlikte apoptoz
ve senesens ile iligkili bircok anlamli gen saptanmistir. Tim bu veriler kanser kok
hiicrelerin indiiksiyonunda terapdtik bir ajanin kullanilabilecegini gostermistir.
Bunun yani sira proliferasyonu duran prostat kanser kok hiicrelerinin hiicre dongiisii,

apoptotik davranislar1 ve ¢esitli senesens davraniglar aydinlatilmistir.

Anahtar Kelimeler: kanser kok hiicre; prostat kanseri; senesens; senesens

indiiksiyonu; yaslanma
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Abstract

Investigation of Senescence Effect in Prostate Cancer Stem Cell
Prostate cancer is the most common cancer in men and is the second most common
cause of death related to cancer worldwide. Today, there are many studies to
understand cancer and develop new treatment strategies. Despite all the studies on
cancer in the world, there is still no effective treatment method. Despite all the
studies that have been done on cancer before, we have not found out an efficient
solution. Cancer stem cells, a cancer theory that has been approved recently and also
called as tumor-initiating cells, are considered to be one of the reasons that lead to
that dilemma. Cancer stem cells are responsible for the tumor onset, progression,
conventional therapy resistance, recurrence, and metastasis. In this regard,
understanding these cells is important to develop new and more effective treatment

strategies.

One of the major topics about the fight against these cancer cells, also called
immortal cells, is cellular senescence. Senescence (cellular senescence), is the
phenomenon of a stable arrest of the cell cycle and a common stress response that
occurs in the abnormal environment of tumors. Also, senescence is a strong tumor-
suppressing mechanism that limits the onset of cancer. Therefore, it is very important
to clarify all aspects of the relationship between senescence and cancer. Besides,
there is almost no article in the literature describing the relationship between
senescence and cancer stem cells. There is a gap in the literature in terms of this area

and it is thought that this study will make a significant contribution to the literature.

In the context of this study, therapy-induced senescence is used 1) to perform cellular
senescence induction in prostate cancer stem cells, in prostate epithelial cells,
prostate cancer cell line, and prostate cancer cells without stem cell characteristics
and ii) to determine what the effects of senescence on proliferation, cell cycle, and

apoptosis in prostate cancer stem cells are.

For this purpose, isolation of prostate cancer stem cells was performed using
fluorescence-activated cell sorting (FACS) method. Then using the principle of
senescence induction therapy by using different doses of Doxorubicin, a
chemotherapeutic agent; senescence has been triggered in both cancer stem cells and

prostate epithelial cells and prostate cancer cells. To confirm induction; senescence-



related B galactosidase staining (SA-B-gal) and Ki-67 senescence markers were used.
The effects of senescence on cell viability, cell cycle and apoptosis were analyzed by
using the Muse® Cell Analyzer. In addition to these assays, genes in apoptosis-

related signaling pathways were analyzed by real-time PCR.

With this study; the effects of senescence on proliferation, cell cycle, and apoptosis
in prostate cancer stem cells have been demonstrated. Low Ki-67 level and positive
SA-B-gal staining at pH 6 are determined in senescent cells after senescence
induction in both cancer stem cells and other cell groups with DOX (10 nM, 25 nM
and 50nM) administered at a subtoxic dose. Also, the cells showed morphological
changes specific to senescence cells. After DOX-induced senescence, the cells were
found to stop at the G2/M cell cycle checkpoint. With this study, many significant
genes associated with apoptosis and senescence have been identified. All these data
have shown that a therapeutic agent can be used in the induction of cancer stem cells.
In addition; the cell cycle, apoptotic behavior and various senescence behaviors of

prostate cancer stem cells with proliferation stopped are illuminated.

Key words: cancer stem cell; prostate cancer; senescence; senescence induction;

aging
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1. Giris
Kanser, giinlimiizde yasam beklentisini azaltan ve diger hastaliklar arasinda 6liim
nedenlerinde biiyiikk bir pay1 alan hastalik haline gelmistir. Diinya ¢apinda kanser
insidanst ve mortalitesi hizla artmaktadir. 2018°de diinya capinda yaklagik 18,1
milyon yeni vaka teshis edilmis ve kanser nedeniyle yaklasik 9,6 milyon oliim

gerceklesmistir (Bray et al., 2018).

Prostat kanseri, Bat1 {ilkelerinde erkekler arasinda en sik tani alan neoplazi ve kanser
Oliimlerinde iiglincii sirada yer alan kanserdir. Son birka¢ yilda, tiimorlerin, kok
hiicrelere benzeyen, kendini yenileme, ¢ogalma ve farklilasma kapasitelerine sahip
nadir bir hiicre popiilasyonu icerebilecegi kavrami ortaya ¢ikmistir (Franco et al.,

2015)..

Bazi tiimor tiplerinde kanser kok hiicrelerinin (KKH) kesfi ile birlikte, yeni bir
kanser arastirmasi donemi baslamistir. Timor baslangi¢ hiicreleri olarak adlandirilan
kanser kok hiicreleri; metastaz, invasyon, kemoterapiye ve radyoterapiye karsi direng
gibi tedavi stratejilerinde basarisizliklara neden olan 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle
giintimiizde kansere yonelik tedavilerde ve kanser biyolojisini anlamada kanser kdk
hiicreleri hedef olarak secilmektedir (Karsten & Goletz, 2013). KKH’ler sinirsiz
kendini yenileme potansiyeli de dahil olmak iizere normal kok hiicrelerin islevsel
ozelliklerinin ¢oguna sahiptir. Normal kok hiicrelere benzer bir sekilde, KKH’ler
timor icindeki hiicre tiplerinin ¢oguna veya tiimiine neden olma potansiyeline
sahiptir ve sonugta devam eden tiimoriin devamliligindan sorumludur (Clarke &

Fuller, 2006).

Son yillarda gelistirilen kanser tedavilerinde, kanser kok hiicrelerinin yilizey
belirtecleri hedef alinarak, dnemli sinyal elemanlarina ve anormal hiicresel sinyal
yolaklara miidahale edilme prensibi vardir. Bu ¢aligmalarda ama¢ KKH’lerin spesifik
ozelliklerini bastirarak, tlimoér mikro-ortamint manipiile ederek veya miRNA

kullanarak kansere kars1 savagsmaktir (Rahman et al., 2016).

Leonard Hayflick ve Paul Moorhead, temel insan hiicrelerinin kiiltiirde sinirli bir
yasama sahip oldugunu saptamiglardir ve bu olayr “hiicresel senesens” olarak
adlandirmislardir (Hayflick & Moorhead, 1961). Senesens (hiicresel senesens) hiicre

dongiistiniin kararli bir sekilde durmasi olayidir ve tiimdrlerin anormal ortaminda



yaygin olan bir stres yanitidir. Hiicresel senesensin uyguladigi proliferasyon siniri,
kanserin baglangic asamasinda bir engel bariyeri olarak gorev alir. Bu nedenle
senesens gii¢clii bir tiimor baskilayict mekanizmadir. DNA’ya zarar veren ilaglarin
subtoksik dozlar, in vitro’da kanser hiicrelerinde yaslanmayr indiikler. Boylece
senesens, yaslanan tiimor hiicresinin ilerlemesi {izerinde fren etkisi yaratir (J. A.
Ewald, Peters, Desotelle, Hoffmann, & Jarrard, 2009; Pérez-Mancera, Young, &
Narita, 2014).

Senesens hiicreleri, yasam siirecini siirdiiren ve metabolik olarak aktif ama hiicre
dongiisii durmus hiicrelerdir (Pawlikowski, Adams, & Nelson, 2013). Geleneksel
sitotoksik ilaclara cevap olarak apoptoz geciren hiicrelerin aksine, yaslanan hiicreler
stiresiz olarak kalabilir. Biiylime durmasi ¢ogunlukla, hiicre dongiisiiniin G1 veya
G2/M asamasinda meydana gelir. Hiicre dongiisii durmasinda p16™** (CDKN2A),
p21™*1 (CDKN1A, CIP1) ve p275P' (CDKN1B) dahil spesifik sikline bagimli kinaz
inhibitorlerinin (cyclin dependent kinase inhibitér-CDKI) artmis ekspresyonu

etkilidir (Mchugh & Gil, 2018).

Senesens hiicreleri normal veya sakin hiicrelerden bir dizi molekiiler belirte¢c ve
fenotipik degisiklikle ayirt edilebilir. Belirgin tek niikleol ve sitoplazmik graniiller ile
genisleme ve diizlesme gibi morfolojik degisikler icerir. Bunlar kromatin
organizasyonunda, senesens ile iliskili heterokromatin odaklarinin (proliferasyon
genlerinin susturulmasinda rol oynayan histon modifikasyonlari i¢in zenginlestirilmis
niikleer DNA alanlar), yiiksek lizozomal igerik ve gen ekspresyonunda degisiklikler
olusmasina neden olur. Spesifik genlerin indiiklenmesi; hiicrelere proinflamatuar
sitokinler, kemokinler, biiyiime faktorleri ve proteazlar gibi senesens iligkili salgi
fenotipi (SASP) olarak bilinen bir dizi faktor salgilamasini saglar. SASP, yaslanmis
hiicrelerin mikro ortamlar ile iletisimde kalmalarini saglayan farkli otokrin ve

parakrin fonksiyonlara sahiptir (Campisi, 2012; Chandler & Peters, 2013).

Senesens hiicreleri, kanser dahil bircok patolojiye potansiyel olarak dahil olmalari
nedeniyle son zamanlarda artan ilgi gormektedir. Senesens Onemli bir timor
baskilayict mekanizma olmasina ragmen, yaslanmis hiicreler negatif protiimorijenik
etkiler biriktirdiginde olusabilir. Bu nedenle, onlar tiimorlerden ve cevreleyen
saglikli dokulardan temizlemek, kemoterapi/radyoterapi ile tedavi edilebilen

kanserlerde basarili ve faydali strateji olabilir (Munoz-Espin & Serrano, 2014).



Geleneksel olarak senesens indiiksiyonunun, kanseri Onleme ve hiicresel
yaslanmanin énemli bir mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, son
zamanlarda yapilan pek cok c¢alisma senesensin kanser hiicrelerinin apoptozdan
kactig1 ve bunun yerine stabil ve uzun siireli bir hiicre dongiisii durmasina girdigi igin
tedaviye belirgin ve saglam bir tiimor yaniti oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica,
hedeflenen terapotiklerin ve kanser immiinoterapilerinin, tiimoér hiicrelerinde
senesens indiiksiyonu yoluyla kanser regresyonuna neden oldugu gdosterilmistir. Bu
bulgular, senesens indiiksiyonunun kanser tedavisindeki Onemli etkilerini

vurgulamaktadir (Qin, Schulte, & Wang, 2018).

Terapi ile indiiklenen senesens (TIS), terapotik ajanlar tarafindan yaslanmanin
indiiklenmesini saglayan ve Ozellikle kanser tedavi stratejilerinde calisilan bir
senesens formudur. Terapdtik uyaranlarin, tiimoér hiicresi yaslanmasini uyarma
kabiliyeti; radyasyon ve kemoterapotik ilaglar (doksorubisin ve cisplatin gibi) dahil
olmak tizere farkli tedaviler i¢in kullanilmaktadir. Kanser hiicrelerinin TIS’i asma
yetenegi, kanserin tekrarlanmasinin ve ila¢ direncinin arkasindaki bir mekanizma
olarak Onerilmistir, ancak TIS’in kanserin tekrarlanmasina nasil katkida bulundugu
ve ila¢ direncinin cevaplanmadigi bir¢cok soru cevapsiz kalmaktadir (Cesinaro et al.,
2000). TIS tedavi rejimlerinin etkinligi ile ilgili klinik sonuglar biiylik 6neme
sahiptir.

Bu nedenle bu calismada,

in vitro kosullarda; senesensin insan prostat epitel hiicre hatti, insan prostat kanser
hiicre hatti, prostat kanser kok hiicreleri, kanser kok hiicre olmayan popiilasyon (bulk

poplilasyon) tlizerindeki proliferatif etkilerinin incelenmesi,

in vitro kosullarda; senesens indiiksiyonunun insan prostat epitel hiicre hatti, insan
prostat kanser hiicre hatti, prostat kanser kok hiicreleri, kanser kok hiicre olmayan
popiilasyon (bulk popiilasyon) iizerindeki apoptotik etkilerinin belirlenmesi ve
ayrintil apoptotik gen ekspresyon analizi ile senesens ve apoptoz arasindaki iliskinin

ortaya konmasi

in vitro kosullarda; senesens indiiksiyonunun insan prostat epitel hiicre hatti, insan
prostat kanser hiicre hatti, prostat kanser kok hiicreleri, kanser kok hiicre olmayan
popiilasyon (bulk popiilasyon) iizerindeki hiicre dongiisii etkilerinin incelenmesi

amaglanmustir.



Literatiirde hiicresel senesens, yaslanma (aging) ve kanser ile iliskisi lizerine artan bir
ilgi vardir ve bu iligkilerde etkili olan ya da olabilecek sinyal yolaklari
arastirilmaktadir. KKH teorisinin ortaya atilmasindan sonra kok hiicre 6zelliklerini
igeren bu hiicreler; kanseri anlamada ve tedavi stratejilerin gelistirebilmesi i¢in yeni
bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Derrick J. Rossi, Jamieson, & Weissman,
2008). Ancak kanserin tedavi stratejileri i¢in etkili olabilecek ‘hiicresel senesens’ ve
‘kanser kok hiicreleri’ arasindaki iligkiyi ele alan calisma yok denecek kadar azdir.
Prostat kanser kok hiicrelerinde senesens etkisinin neler oldugunu anlatan bir ¢alisma
ise bulunmamaktadir. Bu tezle birlikte bu iligki agikliga kavusturulmaya calisilmistir.
Senesens {lizerine yapilan pek ¢ok calisma ya onkogene bagli senesens ya da
replikatif senesens yoluyla yapilarak transforme olmamis hiicrelerdeki senesensin
indiiksiyonunu ve devamlilifinin saglanmasi iizerinedir. Bu tiimoér baskilama
islemleri siklikla kanser hiicrelerinde atlatilmaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinde
senesens cevabinin regiilasyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Hiicresel
senesens indiiksiyonu icin secilen terapi ile uyarilan senesens, tlimoérlerde
radyoterapiye veya secilmis kemoterapotik ajanlara yanit olarak ortaya g¢ikar ve
kanser tedavisi i¢in potansiyel bir stratejidir. Kanser hiicrelerinde terapi ile uyarilan
senesense aracilik eden mekanizmalar ise ¢ok iyl tanimlanmamaistir ve bu ¢alismayla
birlikte kanser kok hiicrelerindeki etkisi agiklanmistir. Bu etkiyi agiklamak ve
anlamdirabilmek ic¢in hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, apoptoz ve gen
ekspresyonlar1 vb. gibi cesitli yontemler tezde kullanilmistir (Sekil 1.1). Tim bu
yapilan c¢aligmalar, kanserin davraniglarin1 anlamada ve yeni tedavi stratejileri i¢in

bir umut 15181 olmasi amacglanmaistir.



)
,aﬁm
-.-u-_-"h_.'\-.n-

P4
b

Terapi dle indiilenen senesens

(03

Invitn Hiicre Kifiri
Hiicre Hatlannm Uretimi

[REEHI L
A EEATENTHOEC

Hiiere Carly AmeinV B Dingfis

3 ) |
“ﬁm‘

Gen Ekspresyon Analiz

Sekil 1.1. Tez kurgusuna genel bakis.



2. Genel Bilgiler

2.1. Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicreler, kendini yenileme kapasitesi ve c¢esitli hiicre tiplerine farklilagma
yetenegi olan hiicreler denir. Kok hiicreler hem embriyolarda hem de yetiskin
hiicrelerde bulunur. Bu nedenle bu kavram embriyonik kok hiicrelerden (embryonic
stem cells -ESC) ve yetigskin kok hiicrelerden kanser kok hiicrelerine (cancer stem
cells-CSC) ve indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerine (induced pluripotent stem
cell-iPSC) genisletilmistir (Zakrzewski, Dobrzynski, Szymonowicz, & Rybak, 2019).
Farklilasma sayesinde, kok hiicreler olgun bir hiicre tipini meydana getirirler.
Embriyonik kok hiicreler, embriyonik gelisim sirasinda tim dokularda
farklilasabilmektedir. Yetiskin kok hiicreler, yetiskin dokularinin yenilenmesinde ve
onarilmasinda 6nemli rol oynayan hiicrelerdir (Z. Yu, Pestell, Lisanti, & Pestell,

2012).

2.2. Kanser Kok Hiicreleri

Kanser kok hiicreleri (KKH), kanser mikro-ortami ve nis i¢indeki kanser hiicrelerinin
kiigiik bir alt popiilasyonu olarak tanimlanmistir. Kanser hiicrelerinin heterojen
soylarint olusturma Ozelligine sahip bu hiicreler kendi kendini yenileyebilme
ozellikleriyle kendi hiicrelerinin bir rezervini olusturur (Logtenberg & Boonstra,
2013). Yapilan caligmalarla saglikli kok hiicreler ve KKH’lerinin davranislari
karsilastirildiginda birgok benzerlik ve bazi farkliliklar ortaya konulmustur. Kok
hiicrelerin kanserdeki roliine iligkin ilk modern kamt, 1994 yilinda, AML (Akut
Miyeloid Losemi) hastalarindan siddetli kombine immiin yetmezlikli (SCID) farelere
transplantasyon yoluyla AML baslatic bir hiicre popiilasyonunun tanimlandig: insan
akut miyeloid l0semisinin bir caligmasiyla tanmimlanmistir (Lapidot et al., 1994).
Losemi baslatan hiicreler, hiicre yiizeyi marker ekspresyonu (CD347/CD38) ile
tanimlanmistir. 2003’te, insan KKH’leri; meme, beyin kanseri, kolon, pankreas,
akciger, prostat, melanom ve glioblastoma olmak iizere bir¢ok solid tiimoérlerde
tanimlanmistir (Z. Yu et al., 2012). KKH’ler, normal kok hiicreler gibi Sox2, Oct4 ve
Nanog gibi pluripotent belirtegleri ve ALDHI, CDI133" ve CD34" CD3§
(hematopoetik kok hiicreler) gibi hiicre yiizey belirteclerinin ifade ederler (Chiou et
al., 2010; Karsten & Goletz, 2013). Ayrica, KKH’ler Notch, Hedgehog ve Wnt gibi

aktif sinyal yolaklarini kullanirlar. KKH’ler normal kok hiicrelerle benzer genetik ve



epigenetik profil gosterir ve in vitro’da sferoid olusturma yetenegine sahiptirler

(Franco et al., 2015).

2.3. Prostat Kanseri

Prostat kanseri 2018 verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiirtidiir.
(Bray et al., 2018). Prostat kanseri, metastatik asamaya dogru ilerlemesi boyunca
belirgin intratiimdral heterojenite gosterir. Ozellikle, primer prostat tiimérleri tipik
olarak patolojik ve genetik olarak farkli odaklar1 barindirir (Boutros et al., 2015).
Prostat kanserinin genomik analizleri, mutasyonlar ve kromozomal diizenlemeler
diizeyinde oOnemli intratiimotal heterojenligi ortaya koymustur. Ayrica, ikincil
metastazlarin genomik dizilimleri, subklonal heterojenliklerini gostermistir (Hong et
al., 2015). Prostat kanserindeki karmasik transkripsiyonel ve epigenetik yeniden
programlamalar yeni tiimor hiicrelerin olusmasina, mezenkimal veya néroendokrin
Ozelliklerinin edinilmesine yol acan kanser hiicresi plastisitesine veya trans-
farklilasmasina katkida bulunur. Bu durumda o6zellikle metastatik prostat kanseri

tedavisini zorlastirmaktadir (Davies, Beltran, & Zoubeidi, 2018; Zou et al., 2017).

2.4. Prostat Kanser Kok Hiicreleri

Prostat kanser gelisimi iizerine var olan teorilerden higbiri; histolojik heterojenite,
metastatik biliylime, ila¢ direnci ve tedaviden sonra niiksetme gibi benzersiz
ozelliklerinin ¢ogunu tam olarak agiklayamaz. Bununla birlikte, yakin zamanda
sunulan bir timor biyolojisi modeli bu patolojik olaylarin etiyolojisine 151k
tutmaktadir. Bu model prostat kanserinin, genetik olarak degistirilmis ilk hiicrenin
veya hiicrelerin soyundan tiiretilen bir kok hiicre hastaligi olabilecegi kavramina
dayanmaktadir (Liu et al., 2009). Insan prostat kanser kok hiicrelerin (PKKH) varlig
ilk olarak 1987°de rapor edilmistir (English, Santen, & Lsaacs, 1987).

Prostat kanser kok hiicrelerin farklilasmasi i¢cin CD133’iin glikozillenmis formu
gereklidir. Saflagtirnllmig CD44 bazal hiicrelerinin, stromal hiicreler tarafindan
parakrin uyarimi altinda limen ve ndroendokrin hiicrelere farklilastirabildigi
gosterilmistir. Collins ve ark.’lar1 insan PKKH’ni farklilasmis soylarindan ayirmak
icin CD44 ve CDI33 ile birlikte membran adezyon proteini o,f; integrini
kullanmislardir (Collins, Habib, Maitland, & Neal, 2001). CD44" o,f; integrin
CDI133" PKKH’lerin kiimeleri, bazal katman iginde nisler olusturur. PKKH’ler
tarafindan yliksek o,fB; integrin ekspresyonu, hiicrelerin organize bir nis iginde

tutulmasini saglar (Heer, Robson, Shenton, & Leung, 2007). Bu faktorlerin yani sira
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aldehit dehidrojenaz (ALDH), retinoik aside bagli sinyal yollarinda etkilidir ve
prostat, meme ve pankreas kanserlerinin gelisimi i¢in ¢ok Onemli oldugu
diistiniilmektedir. Anormal ALDH aktivitesi birgok normal ve malign kok hiicrede
kendini yenileme ve devamliligin siirdiiriilmesi ile iligkilidir (Vasiliou, Pappa, &
Estey, 2004). ALDH" prostat kanser hiicreler; kendini yenileme, koloni olusturma
kapasitesi ve timor olusumu gibi PKKH’leri ile benzerlik gosterir. Bu nedenle

PKKH belirteci olarak kullanilir (C. Yu, Yao, Jiang, & Keller, 2012).

2.5. Prostat Kanseri Kok Hiicrelerinin Kokeni

Hiyerarsik model, KKH’lerin toplam malign hiicre popiilasyonu igerisinde biyolojik
olarak farkli bir alt kiimeyi temsil ettigini varsayar. Bu prostat kanser gelisim modeli,
limen, bazal ve nodroendokrin kanser soylarinin, unipotent veya multipotent
PKKH’lerden kaynaklandigini belirtir. Buna karsilik, Moolgavkar ve Knudson
tarafindan Onerilen klasik sitokastik model, bir tiimor i¢indeki her hiicrenin bir KKH
olarak etki etme potansiyeline sahip oldugunu belirtir (Moolgavkar & Knudson,
1981). Bu durumda, transforme olmus hiicreler, ilk ¢ok asamali onkogenezden sonra
biyolojik olarak homojendir ve bu nedenle benzer tiimoérijenik kapasite gosterir.
Prostat kanseri bu iki sekilde ilerleyebilir. Bununla birlikte, farkli PKKH’lerin ¢oklu
hatlariin basarili bir sekilde izole edilmesi, KKH’ye bagli prostat gelisiminin baskin
senaryo gibi goriindligi varsayimma yol a¢mistir (Sharpe, Beresford, Bowen,

Mitchard, & Chalmers, 2013).

Farkli caligmalarda PKKH’lerin farkli popiilasyonlarinda androjen reseptorii (AR)
saptamasi, koklesmis androjene bagl prostat kanseri baslatmasiyla KKH teorisi igin
giiclii bir destek saglar. PKKH’ler, yliksek klonojenite 6zelligi ve terap6tik direng ile
karakterize edilen tiimor kiitlesinin minimum yiizdesini temsil eder. Prostat kanser
gelisimi, in situ karsinoma olarak kabul edilen intra-epitelyal neoplazilerden 6nce
gelir. PKKH’lerin hiicresel kokenini bulma ¢abalari biiyilk o6l¢iide sonugsuz
kalmistir. PKKH’leri teraviden sonra tekrar prostat kanserin gelismesine neden olan
bircok yol kullanir (Adamowicz, Pakravan, Bakhshinejad, Drewa, & Babashah,
2017; Brawer, 2005).

2.6. Hiicresel Senesens
Hiicresel senesens (cellular senescence); kromatinlerin yeniden modellemesi,
metabolik yeniden programlanma, artmis otofaji ve kompleks pro-inflamatuar

sekretomlar dahil olmak ftizere farkli fenotipik degisikliklerin eslik ettigi hiicre
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dongiisliniin kararlt bir sekilde durmasi olayidir ve tiimdrlerin anormal ortaminda
yaygin olan bir stres yanitidir (Salama, Sadaie, Hoare, & Narita, 2014). Normal
hiicrelerde bu “replikatif senesens” siireci, Oncelikle kromozomlarin ucundaki
telomerlerin kisalmasi1 ve diger yapisal degisikliklerden kaynaklanir. Hiicresel
senesens ilk olarak 50 yil 6nce Hayflick ve Moorehead tarafindan tanimlanmistir ve

“Hayflick sinir1” olarak da isimlendirilir (Zhang & Yang, 2011).

Boliinme 6zelligi olmayan senesens hiicreleri yasamaya devam eder; ancak biiyiime
ve Oliim uyaranlarina yanit vermez. Hiicresel senesens, yaslanmis ve hasar gormiis
hiicrelerin ¢ogalmasini ve doniislimiini sinirlayarak timor olusumunu siirlayan
anti-proliferatif bir programdir. Senesens; telomer kisalmasi, DNA hasari, oksidatif
stres, kemoterapdtik ajan tedavisi, radyasyona maruz kalma ve Ras gibi onkogenlerin
aktivasyonu dahil olmak tizere cesitli hiicre i¢sel ve dissal uyaricilar tarafindan

indiiklenebilir (Ewald, Desotelle, Wilding, & Jarrard, 2010).

2.7. Hiicresel Senesens Mekanizmalar:

Hiicresel senesensin asil amaclarindan biri zarar gormiis hiicrelerin ¢ogalmasini
onlemek olan kalic1 hiicre dongiisii biiyiime durmasi halidir (Tasdemir & Lowe,
2013). Senesens bir¢cok oliimciil olmayan stres sinyali tarafindan tetiklenebilir ve
hasar verici olaym tiirli genellikle fenotipin farkli bigimlerini adlandirmak igin
kullanilir. Senesensi indiikleyen bircok mekanizma vardir. Uyaran uyariciya
bakilmaksizin senesense ugrayan hiicreler cogunlukla retinoblastoma proteini (RB)
ve p53 yolaklar: ile ilgili olan ortak aktivasyon mekanizmalarini paylasmaktadir

(Tabasso, Jones, Jones, & Macip, 2019) (Sekil 2.1).

pRb sadece p53-p21-CDK2 yolu ile degil, ayn1 zamanda 6zellikle epitel hiicrelerinde
pl6 ile iliskili yollaklar: ile de diizenlenir. Cyclin D-CDK4/6 kompleksinin bir
inhibitdrii olan p16, normal yetiskin dokularinda eksprese edilmez, ancak yaslanan
hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilir. pl16, insan kanserinde en sik goriilen
mutant genlerden biridir. Bu genin delesyonu, pRb inaktivasyonu ve G1’den S fazina
hiicre dongiisii ilerlemesi ile sonuglanir. Bu nedenle, p16 ve pRb tiimor supresor bir

yolak olusturur (Schmitt, 2017).
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2.8. Terapi ile indiiklenen Senesens (Therapy-induced Senescence-TIS)

Kanserin tedavi yontemlerinden kemoterapi ve radyoterapi kanserli hiicreleri
oldiirmek icin ortak stratejileri temsil eder. Bununla birlikte, bu tedaviler kaginilmaz
olarak toksisite ve istenmeyen yan etkilere neden olur. Bu durum giiniimiizde diisiik
doz radyoterapi veya kemoterapinin kanser hiicrelerinde yaslanmay1 artirarak yan

etkisinin azaltilmasi prensibine donmiistiir (Zeng, Shen, & Liu, 2018).

2.9. Hiicresel Senesensin Biyobelirtecleri
In vitro hiicre kiiltiirlinde senesens hiicreleri siklikla genislemis, diizlesmis

6™ nin yiiksek ekspresyonu ve yiiksek lizozomal aktivite eslik eden morfolojiye

pl
sahiptirler. Bunlarin yani sira DNA-hasar yaniti, kromatin yeniden diizenlenmesi ve
otofaji gibi bircok mekanizma senesens siirecinde etkilidir (Campisi & d’Adda di

Fagagna, 2007).

2.9.1.Senesens iliskili B-galaktosidaz

Senesens hiicrelerin tlimii, bugiine kadar tamimlanmis olan tim senesens
belirteclerini gostermez. Senesens hiicreleri, hiicre boyutunda genisleme, genis
vakuol olusumu ve hiicre ylizeylerinin diizlesmesi gibi morfolojik 6zellikler ile

tanimlanirlar (Campisi, 2005; Lawless et al., 2010).
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2.9.2.Senesens iliskili heterokromatin odaklar1 (Senescence associated
heterochromatin foci -SAHF)

Hiicreler 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile boyandiginda, floresan bir boya,
DNA'da A-T bakimindan zengin bdlgelerine giiclii bir sekilde baglanir, yaslanan
hiicreler tipik olarak SAHF olarak bilinen punktat DNA odaklari ile biiyiik bir
niikleolus sergiler (Narita et al., 2003). Bu DAPI ile boyanan punktat (benekli)
SAHF odaklar, genellikle heterokromatin proteini 1 (HP1) ve hipoasetillenmis
histonlar gibi heterokromatin proteinleriyle baglanan heterokromatin bdolgelerini
temsil eder. Aktive edilmis retinoblastoma proteini (pRb) bu odaklara lokalize olur
ve SAFH odaklarini olusturmak i¢in kromatinin yeniden sekillenmesine yardimci
olur. Bu durumda yaslanma ile birlikte meydana gelen degistirilmis gen

ekspresyonunu agiklar (Ye et al., 2007).

2.9.3.Senesens iliskili salg1 fenotipi (senescence-associated secretory phenotype-
SASP)

Senesens hiicreleri; biiyiime faktorleri, sitokinler, interlokin IL-1, IL-6, IL-8 ve
ayrica metalloproteinaz gibi enzimleri salgilayabilir. Bu salgilanan faktorler farkli
islevler gosterir (Coppé, Desprez, Krtolica, & Campisi, 2010). Bir yandan, IGFBP7
(insulin-like growth factor-binding protein 7), IL-6 ve IL-8 gibi SASP’nin spesifik
bilesenleri tiimor biiylimesini baskilarken; diger yandan matriks metalloproteinaz-3
(MMP-3) gibi enzimatik bilesenler tiimdr invazyonunu ve metastazi destekleyebilir

(Lasry & Ben-Neriah, 2015).

2.10. Senesensin Tiimér Baskilayier Ozelligi

Onkogenin olusturdugu senesens, neoplastik hiicrelerin ¢ok asamali karsinojenez
siirecinde ilerlemesini Onleyebilen giliclii bir tiimor baskilama mekanizmasi
oldugundan, senesensin uyarilmasi kanserden kacinmak ic¢in c¢ok Onemlidir.
Senesensin atlatilmasi, potansiyel kanserli mutasyonlara sahip hiicrelerin ¢ogalmaya
devam etmesine neden olur (Hinds & Pietruska, 2017). TIS kanser tedavisinde son
yillarda tercih edilmektedir. Oliimciil bir tedavi dozu almayan kanserli hiicrelerin
yaslanmasina yol agilir, boylece daha fazla kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi 6nlenmis
olur. Senesensin kanser terapisindeki rolii son zamanlarda daha belirgin hale
gelmistir. Akciger ve glioblastoma gibi bir¢ok kanser tiiriinde kemo/radyoterapi ile
tedaviden sonra apoptoz yerine tercih edildigi agikca ortaya ¢ikmistir. Buna ek
olarak, SASP’nin bazi elemanlar1 tiimor biiylimesinin dnlenmesinde faydali olabilir.
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Yaslanan bir hiicrenin SASP’si, tiimdriin biiyiimesi i¢in ihtiya¢ duyulan yeni damar
olusumunu 6nleyen maspin gibi anti-anjiyogenik elementler igerebilir. Interlokinler
ayrica hasarli hiicrelerde yaslanmay1 giiclendirmeye yardimci olurlar (Mufoz-Espin

& Serrano, 2014b).

2.11. Senesens ve Yaslanma Iliskisi (Senescence ve Aging)

Memeli yaslanmasi, organizmal islevsellikte bir azalma ile iligkilidir ve buna doku
rejenerasyonu ve homoeostazinda belirgin bir diisme eslik eder. Karmasikligindan
dolay1, yaslanma siirecinin altinda yatan biyolojik mekanizmalar hala iyi
bilinmemektedir (Derrick J. Rossi et al., 2008).Yaslanma biyolojik organizmalarin
evrensel bir 6zelligidir. Yenilenebilir dokulara sahip organizmalarda yaslanma, en
ciddi olan1 kanserli olan hiperplazilerdeki bir artis ile de isaretlenir (Bent, Gilbert, &
Hemann, 2016; Falandry, Bonnefoy, Freyer, & Gilson, 2014). Yaslanma, cogu birkag
temel yaglanma isleminden kaynaklandigi diisiiniilen bir dizi fenotip ve hastalik ile
karakterizedir. Hiicresel yaslanma, potansiyel olarak onkojenik uyaranlara bir
cevaptir. Bu uyaranlara, telomerlerde veya genomun baska bir yerinde, DNA’ya
zarar verilebilir; aktive edilmis onkojenler tarafindan iiretilenler dahil olmak {izere
giicli mitojenik sinyaller; genomda hasar veya bozulmalar; ve bazi timor
baskilayicilarin ektopik ekspresyonu vb. gibi. Hiicresel yaslanmanin sonuglar
sayisizdir: Temel olarak geri doniislimsiiz biliylime durmasi, tiimér olusumunu
baskilama; yaslanan hiicrelerin diger fenotipleri optimal doku tamirini tesvik
edebilir; yaslanan hiicre fenotipleri ayrica, ironik olarak kanserin gelisimini
atesleyebilir; ve dejeneratif yaslanma hastaliklarina neden olabilir veya onlar1 tesvik

edebilir (Salama, Sadaie, Hoare, & Narita, 2014).

2.12. Senesens, Yaslanma ve Kanser

Yaslanma, insanlar dahil tiim organizmalarin yasaminin ayrilmaz bir parcasidir.
Yaslanmanin kendisi bir hastalik degildir ancak yashilik iyi bilinen, tipik
problemlerle ve buna bagl yandas hastaliklarla iligkilidir (Pitt & Kaeberlein, 2015).
Kanser, icsel ve digsal onlemler koruyucu mekanizmalarin tiimorijenik siirecte
durdurmada basarisiz olduktan sonra sinirsiz hiicresel genislemenin sonucudur.
(Pérez-Mancera et al., 2014). Hiicresel diizeyde meydan gelen senesens viicuttaki
onemli islemlerde onarilamaz bir hasara neden olur. Yaslanma ile birlikte meydana
gelen degisimler; kok hiicre havuzlarinda azalmaya, doku/organ fonksiyonlarinda
yetersizlie veya hatta kanser olusumuna neden olur. Kanser gelisme riskinin
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yetiskin doku kok hiicrelerinin mitotik boliinme sayisini yansittigi gortilmektedir. Bu
hipotez, yaslanma oranimin popiilasyondaki kanser insidansi iizerindeki roliinii
vurgulamaktadir, ¢linkii kok hiicre boliinme sayisinin yaslilarda genglere gore daha
yiiksek olmasi gerekir. Bu fikir aym1 zamanda kanser kok hiicrelerinin tiimor
olusumunda ve yayilmasindaki roliinii vurgulamaktadir (Tomasetti & Vogelstein,

2015)

2.13. Senesens, Yaslanma ve Kanser Kok Hiicreleri

Malign doniisiimiin ana itici gli¢lerinden biri yaslanmadir. Yagla birlikte, kok
hiicreler dahil tiim hiicrelerde dokularin hiicresel, molekiiler ve fizyolojik
fonksiyonunu etkileyen genetik ve epigenetik degisiklikleri biriktirirler. Dokularda
meydana gelen bu bozulmalar; diyabet, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif
hastaliklar gibi insanlarda yagsa bagli kronik hastaliklarin kdkeninde dnemli bir risk
faktorii olusturur (Liu & Rando, 2011). Yasa bagh etkiler, hiicre sinyal
yolaklarindaki bozulmalar ve kok hiicrelerin mikro-ortamindaki degisikliklerle
birlikte meydana geldiginde tiimorigenez riskinin daha yiiksek olmasina yol acabilir.
Bu etkiler; hiicresel senesens ve programlanmis hiicre 6liimiine kars1 direnci arttirir
ve sonug olarak kok hiicrelerin KKH’lere doniisiimiine yol acabilir (Franco et al.,

2015).

Yaslanma teorilerine gore yetiskin kok hiicreler, telomerik DNA azalmasi, DNA
onarim mekanizmalarinda ve kromozom diizenlemelerde diizensizlik, genotoksik
etkiler ve genetik/epigenetik degisikliklerin birikimi gibi yasa bagl degisikliklere
maruz kalirlar. Bunlarla birlikte hiicresel senesens veya apoptotik 6liimiin bir sonucu

olarak kok hiicre havuzlarinda azalma meydana gelir (Mimeault & Batra, 2009).

Baz1 kanser tiirleri, kok/progenitdr hiicrelerin genetik veya epigenetik degisimleriyle
ve ayni zamanda mikro-ortamlarinin diizensizlestirilmesiyle iliskili yasa baglh
bozukluklar sonucu meydana gelir (Derrick J. Rossi et al., 2008). Hematopoetik kok
hiicrelerde, yasa bagh soy 0zgiilliigli kayb1 ve rejeneratif kapasite kaybi ile I16seminin

baslangici arasinda dogrudan bir baglanti kurulmustur (D. J. Rossi et al., 2005).

Kronik yaslanma sirasinda kromozom uglarindaki telomer kisalmasi, oksidatif stres
ve UV dokulardaki yetigkin kok/progenitdr hiicrelerinde DNA hasar birikimi ve
kromozom kararsizligina neden olmaktadir. pl6™ ** p19*%* ATM (ataxia-

telangiectasia mutated) ve p53 gibi timdr baskilayici gen tiriinlerinin aktivasyonunun
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yant sira yetiskin kok/ progenitor hiicrelerin kendi kendini yenileme kabiliyetinde rol
alan bliylime faktorii sinyal kaskadlariin down-regiile olmasi iglev bozukluklarin
indiiklenmesine katkida bulunur ve senesens, apoptoz gibi yolaklar indiiklenir

(Mimeault & Batra, 2009; Derrick J. Rossi et al., 2008) (Sekil 2.2.).

©.

Yaglarmms vetiskin

DNA hasar birikimi kkirogenitar iambm};ﬁ?“ﬂ“’ 2
clitatif etres Telomer knsalmas, pl6, hiterelerinim igleveizliEl e i 2T tede
ini . 33 artma :
e S MR / e
yenileme radyasyon . -Tetizkon kékprogamicr
yetenegl =x Cranomike hiicre sayeinda azalma
o DA ] == [
Te Insalman a1y 1
kok/propenitar 1'\‘"
R hiicra Q‘-’l -
C—mn 'u-_.-"‘ Yas iliskilk
S \ﬁ\ﬂ?}' pilt, —v hastalldar
Geng kakprogenitir =" d
hiicra o+ Okojenik olaylarm Eﬁm .
+" birikimi ok progenttic
TE!DJ].'IEI.’ 1“‘. tdommaz ] bﬁm thfE.IElm WIEEE
_ faktsr smyalleri artma
e pl6, pRb, p33, FTEN I Miyaloblastik
=0 aralma . . =0 * | losermiler ve
onkojenik olaylarda E — i ——r — tipmgrler
arma C—— Immortalizazyon H
Eansar tneesi : Ldaemi vaya fimdrjeank
li
kokirogemtar vemalgn yash kanser kikii prozenitie
hiicre tranzformazyon  hiiere
Eansar bazlatan hilere

Sekil 2.2. Yaslanma siirecinde kok hiicrelerde meydana gelen hiicresel olaylar
(Mimeault, M., & Batra, S. K. (2009). Recent insights into the molecular
mechanisms involved in aging and the malignant transformation of adult
stem/progenitor cells and their therapeutic implications. Ageing Res Rev, 8(2).
https://doi.org/10.1016/j.arr.2008.12.001°den uyarlanmaistir).
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3. Gerec¢ ve Yontem

3.1. Cahsmada Kullanilan Saf Malzemeler, Kimyasallar ve Cihazlara Ait

Bilgiler

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal madde

Uretici firma ve katalog
numaralari

Kullanim amaci

RPMI-1640 besiyeri

Gibco, 52400025

Hiicrelerin iiremesi i¢in
gerekli olan besi ortami

Keratinosit Serumsuz
Ortam (Keratinocyte
Serum Free Medium)

Gibco, 17005-042

RWPE-1 prostat epitel
hiicrenin liremesi i¢in
gerekli olan spesifik besi
ortami

Keratinositli ortam kiti
(Supplements for
Keratinocyte-SFM)

Gibco, 37000015

RWPE-1 prostat epitel
hiicrenin tiremesi i¢in
gerekli olan ilave biiyiime
faktorlerini (EGF ve BPE)
iceren kit

FBS (Fetal Bovine Serum)

Gibco, 10270106

Besi ortamina ilave edilen
hiicrelerin biiyiimesini
tesvik eden biiylime
faktorlerini i¢in ek
besleyici ortam

Tripsin-EDTA (0.25%)

Gibco, 25200-056

Hiicre kiiltiiriinde
kullanilan hiicreleri
flask/well ylizeyinden
kaldirmak i¢in kullanilan
kimyasal

Amfoterisin B

Sigma, A2942

Besi ortamina ilave edilen
anti-fungal kimyasal ajan

Gentamisin siilfat

Lonza, BE02-012E

Besi ortamina ilave edilen
anti-bakteriyel kimyasal
ajan

PBS (Phosphate-Buffered
Saline)

Gibco, 70011044

Tampon ¢ozeltidir. Hiicre
kiiltiiriinde
tripsinizasyondan once
hiicrelerin yikanmasini
saglamaktadir.

DMSO (Dimethyl

Merck, 1167431000

Hiicreleri dondurmada ve

sulfoxide) bazi kimyasallar1 ¢ozmede
kullanilan kimyasal ajan
Etanol Merck, 1009832500 Hiicre dongiisii analizinde

hiicrelerin fiksasyonunda
kullanilan kimyasal
madde

Doxorubicin.HCI, Smg

Biovision, 1527-5

Hiicrelerin senesens
indiiksiyonu i¢in
kullanilan kimyasal ajan
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Senescence 3-
Galactosidase Staining Kit

Cell Signaling
Technology, 9860S

Senesense ugrayan
hiicrelerin bilinen bir
Ozelligi olan pH 6’da B-
galaktosidaz aktivitesini
saptamay1 saglayan Kkit.

Paraformaldehit (PFA)

Merck, 1040051000

Hiicrelerin tespit
islemindeki fiksatif edici
kimyasal madde.

Muse® Count & Viability | Merck Millipore, Calismada hiicre sayimi

Kit MCH100102 ve canlilik analizi igin
kullanilan test kiti

Muse” Annexin V & Merck Millipore, Hiicrelerin apoptoz

Dead Cell Kit MCHI100105 tayininde kullanilan kit.

Muse” Cell Cycle Kit Merck Millipore, Hiicre dongiisii analizinde

MCH100106 kullanilan kit

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, 74134 RNA izolasyonunun
gergeklestirilmesinde
kullanilan kit.

RT” First Strand Kit Qiagen, 330401 RNA’dan komplementer
DNA sentezinde

Calismada RT” SYBR | Qiagen, 330502 Ger¢cek  zamanli PCR

Green qPCR Mastermiks tampon ¢Ozeltisi

Apoptotik/hiicre 6ltim Qiagen, PAHS-141Z Gen ekspresyonu i¢in

genleri kullanilan apoptotik ya da

hiicre 6liimiiyle iliskili
genlerin analizinde

Tablo 3.2. Calismada kullanilan antikorlar

Antikor ad1

Uretici firma ve katalog
numaralari

Kullanim amaci

CD133/2 PE

Miltenyi Biotec, 130-090-
853

Prostat kanser kok
hiicrelerinin
izolasyonunda hiicre
yiizey belirteci

CD44-APC (CD44
Antibody)

Miltenyi Biotec, 130-095-
177

Prostat kanser kok
hiicrelerinin
izolasyonunda hiicre
yiizey belirteci

Anti-Ki67 antibody [SP6]

Abcam, ab16667

Immiinofloresan
yonteminde primer
antikor

CDKG6 (C-21) Antibody

Santa Cruz, sc-177

Immiinofloresan
yonteminde primer
antikor

CDK4 (C-22) Antibody

Santa Cruz, sc-260

Immiinofloresan
yonteminde primer
antikor

mouse anti-rabbit IgG-

Santa Cruz, sc-2359

Immiinofloresan
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FITC

yonteminde sekonder
antikor

DAPI mounting medium

Santa Cruz, sc-24941

Immiinofloresan
yonteminde niikleus
boyamasini saglar

Tablo 3.3. Calismada kullanilan cihaz bilgileri.

Cihaz

Marka Bilgileri

Kullanim Amaci

Class Il Biohazar Safety
Laminar hava akimh
kabin

ESCO

Hiicre kiiltiiri
calismalarin
gergeklestirilmesi

Flow Sitometri

FACS Aria, BD

Prostat kanser kok
hiicrelerinin izolasyon
islemi

Muse Cell Analyzer

Merck Milipore, 0500-
3115

Hiicre canliliginin
belirlenmesi, apoptoz ve
hiicre dongiisii analizi

NanoDrop 1000

Thermo Scientific

RNA orneklerinin
konsantrasyonlarinin
Olclilmesi ve saflik
degerlerinin belirlenmesi

LightCycler 480
Instrument II

Roche

Gergek zamanli PCR
islemin gergeklesmesini
saglayan cihaz

Floresan Mikroskop Olympus, BX 50 Immiinofloresan boyama
sonuglarmin
gorilintiilenmesi

Inverted Mikroskop Olympus, CKX41 Hiicrelerin giinliik
takiplarinin yapilmasi ve
senesens P- galaktosidaz
boyama sonuglarinin
goriintliilenmesi

Su Banyosu Niive, BM 402 Hiicre ¢6zme asamasinda
ve ¢esitli sollisyon ve
besiyerlerinin 1sitilma
islemi

Santrifii Eppendorf Centrifuge, Hiicre pelletinin elde

5804R, edilmesi

Vorteks Dragonlab, MX-F Karistirma iglemleri

pH metre Hanna Deneyde kullanilan
tampon ve soliisyonlarin
pH’larinin dl¢iilmesinde

Isiticili Manyetik Wisestir — MSH-20A, PFA hazirlama iglemi

Karistirict Korea

Hassas Terazi

Precisa

Kimyasal maddelerin
tartilmasi iglemi

Ultra low Temperature

New Brunswick-U410

Calismada kullanilan
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| Freezer (-80°C) | premium | hiicrelerin saklanmasinda |

3.2. Hiicrelerin Besi Ortaminin Hazirlanmasi

RWPE-1 prostat epitel hiicre hattinin tiretilmesinde Keratinosit Serumsuz Ortami
(Keratinocyte Serum Free Medium-K-SFM) (Thermo Fisher, 17005-042, USA)
igerisine 0.05 mg/ml si1gir hipofiz ekstresi (bovine pituitary extract-BPE), 5 ng/ml
insan rekombinant epidermal biiyime faktorii (epidermal growth factor-EGF), 0,1%
Gentamisin (Lonza, BE02-012E, USA) ve 0,5% Amfoterisin B (Sigma, A2942,
USA) ilave edilerek kullanilmistir.

DU145 prostat kanseri hiicre hattinin iiretilmesinde RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) (Gibco, 52400-025, USA) besi ortami igerisine sirastyla 10%
Fotal Bovin Serumu (Fetal bovine serum-FBS) (Gibco, 10270106, USA), 0,2%
Gentamisin (Lonza, BE02-012E, USA) ve 1% Amfoterisin B (Sigma, A2942, USA)

ilave edilerek kullanilmustir.

Tiim hiicre hatlarinin besi ortamlarim1 hazirlama islemi ikinci seviyede biyolojik
giivenlige sahip laminar hava akimli kabinde gergeklestirilmistir. Kabinde besi yeri
hazirlama asamasindan dnce hem laboratuvar oda UV’si hem de kabin UV’si 50
dakika boyunca acilip ondan sonra kabinin alkolle silinme isleminden sonra

yapilmugtir.
3.3. Calismada Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

3.3.1.Tampon Cozeltinin Hazirlanmasi
1X PBS (Phosphate-Buffered Saline-PBS) hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve
miktarlar1 Tablo 3.4’de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.4. PBS Tampon igerigi.

NaCl 8g

KCl 02¢g
Na,HPO, 144 g
KH,PO4 024 ¢g

18



PBS i¢in gerekli kimyasal malzemeler hassas terazide tartildiktan sonra 1 L distile su
icerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen tamponun pH’s1 HCI ve/veya NaOH kullanilarak

7.4 ayarlanir.

3.3.2. Paraformaldehit Fiksatif Soliisyonunun Hazirlanmasi

Immiinofloresan boyama yonteminde hiicreleri fikse etmek icin kullanilmustir.
8%’lik PFA hazirlamak i¢in 40 g PFA (Merck, 1040051000, Germany) hassas
terazide tartilir. Cam bir siseye tartilip konulan PFA 500 ml PBS ile tamamlanir.
Hazirlanan soliisyon 58°C’yi  geg¢meyecek sekilde 1sitici  iizerinde rengi
saydamlasincaya kadar ¢ozdiiriiliir. Sollisyonun renginin saydamlasmasina yakin
sollisyon igerisine 100 pLL 10 M NaOH ilave edilmistir. Soliisyon rengi
saydamlastiktan sonra 1sitictdan alinip sogumaya birakilir ve siiziiliir. Soguyan
PFA’nin pH’st 7.4’e¢ ayarlanmistir ve kullanilacagi zamana kadar +4°C’de
saklanmistir. Stok olarak hazirlanan fiksatif 8%’lik PFA immiinofloresan boyama

yontemi i¢in hiicre fiksasyonunda 1X PBS ile 4%’liik hale getirilmistir.

3.3.3.Fiksatif Etanoliin Hazirlanmasi

Etanol hiicre dongiisii analizlerinde hiicrelerin fikse edilmesi amaciyla tercih edilen
tespit ajanidir. Fiksatif 70% alkol hazirlamak i¢in saf alkolden 70 ml alinip {izeri 30
ml dH,O (distile su) ile tamamlanmistir. Elde edilen soliisyon -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3.4.Doksorubisin Kimyasalinin Ana Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
Doksorubisin HCI (Doxorubicin.HCI-DOX) hiicrelerde senesensi indiiklemek i¢in

kullanilan kimyasal ajandr. ilag ile ilgili genel bilgiler Tablo 3.5’ de 6zetlenmistir.

Tablo 3.5. Doksorubisin Kimyasalmin Ozellikleri

Molekiil Formiilii C»7H29NO;1.HCI

Molekiiler Agirhk 543,5.36,5

Safhik >98% Ince Tabaka Kromatografisi
(Thin—layer chromatography-TLC)

Senesens indiiksiyonu i¢in kullanilacak DOX kimyasal ajanin ana stok diliisyonu 1
mM olacak sekilde steril dH,O’da ¢oziilerek hazirlanmistir. Islemden 6nce laminar

hava akimli kabin UV’si 50 dakika boyunca agik birakilarak ortam sterilizasyonu
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saglanmistir. Ardindan ana stok ilag ¢ozdiirmesi gerceklestirilmis ve -20°C’de 1s1ktan
muhafaza edilerek saklanmistir. Calismada kullanilan tiim doksorubisin ana stok ve
senesens indiiksiyonunda kullanilan doz hesaplamalart M,.V,=M,.V, formiilii

kullanilarak yapilmistir.

3.3.5.Senesens Iliskili p-Galaktosidaz Boyama Soliisyonlarimin Hazirlanmasi
Caligmada senesens tespiti i¢in senesens B-galaktosidaz boyama kiti (Cell Signaling

Technology, 9860S, USA) kullanilmistir (Tablo 3.6).

Tim soliisyonlar kullanomdan hemen 6nce hazirlanmistir. Hacimler bir 35 mm 6-
kuyucuklu plate i¢indir. Prosediirdeki tiim hacimler, doku kiiltiirli ortaminin yaklasik
yaris1 kadar hazirlanmistir. Ornegin 6-kuyucuklu plate (35 mm) igin 2 ml doku
kiiltliri ortaminin yaris1 olan 1 ml soliisyon ortami her bir kuyucuk ig¢in

hazirlanmustir.

Tablo 3.6. Senesens B-galaktosidaz Boyama Soliisyonlarinin Hazirlanmast

I1X PBS Her bir kuyucuk basina en az 6 ml PBS hazirlanmstir.

Fiksatif Soliisyonu Kit icerisindeki 10X fiksatif soliisyon steril dH,O ile diliie
edilmistir. Her bir kuyucuk i¢in (6-kuyucuklu plate/35 mm)

1 ml 1X fiksatif soliisyon olacak sekilde hazirlanmistir.

Boyama Soliisyonu 10X olan boyama soliisyonu 37°C’ye 1sitilarak
¢Ozdiirtilmiistiir. Cozdiiriilen soliisyon dH,0 ile 1X’e diliie
edilmistir. 1X boyama soliisyonu hazirlanirken her bir 35
mm kuyucuga 930 pl gelecek sekilde hesap yapilip

hazirlanmustir.

X-Gal Bir polipropilen plastik tiipte 20 mg/ml'lik bir stok ¢ozelti
(5-Bromo-4-Chloro- | hazirlamak i¢in 1 ml dimetil siilfoksit (Dimethyl sulfoxide-
3-Indolyl B-D- DMSO) i¢inde 20 mg X-gal ¢oziilmiistiir. 1 aya kadar
Galactopyranoside) karanlikta ve -20°C’de muhafaza edilebilir.

B-Galaktosidaz Her bir 35 mm/6-kuyucuklu plate icin asagidaki oranlar
Boyama Soliisyonu kullanilarak soliisyon hazirlanmistir.

- 930 pl 1X boyama soliisyonu

- 10 pl 100X soliisyon A

- 10 nl 100X soliisyon B
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- 50 pl 20 mg/ml X-gal stok soliisyonu
Boyama stok soliisyonu hazirlandiktan sonra pH 6’ya

ayarlanmistir. Bu deger yanlis pozitif ve negatif sonuglarin

Onlenmesi a¢isindan ¢ok 6nemlidir.

3.4. Calismada Kullanilan Yontemler

3.4.1. Hiicre Hatlarimin Uretilmesi

Insan normal prostat epitel hiicre hattt RWPE-1 (ATCC, Manasas, VA, USA)
tiretilmesinde 0.05 mg/ml si8ir hipofiz ekstresi (BPE), 5 ng/ml insan rekombinant
epidermal biiylime faktorii (EGF), 0,1% Gentamisin (Lonza, BE02-012E, USA) ve
0,5% Amfoterisin B (Sigma, A2942, USA) iceren serumsuz keratinositli (K-SFM)
besi ortami kullanilmistir. Hiicreler 37°C sicaklikta, 5% CO, ortaminda ve nem
iceren inkiibator kosullarmnda cogaltilip devamliligi saglannustir. Iki giinde bir
hiicrelerin besiyeri degistirilmistir. DU145 prostat kanseri hiicre hattinin (ATCC,
Manasas, VA, USA) c¢ogaltilmasi ve devamliliginin saglanmasi 10% FBS (Gibco,
10270106, USA), 0,2% Gentamisin (Lonza, BE02-012E, USA) ve 1% Amfoterisin B
(Sigma, A2942, USA) iceren RPMI 1640 besi ortami kullanilarak
gerceklestirilmistir. DU145 hiicre hattinin besiyeri haftada 2-3 kez degistirilmistir.
Hiicrelerin ¢ogaltilmas1 37°C sicaklikta, 5% CO, ve nem igeren inkiibatorde
saglanmistir. Hiicreler giinliik olarak inverted mikroskopta kontrol edilip takipleri
yapilmustir. Caligmada kullanilan tiim gruplara ait hiicrelerin pasaj numaralar1 ayni

ve pasaj numaralar1 9’dur.

3.4.2.Floresanla Aktive Hiicre Ayirma (FACS) Yontemiyle Prostat Kanser Kok

Hiicrelerinin izolasyonu

3.4.2.1. FACS Yontemi

Flow sitometri, akan bir sivida 151k demetinden tek tek gegen hiicrelerin farkl
karakteristik 6zelliklerine gore es zamanl analiz edilmesini saglayan teknik olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre ylizeyinde veya ¢esitli hiicre i¢i bolmelerde ifade edilen
molekiil tiirlerini ve seviyelerini incelemek i¢in uygulanir. Coklu floresan
parametrelerinin eszamanl 6l¢limii, niikleik asitlerin yani sira birlikte eksprese edilen
reseptor, sinyal ve efektor molekiillerin yiiksek ¢oziintirliikte tanimlanmasi ve detaylt
analizini saglar. Bu nedenle flow sitometri; immiinoloji, hematoloji, patoloji ve

kanser gibi ¢caligma alanlarinda siklikla kullanilan bir tekniktir.
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Flow sitometri cihazi, 151k kaynagi, akis sistemi, hiicre ayirma mekanizmasi (cell
sorting), filtre, dedektdr, veri analizini saglayan bilgisayar ve yazilim programlari
bilesenlerinden olusmaktadir. Calisma prensibine gore flow sitometri ileri sagilim
kanal dedektorii ile (Forward scatter) hiicrenin yaklasik biiyilikliigli, yana sacilim
kanal dedektorii (Side scatter) ile hiicrenin yaklasik graniilitesi hakkinda verilerin

bilgisayar sisteminde analiz edilmesiyle bilgi edinilir (Sekil 3.1).

Sistem Sivisi

(. l:| « & Hiicre 6rnegi
é /; SSc, (Yana sagihm kanal detektori)

Lazer 15111 ﬁﬁ'————-—r—_——-—__: FSc (llen sacilim kanal detektérii)

+ +

ONONONONCHONENONCHOR.O (

+ +

Dedektor

Elektronik sistem

5

Sekil 3.1. FACS genel ¢alisma prensibi.

3.4.2.2. Floresanla Aktive Hiicre Ayirma Yoéntemi Kullamlarak CD133"/CD44"

Prostat Kanser Kok Hiicrelerinin izolasyonu
Prostat kanser kok hiicrelerin izolasyonunu saglamak i¢in FACS yontemi
kullanilmistir. Prostat kanser hiicre hatt1 DU145 10% 1s1 ile inaktive edilmis fetal
sigir serumu, 10% FBS (Gibco, 10270106, USA), 0,2% Gentamisin (Lonza, BE02-
012E, USA) ve 1% Amfoterisin B iceren RPMI 1640 besi ortaminda 75 em?’lik steril
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polisitren hiicre kiiltiirii flasklarinda g¢ogaltilmistir. Hiicrelerin yogunluk seviyesi
yaklastk 80% oldugunda deney icin flask icerisindeki besiyeri ortamdan
uzaklagtirilmistir. Flasktaki geri kalan besiyeri artiklarini ortamdan uzaklastirmak
icin hiicreler 5 ml 1X PBS ile yikama islemi yapilmistir. Flaska 1 ml 0.25% Tripsin-
EDTA (Gibco, 25200-056, USA) ile 5 dakika inkiibatorde (37°C, 5% CO,) bekletilen
hiicrelerin bu sayede flask yiizeyinden ayrilmalari saglanmistir. Tripsin-EDTA igeren
hiicre karisiminda tripsinin inaktivasyon islemi i¢in 10% FBS igeren RPMI 1640 besi
ortami eklenmistir. Daha sonra hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiipiine alinarak 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atildiktan sonra
tiipe 5 ml steril 1X PBS eklenmistir. PBS ile siispansiyon yapilan hiicreler tekrardan
1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilarak
polisitren falkon tiipteki hiicreler 1X soguk PBS ile siispanse edilip 10 pl CD133/2-
PE, human (Miltenyi Biotec, 130-090-853, USA) ve 10 pul CD44-APC, human
(Miltenyi Biotec, 130-095-177, USA) antikorlar1 eklenmistir. 10 dakika karanlik
ortamda +4°C’de hiicreler inkiibe edilmistir. Baglanmayan antikorlar igin hiicrelere 5
ml 1X PBS eklenip yikama islemi i¢in 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu
islem sonucunda elde edilen hiicre pelletine hiicre yogunluguna gore 1X PBS eklenip
(yaklasik 3 ml) reslispanse edilmistir ve steril, Sml’lik filtreli tlipiin filtresinden
hiicreler gecirilmistir. Daha sonra hiicreler floresanla aktive hiicre ayirma cihazi
kullamlarak (FACSAria, BD Pharmingen) sort edilerek CD133"/CD44" prostat

kanser kok hiicrelerin izolasyonu gergeklestirilmistir.

3.4.3.Terapi ile Indiiklenen Senesens (Therapy-induced Senescence-TIS)
Yontemi
TIS, timorlerde radyoterapiye veya secilmis kemoterapotik ajanlara yanit olarak
ortaya cikar ve kanser tedavisi i¢in potansiyel bir stratejidir. Son yillarda hiicrelerde
senesens indiiksiyonu i¢in tercih edilen bir metottur. Doksorubisin kanser hiicresi
hatlarinda terapi ile uyarilan senesensi incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapotik ajandir. Senesens indiiksiyonu normal prostat epitel hiicre hatti
RWPE-1, DU145 prostat kanser hiicresi hatt1 ve FACS islemi sonrasinda izole edilen
CD1337/CD44" olan prostat kanser kok hiicreleri (KKH-CD133"/CD44") ve hiicre
ayirma sonrasindaki diger hiicreler grubu olan KKH olmayan hiicreler grubu (non-
KKH) kullanilmistir. Senesens indiiksiyonu yapilan tiim gruplardaki hiicrelerin pasaj

numaralart 9’dur. Her bir deney grubundaki hiicreler 5% CO;’li ve nemli ortamda
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37°C dretilen hiicreler 75-80% oranmna ulastifinda ortamdaki besiyeri
uzaklastirilmigtir. Flask yilizeyinde kalan besiyeri artiklarini uzaklagtirmak i¢in 5 ml
1X PBS ile bir kez yikama islemi yapilmistir. Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak
i¢in 0.25% Tripsin-EDTA (Gibco, 25200-056, USA) ile 5 dakika inkiibatorde (37°C,
5% CO,) bekletilmistir. Tripsin-EDTA igeren hiicre karisiminda tripsinin
inaktivasyon iglemi i¢cin 10% FBS iceren RPMI 1640 besi ortami eklenmistir. Daha
sonra hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiipline alimarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda silipernatant atilmistir ve hiicre pelletine besi
ortamlarindan 1 ml eklenmistir. Istenilen sayida hiicre ekebilmek icin Muse® Count
ve Viability kiti (Muse® Cell Analyzer, Millipore, Billerica, MA, ABD) Kkiti
kullanilarak hiicre sayist belirlenmistir. 12 kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna
5x10" hiicre/kuyucuk olacak sekilde DU145 ve kanser kok hiicre olmayan DU145
hiicreleri (non-KKH) ekilmistir. RWPE-1 prostat epitel hiicre hatt1 ve prostat kanser
kok hiicreleri ise 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu plaklarin her bir
kuyucuguna ekilmistir. Hiicreler 12 kuyucuklu plakalar yiizeyine tutunduktan DOX
ile senesens indiiksiyonu i¢in tespit edilen ila¢ dozlar1 (10 nM, 25 nM ve 50 nM)
hazirlanmistir.  DOX doz hesaplamalart M;.V,=M,.V, formiilii kullanilarak
yapilmistir. Ilag¢ dozlar1 uygulanacag: zaman ortamdaki besiyeri uzaklastirilmistir ve
DOX’lu besiyerleri 12 kuyucuklu plaklardaki hiicreler uygulanmistir. Deney
uygulama kurgusu Sekil 3.2°de gosterildigi gibidir. 3 giin boyunca hiicreler DOX ile
muamele edilmistir. Ugiincii giiniin sonunda ilacli besiyeri ortamdan uzaklastiriimis
ve hiicreler 1X PBS ile yitkanmistir. Tiim hiicre gruplarina ilag (DOX) icermeyen
kendi besi ortamlar: ilave edilmistir ve iki glin boyunca ilagsiz ortamda hiicreler
birakilmistir. (37°C, 5% CO, ortam kosullarinda). Bundan sonraki asamada
senesensin hiicrelerin canlilik, proliferasyon, hiicre dongiisii ve apoptoz iizerindeki
etkilerinin anlamak i¢in analizler yapilmistir. Yapilan analizin 3’er kez tekran

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2. DOX aracili hiicresel senesens indiiksiyonu deney kurgu semasi.

3.4.4.Senesens Iliskili p-Galaktosidaz (SA-B-Gal) Boyama ile Hiicresel
Senesensin Tespiti
Senesens iliskili B-galaktosidaz (SA-B-Gal) yaslanan hiicrelerde varlig1 ¢ok yiiksek
oldugu icin senesens tespitinde siklikla kullanilan bir tekniktir. Normal hiicrelerde -
galaktosidaz, lizozomlarda pH 4.0’da aktive olurken yaslanan hiicrelerde pH 6.0°da
aktivite gosterdigi i¢in bu pH’da tespit edilebilmektedir. Bunun nedeni senesens ile
birlikte lizozomlarin yapisindaki genisleme olabilir. Hem kiiltiiriinde hem de ¢esitli
omurgali dokularinda yaslanan hiicreleri tanimlamak icin hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. SA-B-Gal, senesensin tespiti i¢in ‘altin standart’ olarak da kabul

edildigi i¢in bu teknik kullanilmistir.

Hiicrelerde senesens indiiksiyonu yapildiktan sonra senesensi tespit etmek amaciyla
Senesens B-galaktosidaz boyama yapilmistir. Bu islem i¢in Senesens [-galaktosidaz
boyama kiti kullamilmistir (Cell Signaling Technology, 9860S, USA). 6 kuyucuklu
plaklarin her bir kuyucuguna 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde DU145 ve FACS
islemi sonrasinda elde edilen kanser kok hiicre olmayan DUI145 (non-KKH)
hiicreleri ekilmistir. RWPE-1 prostat epitel hiicre hatt1 ve FACS islemi sonrasinda
elde edilen prostat kanser kok hiicreleri 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6
kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna ekilmistir. Hiicreler plaka yiizeyine
yapistiktan sonra, besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicreler kontrol grubu (untreated-DOX
icermeyen grup) ve 10 nM DOX, 25 nM DOX ve 50 nM DOX farkli dozlarda DOX
igeren gruplar olusturularak DOX ilave edilmistir. 3 giin boyunca hiicreler DOX ile
muamele edilmistir. Ugiincii giiniin sonunda ilacli besiyeri ortamdan uzaklastirilmis
ve hiicreler 2ml 1X PBS eklenip yikanmistir. Tiim hiicre gruplarina ilag igermeyen

kendi besi ortamlar1 ilave edilmistir (2 ml besiyeri) ve iki glin boyunca ilagsiz
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ortamda hiicreler birakilmistir (37°C, 5% CO, ortam kosullarinda) (Sekil 3.3).
Senesens indiiksiyondan sonra (kontrol grubu ve farkli dozlarda DOX ile muamele
edilmis gruplar) 6-kuyucuklu plate ekilen hiicrelerin besiyeri aspire edilmistir. 2 mL
1X steril PBS ile yikama islemi yapilmistir. Her 35 mm kuyucuga 1 ml 1X fiksatif
solisyonu eklenmistir ve oda sicakliginda 15 dakika beklenmistir. Hiicrelerin
fiksasyonu sonrasinda her bir kuyucuk 1X PBS ile 2 kez yikanmistir. Hiicrelerin
boyama agamasi i¢in her bir 35 mm’lik kuyucuga pH’1 6 olan 1 ml B-galaktosidaz
boyama soliisyonu eklenmistir. Kuyucuklarda buharlagmay1 énlemek icin plate bir
parafilm ve aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Bu buharlasmanin engellenmesi
olduk¢a Onemlidir ¢linkii buharlasma plate icinde kristallerin olusmasma neden
olabilir. Ornekler en az bir gece 37°C’de CO;’siz bir inkiibatdrde (Binder Redline RI
53, Germany) inkiibe edilmistir. CO, varlifi boyama sonuclarmi etkileyebilecek
pH’ta degisikliklere neden olabilir. Bu nedenle inkiibatoriin CO;’siz olmasi
gerekmektedir. Hiicrelerde renk degisimi gozlemlendikten sonra boyama soliisyonu
ortamdan uzaklastirilip 1 ml 1X PBS ilave edilmistir. Ardindan faz kontrast 6zelligi
olan bir inverted mikroskopta goriintiilenmistir. Hiicrelerdeki renk degisimi Imagel
yazilimi1 (NIH, Bethesda, USA) ile analiz edilmistir. Yapilan analizin 3’er kez tekrar1
gerceklestirilmistir.

1 2 3
RWPE-1 prostat epitel hiicre hatti grubu (pasaj 9)
A
DU145 prostat kansen hiicre hatti grobu (pasay 9)
Prostat kanser kék hiicre grubu (KKH, pasaj 9)
B
Kanser kitk olmayan hiicreler grubu (non-KKH, pasaj 9)

_—F‘J

Sekil 3.3. Senesens iliskili B-galaktosidaz boyama deney kurgu semasi

3.4.5.Hiicre Sayis1 ve Canlihgin Belirlenmesi

Senesens indiiksiyonundan sonra hiicrelerin canlilik durumu Muse® Count ve

Viability kiti (Muse® Cell Analyzer; Millipore, Billerica, MA, ABD) kullanilarak

degerlendirilmistir. Deney grubu olarak secilen RWPE-1 (insan normal prostat hiicre

hatt1), DU145 (insan prostat kanser hiicre hatti), FACS yontemi ile izolasyonu
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yapilacak olan CD133/CD44" prostat kanser kok hiicreleri ve DU145 non-KKH
(bulk popiilasyon) ilagla senesens indiiksiyonu yapildiktan sonra hiicre sayist ve
canliliklar1 degerlendirilmistir. Canlilik ve proliferasyon karsilastirilmasi i¢in hem
senesens indiiksiyonu yapilmamis olan kontrol grubu hem de senesens indiiksiyonu
yapilmis olan hiicrelerin canliliklar1 degerlendirilirken terapi ile indiiklenen senesens
protokolii izlenmistir. Indiiksiyon siiresini takiben (12 kuyucuklu plaka) kuyucuktaki
besiyeri uzaklastirilip her bir kuyucuga 1X PBS eklenerek yikama yapilmistir.
Ardindan her bir kuyucuga 0.25% Tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin plaka
yiizeyinden ayrilmalar1 saglanmistir. Tripsin inaktivasyonu i¢in 10% FBS ilaveli
RPMI mediumu her bir kuyucuga ayr1 ayr1 eklenerek etiketlenmis santrifiij tiiplerine
alimmisglardir. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilip
hiicrelerin {iizerlerine besiyeri eklenerek resilispanse edilmistir. 1.5 ml’lik steril
mikrosantrifiij tiiplerine hiicre siispansiyonlarindan Muse® Count & Viability kitinin
onerdigi sekilde hiicre yogunluguna ve diliisyona bagli olarak reaktif konulmustur
(380 pI kit soliisyonu + 20 pl hiicre siispansiyonu). Daha sonra oda sicakliginda 5
dakika karanlik ortamda 6rnekler bekletilmistir. Ardindan Muse® Cell Analyzer ile
Olciimii yapilip istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan analizin 3’er kez

tekrar1 gerceklestirilmistir.

3.4.6. Annexin-V Yéntemi ile Apoptotik Hiicre Olciimiiniin Belirlenmesi

Apoptoz veya programlanmig hiicre 6liimii, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinin énemli
ve aktif bir diizenleyici yoludur. Hiicreler, karakteristik fizyolojik degisikliklerle
sonuglanan hiicre igi siiregleri baglatarak belirli indiiksiyon sinyallerine tepki verir.
Apoptozun baglangic asamalarinda, membran fosfatidilserin (PS) plazma zarinin i¢
yiizeyinden dis yiizeyine dogru transloke olur. Ca*” bagimh fosfolipid baglayan
protein olan Annexin V, PS i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir. Bu sayede Annexin-V

dis ylizeye transloke olan PS’ye baglanarak apoptotik hiicrelerin goriilmesini saglar.

Senesens indiiksiyonunun apoptoz iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in apoptozis
analizi, Muse® Annexin V & Dead Cell Kit kullanilarak Muse® Cell Analyzer ile
okutularak  yapilmistir. Hiicrelerin senesense bagli  apoptotik  davranisini
degerlendirirken terapi ile indiiklenen senesens protokolii izlenmistir. Indiiksiyon
siiresini takiben (12 kuyucuklu plaka) kuyucuktaki besiyeri uzaklastirilip her bir
kuyucuga 1X PBS eklenerek yikama yapilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 0.25 %
Tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin plaka ylizeyinden ayrilmalar1 saglanmistir.
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Tripsin inaktivasyonu i¢in 10% FBS ilaveli RPMI mediumu her bir kuyucuga ayri
ayr1 eklenerek etiketlenmis santrifiij tiiplerine alinmistir. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan hiicrelerin {izerlerine
besiyeri eklenerek hiicreler resiispanse edilmistir. 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij
tiiplerine hiicre siispansiyonlarindan 100’er pl ve Muse® Annexin V & Dead Cell
reaktifinden 100’er pl ilave edilerek 20 dk oda sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Ardindan Muse® Cell Analyzer cihazinda 6l¢timleri yapilacaktir. Yapilan

analizin 3’er kez tekrar1 gergeklestirilmistir.

3.4.7.Hiicre Dongiisiiniin Belirlenmesi

Hiicre dongiisii, 6karyotik hiicrelerde en 6nemli ve temel siire¢lerden biridir. Hiicre
dongiisliniin  regililasyonu, genetik hasarin onarilmasini ve kontrolsiiz hiicre
boliinmesini engellediginde hiicre sag kalimi i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Hiicre
dongiisii  regiilasyonundaki bozukluklar, tiimoér hiicrelerinin karakteristik bir
ozelligidir ve hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesinde rol oynayan genlerdeki
mutasyonlar kanserde olduk¢a yaygindir. Hiicre dongiisiiniin analizinde Muse® Cell
Cycle Assay kiti kullanilarak hiicre dongiisiindeki GO/G1, S ve G2/M kontrol

noktalarindaki hiicrelerin degerlendirilmesi saglamak igin yapilmistir.

Hiicrelerin senesense bagli hiicre dongiisii davranmigini degerlendirirken terapi ile
indiiklenen senesens protokolii izlenmistir. Indiiksiyon siiresini takiben (12
kuyucuklu plaka) kuyucuktaki besiyeri uzaklastirilip her bir kuyucuga 1X PBS
eklenerek yikama yapilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 0.25% Tripsin-EDTA
eklenerek hiicrelerin plaka yiizeyinden ayrilmalart saglanmigtir.  Tripsin
inaktivasyonu icin 10% FBS ilaveli RPMI mediumu her bir kuyucuga ayr1 ayri
eklenerek etiketlenmis santrifiij tiiplerine alinmistir. 1000 rpm’de 5 dk santrifiyj
edildikten sonra silipernatant uzaklastiritlip 1 ml 1X PBS ile yikama yapilmistir (her
1x10° hiicre i¢in 1 ml PBS). Hiicreler pipetaj yapildiktan sonra 300x g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant ortamdan uzaklastirilip
fiksasyon i¢in soguk 70% etanol eklenmistir ve devaminda en az 3 saat -20°C’de
hiicreler inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 300x g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir ve ardindan 1 kez 1X PBS ile yitkama yapilmigtir. Her tiipe 200 pl Muse®
Cell Cycle reaktifi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda karanlikta beklenmistir ve

okuma i¢in siispansiyon karanlikta 1.5 ml’lik ependorflara alimip Muse® Cell
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Analyzer cihazinda Ol¢limleri yapilmigtir. Yapilan analizin 3’er kez tekrar

gerceklestirilmistir.

3.4.8.immiinofloresan Boyama Yontemi ile Analiz

Hiicresel senesens indiiksiyonunda bir belirte¢ olarak kullanilan ve ayrica
proliferasyon belirteci olarak da adlandirilan Ki-67 ve hiicre dongiisiiniin senesens ile
iliskisinin degerlendirilmesinde CDK4 ve CDKG6 kullanilarak immiinofloresan

analizleri gergeklestirilmistir.

Senesens sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenen gruplar secilerek
immiinofloresan boyamalar1 gerceklestirilmistir. Islem 6ncesinde 15 mm yuvarlak
lameller UV ile sterilize edilmistir. Ardindan 6 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 3 tane olacak sekilde yerlestirilmistir. Senesens indiiksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerin besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir ve 6rnekler 3 kez 5’er
dakika PBS ile yikanmustir. 4%’liik PFA kullamlarak 30 dk 4'C’de hiicreler fikse
edilmek i¢in bekletilmistir. Fiksasyon sonrasinda hiicreler 3 kez 5’er dakika PBS ile
yikanarak PFA ortamdan uzaklastirilmistir. 20 dakika 0.25% Tritonix-100’1i PBS ile
muamele edilen 6rneklere 1% BSA’li PBS eklenmistir ve 1 saat oda sicakliginda
bloklama asamasi i¢in beklenmistir. Sonra 6rnekler iireten firmanin 6nerilerine gore
seyreltilerek (1% BSA-PBS) bloklama asamasinin hemen ardindan hiicreler Anti-
Ki67 (abcam, ab16667, USA), CDK6 (C-21) (Santa Cruz Biotechnology, sc-177,
USA) ve CDK4 (C-22) (Santa Cruz Biotechnology, sc-260, USA) primer antikorlari
ile muamele edilmistir. Ornekler nemli kutuda 1 gece +4 C’de bekletilmistir. Ertesi
giin 3 kez 5’er dakika PBS ile yikamalar yapildiktan sonra floresan bagli sekonder
antikorla (Santa Cruz Biotechnology, sc-2359, USA) 1 saat oda sicakliginda karanlik
ortamda muamele edilmistir. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanip DAPI iceren
mounting medium (sc-24941 Santa Cruz Biotechnology, ABD) ile kapatilan 6rnekler
floresan mikroskop (BX-51 Olympus, Japan) ile karanlik ortamda incelenmistir.

3.4.9.Gen Ekspresyon Analizi

3.4.9.1. Total RNA izolasyonu

Senesens indiiksiyonunda anlamli bulunan 25 nM DOX RWPE-1 ve DU145-KKH
gruplar1 ve bunlarin kontrol grubu hiicrelerinden total RNA izolasyonu RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen, 74134, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. RNeasy Plus Mini

Kit reaktiflerinin hazirlanmasi i¢in gergeklestirilen adimlar asagida 6zetlenmistir.
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I. Iml RLT Plus tamponuna 10pl B-merkaptoetanol eklenmistir.

II. RPE Buffer absolii etanol ile 1:4 hacim oraninda diliie edilerek ¢alisma soliisyonu

hazirlanmstir.

Tamponlarin hazirlanma asamasinin sonrasinda prosediirdeki adimlar uygulanmistir

Tablo 3.7).

Tablo 3.7. RNA izolasyon prosediirii

1- Hiicreler 5 dk 300 g’ de santrifiij edilmistir.

2- Santrifiij islemini takiben hiicrelerden siipernatant kismi dikkatlice ortamdan

uzaklagtirilmigtir.

3- Her bir deney grubunu iceren tiipe 350 pul RLT Plus tamponu eklenmis ve
ardindan hafifce vorteks yapilmaistir.

4- Homojenize olan lizatlar 2 ml tiip icine yerlestirilen gDNA eleyici doniis

kolonuna aktarilarak 30 s 8000 g’de santrifiij yapilmistir.

5- gDNA eleyen doniis kolonu uzaklastirilarak tiipe 350 pl 70%’lik etanol

eklenmistir.

6- 700 pul 6rnek 2 ml tiip i¢ine yerlestirilen RNeasy doniis kolonuna aktarilarak 15 s
8000 g’de santrifiijii yapilmistir.

7- Tiip icindeki kisim uzaklagtirilmistir ve 500 ul RPE tamponu kolona eklenerek 15
s 8000 g’de santrifiij edilmistir.

8- Tiip i¢indeki kisim uzaklagtirilarak 500 pl RPE tamponu kolona eklenerek 2 dk
8000 g’de santrifiij gerceklestirilmistir.

9- Kolonun altina yeni bir tiip koyularak 1 dk 8000 g’de santrifiijlenmis ve kolonun

kurumasi beklenmistir.

10- Kolonun altina 1.5 ml ependorf tiip koyularak 50 pul RNaz icermeyen H,O
eklenecek, 1 dk 8000 g’de santrifiij yapilarak RNA izolasyon islemi

tamamlanmuistir.

3.4.9.2. RNA’mn Saflik ve Kalite Kontroliiniin Yapilmasi

Orneklerden izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonlarmin dlgiilmesi ve saflik
degerlerinin belirlenmesi NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) cihazi ve yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Olgiimler her bir deney grubundaki total RNA érneginden 1

ul alinarak A260:A280 ve A260:A230 nanometre dalga boylarindaki absorbanslarda
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Olciim yapilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA Orneklerinin ekspresyon
analizlerinde kullanilabilir olmasi i¢in A260:A280 nm dalga boylarindaki absorbans
oranmin 1.8 - 2.0 araliginda, A260:A230 nm dalga boylarindaki absorbans oraninin
ise 1.7°den biiyiik olmas1 bilgisine dayanarak karar verilmistir. RNA orneklerinin
miktarsal Ol¢iimii ise 260 nm dalga boyunda pg/ml cinsinden gercgeklestirilmis ve
A260 oOlgiimii ile belirlenen konsantrasyon degerinin 40 pg/ml yiiksek olmasina

bakilmustir.

3.4.9.3. cDNA Sentezinin Gerg¢eklestirilmesi

Saflik degerleri ve miktarlar1 dlgiilen RNA 6rneklerini gercek-zamanli PCR tabanli
gen ekspresyon degisim analizlerinde kullanilabilir hale getirmek icin her bir RNA
orneginin komplementer DNA’s1 RT? First Strand Kit (Qiagen, 330401, USA)

kullanilarak sentezlenmistir.

Her 6rnek i¢in son miktar 0.5 pg RNA olacak sekilde genomik DNA eliminasyon
karisimi hazirlanmistir (Tablo 3.8.). Hazirlanan karisimlar 42°C’de 5 dk inkiibasyon
yapilip hemen ardindan hizli bir sekilde buz {izerine alinmistir. Buz iizerinde 1 dk
boyunca ornekler tutulmustur. Ardindan her bir 6rnek i¢in Tablo 3.9°da gosterildigi

sekilde ters transkripsiyon karigiminin hazirlanmasi gergeklestirilmistir.

Tablo 3.8. DNA eliminasyon karigimi.

Bilesenler Miktar
RNA 25ng—-5pg
Buffer GE 2ul
RNase-free water Degisken
Total hacim 10 pl

Tablo 3.9. Ters transkripsiyon karisimi

Bilesenler 1 reaksiyonluk hacim
5x Buffer BC3 4 ul
Kontrol P2 1l
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RE3 Reverse 2ul

Transcriptase Mix
RNase-free su 3ul

Total hacim 10 pl

10 pl genomik hazirlanan DNA eliminasyon karisimi iceren her bir tiipe 10 pl ters
transkripsiyon karigimi eklenerek nazik bir sekilde ve yavasca pipetlenmistir.
Ardindan her bir 6rnek 42°C’de 15 dk inkiibasyon yapilarak hemen ardindan hizl bir
sekilde 95°C’de 5 dk tutulmustur ve bdylece reaksiyon tamamlanmistir. Son adim
olarak Orneklerin her birine 91 pul RNase igcermeyen H,O eklenerek pipetaj

yapilmustir.

3.4.9.4. Gercek Zamanh PCR

Calisma belirlenen arasindaki gen ekspresyonlarinin degisiminin saptanmasinda
gercek zamanli PCR cihazi (LightCycler 480 Instrument II, Roche) kullanilarak
SYBR Green metodu uygulanmistir. Calismada RT? SYBR Green gPCR Mastermiks
(Qiagen, 330502, USA) ger¢ek zamanli PCR tampon ¢ozeltisi, HotStart DNA Taq
polimeraz enzimi ve DNA’nin ¢ift sarmal her iki oluguna baglanarak 1s1ma verme

yetenegine sahip modifiye edilmis SYBR Green boyasini icermektedir.

Gen ekspresyon analizlerinde icin RWPE-1 kontrol grubu, RWPE-1 senesens grup
hiicreleri, DU145 KKH kontrol grubu ve DU145-KKH senesens grubu hiicrelerinden
elde edilen komplementer DNA’lar kullanilarak apoptotik (Qiagen, PAHS-141Z,
USA) sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon degisimleri belirlenmistir. Ayrica
internal kontrol olarak her analizde; verilerin normalizasyonunu saglamak i¢in B-act,
B2M, GAPDH gibi housekeeping genleri kullanimistir. Ayrica transkribe olamamis
genomik DNA kontaminasyonlarim1 da saptamak icin genomik DNA kontrolii
kullanilmistir. Bununla birlikte ters transkripsiyon reaksiyonun kontroliinii saglayan
tic adet ters transkripsiyon kontrolii ve tasidigi yapay DNA sekansi ile PCR
etkinligini test eden {i¢ adet pozitif PCR kontrolii kullanilmistir. Tiim bu genlerin

plaktaki yerlesimi Sekil 3.4°deki gibidir.
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F RIPK! RIPK2 RIPK3 S100A7A SLC25M # SPATA2 SYCR THMEMIZ3 TMEMST TNF TNFRSFI0A
G | TNFRSFI4 TNFRSFI7 TNFRSFIA | TNFRSFIB TNFRSFZ5 TNFRSF4 TNFRSFB TNFSFI0 TNFSFI5 TRADD TRAF2 THNL4B
H ACTB B284 GAPDH HRRT1 RPLFO HGDC e RIC RIC FPC PPC PRC

Sekil 3.4. Gergek zamanli PCR i¢in genlerin plaka iizerindeki yerlesimi.

Gercek Zamanlh PCR Calisma Protokolii

Senesensin apoptotik gen ile iligkisini anlamak icin gerceklestirilen PCR islemininde
gerceklestirilen basamaklar Tablo 3.10°daki gibidir. PCR isleminde hazirlanmasi
gereken bilesenler 0.5 ml ependorf tiip i¢inde Tablo 3.11°de gosterildigi gibi

hazirlanmustir.

Tablo 3.10. PCR protokol adimlari.

Tamamen ¢oziinmiis olan RT” SYBR Green mastermiks vortekslenerek, 10-15 sn

boyunca nazikge santrifiijleme yapilmistir.

Hazirlanan karisim nazikge santrifiijlerenek her kuyucuga 25ul karisim pipetlenerek

konulmustur.

Plakalar ince, optik, yapiskan filmle sikica kapatilmistir.

Oda sicakliginda plakalar 1000 g’de 1 dk boyunca santrifiij edilmistir.

LightCycler 480 Quantification yazilimi (kantifikasyon yazilimi) kullanilarak her
bir kuyucuk icin esik dongiisii (CT) degeri “second derivate max” secenegi ile

hesaplanacak, verilerin kantitasyonu gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.11. PCR bilesenlerinin miktarlari

Bilesen Miktar (1 6rnek icin)
RT?SYBR Green Mastermiks 1350 pl

c¢DNA sentez reaksiyonu 102 pl

RNaz icermeyen H,O 1248 pl

Toplam Hacim Miktari 2700 pl

Tablo 3.12. PCR yonteminde uugulan program bilgileri

Dongii Siire Sicakhik Yorum

Sayis1

1 10 dakika 95°C DNA Taq polimeaz aktivasyonu

45 15 saniye 95°C Floresan datalarin elde edilmesi
1 dakika 60°C

Tiim islemlerin ardindan plakalar LightCycler 480 cihazinda gorillen PCR
programinda ¢alistirilmistir.  Calisma i¢in ayarlanmis PCR programi islem
gergeklestirilmistir (Tablo 3.12). Tim senesens ve kontrol gruplarindaki verilerin
analizi “Qiagen PCR Array Data Analysis” sistemine girilerek AA“" yontemi ile

gerceklestirilmistir.

34



4. Bulgular

4.1. Floresanla Aktive Hiicre Ayirma Yontemi (FACS) Kullamilarak
CD133"/CD44" Prostat Kanser Kok Hiicrelerinin Eldesi ve Saflik Analizi
DU145 prostat kanser hiicreleri, hiicre yiizey belirteci CD133 ve CD44’e gore
tanimlanip izole edilmistir. Hiicreler, ¢ift pozitif olduklar1 Q2 bolgesine gore
(CD1337/CD44" popiilasyonu) FACS ile ayrilmistir. Sort islemi ile elde edilen
hiicrelerin oran1 2.0% olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1). FACS isleminin analizini
dogrulamak ve elde edilen popiilasyonun safligin1 degerlendirebilmek igin; islem
sonrasinda elde edilen prostat kanser kok hiicrelerinin safligit CD133 ve CD44 hiicre
yiizey antikorlarina gore tekrardan test edilmistir. Sonug¢ olarak, FACS islemi
sonrasinda hiicrelerin saflik oraninin yaklasik olarak 97.1% oldugu saptanmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. FACS analizi sonunda elde edilen DU145 CD133"/CD44" prostat kanser
kok hiicrelerinin eldesi (Q2 bilgesi).
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Tube: DU145 CD133*/CD44* purity

Fopulation #Events %Parent %Total
- All Events 5,000 e 1000
b . P1 3,910 8.2 82
b |:| F2 3,708 448 743

- . =k’ 3,523 35.0 T0A
A 28 n.sa 0.6

=] 03 o 0.0 0.0

L[] 4 75 2.1 1.5

Sekil 4.2. FACS saflik analizi sonucu.

4.2. Terapi ile Iindiiklenen Senesens (Therapy-induced Senescence-TIS)
Bulgular

Senesens hiicreleri genislemis, diizlesmis bir hiicre morfolojisiyle ve ¢ok c¢ekirdekli

yapilari ile ayirt edici morfolojik 6zellikler gosterir. Indiiksiyon sonrasinda deney

calisma grubundaki tiim hiicrelerde indiiksiyon tespiti gergeklestirilmistir. Bu

tespitler SA-B-Gal, proliferayon belirteci Ki-67 ve SAHF ozelligi i¢cin DAPI

boyamasi ile gerceklestirilmistir. Boyama analizleri ImageJ (NIH, Bethesda, USA)

ile analiz edilmistir.

4.3. Senesens Iliskili p-Galaktosidaz (SA-p-Gal) Boyama ile Hiicresel Senesensin
Tespiti

SA-B-gal boyamasi senesens indiiksiyonunu dogrulamak icin kullanilmistir.
Boyanma diizeyi pozitif olan hiicrelerin degerlendirilmesi i¢in Image] yazilimi
kullanilmistir. Buradaki analizler i¢in birbirinden bagimsiz li¢ deneyden elde edilen
en az 5 farkli alandan cekilen goriintiiler degerlendirilmistir. Buradan elde edilen
veriler ise istatistiksel anlamlilik i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
ile analiz edilmistir. Deney gruplari arasindaki farkliligin anlamli olup olmadig ise
Tukey’in post testi kullanilarak GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 4.20).

In vitro kosullarda DOX aracili hiicresel senesense ugrayan hiicreler, belirgin bir
cekirdek ve artmis sitoplazmik grantiller ile belirgin diizlesmis ve genislemis bir
morfoloji gelistirmistir. En 6nemlisi, bu hiicreler (SA- gal) aktivitesi periniikleer

bdlmenin mavi renge boyanmasi ile tespit edilmistir. Ayrica senesens indiiksiyonu
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olan hiicrelerde sitoplazmada hiicresel karmagiklikta bir artigla birlikte genis vakuol

olusumu saptanmustir.

DU145 hiicre hattina farkli dozlarda uygulanan DOX aracili SA-B-gal boyama
degisimleri ve kontrol gruplarina ait morfolojik degisimler gosterilmistir (Sekil 4.3,
4.4, 4.5 ve 4.6 ). Uygulanan subtoksik DOX dozu artik¢a pozitiflik artmaktadir.
DU145 hatt1 i¢in elde edilen one-way ANOVA sonuglarina goére p<0.01** anlamlilik

saptanmustir (Sekil 4.20).

Sekil 4.3. Senesensin hiicre morfolojisi tlizerindeki etkileri. Senesens iliskili -
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflari. DU145 Kontrol

grubu (Scale bar: 50um).
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Sekil 4.4. Senesensin hiicre morfolojisi ilizerindeki etkileri. Senesens iliskili B-

galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). DU145 10 nM DOX aracili senesens grubu.
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Sekil 4.5. Senesensin hiicre morfolojisi ilizerindeki etkileri. Senesens iligkili p-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflari (Scale bar:

50um). DU145 25 nM DOX aracili senesens grubu.

Sekil 4.6. Senesensin hiicre morfolojisi ilizerindeki etkileri. Senesens iliskili f-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflari (Scale bar:

50um). DU145 50 nM DOX aracili senesens grubu.

Senesens prostat kanser kok hiicrelerinde diger gruplarla karsilastirildiginda 10 nM
ve 25 nM DOX ile muamelesi sonrasinda daha diisik SA-B-gal+ boyanma
saptanmistir. Bu veride prostat kanser kok hiicrelerinde diger hiicre gruplarma gore
senesense girme siirecinde daha direncli oldugunu diisiindiirmektedir. Doza bagh

olarak prostat kanser kok hiicrelerindeki SA-B-gal boyama sonuglar
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degerlendirilmistir (Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10). Doza bagl olarak degerlendirilen
one-way ANOVA istatistik sonuclarma gore p<0.05*  diizeyinde anlamlilik

saptanmustir (Sekil 4.20).

Sekil 4.7. Senesensin hiicre morfolojisi ilizerindeki etkileri. Senesens iliskili B-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflari (Scale bar:

50um). DU145-KKH Kontrol grubu.
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Sekil 4.8. Senesensin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri. Senesens iligkili -

galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um) DU145-KKH 10 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.
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Sekil 4.9. Senesensin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri. Senesens iligkili B-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). DU145-KKH 25 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.

Sekil 4.10. Senesensin hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri. Senesens iligkili -
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). DU145-KKH 50 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.

Calisma verilerine gére FACS sonrasi izole edilen ve bulk ya da diger bir ifadeyle
kanser kok hiicresi igcermeyen kanser hiicrelerinde farkli DOX dozlarinda
gerceklestirilen senesens indiiksiyonunda boyama sonrasinda SA-B-gal+ bakimindan
daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14). DOX dozuna baglh
olarak degerlendirilen one-way ANOVA istatistik sonuclarina gore p<0.05*
diizeyinde anlamlilik saptanmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.11. Senensensin hiicre morfolojisi iizerindeki etkileri. Senesens iliskili -
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:
50um). DU145 non-KKH Kontrol grubu.

A T

Sekil 4.12. Senesensin hiicre morfolojisi tlizerindeki etkileri. Senesens iligkili -
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). DU145 non-KKH 10 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.
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Sekil 4.13. Senesensin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri. Senesens iligkili B-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflari (Scale bar:

50um). DU145 non-KKH 25 nM ile indiiklenen senesens grubu.

Sekil 4.14. Senensin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri. Senesens iligkili B-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). DU145 non-KKH 50 nM ile indiiklenen senesens.

RWPE-1 hiicre hattinin SA-B-gal sonuglarina gére senesens indiiksiyonundan sonra
hiicreler morfolojik olarak daha igsi ve diizlesmis bir yap1 kazanmistir. Bu da
senesens hiicre morfolojisinin bir 6zelligidir. SA-B-gal sonuglarina gore yiiksek
miktarda boyanma saptanmistir (Sekil 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18). RWPE-1 prostat

epitel hiicre hattina uygulanan DOX dozuna bagli olarak degerlendirilen one-way
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ANOVA istatistik sonuglarina gore p<0.05* diizeyinde anlamlilik saptanmistir
(Sekil 4.20).

Sekil 4.15. Senesensin hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri. Senesens iligkili -
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). RWPE-1 Kontrol grubu.

Sekil 4.16. Senesensin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri. Senesens iligkili B-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50pum). RWPE-1 10 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.
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Sekil 4.17. Senesensin hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri. Senesens iligkili -
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:
50um). RWPE-1 25 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.

Sekil 4.18. Senesensin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri. Senesens iligkili B-
galaktosidaz boyama sonrasinda inverted faz kontrast mikrograflar1 (Scale bar:

50um). RWPE-1 50 nM DOX ile indiiklenen senesens grubu.

Ayrica senesens indiiksiyonu olan hiicreler kontrol gruplariyla karsilastirildiklarinda;
hiicrelerde igsi ya da parmak seklinde filopod(filopodia) ve lamellipod (lamellipodia)
olarak adlandirilan ¢ikintilar meydana geldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.19).
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DU143 23 nMDOX EWEPE-1 25 nMDOX

DU143 non-KEH23 nMDOX

Sekil 4.19. Senesens indiiksiyonu sonrasinda olusan filopod ve lamellipod olarak
adlandirilan hiicre yiizey cikintilar1 (Scale bar: 50 um, SA-B-gal boyamasi: mavi
renk)
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Sekil 4.20. SA-B gal boyamas1 sonras1 DOX subtoksik dozuna bagli olarak senesens
pozitif hiicrelerin ylizdeleri. DU145 hiicre hatt1 i¢in one-way ANOVA ile anlamlilik
*#p<0.01; diger hiicre gruplar i¢in *p<0.05 anlamlilik tespit edilmistir (mean £SD).

4.4. Hiicre Sayis1 ve Canlilik Sonug¢lari

Senesens indiiksiyonun hiicre hatlar1 arasinda DOX dozuna bagh canliliini
degerlendirmek i¢cin Muse® Count ve Viability kiti kullanilmistir. Elde edilen
veriler tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile analiz edilmistir. Deney
gruplart arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigr ise Tukey’in post testi
kullanilarak GraphPad Prism 8.0 programi (GraphPad Software, USA) ile
gerceklestirilmistir. Tiim istatistiklerde p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel
degerlendirme sonuglarina gore senesensin indiiksiyonunda uygulan subtoksik DOX
dozlarinin hiicre canlili@i {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi

saptanmamustir (p>0.05).
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4.5. Hiicre Dongiisii Bulgular:

Senesense bagli hiicre dongiisiinii analiz etmek i¢in Muse® Cell Cycle Assay kiti
kullanilarak hiicre dongiisiindeki GO0/G1, S ve G2/M kontrol noktalarindaki
hiicrelerin yiizdeleri saptanmistir. Birbirinden bagimsiz {i¢ deney sonucunda elde
edilen veriler iki yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) ile belirlenmistir. Deney
gruplar1 arasindaki anlamlilik ise Tukey’in post testi kullanilarak GraphPad Prism
8.0 programi (GraphPad Software, USA) ile gerceklestirilmistir. Tim deney
gruplarinda p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilip gruplar arasindaki

anlamlilik seviyeleri saptanmustir.

4.6. Senesensin RWPE-1 prostat epitel hiicre hattinda hiicre dongiisii etkileri

Senesens indiiksiyonunu RWPE-1 iizerindeki etkileri hiicre dongiisii kontrol
noktalar1 olan GO/G1, S ve G2/M noktalarinda bulunan hiicrelerin yiizdelerine bagl
olarak degerlendirilmistir. DOX eklenmeyen RWPE-1 kontrol grubunda G0/G1, S ve
G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar1 sirasiyla 68.0%, 9.4% ve 22.5% olarak
belirlenmistir. 10 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu gergeklestirilen grupta
GO0/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlari sirastyla 56.1%, 14.7% ve
29.0% olarak bulunmustur. 25 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu
gerceklestirilen grupta GO0/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar
sirastyla 49.3%, 9.1% ve 41.6% olarak saptanmistir. Son olarak 50 nM DOX
eklenerek senesens indiiksiyonu gerceklestirilen grupta G0/G1, S ve G2/M fazinda
bulunan hiicrelerin oranlar ise 24.8%, 7.4% ve 67.7% olarak tespit edilmistir (Sekil
4.21). RWPE-1 hiicre hattina ait birbirinden bagimsiz iiclii tekrar deneylerinin
verileri GraphPad Prism 8.0 programi (GraphPad Software, USA) kullanilarak iki
yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey analizi yapilarak degerlendirilmistir.
Istatistiksel analizlere gore p<0.0001**** diizeyinde anlamlilik saptanmistir. Gruplar

arasindaki anlamlilik ise Sekil 4.22°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.21. RWPE-1 prostat epitel hiicre hattinin DOX ile indiiklenen hiicresel

senesensin hiicre dongiisii analizi.
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Sekil 4.22. RWPE-1 prostat epitel hiicre hattinin senesens indiiksiyonunun hiicre

dongiisii izerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +£SD, *p < 0.05).
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4.7. Senesensin DU145 prostat kanseri hiicre hattinda hiicre dongiisii etkileri
Terapi ile indiiklenen senesensin hiicre dongiisii lizerindeki etkileri Muse® Cell
Cycle kiti ile belirlenmistir. Bu etki hiicre dongiisti kontrol noktalar1 olan G0O/G1, S
ve G2/M noktalarinda bulunan hiicrelerin  yiizdelerine baghh  olarak
degerlendirilmistir. DOX eklenmeyen DU145 kontrol grubunda G0/G1, S ve G2/M
fazinda bulunan hiicrelerin oranlar1 sirasiyla 47.5%, 25.5% ve 27.0% olarak
belirlenmistir. 10 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu gergeklestirilen
grubunda GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar1 sirasiyla 44.7%,
22.4% ve 32.9% olarak bulunmustur. 25 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu
gerceklestirilen grupta GO/G1l, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlari
sirasiyla 39.8%, 17.5% ve 42.8% olarak saptanmistir. Son olarak 50 nM DOX
eklenerek senesens indiiksiyonu gerceklestirilen grupta G0/G1, S ve G2/M fazinda
bulunan hiicrelerin oranlart ise 17.0%, 10.0% ve 72.9% olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.23). DU145 hiicre hattina ait birbirinden bagimsiz ii¢lii tekrar deneylerinin
verileri GraphPad Prism 8.0 programi (GraphPad Software, USA) kullanilarak iki
yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) ve ardindan Tukey analizi ile yapilmustir.
Istatistiksel analizlere gére p<0.0001**** diizeyinde anlamlilik saptanmistir. Gruplar
arasindaki anlamlilik ise Sekil 4.24’de gosterildigi gibidir.
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s S 10.0
§ g § E 728
o O
012345678 910 012345678910
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Sekil 4.23. DU145 prostat kanseri hiicre hattinin DOX ile indiiklenen hiicresel

senesensin hiicre dongiisii analizi.
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Sekil 4.24. DU145 prostat kanser hiicre hattinin senesens indiiksiyonunun hiicre

dongiisii iizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +SD, *p < 0.05).

4.8. Senesensin DU145 prostat kok hiicrelerinde (DU145-KKH) hiicre dongiisii
etkileri
Terapi ile indiiklenen senesensin hiicre dongiisii iizerindeki etkileri; hiicre dongiisii
kontrol noktalar1 olan GO/G1, S ve G2/M noktalarinda bulunan hiicrelerin
yiizdelerine bagli olarak degerlendirilmistir. DOX eklenmeyen DU145-KKH kontrol
grubunda GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar1 sirasiyla 51.7%,
13.5% ve 34.7% olarak belirlenmistir. 10 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu
gerceklestirilen grupta GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar
sirastyla 41.1%, 16.5% ve 42.3% olarak bulunmustur. 25 nM DOX eklenerek
senesens indiiksiyonu gerceklestirilen grupta GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan
hiicrelerin oranlar1 sirasiyla 23.8%, 15.1% ve 60.9% olarak saptanmistir. Son olarak
50 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu gergeklestirilen grupta GO/G1, S ve
G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar1 ise 24.2%, 13.9% ve 61.9% olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.25). DU145-KKH’lerine ait birbirinden bagimsiz iiglii tekrar
deneylerinin verileri GraphPad Prism 8.0 programi (GraphPad Software, USA)
kullanilarak iki yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey analizi ile yapilmistir.
[statistiksel analizlere gére p<0.0001**** diizeyinde anlamlilik saptanmustir. Gruplar

arasindaki anlamlilik ise Sekil 4.26’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.25. DU145-KKH’lerde DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin hiicre

dongiisii analizi.
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Sekil 4.26. DUI145-KKH hattinin senesens

= DUI145-KKH Kontrol

= DUI145-KKH 10 nM DOX
=3 DUI45-KKH 25 nM DOX
E3 DUI145-KKH 50 nM DOX

indiiksiyonunun hiicre dongiisii

iizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean £SD, *p < 0.05).

4.9. Senesensin DU145 kanser kok hiicre olmayan popiilasyon (bulk

popiilasyon) hiicre dongiisii etkileri

Senesensin hiicre dongiisii lizerindeki etkileri; hiicre dongiisii kontrol noktalar1 olan

G0/G1, S ve G2/M noktalarinda bulunan hiicrelerin ylizdelerine bagli olarak
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degerlendirilmistir. DOX eklenmeyen DU145 non-KKH (bulk popiilasyon) GO/G1, S
ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar sirastyla 51,7%, 17.4% ve 30.9% olarak
belirlenmistir. 10 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu gerceklestirilen grupta
G0/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlar1 sirasiyla 48.8%, 18.5% ve
32.7% olarak bulunmustur. 25 nM DOX eklenerek senesens indiiksiyonu
gerceklestirilen grupta GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin oranlari
stirastyla 37.0%, 15.8% ve 47.2% olarak saptanmistir. Son olarak 50 nM DOX
eklenerek senesens indiiksiyonu gerceklestirilen grupta G0/G1, S ve G2/M fazinda
bulunan hiicrelerin oranlari ise 12.9%, 7.8% ve 79.2 % olarak tespit edilmistir (Sekil
4.27). DU145 non-KKH’lerine ait birbirinden bagimsiz iiclii tekrar deneylerinin
verileri GraphPad Prism 8.0 programi (GraphPad Software, USA) kullanilarak iki
yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey analizi ile yapilmustir. Istatistiksel analizlere
gore p<0.0001**** diizeyinde anlamlilik saptanmistir. Gruplar arasindaki anlamlilik

ise Sekil 4.28"de gésterildigi gibidir.
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Sekil 4.27. DU145 non-KKH’lerde DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin hiicre

dongiisii analizi.
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Sekil 4.28. DUI145 non-KKH hattinin senesens indiiksiyonunun hiicre dongiisii

tizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +SD, *p < 0.05).

4.10. Annexin-V Yéntemi ile Apoptotik Hiicre Ol¢iimii Bulgular

Senesense indiiksiyonunun apoptoz tizerindeki etkisini 6lgmek icin Muse® Annexin
V & Dead Cell kiti kullanilmistir. Yapilan analizlerde canli hiicre, erken apoptotik
hiicre, ge¢ apoptotik hiicre ve 6l hiicre (nekrotik hiicre) yiizdeleri saptanmistir.
Birbirinden bagimsiz ii¢ deney sonucunda elde edilen veriler iki yonlii varyans
analizi (two-way ANOVA) ile belirlenmistir. Deney gruplar1 arasindaki anlamlilik
ise Tukey’in post testi kullanilarak GraphPad Prism 8.0 programi (GraphPad
Software, USA) ile gergeklestirilmistir. Tiim deney gruplarinda p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilip gruplar arasindaki anlamlilik seviyeleri saptanmistir.

4.11. Senesensin RWPE-1 prostat epitel hiicre hattinda hiicre apoptotik etkileri
Senesens indiiksiyonu i¢in farkli dozlarda uygulan DOX’un RWPE-1 hiicreleri
tizerinde apoptotik etkilere neden olup olmadigi Annexin-V/7-AAD boyamas: ile
belirlenmistir. Apoptoz degerlendirilmesi canli hiicreler, erken apoptotik, gec
apoptotik ve 6lii hiicre oranlarin dagilimi seklindedir. DOX ile muamele edilmeyen
RWPE-1 kontrol grubunda canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve olen
hiicrelerin say1 oranlar1 sirasiyla 89.77%, 10.23%, 0.00%, 0.00% olarak
belirlenmistir. RWPE-1 10 nM DOX grubunda canli hiicre, erken apoptotik, ge¢
apoptotik ve olen hiicrelerin say1 oranlar sirasiyla 75.45%, 24.32%, 0.21%, 0.01%
olarak saptanmistir. RWPE-1 25 nM DOX grubunda canli hiicre, erken apoptotik,
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gec¢ apoptotik ve Olen hiicrelerin say1 oranlari ise sirastyla 72.30%, 27.44%, 0.26%,
0.00% olarak belirlenmistir. Son olarak RWPE-1 50 nM DOX grubunda canl1 hiicre,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6len hiicrelerin say1 oranlari ise sirasiyla 67.45%,
31.97%, 0.58% ve 0.00% olarak tespit edilmistir (Sekil 4.29). RWPE-1 hiicrelerine
ait birbirinden bagimsiz iicli tekrar deneylerinin verileri GraphPad Prism 8.0
programi kullanilarak iki yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) ve ardindan
Tukey analizi ile yapilmustir. Istatistiksel analizlere gére p<0.0001**** diizeyinde

anlamlilik saptanmustir (Sekil 4.30).

4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
{Dead | ate Apop./Dead Dead ate Apop Cead
10.00 % 0.00 % 0.21%

34 3

: | -
2 E
= ;

1.

24,32 %

1023 % :
“" Early Apop. 0 = Ear.b_.rApup.
S H 3 3
Lve  ANNEXINV Apepiotc ve  ANNEXINY  Apogptotic
RWPE-1 Eontrol EWPE-1 10 oM DOX
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop.JDead Dead Late Apop./Dead
0.00 % 0.26% 0.00 % 0.58%
34 3
2 z
E ] E
E 2‘____..--""..- g=id 3
2 i g
i o
72 30 27.44%
0 Livé : Early Apop.
0 3 4

Live AMMEXIN Y - Apcptotic Live ANNEXINY  Asostots

EWPE-1 25 oM DOX EWPE-1 50 nd DOX

Sekil 4.29. RWPE-1 hiicresinde DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin apoptotik

analizi.
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Sekil 4.30. RWPE-1 hiicre hattinin senesens indiiksiyonunun apoptoz prolifi
tizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +SD, ****p < 0.0001 (two way

ANOVA).

4.12. Senesensin DU14S5 prostat kanseri hiicre hattinda hiicre apoptotik etkileri
Senesens indiiksiyonu i¢in farkli dozlarda uygulan DOX’un DU145 hiicreleri
tizerinde apoptotik etkilere neden olup olmadigi Annexin-V/7-AAD boyamas ile
belirlenmistir. Apoptoz degerlendirilmesi canli hiicreler, erken apoptotik, gec
apoptotik ve olii hiicre oranlarin dagilimi seklindedir. DOX ile muamele edilmeyen
DU145 kontrol grubunda canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve olen
hiicrelerin say1 oranlari sirasiyla 85.10%, 2.36%, 8.31%, 4.23% olarak belirlenmistir.
DU145 10 nM DOX grubunda canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve dlen
hiicrelerin say1 oranlari sirasiyla 84.92%, 2.90%, 7.91%, 4.27% olarak saptanmistir.
DU145 25 nM DOX grubunda canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve dlen
hiicrelerin say1 oranlar1 ise sirasiyla 81.13%, 7.48%, 8.86%, 2.53%  olarak
belirlenmistir. Son olarak DU145 50 nM DOX grubunda canli hiicre, erken
apoptotik, ge¢ apoptotik ve oOlen hiicrelerin sayr oranlar1 ise sirasiyla 60.42%,
21.79%, 16.06% ve 1.72% olarak tespit edilmistir (Sekil 4.31). DU145 hiicrelerine
ait birbirinden bagimsiz tglii tekrar deneylerinin verileri GraphPad Prism 8.0
programi kullanilarak iki yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) ve ardindan
Tukey analizi ile yapilmugtir. Istatistiksel analizlere gore p<0.0001**** diizeyinde

anlamlilik saptanmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. DU145 hiicresinde DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin apoptotik

analizi.
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Sekil 4.32. DU145 hiicre hattinin senesens indiiksiyonunun apoptoz prolifili
tizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +SD, ****p < (0.0001 (two way

ANOVA).

4.13. Senesensin DU145 prostat kok hiicrelerinde (DU145-KKH) apoptotik
etkileri
Senesens indiiksiyonu i¢in farkli dozlarda uygulan DOX’un DU145-KKH
(CD133"/CD44") hiicreleri iizerinde apoptotik etkilere neden olup olmadig1 Annexin-
V/7-AAD boyamasi ile belirlenmistir. Apoptoz degerlendirilmesi canli hiicreler,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lii hiicre oranlarin dagilimi seklindedir. DOX ile
muamele edilmeyen DU145-KKH kontrol grubunda canli hiicre, erken apoptotik, gec
apoptotik ve dlen hiicrelerin say1 oranlar sirastyla 94.29%, 4.58%, 0.00%, 1.13%
olarak belirlenmistir. DU145-KKH 10 nM DOX grubunda canli hiicre, erken
apoptotik, gec apoptotik ve olen hiicrelerin sayr oranlari sirasiyla 90.55%, 8.86%,
0.00%, 0.58% olarak saptanmistir. DU145-KKH 25 nM DOX grubunda canl: hiicre,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6len hiicrelerin say1 oranlari ise sirasiyla 83.23%,
15.87%, 0.06%, 0.84% olarak belirlenmistir. Son olarak DU145-KKH 50 nM DOX
grubunda canli hiicre, erken apoptotik, gec apoptotik ve 6len hiicrelerin say1 oranlari
ise sirastyla 74.58%, 25.07%, 0.12% ve 0.23% olarak tespit edilmistir (Sekil 4.33).
DU145-KKH’lerine ait birbirinden bagimsiz iicli tekrar deneylerinin verileri

GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak iki yonlii varyans analizi (two-way
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ANOVA) ve ardindan Tukey analizi ile yapilmistir. Istatistiksel analizlere gore
p<0.0001**** diizeyinde anlamlilik saptanmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.33. DUI145-KKH hiicresinde DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin

apoptotik analizi.
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Sekil 4.34. DUI145-KKH hattinin senesens indiiksiyonunun apoptoz profili
tizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +SD, ****p < 0.0001 (two way

ANOVA).

4.14. Senesensin DU145 kanser kok hiicre olmayan popiilasyon (bulk
popiilasyon) apoptotik etkileri
Senesens indiiksiyonu i¢in farkli dozlarda uygulan DOX’un DU145 non-KKH
hiicreleri iizerinde apoptotik etkilere neden olup olmadigi Annexin-V/7-AAD
boyamas1 ile belirlenmistir. Apoptoz degerlendirilmesi canli hiicreler, erken
apoptotik, ge¢ apoptotik ve Olii hiicre oranlarin dagilimi seklindedir. DOX ile
muamele edilmeyen DU145 non-KKH kontrol grubunda canli hiicre, erken
apoptotik, gec apoptotik ve Olen hiicrelerin say1 oranlar1 sirasiyla 83.46%, 6.50%,
7.65%, 2.40% olarak belirlenmistir. DU145 non-KKH 10 nM DOX grubunda canli
hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve Olen hiicrelerin say1 oranlari sirasiyla
79.35%, 7.18%, 10.07%, 3.39% olarak saptanmistir. DU145 non-KKH 25 nM DOX
grubunda canli hiicre, erken apoptotik, gec apoptotik ve 6len hiicrelerin say1 oranlari
ise sirastyla 77.86%, 15.34%, 5.91%, 0.89% olarak belirlenmistir. Son olarak
DU145 non-KKH 50 nM DOX grubunda canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik
ve Olen hiicrelerin say1 oranlar ise sirastyla 62.90%, 28.34%, 7.42% ve 1.34%
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.35). DU145 non-KKH’sine ait birbirinden bagimsiz
ticlii tekrar deneylerinin verileri GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak iki yonlii

varyans analizi (two-way ANOVA) ve ardindan Tukey analizi ile yapilmigtir.
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Istatistiksel analizlere gore p<0.0001**** diizeyinde anlamlilik saptanmustir (Sekil

4.36).
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Sekil 4.35. DU145 non-KKH hiicresinde DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin

apoptotik analizi.
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Sekil 4.36. DUI145-KKH hattinin senesens indiiksiyonunun apoptoz profili
tizerindeki istatistiksel anlamlilik analizi (mean +SD, ****p < 0.0001 (two way

ANOVA).

4.15. Gen Ekspresyon Bulgular:

4.16. Senesens Indiiksiyonunun CD133"/CD44" prostat-KKH ve RWPE-1
Hiicrelerinin Apoptoz iliskili Genlerine Etkisi
Gen analizi sonrasinda elde edilen buldulara gore kontrol grubu ile senesenli grup
(25 nM DOX uygulanan senesens grubu) kiyaslandiginda istatistiksel anlamliliga
gore p<0.05 olan genler analiz edilmistir. Prostat kanser kok hiicrelerinde senesensin
apoptotik etkileri ile ilgili gen analizleri, 1s1 haritalar1 ve clustergram analizileri
yapilmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.37 ve Sekil 4.38). Gen tablolar1 olusturulurken kat
degisimleri 2’den biiyiik olan genler dikkate alinmistir. Gen ekpresyonu bakimindan

artan genler kirmiz1 ile azalan genler ise mavi renkle isaretlenmistir.

RWPE-1 hiicrelerinde ve senesensli gruplarinda senesensin apoptotik etkileri ile ilgili
gen analizleri yapilan, 1s1 haritalar1 ve clustergram analizileri yapilmistir (Tablo 4.2,

Sekil 4.39 ve Sekil 4.40).
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Tablo 4.1. Senesens indiiksiyonunun CD133"/CD44" prostat KKH’lerinin apoptotik

gen ekspresyonlarina etkisi.

Gen Sembolii Kat degisimi p degeri
AIFM1 7,37 0,000008
ATP6V1G2 -5,61 0,000026
BAX -2,38 0,000002
BID -3,22 0,000001
BMF -6,01 0

Clorf159 -2,16 0,000132
CAPN3 -53,37 0,000012
CAPNG6 -5,97 0,000136
CAPN7 -2,94 0,000009
CAPNSI -2,19 0

CASP8AP2 -2,33 0,000033
CD40 -3,86 0,000009
CYBB -5,23 0,000061
DEFBI -5,46 0,000112
DENND4A 5,55 0,000017
DPYSL4 -4,19 0,000024
EIF5B -2,11 0,000049
FADD 3,01 0,000008
FAFI -3,09 0,000001
FAS 2,19 0,000123
FEMI1B -3,22 0,000007
GALNTS -3,48 0,000214
GLUL -2,14 0,000001
HSPBAPI -2,00 0,000187
IKBKG -3,36 0,000006
MADD -3,45 0,000011
NGFR -5,53 0,000017
PARP2 -3,07 0,000001
PPIA 3,92 0,000002
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PYGL -2,17 0
RAB25 -6,91 0,000119
RIPK2 -5,09 0

RIPK3 -2,58 0,000449
SP1 2,68 0,00004
SPATA?2 -2,44 0,000049
TMEMS7 3,06 0,000043
TNF 2,16 0,000597
TNFRSF10A 3,66 0,000005
TNFRSF14 -5,34 0,000017
TNFRSF1B -4,22 0,000014
TNFRSF25 -4,82 0,000012
TNFRSF4 -7,25 0,000194
TNFRSF8 -4,19 0,000092
TNFSF10 -3,91 0,000016
TNFSF15 3,46 0,000159
TRAF2 -2,19 0,00001
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Sekil 4.37. Senesens indiiksiyonunun prostat kanser kok hiicrelerinin apoptoz iliskili

genlerinin clustergram analizi
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Sekil 4.38. Senesens indiiksiyonunun prostat kanser kok hiicrelerinin apoptoz iliskili

genlerinin 1s1 haritasi

Tablo 4.2. Senesens indiiksiyonunun RWPE-1 hiicrelerinin apoptotik gen

ekspresyonlarina etkisi

Gen Sembolii Kat degisimi p degeri
AIFM1 -101,55 0,000002
ATP6VIG2 4,54 0,000033
BAX 8,19 0

BIRC3 -17,70 0,000003
BMF 25,53 0,000001
BNIP3L 13,31 0
CAPNI1 -4,61 0,000046
CAPN2 6,38 0
CAPN3 14,66 0
CAPNS 2,01 0,000109
CAPNG6 4,01 0,00004
CAPN7 10,51 0,000001
CAPNSI 3,35 0
CASPSAP2 16,04 0
CCDC103 3,47 0,000019
COMMD4 8,25 0

CYBB 2,70 0,000288
DEFBI 11,27 0,000006
DENND4A -238,20 0,000002
DPYSL4 2,11 0,000049
EIF5B 3,37 0,000006
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FADD -133,07 0,000002
FAF1 10,51 0

FAS -80,23 0,000002
FEMI1B 5,44 0

FUS 4,01 0
GLUDI -9,04 0,000001
GRB2 2,26 0,000018
HSPBAPI -2,63 0,000038
IKBKG 7,49 0,000001
JPH3 3,33 0,000301
MADD 5,18 0,000003
MGEAS -37,43 0
MYD88 -16,18 0,000001
NGF 2,30 0,000167
NGFR 8,90 0
NGFRAP1 -4,88 0,000001
PARP2 14,97 0

PPIA -6,44 0,000001
PPID -2,06 0,000025
PVR 6,12 0

PYGL 3,77 0
RAB25 -2,47 0,000005
RIPK1 2,03 0,000025
RIPK?2 7,49 0
S100A7A 3,47 0,000158
SLC25A4 5,59 0,000003
SP1 -25,21 0,000026
SPATA2 2,68 0,00001
SYCP2 -3,91 0,000059
TMEMI123 -17,83 0
TMEMS7 2,72 0,000005
TNF 3,93 0,000016
TNFRSF10A -25,74 0,000001
TNFRSF14 7,80 0,000001
TNFRSFI1A -2,51 0,000025
TNFRSF1B 3,79 0,000096
TNFRSF25 6,21 0,000001
TNFSF10 2,96 0
TNFSF15 -3,50 0,000201
TRADD -10,03 0,000016
TRAF2 6,43 0
TXNL4B 2,86 0,000001
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Sekil 4.39. Senesens indiiksiyonunun RWPE-1 hiicrelerinin apoptoz iligkili

genlerinin clustergram analizi
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Sekil 4.40. Senesens indiiksiyonunun RWPE-1 hiicrelerinin apoptoz iligkili

genlerinin 1s1 haritasi

4.17. Senesens indiiksiyonunun Senesensli RWPE-1 Prostat Epitel Hiicre Hatti
ile Senesensli DU145-KKH’lerin Apoptotik Gen Ekspresyonlarinin
Karsilastirmah Analizi

RWPE-1 prostat epitel hiicre hatt1 ile DU145 kanser kok hiicre gruplarinin senesens

indiiklemesiyle gen diizeyinde meydana gelen degisimler karsilastirmali olarak analiz

edilmistir. Senesensin apoptotik/nekrotik etkileri ile ilgili gen analizleri, 1s1 haritalari
ve clustergram analizileri yapilmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.41 ve Sekil 4.42). Gen
ekpresyonu bakimindan artan genler kirmizi ile azalan genler ise mavi renkle

isaretlenmistir.

Tablo 4.3. Senesens indiiksiyonunun RWPE-1 25 nM DOX-senesens grubu ve
DUI145-KKH 25 nM DOX-senesens grubunun apoptotik gen ekspresyonlarinin

karsilastirmali etkisi.

Gen Sembolii Kat degisimi p degeri
AIFM1 61,82 0,000004
ATP6V1G2 -5,86 0,000025
BAX -18,51 0
BID 2,99 0,000008
BIRC3 35,26 0,000001
BMF -4,17 0,000002
BNIP3L -21,71 0
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Clorf159 -2,60 0,000066
CAPN3 -2401,97 0
CAPNG6 -160,90 0,000011
CAPN7 -7,31 0,000001
CASP8AP2 -20,11 0

CD40 -4,66 0,000007
COMMDA4 -4,35 0

CYLD -15,56 0

DEFB1 -533,74 0,000004
DENND4A 60,55 0,000007
DPYSLA4 -10,93 0,000003
EIF5B -4,63 0,000004
FADD 210,84 0,000001
FAF1 -5,31 0

FAS 29,86 0,000008
FEM1B -13,93 0

FOXI1 -7,52 0,000112
FUS -10,78 0
GALNTS -7,31 0,000063
GLUDI 6,68 0,000001
GLUL -2,19 0,000001
IKBKG -3,89 0,000002
JPH3 -32,90 0,000069
MADD -6,32 0,000002
MGEAS 7,36 0,000008
NFKBI -3,78 0,000002
NGF 9,85 0,000004
NGFR -102,54 0
NGFRAPI1 5,10 0,000001
PARPI 2,03 0,00003
PARP2 -6,06 0

PIDDI1 -2,69 0,00006
PPIA 10,34 0,000001
PVR -3,01 0
RAB25 -3061,45 0,000001
RIPK1 -6,50 0,000002
RIPK?2 -6,59 0
S100A7A -5,17 0,000088
SLC25A4 -10,63 0,000002
SP1 335,46 0,000004
SPATA2 -10,27 0,000002
SYCP2 -3,71 0,00014
TMEM123 12,91 0
TMEMS7 -11,63 0,000001
TNF -36,25 0,000005
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TNFRSF10A 29,65 0,000001
TNFRSF14 -65,80 0,000001
TNFRSFIA 4,92 0,000003
TNFRSF1B 3,86 0,000043
TNFRSF25 -34,78 0,000001
TNFRSF4 -23,26 0,000073
TNFRSF8 -16,80 0,000025
TNFSFI10 -556,41 0

TNFSF15 6,82 0,000067
TRAF2 -8,34 0

TXNL4B -3,29 0,000001
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Sekil 4.42. Senesens indiiksiyonunun senesens grubu RWPE-1 ve DUI145

KKH’lerinin karsilastirmali apoptoz iligkili genlerinin 1s1 haritasi

Tiim bu RT-PCR sonuglarina gore senesensin apoptotik/nekrotik yolaklarla iliskili
birgok geni etkiledigi saptanmustir. PCR sonuclarindan elde edilen up-regiile ve
down-regiile olan genlerin birbiyleriyle etkilesiminin belirlenebilmesi i¢in STRING
(version 11.0) veri tabani kullanilmistir. STRING veri tabaninda birbirleri ile iligkili
ya da bir yolakta ortak calisan proteinler belli bir noktada birleserek bir ag grafigi
olustururlar (Sekil 4.43, 4.44).
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Sekil 4.43. Senesensli RWPE-1 ve DUI145-KKH’lerin up-regiile olan genlerin
STRING analizi
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Sekil 4.44. Senesensli RWPE-1 ve DU145-KKH’lerin down-regiile olan genlerin
STRING analizi.

4.18. immiinofloresan Boyama Bulgulari

25 nM DOX ile indiiklenen hiicresel senesensin RWPE-1, DU145, DU145-KKH ve
DU145 non-KKH (bulk popiilasyon) hiicreleri iizerindeki etkilerini incelemek i¢in
immiinofloresan boyamalar yapilmistir. Kontrol grubu olarak incelen prostat hiicre
hatlarindaki DOX uygulanmayan gruplar1 se¢ilmistir. Kontrol gruplaria gore seg¢ilen
antikorlarmn floresan yogunluklar1 degerlendirilmistir. immiinofloresan boyamalarda
hem senesensin hiicre proliferasyonu iizerine etkilerini degerlendirmek hem de bir
senesens indiiksiyon tespitinde kullanilan bir belirte¢ olan Ki-67 kullanilmistir.
Senesensin hiicre dongiisii iizerine etkilerini daha iyi anlamak icin hiicre dongiistinde
cok etkili olan siklin bagimli kinazlar olan CDK4 ve CDK6 kullanilmistir (Sekil
445, 4.46, 447, 448, 449, 450, 4.51, 4.52, 4.53, 4.54, 455 ve 4.56).
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Immiinofloresan yapilan antikorlarn kontrol gruplari ve senesens gruplari arasindaki
anlamlilik i¢in diizeltilmis total hiicre floresansi (corrected total cell fluorescence)
Image-J (NIH, Bethesda, USA) programi kullanilarak hesaplanmistir. Gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik ise paired/two tailed Student’s t testi (GraphPad
Software 8, USA) ile analiz edilmistir (Sekil 4.57, 4.58, 4.59).

Tim bu verilerin yani sira bir senesens belirteci olan DAPI boyamasinda senesens ile
birlikte niikleusta meydana gelen degisimler incelenmistir. DOX uygulamasindan
sonra Ozellikle RWPE-1 prostat epitel hiicrelerinde bazi niikleus defektleri meydana
gelmigtir.  DAPI ile senesens iligkili heterokromatin odaklar1 incelendiginde
senesensli hiicre gruplarinda niikleusta biiyiime ve beraberinde punktat (benekli)
yapilar olusturdugu saptanmistir. Bu benekli yapilar SAHF olarak adlandirilan
yapilardir (Sekil 4.60, Sekil 4.61).
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Sekil 4.45. RWPE-1 Kontrol ve RWPE-1 DOX-senesens Ki-67 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintiisii. Yesil (FITC): Ki-67 Mavi (DAPI): Nukleus

(Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).
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FITC-Ei67 DAPI

D145 Kontrol

D145 250 DOX

Sekil 4.46. DU145 Kontrol ve DU145 DOX-senesens Ki-67 ekspresyon diizeylerinin
immiinofloresan goriintiisii. Yesil (FITC): Ki-67 Mavi (DAPI): Nukleus

(Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).

FITC-E467 DAPI Merge

D145 KKH Kontrol

D45 KKH 25nh DOX

Sekil 4.47. DU145-KKH Kontrol ve DU145-KKH DOX-senesens Ki-67 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintiisii. Yesil (FITC): Ki-67 Mavi (DAPI): Nukleus

(Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20um).
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Sekil 4.48. DU145 non-KKH Kontrol ve DU145 non-KKH DOX-senesens Ki-67
ekspresyon diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): Ki-67 Mavi

(DAPI): Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20um).
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Sekil 4.49. RWPE-1 Kontrol ve RWPE-1 DOX-senesens CDK4 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): CDK4 Mavi (DAPI):

Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).
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FITC-CDE4 Merge

Sekil 4.50. DUI145 Kontrol ve DUI45 DOX-senesens CDK4 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): CDK4 Mavi (DAPI):

D145 Kontrol

DU145 25nM DOX

Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pm).
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Sekil 4.51. DU145-KKH ve DUI145-KKH DOX-senesens CDK4 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): CDK4 Mavi (DAPI):

Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).
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FITC-CDE4 Merze

Sekil 4.52. DUI145 non-KKH ve DUI145 non-KKH DOX-senesens CDK4

DU145 non-KKH Kontrol

D145 non-KKH 25 nh DOX

ekspresyon diizeylerinin immiinofloresan goriintiisii. Yesil (FITC): CDK4 Mavi

(DAPI): Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20um).

FITC-CDESG Merge

Sekil 4.53. RWPE-1 Kontrol ve RWPE-1 DOX-senesens CDK6 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): CDK6 Mavi (DAPI):

FWPE-1 Kontrol

FWTFE-1 25nM DOX

DAPI

Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).
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DUT45 Kontrol

DU145 25nM DOX

Sekil 4.54. DUI145 Kontrol ve DUI145 DOX-senesens CDK6 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): CDK6 Mavi (DAPI):

Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).
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Sekil 4.55. DU145-KKH ve DUI145-KKH DOX-senesens CDK6 ekspresyon
diizeylerinin immiinofloresan goriintlisii. Yesil (FITC): CDK6 Mavi (DAPI):

Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20pum).
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FITC-CDKS6

DAPI

Sekil 4.56. DU145 non-KKH ve DUI145 non-KKH DOX-senesens CDKG6

Merge

D145 non-KKH Kontrol

D145 non-KKH 25 nM DOX

ekspresyon diizeylerinin immiinofloresan goriintiisii. Yesil (FITC): CDK6 Mavi

(DAPI): Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20um).
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Sekil 4.57. Immiinofloresan Ki-67 boyamasina ait gruplar aras1 istatistiksel

degerlendirme.
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Sekil 4.58. Immiinofloresan CDK4 boyamasina ait gruplar arasi istatistiksel

degerlendirme.
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Sekil 4.59. Immiinofloresan CDK6 boyamasina ait gruplar arasi istatistiksel

degerlendirme.
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Sekil 4.60. DAPI boyamas: ile DU145/RWPE-1 kontrol ve senesens gruplarinda
SAHF analizi. Mavi (DAPI): Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale bar: 20um).
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Sekil 4.61. DAPI boyamasi ile DU145-KKH/DU145 non-KKH kontrol ve senesens
gruplarinda SAHF analizi. Mavi (DAPI): Nukleus (Immiinofloresan boyama, Scale
bar: 20pm).
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5. Tartisma
Giliniimiizde kanser diger hastaliklarla karsilagtirildiginda mortalite oran1 bakimindan
en Onde gelen hastaliklardan biridir. Onkogenlerin aktivasyonu ve tlimor baskilayici
genlerin veya mekanizmalarin kayb1 gibi birgok faktor etkisiyle hiicrelerde anormal
cogalma sinyalleri meydana gelir. Sonug¢ olarak siirekli boliinme yetegine sahip
kanser hiicreleri olusur. Gli¢lii bir proliferatif kapasiteye sahip kanser hiicreleri ile
miicadele etmek oldukc¢a zordur. Gliniimiizde kanser ile miicadelede etkili yontem
olarak kabul edilen yiiksek dozda ila¢ ve 1sin uygulamasi hastalarda ciddi yan

etkilere yol agmaktadir (Campisi, 2014; S. Lee & Lee, 2019).

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen malignitedir ve gelismis tilkelerde kansere
bagli Oliimlerin ikinci nedenidir (Bray et al., 2018). Lokalize prostat kanseri
tedavisinde kaydedilen ilerlemeye ragmen, lokal olarak ilerlemis ve metastatik yone
egilimli olan prostat kanseri tedavi ise hala biiyilik bir sorun teskil etmektedir. Son
zamanlarda yapilan genomik ¢alismalar, ¢coklu genetik ve epigenetik olaylarin prostat
kanserinin baglamasina ve ilerlemesine katkida bulundugunu gdstermistir (Robinson

etal., 2015).

Prostat kanserinin hiicre bilesimi oldukca heterojendir. Timoér metastazini
tetikleyecek oOzelliklere sahip kanser kok hiicrelerin varligi; biyolojik heterojenligi,
klinik tabloyu ve tedavi tepkisini biiyiik dl¢iide etkiler (J. J. Li & Shen, 2019). Primer
tiimorlerdeki KKH’ler muhtemelen prostat kanseri hastalarinda metastatik yayilim ve
hastalik niiksiiniin ana nedenidir. Ayrica, AR sinyallemesinden bagimsiz olan yeni
KKH’lerin olugmasi, kemoterapi ve radyoterapiye duyarliligin azalmasinin yani sira
kastrasyon direncinin gelismesine katkida bulunabilir (Civenni et al., 2019). Bazal
veya liiminal tip progenitdr/kdk hiicrelerden olusan KKH’ler, farkli o6zellikler
sergileyebilir. Boylece prostat kanseri agresif davranisa ve tedavi direncine katkida

bulunur(Yu, Yao, Jiang, & Keller, 2012).

Kolon, meme, beyin, prostat, pankreas ve hematopoetik maligniteler dahil bir¢cok
kanser, kok hiicre ozellikleri tasiyan tiimor olusturan hiicreleri yani kanser kok
hiicrelerinin kiigiik poptilasyonlarini igerir (Clarke & Fuller, 2006). Kok hiicreler
yasla birlikte hiicrelerin kendi kendini yenileme 0Ozelliklerini yitirerek doku
homeostaz1 {izerinde olumsuz etkiye sahip olan hiicresel senesense ugrarlar.

Yaslanma ile birlikte; SA-B-gal (Senesens iligkili B-galaktosidaz), HP-1 odaklari

86



(heterokromatin proteini-1) ve pl6™<** gibi senesens belirte¢lerinin ekspresyonu

bir¢ok dokuda yasla birlikte belirgin sekilde artar (Liu & Rando, 2011).

Senesens hiicreleri, geri doniisiimsiiz hiicre dongiisii durmas1 ve apoptotik direng
gosteren bir hiicre tiiridiir (Acosta & Gil, 2012; Zeng, Shen, & Liu, 2018). Hiicresel
senesens; telomer kisalmasi, DNA hasari, oksidatif stres, kemoterapotik ajanlara ve
radyasyona maruz kalma dahil olmak {izere gesitli hiicre-igsel ve digsal uyaricilar
tarafindan tetiklenebilen bir kalic1 hiicre dongiisii durmasi seklidir. Her ne kadar
apoptotik hiicre 6liimiiniin indiiksiyonu kanser terapisinde arzu edilir bir sonug olsa
da, alternatif apoptoz ve diger hiicre Oliim yolaklarin hem kendi iglerindeki
iligkilerinin hem de birbirleriyle etkilesimlerinin aciklanmasi kanser tedavisi i¢in
terapotik yaklasimlarinin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Nair, Muley, &

Dutt, 2017).

Son yillardaki calismalar apoptotik mekanizmalar: tetikleyen yiliksek doz ilag ve
radyasyon uygulamalarinin normal hiicreler iizerindeki etkilerinden dolay1 sitostazi
tetikleyen tedavi stratejilerinin kanserle miicadelede alternatif bir yol olabilecegi
vurgulanmigtir (Cairney et al., 2012; S. Lee & Lee, 2019). Bu nedenle hiicresel
senesens kanserli hiicrelerin cogalmasini kalict olarak durdurmak i¢in umut verici bir
stratejidir. Son on yilda, hiicresel yaslanma ve kanser arasindaki iliskiyi bulmak i¢in
cok sayida calisma yapilmistir. Bu caligmalarda hiicresel yaslanmanin kritik bir
antikanser mekanizmasi olarak hareket edebilecegi vurgulanmistir (Myrianthopoulos

et al., 2018).

Literatiirdeki bu bilgiler 15181inda kanserde yeni bir tedavi stratejisi olarak Onerilen
sitostatik yolakla hiicre dongiisiiniiniin durdurulmasi hedeflenmistir. Bu calisma ile
birlikte kanser olusturan kanser kok hiicreleri iizerinde senesens etkisi incelenmistir.
Hiicrelerde senesens indiiksiyonu olarak kanser tedavisinde siklinda kullanilan bir
antibiyotik tiirevli ila¢ olan DOX kullanilmistir. Senesens hiicreleri; genislemis ve
diizlesmis bir morfoloji, belirgin cekirdek, senesens ile iliskili heterokromatin
odaklar1 (SAHF) ve yaslanma ile iliskili B-galaktosidaz (SA-B-gal) aktivitesini igeren
karakteristik bir fenotip gelistirir (B. Y. Lee et al.,, 2006). Senesense ugrayan
melanositler, benign nevinde yillarca sessiz kalmistir. Doksorubisine bagh yaslanmis
prostat kanseri hiicreleri igeren ksenograftlarin en az 6 hafta sonra bile senesens olan

prostat kanseri hiicrelerinin bir alt kiimesinin kalicilig1 gosterilmistir. Bu da senesens

87



icin DOX’un oldukga etkili bir ajan oldugunu gostermektedir (J. Ewald, Desotelle,
Almassi, & Jarrard, 2008).

In vitro’da yaslanan hiicreler, yaslanma ile iliskili p-galaktosidaz olarak bilinen
yiiksek seviyelerde lizozomal B-galaktosidaz aktivitesi ile karakterize edilir (Mufioz-
Espin & Serrano, 2014a). Calismada senesens indiiksiyonu sonrasinda senesenli
hiicrelerde yapilan SA-B-gal boyamasi sonrasinda mavi renk degisimi gozlenen
hiicrelerde yiliksek miktarda artmis lizozomal B-gal aktivitesi goriilmiistiir. Bu da
hiicrelerde artan DOX dozuna bagli olarak hiicrelerin yaslanma siirecine girdigini
gostermistir. Ewald ve ark. terapi ile indiiklenen senesens i¢in hem doksorubisin hem
de AZQ gibi baska terapdtik etkisi olabilecegi diisiiniilen kimyasallarla
calismislardir. Prostat kanserinde yaptiklart DOX ile indiiklenen senesenste
>%>50’den fazla oranda hiicrelerde indiiksiyonu basarmislardir (J. A. Ewald et al.,
2009; J. Ewald et al., 2008). Terapi yolu ile (kemoterapi/radyoterapi) senesens bir
cok aragtirmaci tarafindan tercih edilen bir metottur. Bunun yani sira literatiirde farkl
prostat kanseri hiicre hatlarinda (PC3/LNCaP) bu yontem kullanilarak senesens
indiiksiyonu gercgeklestirilmistir. Ancak literatiirde yer alan ¢alismalarin hi¢ birinde
kanser kok hiicreleri ile senesens arasindaki iliski incelenmemistir. Ozellikle kanser
yonelik tedavi stratejilerin gelistirilmesi agisindan kanser kok hiicrelerinde senesens
indiiksiyonun sonuglarin degerlendirilmesi bu nedenle ¢cok onemlidir. Doksorubisin
ve cisplatin, hiicre Kkiiltiirinde yaslanma olusumunda iyonize radyasyon,
mikrotiibiiler hedefleme ilaglar1 olan docetaxel ve vincristine gore daha etkili oldugu
belirtilmistir (J. Ewald et al., 2008). DNA’ya zarar veren maddenin sadece primer
hiicrelerde degil, kanserli hiicrelerde yaslanmaya neden olabilecegini cesitli
caligmalarda gosterilmistir (Zeng et al.,, 2018). Bunun i¢in de bu caligmalarda
cogunlukla senesensi tetiklemek i¢in topoizomeraz II inhibitoriinii olan Doksorubisin
(DOX) kullanilmistir (Yang, Teves, Kemp, & Henikoff, 2014). Tedavi stratejilerinde
en sik kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri olan DOX farkli dozlarda bir¢ok
kanser hiicre hattinda senesens indiiksiyonu i¢in tercih edilmistir (Hsu, Altschuler, &
Wu, 2019). Bu c¢alismada da senesens indiiksiyonun i¢in kullanilan DOX’un
subtoksik dozlar1 (10 nM, 25 nM. ve 50 nM) prostat kanseri hiicrelerinde, prostat
epitel hiicrelerinde, prostat kanser kok hiicrelerinde ve kok hiicre 6zelligi olmayan
bulk popiilasyonda uygulanmistir. Calismada SA-B gal boyamasi ile tiim hiicre

gruplarina indiiksiyonun gercgeklestigi dogrulanmustir.
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Apoptozis ve senesens gibi hiicresel kararlar kismen kanser hiicrelerinin maruz
kaldigr stresin biiyiikliigiine baglidir. Daha diisiik hasar seviyeleri, hiicreyi apoptoza
baglayan kaspaz aktivitesini etkilemeden yaslanma ile iligkili anti-proliferatif
yanitlan tetiklemektedir. Prostat kanser hiicre hatlarinda, 250 nM doksorubisin dozu
apoptozla sonuglanirken diisiik 25 nM dozu terapi ile uyarilan senesensi indiikler (J.
A. Ewald & Jarrard, 2012; Petrova, Velichko, Razin, & Kantidze, 2016; Schwarze,
Fu, Desotelle, Kenowski, & Jarrard, 2005). Bu da calismada kullanan indiiksiyon

dozu literatiirle korelasyon gosteren bir senesens yanit1 olusturmustur.

Yaslanmanin en 6nemli 6zelligi hiicrenin proliferatif kapasitesinin geri doniisiimsiiz
kaybidir. Flow sitometri vb. tekniklerle yapilan hiicre dongiisii analizinde; tipik
olarak S fazindaki hiicre sayisinin azaldigi ve Gl veya G2/M'deki sayinin arttigi
gosterilmistir (Silva Cascales, Miillers, & Lindqvist, 2017). Tang ve meslektaslari
insan Multiple Myeloma hiicre hatlarinda gerceklestirilen DOX aracili senesens
calismalarinda; DOX’un hiicre canliligi inhibisyonunu, hiicre dongiisii durmasini ve
yaslanmayr indiikledigini gostermislerdir. Ozellikle, dinaciclib ve DOX
kombinasyonu, ATM/Chk2/p53/p21 sinyal yolunun baskilayici etkilerini
dontistiirerek ve pl6 sinyal yolunu giiclendirerek hiicre biiylimesini inhibe ettigini
rapor etmislerdir. Ayni ¢alismada senesensin apoptozu tetiklemedigi ve DOX
senesens indiiksiyon tetiklemesi sonucunda hiicrelern G2/M kontrol noktasinda
durdugu saptanmistir (Tang, Xu, Liang, & Gao, 2018). Bu calisma ile birlikte DOX
ile senesense ugrayan hiicrelerin G2/M hiicre dongiisli kontrol noktasinda durdugu
saptanmistir. Bu durum literatiir ile uyumlu olup hiicrelerin senesense girdiginin
hiicre dongiisii diizeyinde kanitidir. Ayrica literatiirde bir¢ok hiicresel mekanizmada
kanser kok hiicrelerin diren¢ mekanizmalart vurgulanmistir. Hiicre dongiisii
analizleri incelendiginde diger hiicre gruplarina gore az oranda hiicre ylizdesi G2/M
kontrol noktasinda tutuklanmistir. Bu da kanser hiicrelerin sahip oldugu 6zellikleri

kazandiran kanser kok hiicrelerin direncini gdstermektedir.

Yaglanmis hiicrelerde hiicre dongiisii durmasi, CDKN2A (p16), CDKN2B (p15) ve
CDKNI1A’da (p21) kodlanan sikline bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri tarafindan
kontrol edilmektedir (S. Lee & Lee, 2019). Sikline bagimli kinazlar (CDK’lar) hiicre
dongiisti ilerlemesinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rol oynayan genis bir serin-
treonin kinaz ailesidir. Hiicre dongiisii baslangici, G1 faz1 sirasinda, CDK4 ve CDK6

ile aktif kompleksler olusturuldugunda meydana gelir. Ug D-tipi siklinden biri (D1,
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D2 veya D3). Cyclin D-CDK4/6 kompleksleri, E2F’ye bagl transkripsiyon
faktoriinii baskilamasini saglayan ve boylece E2F’ye bagimli gen transkripsiyonunu
ve DNA sentezinin baslamasina neden olan, Retinoblastoma tiimor baskilayici genin
(Rb) fosforulasyonunu saglayarak G1/S gecisini tesvik eder (Rader et al., 2013).
Hiicre dongiisiinde pl6 geni ise CDK4 ve CDK6’y1 inhibe eder, bdylece hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini bloke etmek i¢in Rb’nin etkisizlestirilmesine neden olur
(Childs, Durik, Baker, & Van Deursen, 2015) .CDK4 ve CDK6, insan kanserlerinin
cogunda yiiksek diizeyde eksprese edilir ve muhtemelen kanser hiicrelerinde
yaslanmayi baskilayarak timorigenezi tesvik eder. Hem klinik dncesi ¢alismalar hem
de klinik deneyler, CDK4/6 kii¢iik molekiil inhibitorlerinin birkag kati timore karst
terapotik potansiyelini gostermistir (Vijayaraghavan et al., 2017) .

Ruas ve ark. eksojen CDK4 ve CDK6’nin, telomerinlerin fonksiyon bozuklugu veya
proliferatif stres ile indiilklenme vb. gibi bir nedende bile replikatif yaslanmanin
ozelliklerini asma kabiliyetinde olduklarini bulmuslardir. Iki siklin bagimli kinazi
inhibe etmek oldukc¢a zordur. Son yillarda yapilan ¢aligsmalar; hiicre dongiisiinde ¢cok
etkili olan bu CDK’y1 inhibe etmeye calisarak hiicre dongiisiiniin durdurmayi
amaclanmaktadir (Ruas et al., 2007). Hatta meme kanserinde bu siklinleri hedef alan
FDA tarafindan onaylanmis {i¢ CDK4/6 inhibitorii vardir. Bunlar palbociclib
(PD0332991), ribociclib (LEEO11) ve abemaciclib (LY835219) (Finn et al., 2015;
Goetz et al., 2017; Hortobagyi et al., 2016). Bircok ¢calismada CDK4 ve CDK6’nin
asirt ekspresyonunun yaslanmayi1 nasil geciktirebilecegini rapor edilmistir. Siklin
bagimh kinaz 4 (CDK4) veya CDKG6 ile D-tipi siklinlerin aktif komplekslerinin
olusumu, INK4 ailesi y (p16™"** and p15™**") tarafindan yaslanma indiikleyici
veya biiylime dnleyici sinyallere cevap olarak, biiytime faktori-f (TGFp) gibi tepki
verir (Otto & Sicinski, 2017). Bu c¢alisamada bu nedenle senesens indiiksiyonunu
takiben immiinofloresan boyama ile bu iki siklinin ekspresyonlarina bakilmistir. Elde
edilen immiinofloresan bulgular ile karsilastirildiginda CDK4/CDK6’nin ifadelerinde
azalma tespit edilmistir. Ancak senesens ile birlikte ifadeleri 6zellikle prostat kanser
kok hiicre grubunda tam olarak baskilanamamistir. Elde edilen bu datalar literatiir ile
karsilagtirildiginda  literatiire kazanimlarimin yani sira literatlir ile korelayon

gostermektedir.

Otofaji, hiicresel senesens, programlanmis hiicre 6liimii ve nekroz; strese karst gelen
bir hiicrenin kilit cevaplaridir. Bu etkiler kismen birbirine baglidir, ancak karsilikli
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etkilesimlerinin diizenlenmesi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu diizenleme, kendi
gelisim programlarina sahip olan ve normal hiicrelere gore daha fazla beslenme ve
enerji gerektiren kanser hiicrelerinde 6zellikle 6nemlidir. Kanser hiicrelerinin, normal
hiicrelere gore farkli olan kendi programlarina ait kontrolsiiz ¢ogalma temel
ozellikleri antikanser stratejisinin hedefidir. Bu nedenle bir¢ok calismanin odak
noktasi hiicre dongiisii ve apoptoz gibi konulardir. Hiicresel boliinmeleri durdurmay1
amaclayan bir¢ok strateji apoptozis ile iligskilendirilebilir, ancak genellikle apoptozis
bu c¢alismalar i¢in nihai amag degildir (J. Li, Hou, Faried, Tsutsumi, & Kuwano,

2010; J. Li et al., 2009).

Bir hiicrenin senesens veya apoptoz gegirip gecirmedigi anlamak ¢ok zordur
(Vicencio et al., 2008). Hiicre tipi hasar goérmiis epitel hiicreleri ve fibroblastlar
senesens egiliminde iken, hasarli lenfositler apoptoz gecirme egilimindedir. Bcl-2
veya kaspaz inhibisyonu ile degistirilen ekspresyon seviyelerini hiicrelerin apoptoz
yerine senesense girebilecegi rapor edilmistir (Nelyudova, Aksenov, Pospelov, &
Pospelova, 2007; Seluanov et al., 2001). Benzer sekilde, telomerazin asir1
ekspresyonu ile senesensi inhibe etme girisimleri, hiicresel yaslanmayir Onlemez,
hiicreleri apoptozdan korur. Apoptozis ve hiicresel yaslanma siirecleri arasinda,
Ornegin tlimor baskilayict bir protein olan p53 seviyesindeki bir degisikligi isaret
etmektedir. Kolon karsinomu hiicre hatlarinda, p53 aktivitesinin, c-myc asir1
ekspresyonu ile verilen onkojenik stres sonrasi hiicresel senesensin baslamasindan
ziyade, apoptozis baslangici tetikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, apoptoz ve
hiicresel yaslanma arasindaki bu c¢apraz diizenlemenin hala bir¢ok yonii
anlagilamamistir ve iligkilerini netlestirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir
(Kapi¢ et al., 2006; Nikoletopoulou, Markaki, Palikaras, & Tavernarakis, 2013).
Calismada senesens indiiksiyonundan sonra gerceklestirilen apoptotik ve nekrotik
genlerin ekspresyon analizleri ile bu siirecte etkili olabilicek ve yiiksek istatistiksel
anlamlilik iceren genler saptanmistir. Hem nekrotik yolaklarda hem de programli
hiicre 6liim yolaklarinda etkili olan bu genlerin STRING analizleriyle etkilesimleri
saptanmistir. Bu analizlerle birlikte kanser kok hiicreleri ve epitel hiicrenin senesens
gruplart karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Veriler sonucunda senesens
indiiksiyonunun hiicre 6liim siireglerinde bazi genleri up-regiile ettigi; baz1 genleri ise
down regiile ettigi saptanmistir. Bu verilere ek olarak Annexin-V yontemi sonucunda

senesens olan hiicrelerin apoptotik yolagi tercih etmektikleri saptanmistir. Veriler
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1s181inda epitel hiicre, prostat kanseri ve non-KKH’ler ile kiyaslanan kanser kok
hiicrelerin apoptoza girme yiizdesi diger gruplara gore daha diisilk oldugu
gorilmistiir. Yasli hiicreler apoptozu Onlemek i¢in yasam i¢in stres yanit
adaptasyonlarn gelistirmislerdir. Bu durumda onlar1 apoptototik mekanizmalara kars1
direncli yapmaktadir. Bu durumu 6nlemek i¢in hiicre dliimiindeki direngli yolaklar1
bloke etmek i¢in kii¢lik molekiillii inhibitorleri kullanmak, boylece bu uzun émiirlii
hiicreler apoptoza siiriiklenir (Childs et al., 2015). Her ne kadar benzer stresler hem
apoptozu hem de yaslanmayr indiiklese de, bu yollaklar birbirinden ayrilir ve bu
islemlerin diizenlenmesi belirgindir. Arastirmalar, senesens indiiklenmesinin,
BCL2’nin asir1 ekspresyonu veya kaspazlarin inhibisyonu ile apoptozun bloke
edilmesi ile sonug¢landigini gostermektedir. Bu veriler, bu yolaklarin ayrildig:
noktanin kaspaz aktivasyonundan once olustugu anlamina gelmektedir (J. A. Ewald,
Desotelle, Wilding, & Jarrard, 2010). Bu durumda yaslanma indiiksiyonu ig¢in
uygulanan DOX’un neden hiicrelerde 6zellikle de prostataz kanser kok hiicrelerinde
apoptotik yolag: tetiklemedigi anlasilmaktadir. [n vivo olarak, yaslanan hiicreler
uzun siire boyunca hayatta kalabilirler, fakat yasayamaz hale gelebilir ve fagositoza
maruz kalabilirler. Lizozomal -galaktosidaz aktivitesinin, yaslanan fenotip gelisimi
ile zenginlestirilmesi, bazi yaslanan hiicrelerin sonunda otofajiye girebilecegini
gostermektedir (Gerland et al., 2003). Bu da senesens hiicrelerin daha ¢ok otofaji ve

nekrotik yolaklari tercih etme egilimi gostermektedir.

Senesens hiicreleri, senesens iliskili heerokromatin odaklarini, metile edilmis ve
deasetillenmis histonlar1 ve diger iligkili proteinleri igerir. SAHF, fibroblastlarda ve
diger oliimsiizlestirilmis hiicrelerde in vitro yaslanmayir tanimlamak i¢in kullanilir.
Bu kategorideki yaygin olarak test edilen belirtecler; histon 3’iin lizinler 9 ve 27°deki
metilasyonunu ve H2A histon ailesinin fosforilasyonunu ve y-H2AX SAHF ile
iligkilidir. SAHF’lerin olusumu, hiicre c¢ogalmasina karisan genlerin down-
regiilasyonu “kapanma” ile iliskilidir (Myrianthopoulos et al., 2018). Senesensin
hiicre niikleuslarinda meydana getirdigi degisikligi analiz etmek i¢in DAPI
immiinofloresan boyama yapilmistir. Bu boyamalarda punktat olarak gecen benekli
DNA odaklar1 gdzlemlenmistir. Ozellikle senesens indiiksiyonunda subtoksik doz
olarak uygulanan DOX, RWPE-1 prostat epitel hiicre hattina hem benekli DNA
odaklarinin olusmasina neden olmus hem de niikleusta ciddi defektleri meydana

getirmistir. Bu durum tedavi amaci ile uygulan ila¢ dozlarmin kanser olmayan
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normal epitel hiicrelerinin niikleuslarinda meydana getirdigi biiyiik hasar1 birkez
daha gostermektedir. Ayrica niikleus yapilar1 incelendiginde niikleus boyutunda
bliylime saptanmistir. En bliylik degisikler kanser kok hiicresi olmayan prostat kanser
hiicresi (non-KKH) ve epitel hiicrelerinde gozlemlenmistir. Kanser kok hiicresi grubu
kendisinde meydana gelen defekler bakimindan diger hiicrelere oranla direng
sergiledigi saptanmistir. Kosar ve ark. insan primer fibroblastlar (BJ ve MRC-5) ve
primer keratinositlerde gerceklestirdikleri senesnes indiiksiyonu sonranda farkli
hiicre hatlarinda farkli diizeyde SAHF gelistirme yetenegi oldugunu rapor etmistir
(Kosar et al., 2011). Ayni ¢alismada DAPI immiinofloresan boyamasi sonrasinda

elde ettigimiz veriler ile benzer niikleus degisimleri saptanmistir.

Hiicre proliferasyon antijeni olan Ki-67 memeli hiicrelerinde yapisal olarak eksprese
edilir. Bu nedenle, tiimorleri derecelendirmek icin bir hiicre proliferasyon belirteci
olarak yaygin sekilde kullanilir. Ki-67, bir niikleer DNA baglayici proteindir ve bir
proliferasyon belirteci oldugu i¢in de senesens indiiksiyonun tespitinde ve
proliferasyon derecelendirilmesinde kullanilmaktadir (Sobecki et al., 2017). Hiicresel
senesens ve yaslanma siireglerinde hiicrelerin proliferasyon aktivitelerinde diigmeler
meydana gelir (Lawless et al., 2010). Yaslanan hiicreler bu nedenle diisiik Ki-67
seviyesi ile karakterizedirler. Ki-67 immiinofloresan bulgularina gore hiicrelerde 25
nM DOX ile senesens indiiksiyonun sonucunda hiicre donglisii durmasina giren
hiicrelerde diisiik Ki-67 seviyesi saptanmstir. Tiim bu sonuglar hem kendi iclerinde
hem de literatiirdeki diger caligmalar ile uyumludur. Bu veriler sadece prostat kanser
kok hiicrelerinde faklilik gostermektedir. Prostat kanser kok hiicrelerinde senesens
indiiklenmis hiicre grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir faklilik
saptanmamistir. Bu da kanser kok hiicrelerin baska bir yolla direng gelistirdigini

gostermektedir.

Literatiirde yaslanmis hiicreler tipik olarak ¢ok cekirdekli hiicreler boyunca hiicre
ylizeyinin diizlesmesi, hiicre boyutunda genisleme, genis vakuol olusumu,
sitoplazmik graniilerlikte artis ile karakterizedir (Myrianthopoulos et al., 2018).
Ayrica senesens hiicrelerin morfolojik degisliklerinde artan fokal adezyon,
lamellipod ve filopod olusumlar1 vardir. Bunlarin yani sira yaslanma siirecinde
bircok epigenetik ve genetik mekanizmalarda degisimler meydana gelmektedir

(Cheng, Zhang, Chen, & Liu, 2017).
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Literatiirdeki tiim bu verileri diislindiigiimiizde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
durdurmak i¢in hepsini 6ldiirmek yani apoptozu aktiflestimek gerekli degildir, bunun
yerine yaslanma indiiksiyonu yeterli olabilir. Baz1 yaslanma uyarici ilaglar klinik
denemeler altindadir (Schmitt, 2017). Bu sayede hastalarda apoptotik 6zelligi yiiksek

ilaglarla normal hiicrelerde meydana gelebilecek zararlar azaltilabilir.

Klinik olarak, tedaviye bagli yaslanmanin tiimorlerde gerceklestigine ve gelismis
klinik sonuglarla iliskili olduguna dair artan kanitlar vardir. Kanserlerde yaslanmanin
indiiklenmesi yakin zamanda sitotoksisiteyi azaltma, bagisiklik sistemini devreye
sokma ve ilag kombinasyonlarini giiclendirme potansiyeli olan terapdtik bir strateji
olarak arastirnlmistir. Bu g¢alismadaki verilerle ilk kez bir senesens indiiksiyonu
gerceklestirilen KKH’lerin  senesens ile iliskili  hiicresel ~mekanizmalari
aydinlatilmistir. Ancak yasa bagh degisikliklerin daha iyi anlagilmasi i¢in daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu alandaki gelismelerin kanser teshisi ve

tedavisine yeni 151k tutmasi beklenmektedir.
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6. Sonuc ve Oneriler
Yaslanma, bir¢ok fizyolojik sistemde fonksiyonel bir azalma ile karakterizedir. Hem
cevresel hem de endojen stresler, fizyolojik yaslanmanin olusumuna neden olur.
Bunlar arasinda telomer yipranmasi, genomik dengesizlik, epigenetik degisiklikler ve
her biri hiicrelere zarar veren ve fonksiyonlarini tehlikeye atan proteostaz kaybi yer
alir. Yaslanmanin merkezi bir bileseni olan hiicresel yaslanma, hasarli hiicrelerde
kararli hiicre dongiisii durmasi saglamak i¢in programlanmis ve boylece dokularda

daha fazla hasar olusumunu 6nleyen programli bir hiicre i¢i stres tepkisidir.

Hiicresel yaslanma, hem tiimoriin baskilanmasinda hem de yaslanmasinda rol
oynayan terminal farklilasma durumudur. Bu goriis, yaslanmis hiicrelerin
birikmesinin, normal organismal yaglanmanin yani sira onkojenik strese yanit olarak
gozlenebilmesi gercegiyle de desteklenmektedir. Bu nedenle, yaslanan hiicrelerin in
vivo ve in vitro olarak tanimlanmasi, 6nemli bir teshis ve terapotik potansiyele
sahiptir. Yaslanmis fenotipin tetiklenmesi ve siirdiiriilmesinde rol oynayan molekiiler

yollar ise tam olarak anlagilmamustir.

Literatiirdeki mevcut c¢aligsmalar incelendiginde senesensin kok hiicreler iizerinde
etkili oldugu mekanizmalar1 agiklamaya c¢alisan ¢alismalar ve kanserde senesensin
tedavi olarak kullanmima yonelik c¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak; kanser
olusumunda, kanserin sahip oldugu diren¢ mekanizmalarim1 gelistiren, metastaz,
invazyon ve tedavi sonrasi niikste etkili olan kanser kok hiicrelerin senesensine
yonelik bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu caligma literatiirdeki bu
boslugu doldurmaktadir. Bunun yami sira bu c¢alisma ile birlikte senesens

mekanizmalar1 aydinlatilmaya calisilmistir.

Bu tez calisma ile birlikte elde edilen tiim veriler incelendiginde tiim sonuglar

asagida ozetlenmistir.

1- Farkli dozlarda uygulan DOX’a bagli senesens indiiksiyonu sonrasinda senesens
tespit belirtecleriyle yapilan analizlerde basta prostat kanser kanser kok hiicrelerinde,
DU 145 prostat kanserinde ve kok hiicre 6zelligi tasimayan (non-KKH) DU45 prostat
kanser hiicrelerinde terapi ile indiiklenen senesens indiiksiyonu gergeklestirilmistir.
2- Farkli DOX dozlar1 uygulamasi sayesinde artan kematorapétik ilag dozuna bagh
olarak senesens etkileri karsilastirmali olarak analiz edilmistir ve 25 nM ve 50 nM’da

uygulan DOX’ta daha yiiksel bir anlamlilikta senesens tespit edilmistir.
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3- Senesense giren hiicrelerde indiiksiyon sonrasinda hiicre yiizeylerinde morfolojik
degisimler meydana gelmistir. Bu degisimler hiicre ylizeyinde igsi yapilar, diizensiz,
bliyiik ve diiz hiicre sekli gibi morfolojik degisikliklerdir. Ayrica senesens siirecine
giren hiicreler lamellipod ve filopod olarak adlandirilan hiicre yiizey c¢ikintilarini
olusturmuglardir. Bu morfolojik degisiklikler ¢esitli hiicre fonksiyonlarinda 6nemli

rol oynarlar ve senesens hiicrelerinin karakteristik 6zellikleridir.

4- Yapilan hiicre canlilik analizine gore uygulanan subtoksik DOX dozlarinin hiicre

canlilif1 iizerinde negatif bir etkisi saptanmamastir.

5- Hiicre dongiisii analiz sonuglarina gore artan DOX dozuyla orantili olarak Gl
fazinda olan hiicreler hiicre dongiisiiniin G2/M kontrol noktasinda durmuslardir.
Ozellikle 50 nM uygulanan DOX dozunda ortalama 70%’leri bulan bir popiilasyon
G2/M fazinda boliinmesini durdurmustur. Senesenle birlikte S ve G1 fazindaki hiicre

sayist da doza baglh olarak azalmistir.

6- Annexin V analizine gore elde edilen apoptoz profillerine gore hiicrelerin
apoptotik yolagi ¢ok tercih etmedikleri saptanmistir. Apoptoza yonelme sadece 50
nM DOX dozunda saptanmustir. Ozellikle prostat kanser kok hiicreleri senesens

indiiksiyonu sonrasinda apoptoza kars1 direng gelistirmislerdir.

7- Cesitli apoptotik ve nekrotik genler ile iliskili yapilan gen ekspresyon analizleri
senesens sonrasinda bir¢ok genin up-regiile ve down-regiile olarak diizenlendigini
gostermistir. Bu durumda senesensin hiicre 6liim yolak mekanizmalari ile olan yakin
iliskisini gostermektedir. Tiim bu analizlerde benzer ya da ayni sinyal yolaklarinda

etkilesim i¢inde olabilecek genler STRING analizleri ile belirlenmistir.

8- Bir senesens ve proliferasyon belirteci olan Ki-67°nin senesenste azalan ifadesi
tim hiicre gruplarinda gosterilmistir. Ancak prostat kanser kok hiicreleri,
muhtemelen senesense karsi diren¢ mekanizmalarini aktiflestirerek daha yiiksek bir
proliferasyon gosterir. Bu durum ayni zamanda proliferasyon 6zelligi yiiksek olan

kanser kok hiicrelerininde bir nedeni olabilir.

9- Kanserin hiince dongiisiiniin atlatilarak kontrolsliz ¢ogalmasinda etkili
CDK4/CDK6 siklin bagimhi kinazlarin ifadeleri senesens indiikiyonunu takiben

azalmistir. Bu da hiicre dongiisii kontrolii agisindan oldukca 6nemlidir.
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10- DAPI ile yapilan niikleus incelemeleri sonucunda DOX’un subtoksit bir dozu
olan 25 nM seviyesinde bile nukleuslarda bozulmalar meydana gelmistir. Ozellikle
epitel hiicre hattt RWPE-1"da yogun niikleus defektleri saptanmistir. Ayrica burdaki
sonuglara gore senesense ait bir 6zellik olan niikleusta odak benzeri benekli yapilar

meydana gelmistir.

Tim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde senesens olusumun ve devamliliginin
saglanmasinda etkili olan molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlamak, senesensin
geri doniigebilirligini netlestirmek ve antikanser tedavisinde yeni senesens hedefli
stratejiler gelistirmek i¢in daha yogun arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu calismalar
ozellikle kanseri hedeflemede yeni statejileri gelististirilmesine katki saglamasi

acgisindan oldukca onemlidir.

Hiicresel senesensin indiiksiyonu son yillarda kanser tedavi stratejileri icin
Onerilmektedir. Fakat senesense ait olan ve mikrocevre ile iliskili bazi1 6zellikler
kanser tedavi yaklasimimi negetif etkiyebilir. Ozellikle bu mekanizmalarinm ok iyi
arastirilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle senesenste Ozellikle yaslanan hiicrelerin
SASP’nin hem bu ¢aligmanin devaminda hem de bagka caligmalarda ayrintili
incelenmesi gerekmektedir. SASP’nin hiicre dis1 bir otonom etkisi ile timor
baslatilmasin1 ve malign ilerleyisini de hizlandirabildigini gosteren literatiirde bazi

caligmalar bulunmaktadir.

Hiicresel senesensin ve beraberindeki SASP’nin karmasik roliinii, yaslanmanin hem
dejeneratif hem de hiperplastik hastaliklarinda ve ayrica DNA’ya zarar veren
antikanser tedavilerine cevap verme lizerindeki etkilerini anlamada hala bir¢ok
bosluk bulunmaktadir. Senesens hiicreleri secici olarak dldiirebilen ya da SASP’yi
secici olarak degistirebilen bilesikler i¢in daha yogun bir arastirma gereklidir.
Senesensi indiikleyen ajanlar, diger klasik terapotik yaklasimlarla birlestirildiginde,
kanser tedavisinde daha etkili olabilirler. Hiicresel yaglanmanin 6nemi hakkinda daha
iyl bir anlayis kazanmak ve bu hiicresel siirecin kanseri tedavi etmek icin nasil
modiile edilecegini arastirmak kapsamli arastirma alanlar1 haline gelmistir.
Yaglanmanin arttiritlmasinin avantajlari, terminal biiyiime durmasi, diislik toksisiteye
bagli yan etkiler ve immiin uyarimi igerir. Bununla birlikte, belirli kosullar altinda,
akut kaynakli yaslanma tersinir bir program olarak gosterilmistir. Dahasi, hiicresel
yaslanma, kanser tedavilerinin sitotoksik etkilerine karsi dirence katkida bulunabilir.

Bu nedenle tiim bu yaklagimlarin ayrintili incelenmesi gerekmektedir.
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Sonug olarak kanser hiicrelerinin intrinsik baskilayici potansiyelini en iyi sekilde
kullanmak i¢in, yaslanmanin gercekten kanser gelisimi ve terapotik yanitlarla ilgili
olup olmadigimi belirlemek i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Gelecekteki
caligmalar saglam yaslanma uyarici ajanlar1 aramaya ve gelistirmeye, daha giivenilir
yaslanma belirteclerini tanimlamaya, hiicresel yaglanma diizenleyicilerini kesfetmeye
ve yaglanma programina girmeye ve bu yaslanma hiicrelerinin temizlenmesini tegvik

etmeye yonelik yeni terapotik stratejiler tasarlamaya odaklanilmalidir.
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