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OZET

Hiicresel senesens, geri doniisiimsiiz hiicre dongiisii durmas: ile karakterize bir durumdur.
Hiicre dongiisiinden c¢ikmalarma ragmen metabolik olarak aktif kalirlar. Replikatif
senesensin yani sira, ¢esitli intrinsik ve ekstrinsik stres faktorlerine bagli olarak gelisen
“stresle indiiklenen prematiir senesens” (stress-induced premature senescence) olarak
adlandirilan farkli senesens tiirleri tanimlanmistir. Senesent hiicreler, biiylimiis, yassilagsmis
ve ¢ok ¢ekirdekli bir morfolojiye sahiptir. Senesent hiicreler, senesens ile iliskili sekretuvar
fenotip (SASP) adi verilen, c¢esitli sitokinleri, kemokinleri, proteazlar1 ve biiyiime
faktorlerini igeren bir dizi proinflamatuvar faktor salgilar. SASP faktorleri, tiimor
olusumunun cesitli yonlerini giiclendirebilen proinflamatuvar ve immiin modiile edici
molekiiller icerir. Kardiyotrofin-1 (CTF-1), IL-6 ailesine ait bir sitokin olarak, meme
kanserinden izole edilen karsinomla iligkili fibroblastlarda (CAF'ler) yeni bir otofaji
aktivatorii olarak belirlenmistir. Ostrojen reseptérii pozitif MCF-7 ve T47D meme kanseri
hiicrelerinden  sekrete edilen CTF-1’in fibroblastlarda otofajiyi  indiikledigini
gostermislerdir. Bu tez ¢calismasinda, standart kemoterapétik bir ajan olan doksorubisin (300
nM) ile indiiklenen ii¢ farkli kanser hiicresinde (meme adenokarsinom MCF7 hiicre hatti,
serviks adenokarsinom HelL a hiicre hatti, akciger adenokarsinom A549 hiicre hatt1) senesens
sonrast sekrete edilen IL-6 ve CTF-1 seviyeleri Ol¢iiliip hiicreler arasi farkliliklarin
incelenmesi amaglanmistir. Bulgularimizda, 300 nM doksorubusin ile indiiklenen senesent
MCF7 hiicre sekretomunda IL-6 sekresyonu goriilmezken, CTF-1 sekresyonunda anlamli
bir artig goriilmiistiir. Buna karsin Hela ve A549 hiicre sekretomlarinda IL-6 sekresyonunda
anlamli bir artiy gozlemlenirken, CTF-1 sekresyonu goriilmemektedir. Bu veriler, cesitli
kanser hiicrelerinin sekretuvar aktivitesindeki farkliliklart ve hiicre-spesifik tedavi sekli
gelistirmenin dnemini gdstermektedir. Ayrica CTF-1’in hiicre spesifik bir hiicresel senesens
biyobelirteci olabilecegini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT

Cellular senescence is a condition characterized by irreversible cell cycle arrest. Although
they exit the cell cycle, they remain metabolically active. In addition to replicative
senescence, different types of senescence have been described, termed “stress-induced
premature senescence”, which develops due to various intrinsic and extrinsic stress factors.
Senescent cells have an enlarged, flattened and multinucleated morphology. Senescent cells
secrete a set of proinflammatory factors called senescence-associated secretory phenotype
(SASP), which includes various cytokines, chemokines, proteases and growth factors. SASP
factors contain proinflammatory and immune-modulating molecules that can potentiate
various aspects of tumorigenesis. Cardiotrophin-1 (CTF-1), a cytokine belonging to the IL-
6 family, was identified as a novel autophagy activator in carcinoma-associated fibroblasts
(CAFs) isolated from breast cancer. They showed that CTF-1 secreted from estrogen
receptor positive MCF-7 and T47D breast cancer cells induced autophagy in fibroblasts. In
this thesis, we aimed to measure the levels of IL-6 and CTF-1 secreted after senescence in
three different cancer cells (breast adenocarcinoma MCF7 cell line, cervical adenocarcinoma
HeLa cell line, lung adenocarcinoma A549 cell line) induced by doxorubicin (300 nM), a
standard chemotherapeutic agent, and to examine the differences between cells. In our
findings, no IL-6 secretion was observed in 300 nM doxorubicin-induced senescent MCF7
cell secretome, whereas a significant increase in CTF-1 secretion was observed. In contrast,
Hela and A549 cell secretomes showed a significant increase in IL-6 secretion, but not CTF-
1 secretion. These data demonstrate the differences in the secretory activity of various cancer
cells and the importance of developing cell-specific therapies. They also suggest that CTF-
1 may be a cell-specific biomarker of cellular senescence.
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1. GIRIS

Hiicresel senesens gesitli stres faktorlerine maruziyet sonrasinda geri doniisiimsiiz olarak
hiicre dongiisiiniin durmasi ile karakterize bir durumdur. Bu hiicreler hiicre siklusundan
cikmis olsalar bile yiiksek metabolik aktivite sergiler ve canliliklarini stirdiiriirler. Senesent
hiicreler, biiyiimiis, yassilagsmis, biiylik ve ¢ok ¢ekirdekli bir morfolojiye sahiptir [1].
Hiicresel senesensin ayirt edici 6zellikleri; hiicre dongiisiinlin uzun siireli olarak durmast,
transkripsiyonel degisiklikler, makromolekiiler hasar ve diizensiz metabolizma gibi
faktorlerdir [2]. Senesent hiicrelerin en 6nemli dzelliklerinden biri de senesens ile iliskili
sekretuvar fenotip (senescence-associated secretory phenotype, SASP) olarak adlandirilan
asir1 sekretuvar aktiviteye sahip olmalaridir [3]. SASP, otokrin ve parakrin etkilere aracilik
eden sitokin, kemokin, proteazlar, bliylime faktorleri gibi gesitli mediyatorleri igermektedir.
SASP’1n dahil oldugu fizyolojik ve patolojik ve siiregleri anlamak i¢in SASP iceriginin

belirlenmesi 6nemlidir.

Replikatif senesens, hiicresel senesensin ilk tanimlanan alt tipidir [4]. Bu siireg, temelde
telomerlerin erozyonu ve bu nedenle DNA lezyonlarinin artisindan kaynaklanir. Ayrica
senesens oksidatif hasar, metabolik islev bozukluklari, sitokinler, onkogen aktivasyonu ve
kemoterapi ajanlar1 gibi bir dizi intrinsik ve ekstrinsik etken tarafindan tetiklenebilir. Tiim
bu faktorlerin, normal ve kanser hiicrelerinde DNA hasarina sebep oldugu ve senesensi
indiikledigi gosterilmistir [2, 5]. Normal ve kanser hiicrelerinde radyasyon ve/veya bazi
kemoterapotik ajanlara maruziyet sonrasinda, DNA ¢ift sarmal kiriklarinin (DSB'ler)
indiiklenmesi nedeniyle terapiyle indiikklenen senesens (therapy-induced senescence, TIS)

meydana gelmektedir [6].

Kanser hiicrelerinde senesens ilk tanimlandiginda, senesens indiiksiyonun kanser
tedavisinde kullanilabilecek yeni bir yaklasim oldugu kabul edilmistir. Fakat daha sonra
yapilan calismalarda, senesent hiicrelerin kronik olarak birikimi, kanser niiksiine ve
metastazina aracilik ettigi belirlenmistir. Bu istenmeyen etkilerin SASP faktorleri ile iliskili
oldugu gorilmistiir [5]. Bu nedenle son yillarda, senesent hiicreleri hedef alan yeni tedavi
mekanizmalarinin belirlenmesi ve kanser tedavisi sonrasinda gelisen senesent hiicre

birikiminin zararli sonuglarinin 6nlenmesine yonelik ¢aligsmalar hiz kazanmistir.



Kardiyotrofin-1 (CTF-1), baslangigta hem in vitro hem de in vivo olarak miyositlerinin
hipertrofisini indiikleyen bir faktor olarak kesfedilen IL-6 sitokin ailesinin bir iiyesidir. Daha
sonra, CTF-1'in, hem kalp hem de néronal hiicrelerin hayatta kalmasini uyarma yetenegi de
dahil olmak tizere, kalp ve kalp dis1 hiicreler tizerinde ¢ok c¢esitli farkl etkilere sahip oldugu
gosterilmistir [7]. Son yillarda yapilan bir calismada CTF-1, fibroblastlarda giiglii bir otofaji
aktivatori olarak tanimlanmistir. Akkoc ve ark., dstrojen reseptorii pozitif MCF-7 ve T47D
meme kanseri hiicrelerinden sekrete edilen CTF-1’in fibroblast otofajisinin ve CAF
(karsinomla iliskili fibroblastlar) farklilasmasinin giiglii bir diizenleyicisi oldugunu
aciklamiglardir [8]. Ayrica ayni ¢alismada, kanser hastalarindan alinan meme timori
orneklerinde CTF1 ekspresyonunun, stromal otofaji ve lenf nodu metastazi ile dnemli 6l¢iide
korele oldugu, bu nedenle CTF1’in, tiimdr-stroma etkilesimlerinin 6nemli bir bileseni

oldugu vurgulanmistir [8].

Yaygin olarak, senesens hiicreleri belirlemek i¢in hiicrelerdeki morfolojik degisiklerin
gozlemlenmesi, lizozomal enzim aktivitesinin ve sekretuvar aktivitenin 6l¢iilmesi gibi ¢esitli
klasik yontemler kullanilmaktadir. Normal hiicrelerde indiiklenen senesensde, IL-6
ekspresyonunun arttig1  bilindiginden, senesent hiicrelerin sekretuvar aktivitesinin

belirlenmesinde IL-6 klasik bir SASP belirteci olarak kabul edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda standart kemoterapotik ajan olan doksorubisin ile ti¢ farkli kanser
hiicresinde (meme adenokarsinom MCF7 hiicre hatti, serviks adenokarsinom HeLa hiicre
hatti, akciger adenokarsinom A549 hiicre hatt1) senesens indiiklenecektir. Daha sonra bu li¢
senesent kanser hiicresinde sekrete edilen IL-6 ve CTF1 miktarlart dl¢iiliip, hiicreler arasi
olas1 farkliliklar incelenecektir. Ayrica, bu hiicrelerde CTF-1 ekspresyonlart da

degerlendirilecektir.

Bahsedildigi gibi, son yillarda SASP kanser gibi ¢esitli patolojik durumlar i¢in itici bir gii¢
olarak kabul edilmekte ve bu hastaliklarin tedavisinde umut verici bir terapotik hedef olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle farkl hiicrelerdeki SASP igeriginin farklarinin belirlenmesi
hiicre-spesifik tedavi sekli gelistirmek i¢in 6nemli bir basamaktir. Bu tez calismasinda
sekrete edilen CTF1 diizeylerinde senesent hiicreler arasi bir fark bulunmasi ve hiicre-

spesifik yeni bir biyobelirte¢ belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicresel Senesens

Hiicresel senesens, diploid hiicrelerde meydana gelen ve hiicrelerin proliferatif yasam
stirelerini sinirlayan geri doniissiiz bir hiicre dongiisii durmasidir. Hiicresel senesensin ilk
tanimi, 1960'larin baslarinda Hayflick ve Moorhead tarafindan yapilan goézlemlere
dayanmaktadir. Bu gozlemlerde, insan diploid fibroblastlarinin kiiltiirlerinde maksimum
hiicre boliinmesine ulasabildikleri noktada hiicre biiyiimesinin durdugu gortlmistiir [4]. Bu
biyolojik saat, genellikle "Hayflick limiti" olarak adlandirilir ve her hiicre boéliinmesi
sirasinda telomerlerin kademeli olarak kisalmasindan kaynaklanir. Bu siire¢, genomik
istikrarsizlig1 ve dolayisiyla DNA hasarinin birikmesini onlemek i¢in bir fizyolojik yaniti
temsil eder. Bu olgu su anda replikatif senesens olarak tanimlanmaktadir. [4, 9]. Senesens,
tespit edilebilir herhangi bir telomer kaybi veya islev bozuklugu olmaksizin da cesitli
kosullar tarafindan tetiklenebilir. Hiicrelerin; iyonize radyasyon, oksidatif stres, onkogenik
aktivasyon ve kemoterapotik ilaglara maruziyet gibi DNA hasaria yol agan cgesitli stres
tiplerine cevap olarak hiicresel senesense ugradigi ortaya konmustur. Bu tiir senesens
olusumu, telomer kisalmasi ile indiiklendigi asamadan Once ortaya c¢iktigl i¢in “stresle
indiiklenen prematiir senesens  (Stress-induced premature senescence)” olarak
adlandiriimstir [10].

2.1.1. Senesens cesitleri

Replikatif senesens

Insan dokusundan kiiltiirlenen primer hiicrelerle ilgili yapilan ilk gdzlemlerden biri, bu
hiicrelerin sonsuza kadar ¢ogalmadigi, aksine "6liimlii" olduklaridir. Aslinda, hiicreler kiiltiir
edildikten sonra ¢ogalma kapasiteleri tutarli bir sekilde {i¢ faz gosterir: Kiiltiiriin yerlestigi
stire boyunca ¢ok az ¢ogalma donemine karsilik gelen faz I; hizli hiicre ¢ogalmasiyla
karakterize edilen faz II; ve gogalmanin kademeli olarak tamamen durdugu faz 111 [4]. Faz
IIl'e gegisin olas1 nedenleri hakkinda yorum yapan Hayflick (1965), "Diploid hiicre
suslarinin in vitro ortamdaki sinirlt dmriiniin, hiicresel diizeyde senesens veya senesensin bir
ifadesi olabilecegi" hipotezini ortaya atmistir. Bu nedenle hiicresel senesens terimi,

canliligin ve metabolik aktivitenin devam etmesine ragmen proliferatif kapasitenin istikrarli



ve uzun siireli kaybini ifade eder [11]. Hayflick'in 6nerisiyle tutarli olarak, insan hiicrelerinin
kiiltiirde cogalmasiyla birlikte telomerlerin (koruyucu kromozom uglari) giderek kisaldigini
ve nihayetinde hiicrelerin "Hayflick sinirina" ulagsmasina neden oldugunu artik biliyoruz.
Bu, replikatif (hiicresel) senesens olarak adlandirilmistir. Telomerler, DNA polimerazin
geride kalan iplikcikleri tamamen replike edememesi nedeniyle yipranmaya maruz kalir.
1970'lerin basinda, Olovnikov (1971) ve Watson (1972), telomer kisalmasina katkida
bulunan bu "son replikasyon problemi'"ni tanimlamislardir [12, 13]. Telomerler kritik bir
minimum uzunluga ulastiginda, koruyucu yapilar1 bozulur. Bu durum, g-H2AX (H2AX
histon varyantinin fosforile formu) ve DDR proteinleri p53 baglayici protein 1 (p53 binding
protein, 53BP1), nibrin (NBS1) ve DNA hasari kontrol noktasi proteini 1 aracis1 (Mediator
of DNA damage checkpoint protein 1, MDC1)) igin pozitif boyanan odaklarin ortaya
cikmasiyla iligkili bir DNA hasar tepkisini (DDR) tetikler. Ayrica, Mutasyona Ugramis-
Ataksi Telenjiektazi DNA hasar1 kinazlar1 (Protein kinase ataxia-telangiectasia mutated
(ATM)) ve Rad3 ile iligkili Ataksi Telenjicktazi (ATR) senesent hiicrelerde aktive edilir
[14]. DDR sinyalinin amplifikasyonundan sonra, bu kinazlar kontrol noktas1 kinaz 1
(Checkpoint Kinase 1 Protein, CHK1) ve kontrol noktasi kinaz 2 (Checkpoint Kinase 2
Protein, CHK2) kinazlarmi aktive eder. DDR ile iliskili faktorler ve hiicre dongiisii
mekanizmasi arasindaki iletisim, CDC25 (bir fosfataz ailesi) ve tiimor protein 53 (p53) gibi
birka¢ hiicre dongiisii proteininin fosforilasyonu ve aktivasyonu ile saglanir. Ayrica, pS3
izoformlarinin diferansiyel ifadesi replikatif senesens ile iligkilendirilmistir [15]. Bu
degisiklikler bir arada, hiicre hasarinin onarilmasma olanak taniyarak gegici bir
proliferasyon durmasina neden olabilir. Ancak, DNA hasar1 belirli bir esigi astiginda,
hiicreler ya apoptozise ya da senesense girmeye mahkumdur. Bu farkli sonuglar1 ortaya
cikaran faktorler biiylik dlglide anlagilamamistir, ancak hiicre tipi, sinyalin yogunlugu ve

sliresinin, hasarin dogasinin muhtemel belirleyicileri oldugu diistiniilmektedir [16].

Stresle indiklenen prematiir senesens (stress-induced premature senescence, SIPS)

Hiicrelerde senesens fenotipinin ortaya ¢ikisini hizlandirabilen her tiirlii sub-sitotoksik stres,
SIPS'in tetikleyicisi olarak kabul edilir. Replikatif ve stresle indiiklenen senesensin kokenleri
farkli olsa da, her iki siire¢ de DNA hasar yanitinin aktivasyonu, tiimor baskilayici islevlerin
up-regiilasyonu ve G1/S veya G2/M kontrol noktalarinda kalic1 biiylime durmasi agisindan
giiclii benzerlikler gosterir [17, 18], (Sekil 2.1.) ve bu nedenle her ikisi de senesensin

molekiiler temelini anlamak i¢in uygun model sistemler olarak kullanilmistir.
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Sekil 2.1. Hiicre dongiisii durmasi sematik gdsterimi

SIPS olarak bilinen intrinsik ve ekstrinsik stres faktorlerine bagli olarak farkli senesens
tirleri tanimlanmistir. Bunlara DNA hasari ile indiiklenen senesens (DNA damage-induced
senescence), onkojen aktivasyonuyla indiikklenen senesens (oncogene-induced senescence,
OIS), oksidatif strese bagli senesens (oxidative stress-induced senescence), terapiyle
indiiklenen senesens (therapy-induced senescence, TIS), mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna bagli senesens (mitochondrial dysfunction-associated senescence, MiDAS))

ve parakrin senesens (paracrine senescence) denir [19] (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Senesens ¢esitlerinin sematik gosterimi
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Oksidatif strese bagh senesens (oxidative stress-induced senescence)

Oksijen, hidrojen peroksit ve tert-butilhidroperoksitin neden oldugu oksidatif stresin insan
ve fare hiicrelerinde senesensi indiikledigi bilinmektedir. Bu reaktifler ve H-RasV12 gibi
aktive onkogenler de dahil olmak tizere diger stres faktorleri reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretir, bu da DNA hasar yanitina ve hiicresel senesensin indiiklenmesine yol acar [20]. ROS
ile indiiklenen senesens, mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan yollarla ilerler ve
muhtemelen p53, retinoblastoma protein (pRB), siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A (p16) ve
siklin bagimli kinaz inhibitorii 1 (p21) gibi hiicresel senesensin bilinen molekiilleri ile
etkilesir. P53 ve p21'in indiiksiyonu 6ncelikle DDR ile iligkiliyken, p16'nin up-regiilasyonu
ve ardindan pRB'nin hipo-fosforile durumundaki artig, polikomb grubu proteinlerinin,
ozellikle de polikomb baskilayici kompleks (PRC) aracili histon modifikasyonlar1 yoluyla
p16'NK4 Jokusunu epigenetik olarak susturdugu bilinen BMI1'in epigenetik diizensizligi ile
iliskili olabilir. Ilging bir sekilde, polikomb kompleks protein (BMI1)'in ROS'u inhibe ettigi
ve DNA onarim islevine katildigi bilinmektedir. Ayrica mitokondriye lokalize oldugu ve
mitokondriyal fonksiyonu diizenledigi gosterilmistir. Dolayisiyla, senesens sirasinda
BMI1'in down-regiilasyonu, hiicresel senesensin ROS aracili indiiksiyonuna daha fazla
katkida bulunabilir [21]. Son ¢aligmalar, ROS kaynakli senesensin senesens sinyallerini
giiclendiren ve daha da artiran pozitif geri besleme dongiileri igerdigini gostermektedir.
Ornegin, SASP faktorleri otokrin ve parakrin mekanizmalar yoluyla ROS iiretimini ve
senesensi tegvik eder ve ROS daha fazla mitokondriyal mutasyon ve ROS {iretir, bu da hiicre

ici ROS, DDR ve nihayetinde senesens fenotipini daha da artirabilir [20].

DNA hasari ile indiiklenen senesens (DNA damage-induced senescence)

Kisa telomerler ve onkogen kaynakli hiper replikasyon, DNA hasar yanitini ortaya ¢ikararak
hiicresel senesensin indiiksiyonunu tetikler. Diisiik doz radyasyona yanit olarak, normal
insan diploid fibroblast hiicreleri senesense benzeyen uzun siireli bir duraklama durumuna
girer. DNA ipligi kirici ajan bleomisin veya aktinomisin D'ye kisa siire maruz kalindiginda,
hiicreler p53, p21 ve p16'™K* birikimini igeren tipik senesens zellikleri gosterir. DNA'ya
zarar veren sisplatin ile tedavinin ardindan, CNE1 nazofarenks karsinom hiicreleri doza bagl
bir sekilde hiicresel senesens benzeri biliylime durmasina ugrar. Apoptoz Ve senesens
arasindaki hiicresel karar hiicre tipine, yogunluguna ve DNA hasarinin siiresine bagli olsa

da, kesin mekanizmalar hala belirsizdir [22].
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Mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagli senesens (mitochondrial dysfunction-associated
senescence, MiDAS)

Senesens hiicreler, homeostatik mekanizmalarindaki bir dizi farkli degisiklikle karakterize
edilebilir; 6zellikle mitokondriyal biyogenez siddetlenir, mitofaji azalir ve mitokondriyal
aglar hiperfiize olur. Metabolik olarak elektron transport zinciri (ETC) bozulur, bu da
AMP/ATP oraninda degisikliklere ve ROS iiretiminde artiga yol agar. ROS mitokondriye
zarar verebilir ve hiicre dongiisiiniin durmasini saglamak igin pozitif bir geri besleme
dongiisiinde hareket eden niikleer DNA hasarini indiikleyebilir. Ayrica, Rapamisin memeli
hedefi (NTOR) - peroksizom proliferator-aktive reseptor gama, koaktivator 1 beta aracili bir
mekanizma yoluyla mitokondriyal biyogenezi tesvik edebilir. Buna ek olarak, metabolik
degisiklikler NAD+/NADH oraninda dengesizlige yol acgar. Senesent hiicrelerdeki
mitokondri, mtDNA gibi hasarla iligkili molekiiler modeller (DAMP) de saliyor olabilir
(ancak bu heniiz arastirllmamistir). mtDNA, 6zellikle toll benzeri reseptor-9 (TLR9),
NLRP3 inflamazom ve cGAS-STING ckseni gibi bir dizi dogustan gelen bagisiklik yolu
araciifiyla Senesens ile Iliskili Sekretuvar Fenotipi (SASP) tesvik edebilecek bir

immiinostimiilatér molekiildiir [23].

Onkojen aktivasyonuyla indiiklenen senesens (oncogene-induced senescence, OIS)

Onkojen kaynakli senesens ilk olarak insan fibroblastlarinda RAS'in onkogenik bir formu
ifade edildiginde gozlenmistir. Benzer sekilde, tiimor baskilayicilarin kayb1 da senesensi
tetikleyebilir. Daha da 6nemlisi, onkojene bagli senesensin in vivo olarak gerceklestigi ve
timor olusumunun erken agsamalarinda bir fren islevi gordiigii iyi bir sekilde gosterilmistir.
Onkojen kaynakli senesensin genel bir 6zelligi Sikline bagimli kinaz inhibitéri 2A
(CDKN2A) lokusunun derepresyonudur. Buna ek olarak, bu tiir senesens, anormal DNA
replikasyonunun ve/veya ROS'un neden oldugu DNA hasar1 nedeniyle gii¢lii bir DDR'yi de
tetikleyebilir. Bu mekanizmalarin (p16, ARF veya DDR ile indiiklenen p53) goreceli nemi
hiicre tiplerine gore degisir. Ornegin, farelerde ADP-ribozilasyon faktdrii (ARF)-p53 yolu
onkogen kaynakli senesensin 6nemli bir aktivatoriidiir, insanlarda ise DDR-p53 yolu ARF-

p53 yolundan daha 6nemli bir role sahip gibi goriinmektedir [24].



Parakrin senesens (paracrine senescence)

Son aragtirmalar, SASP parakrin sinyalinin, malign fenotipleri arttirmak ve timor
baslangicin1 tesvik etmek gibi ¢esitli pro-tiimorijenik etkilere aracilik edebilecegini
gostermistir. Senesent hiicrelerin parakrin aktivitelerine bagl tiimor hiicrelerinin biiylimesi
ve ¢ogalmasi, timor anjiyogenezi, invazyon ve metastaz, hiicresel yeniden programlama ve
timor baglatict hiicrelerin ortaya ¢ikmasi ve timoriin yerel bagisiklik ortamiyla etkilesimleri

tizerindeki dogrudan etkileri yoluyla tiimorigenezde rolleri vardir [24].
Terapiyle indiiklenen senesens (therapy-induced senescence, TIS)

Her ne kadar tiimor hiicreleri tanim geregi Oliimsiliz olsalar da, ki bu biiyiik 6l¢iide
telomerazin yeniden ifade edilmesinden kaynaklanmaktadir, telomer kisalmasi veya islev
bozuklugu ile ilgisi olmayan senesensin kanser kemoterapotik ilaglar1 ve radyasyon
tarafindan indiiklenebilecegi iyi bir sekilde tespit edilmistir. Tiimor hiicrelerinde senesensi
indiikledigi gosterilen ilk kemoterapotikler sisplatin ve doksorubisin gibi genotoksik
ajanlardir. Bu ilaglar tiimér hiicrelerinde Senesens iliskili-B-galaktosidaz (SA-B-gal)
ekspresyonunun artmasi, uzun siireli biiylime durmasi ve poliploidi dahil olmak iizere
senesensin ayirt edici ozelliklerinin gogunu olusturur. Onemli olarak, doksorubisin ile
indiiklenen senesent hasta timdr o6rneklerinde de gdsterilmistir, bu da tiimor hiicrelerinin
tedaviye yanit olarak senesens gecirme yeteneginin deneysel ortama 6zel olmadigini

gostermektedir [25].

Tedaviye ile indiiklenen senesens artik hem konvansiyonel hem de hedefe yonelik ¢ok cesitli
kemoterapétik ajanlara karsi yerlesik bir yanittir ve kanser tedavisi icin bir hedef olarak
belirlenmistir [26]. Senesense neden olan birgok ilag, tek ve ¢ift iplik¢ik kiriklart iiretmek
icin DNA hasar1 olusturarak senesens ve genomik stres arasindaki yakin iligkiyi indiikler
[27]. Diisik doz doksorubisin ile tesvik edilen TIS, Mutasyona Ugramis-Ataksi
Telenjiektazi (ATM) ve Rad3 ile iligkili Ataksi Telenjiektazi (ATR) yolaginin ve p53
sinyalinin aktivasyonu nedeniyle artan Reaktif Oksijen Tirleri (ROS) ile iliskilidir.
Epigenetik mekanizmalar da senesens ve apoptoz arasindaki kararda rol oynayabilir. DNA
metiltransferaz DNMT3a'nin asir1 ekspresyonu, p21 ifadesinin inhibisyonu yoluyla aksi
takdirde senesensi indiikleyen doksorubisin dozlarinda kanser hiicrelerinin 6liimiine yol

acabilir [26]. Apoptoz ve senesens arasindaki hiicresel karar, kismen kanser hiicrelerinin
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maruz kaldigi stresin biiyiikliigiine baghdir. Daha diistik hasar seviyeleri, hiicreyi apoptoza
stiriikleyen kaspaz aktivitesi kaskadlarini aktive etmeden senesensle iliskili antiproliferatif

tepkileri tetikleyebilir [27].

2.1.2. Senesent hiicrelerin morfolojik ve fonksiyonel 6zellikleri

Kalict olan biiylime durmasma ek olarak, senesent hiicreleri tanimlamak icin cesitli
ozellikler ve molekiiler belirtegler kullanilir. Ancak, biiyiimenin durmasi gibi, tek bir 6zellik
senesens durumuna Ozel degildir. Ayni sekilde, tim senesent hiicreler simdiye kadar
tanimlanmis olan tiim senesens belirteglerini gdstermez. Bu nedenle, senesent hiicreler
genellikle bir dizi 6zellik ile tanimlanir [28]. Senesent hiicrelerin degisen plazma membran
icerigi ile birlikte genislemis, daha yassilagsmis ve ¢ok ¢ekirdekli hiicre morfolojisine sahip
oldugu kabul edilmektedir. Spesifik hiicre morfolojisine ek olarak, senesent hiicrelerin
vakuolaritesi de artar. Vakuol olusumuna endoplazmik retikulum (ER) stresiyle iliskili
katlanmamig protein yanitinin (UPR) aracilik ettigine dair kanitlar vardir [19]. Senesensle
iliskili f-galaktosidaz (SA-Bgal) i¢in histokimyasal boyama, senesent hiicreler i¢in yaygin
olarak kullanilan bir belirtegtir. Bu aktivite asidik lizozomal -galaktosidazdan kaynaklanir;
senesent hiicrelerde, asir1 eksprese edildigi i¢in ndtre yakin bir pH'da tespit edilebilir. SA-
Bgal, senesent hiicrelerin dokularda in situ tespit edilmesine izin veren ilk belirtectir ve
senesent hiicrelerin in vivo yasla birlikte gercekten arttigini géstermistir. Hem kiiltiirde hem
de ¢esitli omurgali dokularinda senesent hiicreleri tanimlamak i¢in hala yaygin olarak

kullanilmaktadir [28].

Kiiltiir ve dokulardaki senesent hiicreleri tanimlamak i¢in artik diizenli olarak kullanilan bir
diger belirteg de p16'N**® tiimor baskilayici proteindir. p16™N¥4 ekspresyonu ¢ogu normal
hiicre ve dokuda diisiiktiir veya tespit edilemez, ancak bir¢ok uyaranla senesens indiiklenen

hiicrelerde kolayca tespit edilebilir. p16™NK*

ekspresyonu ayrica ¢ok sayida omurgali
dokusunda yagsla birlikte diizenli olarak artar. Yukarida belirtildigi gibi, bircok senesens
indiikleyicisi genomik hasara neden olarak kalict DNA hasar odaklarina ve DDR sinyaline
yol agar. Kalic1 odaklar, telomerlerde mevcut oldugunda telomer disfonksiyonuna baglh
odaklar (TIF) veya daha genel olarak DNA-SCARS (senesensi giiglendiren kromatin
degisikliklerine sahip DNA segmentleri) olarak adlandirilir. Kalict DNA hasar odaklari

genotoksik stres yasayan dokularda ve senesent fare ve primat dokularinda bulunur [28].
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Senesent hiicreler, pro-enflamatuar sitokinler ve kemokinler, biiyiime modiilatorleri,
anjiyojenik faktorler ve matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) dahil olmak iizere, senesens
ile iliskili sekretuvar fenotipi (SASP) veya senesens mesaj salgisi (Senescence-messaging
secretome, SMS) olarak adlandirilan ¢ok sayida faktor salgilar. SASP, senesent hiicrelerin
ayirt edici bir o6zelligini olusturur ve pato-fizyolojik etkilerinin ¢oguna aracilik eder.
Senesent hiicre déngiisiiniin durmas1 p53 ve pl6™N*4/Rb tiimor baskilayici yolaklari
tarafindan diizenlenirken, SASP giiclendirici yeniden modelleme (enhancer remodeling) ve
niiklear faktor kappa b (NF-kB), CCAAT/arttiric1 baglayici protein-p (C/EBPB), GATA
baglayici protein 4 (GATA4), rapamisin memeli hedefi (MTOR) ve p38 mitojen-aktive edici
protein kinaz (p38MAPK) sinyal yolaklar1 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile
kontrol edilir [29].

Bazi1 senesent hiicreler senesens ile iliskili heterokromatin odaklar1 (SAHF) igerir: belirli
proliferatif genleri de igeren (ve muhtemelen susturan) sitolojik olarak tespit edilebilir
heterokromatin alanlari. Bu odaklar senesent insan hiicrelerinin hepsinde olmasa da

bazilarinda bulunur [28].

2.1.3. Senesens ile iligkili sekretuvar fenotip (SASP)

Senesent hiicreler, mikrogevrelerindeki diger hiicrelerle dogrudan baglant1 kurarak veya
farkli boyut ve ozelliklerde vezikiiler yapilar salgilayarak iletisim kurabilirler. Senesent
hiicrelerin yakindaki hiicrelerle iletisim kurmasmin ilk yolu SASP, diger bir deyisle
senesens-mesajlasma salgisidir (SMS) [30, 31]. SASP, senesent hiicreler tarafindan ¢esitli
sitokinlerin, kemokinlerin, biiylime faktdrlerinin, proteazlarin ve lipidlerin salgilanmasini
tanimlar. Bu 6zel sekretomun bilesimi degiskendir ve senesens indiikleyicisine baglidir.
SASP, ¢ift yonlii etkilere sahiptir: Bir yandan bagisiklik sisteminin premalign lezyonlara
miidahale etmesine olanak saglar [32-34], diger yandan hasar gormiis dokularin iyilesmesini
tesvik eder [35-37]. Ancak, IL-6, IL-8, membran kofaktor proteinleri (MCP'ler) ve makrofaj
inflamatuar proteinleri (MIP'ler) [38] gibi bir¢ok pro-inflamatuar faktoriin salinmasi, hem
otokrin hem de parakrin yollarla proliferasyonu [39, 40], anjiyogenezi [41] ve inflamasyonu
[38] tesvik etmek gibi zararli etkilere yol acabilir. SASP, kalict bir DNA hasari sinyali ile
iliskilendirilmistir [42]. Tiimor hiicrelerinde, sitotoksik kemoterapi bazen tam bir senesens
fenotipi gelismeden bir SASP yanitini tetikleyebilir. Bu terapi kaynakli SASP kemorezistans
ile iliskilendirilmistir [43, 44].
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SASP nedenleri

SASP oncelikle genomik hasar veya epigenomik pertiirbasyon nedeniyle veya bunlarin eslik
ettigi senesent hiicrelerin bir 6zelligidir. Bu nedenle, sadece p21 veya p16™*nin ektopik
asir1 ekspresyonu nedeniyle senesent normal hiicreler, senesens biiyiimesinin durmasina ve
senesent hiicrelerin diger baz1 6zelliklerini sergilemelerine ragmen bir SASP ifade etmezler.
Buna karsilik, DNA hasari, islevsiz telomerler, epigenomik bozulma, mitojenik sinyaller,
oksidatif stres ve diger senesense neden olan uyaranlar nedeniyle senesent hiicreler, degisen

nitelik ve dayaniklilikta bir SASP gelistirir [38].

SASP’in diizenlenmesi

SASP, DDR proteinleri ATM, NBS1 ve CHK2 tarafindan pozitif diizenlenir. Bu proteinler,
p53'lin upstream’inde bulunurlar ve SASP'1 hizli DDR'den sonra degil, kalicit DDR sinyali

olusturulduktan sonra tetiklerler. Bu siire¢, birkac giin boyunca yavasga gelisir ve DNA-
SCARS ve TIF gibi niikleer yapilar tarafindan desteklenir [42, 45, 46].

SASP ayrica NF-xB ve C/EBP-B gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan da pozitif
diizenlenir. Bu faktorler, 6zellikle immiin hiicrelerde enflamatuar sitokin gen ifadesini
kontrol eden sinyal kaskadlarinin downstream’inde yer alir. Ozellikle onkogenler tarafindan

indiiklenen senesensde, bu sitokinler senesens biiylime durmasini siirdiirmeye yardimci olur

[46-49].

Ancak, p53 SASP'1 negatif bir sekilde diizenler ve kisitlar. Normal senesent hiicrelerde
p53'lin inaktivasyonu, SASP faktorlerinin saliniminda belirgin bir artisa neden olur. Bu tiir
hiicreler, SASP'in yan1 sira komsu hiicrelerde malignite gibi senesens fenotiplerini

tetikleyebilirler[42, 45].

SASP bilesenleri

SASP faktorleri literatiirde farkli sekillerde siniflandirilmustir. ilk olarak, Coppé ve ark.
tarafindan SASP faktorleri, i. COziiniir sinyal faktorleri (interlokinler, kemokinler ve
biiytime faktorleri), ii. Salgilanan proteazlar (matris metaloproteinazlar, serin proteazlar), iii.
Salgilanan ¢ozlinmeyen proteinler/ekstraselliiler matris (ECM) bilesenleri, iv. protein

olmayan bilesenler olarak smiflandirilmistir [50]. Ote yandan Byun ve ark. SASP
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faktorlerini 3 farkli kategoriye ayirmistir; i. Reseptor gerektiren SASP faktorleri (sitokinler,
kemokinler ve biiylime faktorleri), ii. Dogrudan etki eden SASP faktorleri [stromelisin-1
(MMP-3), stromelisin-2 (MMP-10) ve kollajenaz-1 (MMP-1)], iii. diizenleyici faktorler
(TIMP'ler, PAIl'ler ve IGFBP'ler) [51]. Son olarak Basisty ve ark. SASP bilesenlerini
¢Oziinebilir SASP (sSASP) ve eksozom/ekstraselliiler vezikiiler SASP (eSASP) olarak iki
farkli grupta ele almistir [52].

Coziinebilir SASP faktorleri (sSASP)

Senesent hiicreler ¢ok sayida interlokin, enflamatuar sitokin ve biiylime faktorii salgilar.
SASP'de bu faktorler arasinda en One ¢ikan sitokinler IL-6 ve IL-la'dir. IL-6 salgilayan
senesent hiicreler, mikrogcevrelerinde IL-6 reseptorleri bulunan komsu epitelyal veya
endotelyal hiicreleri etkileyebilir [50]. IL-lamin da SASPmin transkripsiyonel
diizenleyicilerinden biri olan niikleer faktor-kappa B'nin (NF-kB) aktivasyonuna yol agtigi
ve boylece IL-6 ve IL-8 gibi dnemli SASP faktorlerinin pozitif diizenleyicisi olarak islev

gordiigi bulunmustur [53].

Salgilanan ¢6ziintir SASP faktorlerinin nemli bir alt grubu da kemokinlerdir. CXCLI,
CXCL2, CXCL8 ve CCL2, CCL8, CCL13, CCL16 gibi kemokinler, SASP'deki ana
kemokinlerdir [50]. Bunlar, kemokin spesifik G proteinine bagli reseptorler igeren gevredeki
hiicreleri etkileyebilir. Bunlarin yani sira, senesent hiicreler tarafindan salgilanan ve
cOziinebilir SASP faktorleri arasinda yer alan biiyiime faktorleri, komsu hiicrelerde de
parakrin etki gosterir. En dikkat ¢eken biiylime faktorii insiilin benzeri biiylime faktorleridir

(IGF'ler) [45, 54, 55].

Senesent hiicrelerin salgiladigi 6nemli proteazlar arasinda matriks metalloproteinazlar
(MMP-1, MMP-3, MMP-10) ve serin proteazlar (uPA, tPA) bulunmaktadir. Bu proteazlar

genellikle hiicre dis1 ortami yeniden sekillendirir ve enflamatuar siiregleri diizenlerler [56].

TIMP, PAI-1 ve IGFBP gibi faktorler, SASP bilesimindeki faktorlerin aktivitelerini
diizenlerler. TIMP'ler cogu MMP ile kompleks olusturur ve onlarin proteolitik aktivitelerini
inhibe eder. PAI-1, tPA ve uPA'ya kars1 inhibit6r 6zellik gosterir [57, 58].
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DAMP'ler, SASP bilesenleri arasinda yer alir ve steril enflamasyonun aracilaridir. Bu

molekiillerin, 6nemli SASP bilesenlerinin salgilanmasinda rol oynadigi gosterilmistir [59].

Eksozomal SASP faktorleri (eSASP)

Senesent hiicreler, ¢oziinlir SASP faktorlerine ek olarak miRNA ve protein tasiyan biyoaktif
eksozomlar da salgilar [60-62]. Yapilan bir ¢aligmada, senesent hiicrelerin senesent
olmayanlara gore hiicre basma yaklasik %36 daha fazla eksozom salgiladigi ancak
boyutlarinin %2 daha kiiciik oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada, senesent ve senesent
olmayan hiicrelerden salgilanan eksozomlarin igeriklerinde 6nemli farkliliklar bulunmustur
[52]. Eksozomlardaki proteinler arasinda hiicre zari proteinlerinin yani sira G-protein
sinyalizasyonu ve prostaglandin sentezi ve regiilasyonundan sorumlu proteinler de
bulunmaktadir [52]. Bu durum, eSASP'in islevsel 6nemini giliglendirmektedir. Eksozomal
SASP'nin islevsel 6nemini arastiran caligmalar, senesent hiicreler tarafindan salgilanan
eksozomlarin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigini, antitiimor bagisikligini

indiikledigini ve senesenesi tetikledigini géstermektedir [60, 61].

SASP’1n etkileri

Terapi ile indiiklenen senesent hiicreler tedaviden sonra da varhigini siirdiirebilir ve
kemoterapinin olumsuz etkilerine ve SASP yoluyla kanserin niiksetmesine katkida
bulunabilir [80-84]. Salgilanan faktorlerin etkisi hedef hiicreye ve doku mikro ¢evresine
bagli oldugundan, tiimér ortaminda senesent hiicrelerin hiicre otonom olmayan islevi
oldukc¢a karmasik olmaya devam etmektedir. Bazi SASP faktorlerinin (6rnegin; IL-6, IL-8,
TNF-a) birikimi, senesensle iliskili hiicre donglisli durmasinin otokrin olarak giliclenmesine
ve parakrin olarak yayilmasina sebep olur. Boylece timdr biiylimesi ve anjiyogenez gibi
timorigenez i¢in kilit adimlar1 smirlar. Bununla birlikte, ayni bilesenler enflamatuar
yanitlarin dengesini etkileyerek tiimor ilerlemesini destekleyebilir. Dahasi, diger SASP
faktorleri (6rnegin; VEGF, EGF, FGF) paradoksal olarak ¢evre dokuda proliferasyonu ve
anjiyogenezi tesvik edebilir (Sekil 2.2.). Dolayisiyla, TIS olusturmanin gergek sonucu,
salgilanan bilesenlerin miktar1 ve bunlarin down-stream’i gibi birden fazla faktoriin yam
sira, bagisiklik sisteminin biriken senesent hiicreleri ortadan kaldirmada basarisiz olmasi
durumunda daha da koétiilesebilecek olan SASP bilesenlerindeki zamana bagl farkliliklar

tarafindan belirlenebilir [6]. Kalici hiicresel senesensin ve SASP'in zararli etkileri yaygin
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olarak belgelenmesine ragmen, bu sistemler embriyogenez, yara iyilesmesi ve fibrozis gibi

normal fizyolojik siireglerde 6nemli rol oynamaktadir [63] (Sekil 2.3.).

SASP Faktorleri

« Sitokinler
Kemokinler
Bilylme Faktorleri
Proteazlar
Ekstraselliiler
Matriks

Pozitif Etkileri " Negatif Etkileri

Tiimor baskilanmasi Timor geligimi

Yara iyilesmesi Senesens glclendirme

r-"ﬂ.
R
Immiin aktivasyon ﬁ Anjiyogenez

Hucresel plastisite Invazyon/Migrasyon

_ g Immin kagis

Sekil 2.2. SASP faktorlerinin pozitif ve negatif etkileri. SASP: Senesens ile iliskili
sekretuvar fenotip.

IL-6/1L-8

Hiicreden bagimsiz bir sekilde, Interlokin 6'min (IL-6) insan fibroblastlarinda IL-6R/
CDI26'ya baglanarak transforme olmamis hiicrelerin hiicre dongiisii durmasini
gliclendirdigi diisiiniilmektedir [53]. Sitokinin reseptoriine ve adaptor protein GP130'a
baglanmasi, Janus kinaz/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT)
sinyalizasyonuna ve IL-6 ve IL-8 dahil olmak tizere ¢ok sayida proinflamatuar faktoriin
protein translasyonunun artmasina neden olarak pozitif bir geri besleme dongiisiine yol acar
[49, 64]. IL-6 reseptoriiniin ekspresyonunun, bu sitokinin hiicre otonom ve hiicre otonom
olmayan etkilerine aracilik etmede ¢ok 6nemli oldugu diisiiniilmektedir, ¢iinkii IL-6R'nin
ekspresyonu cogunlukla immiin hiicre alt kiimeleriyle (monositler, megakaryositler,
l1okositler ve belirli T hiicreleri alt popiilasyonlar1) smirlidir, endotel hiicreleri ve
fibroblastlar ise IL-6R'yi eksprese etmez. Bununla birlikte, IL-6R senesent yanitinda;

onkogen aktivasyonunda, stres kaynakli ve sitokin kaynakli prematiir senesensde de up-
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regiile edilir [10, 65, 66]. Buna karsilik, IL6-R'nin adaptér proteini olan Glikoprotein 130
(GP130) hiicre tipleri arasinda yaygin olarak ifade edilir. Bu nedenle, hiicreden bagimsiz bir
sekilde IL-6 parakrin senesensi giiclendirebilir. Bununla birlikte, IL-6R ¢esitli enflamatuar
kosullarda ¢6ziiniir bir formda bulundugundan, IL-6-STAT3 sinyali senesens fenotipinin
yayilmasina yardimei olarak stromal hiicrelerde prematiir senesense neden olabilir [67].
Onkojenik baglamlarda, IL-6 bu nedenle seyirci (bystander) kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini

durdurarak olumlu bir etkiye sahip olabilir [6].

IL-6'ya benzer sekilde IL-8'in (CXCL8 olarak da bilinir) de IL-8R/CXCR2/CD181'e
baglanarak hiicre otonom bir sekilde transforme olmamis hiicrelerin hiicre dongiisii
durmasini gii¢lendirdigi disiiniilmektedir [53]. Bununla birlikte, hem IL-6 hem de daha
belirgin olarak IL-8, hiicre otonom olmayan bir sekilde kemokin olarak da rol oynar, boylece
immiin hiicre infiltrasyonunu kolaylastirir ve inflamatuar bir yanit1 tesvik eder. Bu sonug,
immiin hiicre aracili tiimor temizligini kolaylastirarak preneoplastik lezyonlarda faydali
olabilir, ancak stirekli inflamasyon ¢oziimlenmezse olumsuz sonuglar dogurabilir.
Destekleyici kanitlar arasinda, senesent deri modelinde tiiméor ilerlemesine yol agan
immiinosupresif bir mikro ¢evre olusturdugu gosterilen senesent stromal hiicre kaynakli IL-
6 yer almaktadir [68]. Ayrica, senesent stromal hiicrelerden p38/MAPK kaynakli 1L-6 ve
IL-8 salinimi, komsu hiicrelerde dogal dldiiriicti (natural killer, NK) hiicre inhibitor ligandi
insan 10kosit antijeni E'nin (HLA-E) up-regiilasyonunu indiikleyebilir ve bu da senesent

insan deri dokusunda da gézlemlenen bir fenomen olan immiin kaginma ile sonug¢lanabilir

[69].

TNF-o / IFN-y

TNF-a, gliclii bir pro-enflamatuar sitokindir. Adindan da anlasilacagi iizere, ilk olarak ¢esitli
timoral dokularda gozlenen giiglii anti-kanser etkileri nedeniyle tanimlanmistir [70]. Daha
sonra yapilan ¢aligmalar TNF-a'nin akut enflamatuar yanitlarda rol oynadigini ve IL-1a,
lipopolisakkaritler ve diger bakteriyel iirlinlere yanit olarak biiyiik miktarlarda salindigin
gostermistir. Hiicreden bagimsiz bir sekilde, TNF-a sinyali STAT'a bagh bir pozitif geri
besleme dongiisii baslatarak siirekli interferon sinyaline, DNA hasarina ve sitokin
salgilanmasina yol agar [71]. Bu nedenle, TNF-a, IL-1a'ya benzer sekilde ve IL-6, IL-8 ve
IFN-y gibi diger sitokinlerden dnce SASP'nin erken bir bileseni olabilir. Hiicre otonom

olmayan bir sekilde, TNF-o'nin en azindan insan endotel hiicrelerinde ROS'a bagiml bir
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sekilde parakrin senesensin bir indiikleyicisi oldugu diisiiniilebilir [71-73], ¢iinkii ROS
temizleyicilerinin kullanim1 senesens indiiksiyonunu etkili bir sekilde inhibe etmistir. Bu
nedenle, TNF-a tiimorisidal aktivitesine ek olarak, timor baglaminda endotel hiicrelerinin

cogalmasini durdurarak anjiyogenezi de onleyebilir.

Benzer sekilde, IFN-y'nin da insan endotel hiicrelerinde p53'e bagli DNA hasar1 sinyali
yoluyla hiicresel senesensi indiikledigi gosterilmistir [74], IFN-B gibi diger tip | interferonlar
ise DNA hasarma yanit olarak salinir, senesensi tesvik eder ve hematopoetik kok hiicre
islevini inhibe eder [75]. Ayrica, TNF-a ve IFN-y'nin immiin hiicre alt kiimeleriyle etkilesim
yoluyla hiicre-otonom olmayan rolleri yaygin olarak tanimlanmaktadir. Son zamanlarda,
TNF-a ile indiiklenen yaslanma ve IFN-y'nin roliiniin, Bagisiklik Kontrol Noktasi
Blokajindan kurtulan pankreas ve B lenfoma kanser hiicrelerinin immiin temizlenmesi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir [76]. Bununla birlikte, TNF-o'nin bir anti-kanser molekiilii
olarak gecici kullanimina ragmen, klinikte kullanim1 simdiye kadar giiglii hepatotoksisitesi
nedeniyle engellenmistir [77], IFN-y ise bazi iilkelerde yetiskin T hiicreli 16semi tedavisi
icin onaylanmistir [77] ve asilarda ve kanser immiinoterapilerinde bir adjuvan olarak

incelenmeye devam etmektedir [6].

Biiytime faktorleri

Epidermal biiyiime faktorii reseptor ailesi (EGF, TGF-a, amphiregulin), fibroblast biiyiime
faktori ailesi (FGF) veya vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ailesi (VEGF) gibi cesitli
ailelerin biiylime faktorlerinin ifadesi, TIS hiicrelerinin salgi fenotipinde yaygin olarak
belgelenmistir [3]. Hiicre otonom bir sekilde, bu biiyiime faktorleri PI3K/Akt/mTOR yolu
araciligiyla terapi ile indiiklenen senesent hiicrelere geri sinyal gonderebilir [78, 79] ve
boylece hayatta kalmalarmi artirabilir. Ayrica, hiicre otonom olmayan bir sekilde,
RAS/BRAF/ERK sinyalizasyonu yoluyla proliferatif etkiler gosterebilir ve ilgili reseptorleri
ifade eden seyirci hiicrelerin ¢ogalmasint koriikleyebilirler. Bu etkilerin her ikisi de
onkojenik baglamlarda zararl olarak kabul edilir ve bu nedenle genellikle kemoterapi veya
isinlama ile birlikte kullanilan ¢ok sayida hedefe yonelik anti-kanser ilacinin hedefidir
(6rnegin, EGFR inhibitorleri: erlotinib, gefitinib, lapatinib ve VEGF inhibitdrleri: sorafenib,

sunitinib, bevacizumab) [6].
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Matriks metalloproteinazlar (MMP)

Matriks metalloproteinazlar, enzimatik aktivitesi kolajenler, lamininler ve proteoglikanlar
gibi hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenlerine yonelik olan ¢inko bagimli proteaz ailesidir.
Normal baglamlarda, MMP'ler ECM'nin bozulmasi yoluyla mikro c¢evrenin yeniden
sekillenmesine yardimci olarak doku yeniden sekillenmesini ve yara iyilesme olaylarini
kolaylastirir. Bununla birlikte, onkojenik baglamlarda, MMP'ler hiicre istilasinin 6niindeki
fiziksel engelleri kaldirarak ve hiicre-hiicre yapismasini azaltarak metastazi kolaylastirabilir
[80]. DNA'ya zarar veren bleomisine maruz kalindiginda, senesent stromal fibroblastlar
bitisik kilcal damarlarin gegirgenligini artirarak yeni ortaya c¢ikan kanser hiicrelerini
MMP'ye bagl bir sekilde artan mitojen, sitokin ve diger plazma iiriinlerine maruz birakir
[81]. Ayrica, MMP'ler inaktif Onciiller olarak salinan proteinleri aktive edebilir. Oral
kanserlerde, MMP-2'nin yaslanan fibroblastlardan salinmasi, MMP-2 de dahil olmak iizere
MMP'lerin yukar regiilasyonu yoluyla doku onarimini ve fibrozisi destekleyen bir sitokin
olan Transforming growth factor beta'nin (TGF-B) boliinmesi ve aktivasyonu yoluyla pro-
invazif islevlere aracilik eder ve boylece pozitif bir geri besleme dongiisii ile sonuglanir [80].
Ek olarak, MMP'ler membran reseptorlerini de parcalayabilir ve IL-6R gibi ¢oziiniir
reseptorlerin salinmasina yol acgarak stromal hiicrelerde parakrin senesensi tesvik edebilir
[67]. Son olarak, hasarli hiicrelerin yiizeyinde bulunan immiin diizenleyici ligandlarin
parcalanmasi yoluyla immiin yanitlarin olusturulmasinda da zararl etkileri olabilir. Hiicre-
otonom bir sekilde immiin hiicre taninmasini dnlemenin yani sira, ¢ozlinmiis ligandlar ilgili

immiin hiicre tiplerindeki reseptorleri isgal edebilir ve asabilir [6].
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Sekil 2.3. Tedaviyle indiiklenen senesent hiicrelerde SASP"in hiicre dis1 otonom sinyali

Sekil 2.3’te, SASP bilesenleri, seyirci (bystander) hiicrelerin reseptoriine baglanarak
parakrin etkiler gosterebilir. Her bir faktoriin etkisi hedef hiicreye de bagli olacaktir. Bu
sekilde, salgilanan biiyiime faktorleri komsu hiicrelerin ¢ogalmasimi indiikleyebilir. SASP
faktorleri ayrica sitokin ve kemokin salinimi (IL-6, IL-8, IFN-y), parakrin senesens (IL6,
TNF-0) veya hiicre 6liimii (TNF-a) yoluyla immiin sistem hiicrelerinin toplanmasini tesvik
edebilir. JAK/STAT, Janus kinaz/sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii proteini,
IL, interldkin; IL6R, Interldkin 6 Reseptorii; ILSR, Interldkin 8 Reseptdrii; sILR6, Coziiniir
Interlokin 6 Reseptorii; RTK, Reseptor tirozin kinaz; TNF-a, Tiimdr Nekroz Faktorii o;
TNFRI1, Tiimér Nekroz Faktorii Reseptorii 1; GP130, Glikoprotein 130; IFN, Interferon;
IFNR, Interferon Reseptdrii; MMPs, Matriks metalloproteazlar; BRAF, V-Raf murin
sarkoma viral onkojen homolog B1; ERK, Ekstraselliiler sinyal ile diizenlenen kinaz
(Sekil 2.3).

2.1.4. interlokin (IL)-6 ailesi sitokinleri

IL-6 tipi aile sitokinleri IL-6, IL-11, kardiyotrofin-1 (CTF-1), siliyer norotrofik faktor
(CNTF), kardiyotrofin benzeri sitokin (CLC), graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-
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CSF), 16semi inhibitor faktor (LIF) ve onkostatin M (OSM)'dir [82]. Bu sitokin ailesinin
tanimlayict bir 6zelligi, ortak sitokin reseptor alt birimlerinin kullanilmasidir. Tiim {iyeler
dort sarmalli bir demet yapisi igerir ve ilgili reseptorlerinin varliginda membran glikoprotein
130 (gp130; IL-6Rp olarak da bilinir) ile birlesir. IL-6 ve IL-11 sinyalleri gp130 homodimeri
tarafindan iletilirken, diger aile iiyeleri sinyallerini gp130 ve alternatif bir B alt birimi

araciligiyla iletir. IL-27, IL-35 ve IL-39, yakin zamanda aileye eklenmistir [83, 84].

Tiim sitokin aileleri arasinda, saglik ve hastalikla ilgili yanitlar1 ortaya ¢ikarmada tartismasiz
en yiiksek derecede islevsel pleiotropi gosterir [85]. Bu ailenin tiyeleri kronik enflamasyon,
otoimmdiinite, bulasic1 hastaliklar ve kanserde onemli roller oynar ve genellikle hastalik
aktivitesinin ve tedaviye yanitin tanisal veya prognostik gostergeleri olarak hareket ederler.
Dahasi, IL-6 ailesi sitokinleri artik klinik miidahale i¢in 6nemli terapotik hedefler olarak

gortilmektedir [82].

IL-6 ailesi sitokinleri ile iliskili iglevsel ¢esitlilik ve fazlalik, kismen her yerde ifade edilen
ortak gp130 sinyal ileten reseptoriin varlig1 ile agiklanmaktadir. Ortak gp130 reseptor alt
biriminin kullanimi, IL-6 ailesi sitokinleri tarafindan kontrol edilen ¢ok cesitli Ortiisen

faaliyetlerin diizenlenmesine katkida bulunur [82].

Diizensiz IL-6 ailesi sitokin ekspresyonu ve down-stream reseptor sinyalizasyonu kanserde
stk goriilen olaylardir ve genellikle kotii klinik sonuglarla iliskilidir. Bu baglamda, 1L-6
sitokin ailesi liyelerinin pro-tiimorijenik etkileri, hem kanser hiicresi faaliyetleri (6rnegin,
hiicre cogalmasi, hayatta kalma, gog, istila ve metastaz) lizerindeki dogrudan igsel etkiler
hem de yerel tiimor mikrogevresini sekillendiren inflamasyon, immiinosupresyon ve
anjiyogenezin modiilasyonu gibi stromal hiicre kompartmani iizerindeki dolayli etkiler
yoluyla ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, bu sitokinler ve kanser arasindaki baglanti, bazi aile
liyelerinin (6rnegin IL-6) tiimdr biiylimesinin baslamasi ve ilerlemesinin ayirt edici bir
ozelligi olarak kabul edilen enerji metabolizmasinin 6énemli diizenleyicileri olduguna dair

son kanitlara kadar uzanmaktadir [82].

Kardiyotrofin-1 (CTF-1)

Kardiyotrofin-1 (CTF-1), baslangigta hem in vitro hem de in vivo olarak kalp miyositlerinin

hipertrofisini indiikleyebilen bir faktor olarak kesfedilen IL-6 sitokin ailesinin bir
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tiyesidir. Daha sonra, CTF-1'in, hem kalp hem de ndronal hiicrelerin hayatta kalmasini
uyarma yetenegi de dahil olmak tizere, kalp ve kalp dis1 hiicreler tizerinde ¢ok cesitli farkl

etkilere sahip oldugu gosterilmistir [7].

1995 yilinda Pennica ve ark., farklilasmis embriyoid cisimlerden elde edilen sekretomun,
neonatal kardiyak miyositlerde hipertrofik bir tepkiyi tetikledigini gézlemledi. Bu tepki,
miyosit bliylimesi, miyozin hafif zincirinin sarkomerik birimlere organizasyonu ve atriyal
natriliretik peptid (ANP) salgisi ile degerlendirildi. Bu biyolojik 6zelliklere dayanarak, fare
embriyoid cisimlerinden elde edilen bir ¢cDNA Kkiitiiphanesinde yeni bir protein olan
Kardiyotrofin-1 (CTF-1) tanimlandi. CTF-1, 21.5 kDa agirliginda ve 203 amino asitten
olusan bir proteindir. Amino asit dizisi, 16semi inhibitor faktoér (LIF) ile %24 ve siliary
norotrofik faktor (CNTF) ile %19 benzerlik gosterse de, yapisal olarak CTF-1'in interlokin
(IL)-6 ailesinin yeni bir tiyesi oldugu belirlendi [86]. IL-6 ailesinin diger iiyeleri gibi CTF-
1 de dort helikal demet sitokin ailesine aittir, ancak CTF-1, CNTF gibi, hidrofobik bir N-
terminal salgi sinyal dizisine sahip degildir. Yine de, kiiltiirlenmis miyotiiplerle yapilan
deneyler, bu hiicreler tarafindan iiretilen CTF-1'in 6nemli bir kismmin kiiltiir ortaminda
bulundugunu gosterdi [87], bu da faktoriin ¢evredeki duyarli hiicrelere ulasmak igin

alisilmadik bir mekanizma ile salindigini diistindiirmektedir [88].

CTF-1 reseptorleri ve sinyal iletimi, gp130 ve LIFR (I16semi inhibitor faktor reseptorii)
kombinasyonu iizerinden gerceklesir. CTF-1, LIFR ile diisiik afiniteli baglanir ve gp130 ile
yiiksek afiniteli bir kompleks olusturur. Bu kompleks, JAK-STAT, Ras-Raf MAPK
(MEK/ERK) ve PI3K/AKT olmak {izere ii¢ ana yolla sinyal iletimini saglar. CTF-1, IL-6
ailesi sitokinlerle benzer biyolojik aktiviteler gosterse de, bazi farkli biyolojik etkiler de
sergiler. Sinyal iletimi sirasinda, gpl130'un sitoplazmik domainindeki tirozin kalintilar
fosforlanir ve bu fosforlanmig bolgeler, STAT proteinlerini ve diger SH2 domain igeren
proteinleri (0rnegin; PI3K, She, SHP2) baglar. Bu etkilesimler, gen ekspresyonunu
diizenleyen STAT proteinlerinin ¢ekirdege gecisini ve diger hiicre i¢i sinyal yollariin

aktivasyonunu saglar [88].

Kardiyotrofin-7 in (CTF-1) biyolojik etkileri

Gp130 reseptorii, CTF-1'in kardiyovaskiiler etkilerinde dnemli bir rol oynar. sonyGp130,

kardiyomiyosit hayatta kalmasini destekler, kompansatuar hipertrofiyi indiikler ve kalp
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fonksiyonunu korur [89]. CTF-1'in kardiyak miyositler iizerindeki koruyucu etkileri, anti-
apoptotik MAPK ve ERK1/2 yolaklari tizerinden gerceklesir. CTF-1, kalp yetmezligi ve
hipertansiyon gibi durumlarda artar ve kardiyak hipertrofi ile iligkilidir. CTF-1'in in vivo
etkileri karmasik olup, kardiyak hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik eder, ancak kontraktil
disfonksiyon tizerindeki katkilari belirsizdir. Gp130/LIFR sinyal yolunun kaybi, kalp
yetmezligi ve miyosit apoptozu ile iliskilidir [88, 90].

CTF-1, sinir dokusu gelisiminde ve olgun sinir sisteminin ¢esitli yaralanmalara ve islev
bozukluklarina karsi korunmasinda énemli bir rol oynar [88]. CTF-1, sempatik néronlarin
transmitter fenotipini diizenler ve dopaminerjik néronlarin hayatta kalmasini tesvik eder.
Fetal beyin ve koroid pleksus hiicrelerinde CTF-1 ifadesi tespit edilmistir [86]. CTF-1,
astrogenezde ve motor néronlarin embriyonik gelisiminde hayati bir faktordiir [91]. Ayrica,
CTF-1 ¢esitli ndrodejeneratif hastalik modellerinde motor néron hiicre Sliimiinii 6nler ve
ndromiiskiiler fonksiyonlari iyilestirir. Alzheimer hastaligi gibi biligsel bozukluklarda da

potansiyel terapdtik bir rol oynayabilir [92].

CTF-1, karaciger hiicrelerinde akut faz tepkisinin tetikleyici giiclii bir faktordiir ve karacigeri
cesitli hasarlara karg1 korur. CTF-1 eksikligi farelerin karaciger hasarma daha duyarh
oldugunu gosterir [93, 94]. CTF-1 tedavisi, karaciger rejenerasyonunu tesvik eder ve
karaciger transplantasyonunda hasari azaltir [95]. Ayrica, CTF-1 alkole bagli olmayan yagl
karaciger hastaligini iyilestirebilir ve yag depolamasini azaltabilir [96, 97]. CTF-1, viicut
agirligl ve metabolizmanin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar, obeziteyi azaltabilir ve
enerji harcamasi artirabilir. CTF-1 ayrica glikoz metabolizmasini diizenler ve insiilin
duyarliligmmi artirabilir [96]. Obezite ve metabolik sendromda artan CTF-1 seviyeleri,

metabolik bozukluklarla miicadelede telafi edici bir mekanizma olarak goriilebilir [98].

CTF-1'in viicut agirligr tizerindeki etkisi iki 6nemli gbzlemle belirginlesmistir: (1) CTF-1
eksikligi olan farelerde yetiskin baslangigli obezite gelisimi; [96] (2) kronik rCTF-1
uygulamasinin diyetle ve genetik olarak obez farelerde viicut agirligini ve yag birikimini
azaltmasi [96, 97]. CTF-1'in enerji harcamasi tizerindeki etkisi, CTF-1 uygulamasinin biitiin
viicut oksijen tiiketimini artirmasi ile gézlemlenmistir [96]. CTF-1'in yag dokusunu yeniden
yapilandirarak [96], yag kiitlesini azaltmasi ve beyaz yag dokusunun kahverengilesmesini
tesvik etmesi de obezite karsit1 etkilerine katkida bulunabilir [99]. Ayrica, CTF-1'in glikoz

metabolizmasi lizerinde de 6nemli etkileri vardir; obez farelerde kronik CTF-1 uygulamasi,
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hiperglisemi ve hiperinsiilinemi azaltmis, insiilin toleransini iyilestirmistir [96]. Bu bulgular,
CTF-1'in obezite ve ilgili metabolik bozukluklarin gelisimini dengelemek i¢in yag
oksidasyonunu tesvik eden ve metabolik rahatsizliklar1 nlemeye calisan bir fenomen olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir [88].

IL-6 ailesinden sitokinlerin neden oldugu hiicre sinyal yollarinin, TNF-a ve IL-1b gibi pro-
enflamatuvar sitokinler tarafindan aktive edilen yollarla kesistigi ve CTF-1'in enflamasyon
modiilasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir [100]. CTF-1'in, endotoksemi [101], karaciger
nakli [94], obez fareler [95] ve renal iskemik/reperfiizyon hasari gibi ¢esitli doku hasari
modellerinde pro-enflamatuvar sitokinlerin ifadesini azalttigi bulunmustur [102]. Ayrica,
CTF-1 bobrek toksisitesini ve miyokard depresyonunu onlemistir [103]. Ancak, bazi
caligmalar CTF-1'in  TNF-a seviyelerini artirdigint ve enflamatuvar siirece katkida
bulundugunu géstermektedir [104]. CTF-1'in etkileri doza ve siireye bagli olarak degisebilir.
NFkB aktivasyonu ile CTF-1, kardiyomiyositler ve bobreklerde koruyucu aktivite
gosterirken, NFkB'nin hem pro-enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar etkileri olabilir.

NFkB'nin etkileri, zamanlamasi ve biyolojik baglama gore degisir [102, 105].

Son yillarda yapilan bir ¢aligmada CTF1 fibroblastlarda giiclii bir otofaji aktivatorii olarak
tamimlanmistir. Akkoc ve ark., ilk kez meme kanserinden tiiretilen CTF1'in, fibroblast
otofajisinin giiglii bir diizenleyicisi oldugunu agiklamistir. CTF1'in otofajiyle iligkili kanser
hiicresi migrasyon ve invazyonunda 6nemli bir araci olduguna dair bulgular sunmuslardir.
Ayrica, kanserli hastalardan alinan meme tiimorii orneklerinde CTF1 ekspresyonunun,
stromal otofaji ve lenf nodu metastazi ile 6nemli 6l¢iide korele oldugunu 6ne stirmiislerdir.
Arastirmacilar fibroblast hiicrelerinin MCF7 (meme adenokarsinom hiicre hatt1), T47D
(meme karsinom hiicre hatti), MDA-MB-231 (meme adenokarsinom hiicre hatti), Huh7
(karaciger karsinom hiicre hatti) ve PC3 (prostat adenokarsinom hiicre hatt1) kanser
hiicrelerinden elde edilen sekretomlar ile kiiltiire edilmesi sonucunda fibroblast hiicrelerinde
otofajinin indiiklendigini gostermislerdir. Bu sonuglar1 daha fazla dogrulamak igin
fibroblastlar1 dstrojen reseptorii pozitif MCF7 ve T47D meme kanseri hiicreleri ile birlikte
kiiltiirlemislerdir. Bu ortak kiiltiir kosullar1 altinda da fibroblastlarda otofajinin indiiklendigi
bulmuslardir [8].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Bu tez ¢alismasinda, kullanilan gerecler ve kimyasallarin se¢giminde deneylerin dogrulugunu

ve tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla kaliteli ve giivenilir malzemeler tercih edilmistir.

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

e DMEM (Gibco)

e DMEM-Fenol kirmizi olmayan (Gibco)

e Tripsin-EDTA (Gibco)

e Penisilin-Streptomisin (Gibco)

e DMSO (Merck)

e PBS (Gibco)

e Doksorubusin (Tocris)

e Fetal Sigir Serum (Gibco)

e Senescence -galactosidase staining kit (Cell Signaling 9960S)
e Insan kardiyotrofin-1 (CTF-1) Elisa Kiti (Nephente (NE06S156701))
e Insan IL-6 Elisa Kiti (Invitrogen KHC0061)

3.1.2. Kullanilan aletler

e Plaka okuyucu (Molecular Devices)

e Faz Kontrast - Floresan Mikroskop (Leica)
e Mikroskop Kamerasi (Leica DFC 420 C)
e Laminar Akimli Kabin

e (CO2 Etiivii (Sanyo)

e Hassas terazi (Shimadzu)

e Mikropipet (Eppendorf Research)

e Vortex (Firlabo)

e Santrifiij (Niive)

e Su banyosu (Niive)
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3.2. Yontemler

Bu boliimde, ¢alismamizda kullanilan deneysel yontemler detayli bir sekilde agiklanacaktir.
Bu yontemlerin se¢imi, arastirma sorularimizi yanitlamak ve hipotezlerimizi test etmek

amaciyla yapilmstir.

3.2.1. Hiicre kiiltiirii ve senesens indiiksiyonu

Deneyler MCF-7 (insan meme kanseri hiicre dizisi), A549 (kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicre dizisi) ve HeLa (insan serviks kanseri hiicre dizisi) hiicre dizileri kullanilarak
yapildi. Hiicreler %10 serum, %1 Penisilin-Streptomisin iceren DMEM’li besiyerinde ve
%5 CO; igeren 37 °C inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicreler bulunduklar1 hiicre kiiltiirii kabini
%70-80 kapladiklarinda hiicreler sayilarak kiiltiir kaplarma ekildi. Bu yontemde Once
laminar flow (hava akim kabini) altinda hiicrelerin tlizerindeki besiyeri uzaklastirildi.
Hiicreler 5 mL PBS (fosfat tamponu salin) ile yikandi. Yikama isleminden sonra % 0.25°lik
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi ve 4-5 dk 37 °C inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicreler
zeminden ayrildiktan sonra iizerine 5 mL besiyeri eklenerek tripsin inhibe edildi. Igerik
falkona alind1 ve 5 dk, 400g (1500 rpm), 25°C’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi {izerine
tekrardan besiyeri eklendi. Hiicreler resiispande edildi. Icerisinden 10 pL alinarak Neubauer
lami ile lameli arasina yavasca birakildi. Mikroskopta lam tizerindeki 4x4 karelerin 3’{iniin
icerisindeki hiicreler sayilarak ortalamasi alindi ve asagidaki formiile gore hacim hesabi

yapilarak hiicreler kiiltiir kaplarina ekildi.

Hiicrel ml = Sayilan toplam canli hiicre x 10* / Say1lan kare says1

3.2.2. SA-B-Gal boyamasi

MCF-7, A549 ve HeLa hiicre dizilerine doksorubisin uyguladiktan sonra hiicrelerin senesent
hale gelip gelmedikleri incelenmek i¢in yapildi. Deney SA-B-Gal boyamas: Senescence [3-
galactosidase staining kit’in kullanim talimatlarina gore gerceklestirildi. Hiicreler
bulunduklart hiicre kiltiirii kabin1 % 70-80 kapladiklarinda hiicreler sayilarak kiiltiir
kaplarina ekildi ve 24 saat beklendi. Uzerindeki besiyeri degistirilerek 300 nM doksorubusin
verildi. MCF-7 hiicre dizisi i¢in 3 giin, HeLa hiicre dizisi i¢in 2 giin, A549 hiicre dizisi i¢in
4 giin beklendi. 4 giin sonunda hiicreler 37°C sicakliktaki PBS ile yikandi. Kit i¢cinde bulunan
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fiksasyon ¢ozeltisi ilavesi sonrast 10-15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hiicreler PBS ile
yikama islemi ger¢eklestirildikten sonra kit icerisindeki B-Galaktozidaz Boyama ¢ozeltisi ile
37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Ertesi giin hiicreler faz kontrast mikroskobu ile incelendi.
Mavi renk ile boyanmis hiicreler, SA-B-gal pozitif hiicrelerdir. SA-B-gal pozitif hiicre
sayisinin total hiicre sayisina orani hesaplandi ve istatistiksel analizi GraphPad Prism 5

programi lizerinden yapildi.

3.2.3. Ug¢ boyutlu holografik mikroskobi

Holomonitor M4, hiicreleri gozlemlemek i¢in holografik mikroskopi teknolojisini kullanir.
Bu teknolojide, hiicrelerden yansiyan ve sagilan 1s1k dalgalari, referans bir 151k dalgasi ile
karigtirilarak bir hologram olusturulur. Cihaz, lazer 1s1gm1 hiicrelere yonlendirir ve
hiicrelerden yansiyan 151k dalgalarini toplar. Bu yansiyan 151k dalgalari, referans 1s1k dalgasi
ile birlestirilerek bir girisim deseni (hologram) olusturur. Olusturulan hologram, cihazin
kameras1 tarafindan yakalanir ve dijital olarak kaydedilir. Bu dijital hologram, hiicrelerin ii¢
boyutlu yapisin1 ve 6zelliklerini iceren bir veri seti saglar. Kayit edilen dijital hologram,
bilgisayar yazilimi tarafindan analiz edilir ve hiicrelerin {i¢c boyutlu goriintlisii yeniden
olusturulur. Bu goriintiileme, hiicrelerin sekli, biiytikliigii ve hareketi gibi 6zelliklerin detayli
bir sekilde incelenmesine olanak tanir. Holomonitor M4, hiicreleri gozlemlemek i¢in
herhangi bir kimyasal veya floresan etiketleme gerektirmez. Bu sayede, hiicrelerin dogal
halleriyle gbzlemlenmesi ve uzun siireli izlenmesi miimkiindiir. Cihaz, hiicrelerin biiyiime,
morfoloji degisiklikleri, boliinme ve hareket gibi dinamik ozelliklerini kantitatif olarak

Olcebilir ve analiz edebilir. Bu veriler, hiicrelerin davraniglarini anlamak i¢in kullanilir.

Cihaz inkiibatoriin igerisine yerlestirildi ve tablas1 {izerine hiicre kiiltiir plakalar1 konularak,
MCF-7, A549 ve HeLa hiicrelerinin holografik hiicre goriintiileri alindi. Daha sonra
ortalama hiicre alanlari, ortalama hiicre hacimleri, ortalama ve maksimum hiicre kalinliklari

olmak iizere dort morfolojik parametre cihazin yazilimi kullanilarak degerlendirildi.

3.2.4. Sekretom toplanmasi

Kiiltiir kaplarma belirli sayida hiicreler ekildikten sonra 24 saat beklendi. Uzerindeki
besiyeri degistirilerek 300 nM doksorubusin verildi. MCF-7 hiicre dizisi igin 3 giin, HeLa

hiicre dizisi i¢in 2 giin, A549 hiicre dizisi i¢in 4 giin beklendi ve hiicreler senesent hale geldi.
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Bir giin 6nceden belirli sayida kontrol hiicreleri de hiicre kiiltiirii kabina ekildi. Daha sonra
hiicrelerin iizerindeki serumlu besiyeri uzaklastirildi. 2 kez 1 mL PBS ile iyice yikanarak
serum uzaklastirildi. Hiicrelerin {izerine serumsuz, %1 penisilin-streptomisin igeren, fenol
kirmizis1 igermeyen DMEM’li besiyeri eklenerek 2 giin inkiibasyon gergeklestirildi. 2 giiniin
sonunda faz kontrast mikroskobu ile hiicre morfolojilerinin goriintiileri kaydedildi.
Hiicrelerin iizerindeki serumsuz besiyeri (sekretom) deney tiiplerine alindi. Tiipler sirasiyla
10 dk 1150g ve 10 dk 10000g +4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant alind1. Sekretomlar, hem
CTF-1 6l¢timii hem de IL-6 6lgliimii i¢in -20 °C’de saklandi. Es zamanli olarak hiicreler %
0.25’lik Tripsin-EDTA ile bulunduklar1 zeminden kaldirildi. Esit miktarda serumlu besiyeri

ile yikanarak deney tiiplerine alindi. Hiicreler sayildi.

3.2.5. Senesent hiicre sekretomunda IL-6 ol¢iimii

IL-6, doksorubisin ile indiiklenen senesent kanser hiicrelerinde sekretuvar aktivitenin
degisimini 6l¢mek i¢in kullanilan bir mediyatdrdiir. Hiicre sekretomunda IL-6 6l¢iimii, insan
IL-6 Elisa Kiti’nin kullanim talimatlaria gore gergeklestirildi. MCF-7, A549 ve HeLa hiicre
dizilerinin toplanan sekretomlar1 hiicre sayilarina gore normalize edildi. Deney icin gereken
strip sayis1 belirlendi. Stripler kullanmak i¢in cercevelere yerlestirildi. Cukurlara 100 pL
standart ve drneklerden eklendi. Blank disindaki tiim ¢ukurlarin tizerine 50 pL IL-6 Biyotin
Konjugat1 eklendi. Plate’in kapagi kapatildi ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan gukurlar 4 kez 1X yikama tamponu ile yikandi. Blank harig tiim
cukurlara 100 pL 1X Streptavidin-HRP Soliisyonu eklendi. Kapagi kapatilarak 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan ¢ukurlar 4 defa 1X yikama tamponu ile yikandu.
Her bir cukura 100 pL Stabilize Kromojen eklendi. Substrat soliisyonun rengi maviye
donmeye basladi. Karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Sonra her bir ¢gukura
100 pL durdurma soliisyonu eklendi. Renk maivden sariya dondii. Durdurma soliisyonu
ekledikten sonra 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun

optik dansitesi (OD degeri) belirlendi.

3.2.6. Protein miktar tayini

Kaldirilan hiicreler 10 dk 1150g +4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Pellet iizerine
150 uL. homojenizasyon tamponu ilave edilerek resiispande edildi. 10 saniye ultrasonik
homojenizatérde homojenize edildi. Ardindan 10000 x g 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi.
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Siipernatantlar alindi. Daha sonra protein miktar tayinine gecildi. Protein miktar tayini
bisikoninik asit yontemi (BSA) kullanilarak yapildi. 96 ¢ukurlu plakanin ilk 2 ¢ukuruna
distile su diger 2 ¢ukuruna homojenizasyon tamponu blank olarak eklendi. Plakanin diger
cukurlarma tigerli olacak sekilde her bir konsantrasyondan 4’er uL uygulandi. Sonra her bir
¢ukura 150 uL bisikoninik asit ¢6zeltisi ilave edildi. Plaka, 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede 562 nm’de standartlarin ve homojenatlarin

absorbanslar1 okundu.

3.2.7. Senesent hiicre sekretomunda CTF-1 ol¢iimii

Hiicre sekretomunda CTF-1 6l¢iimii hem protein miktarina gére hem de hiicre sayisina gore
normalize edilerek yapildi. Protein miktar1 hesaplandiktan sonra, MCF-7, A549 ve Hela
hiicre dizilerinin toplanan sekretomlari protein miktarlarina gore normalize edildi. CTF-1
olciimii i¢cin NEPENTHE Insan CTF1 (Kardiyotrofin 1) ELISA Kiti (NE06S156701)
kullanildi. Kullanmadan once tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Analiz, oda
sicakliginda gergeklestirildi. Test i¢in gereken strip sayist belirlendi. Stripler kullanmak i¢in
cergevelere yerlestirildi. Standart kuyucuklara 100 pL standart eklendi. Blank kuyucuga 100
uL standart dilue edici tampon eklendi. Ornek kuyucuklarma 100 pl rnek eklendi. Plate
adhesiv film ile kaplandi. 37°C'de 80 dakika inkiibe edildi. Plate 3 kez yikama tamponu ile
yikandi. Her kuyucuga 100 pl 1X biyotinlenmis konjugat eklendi. Iyice karistirildi ve
saglanan adhesiv filmlerle kaplandi. 37°C'de 50 dakika inkiibe edildi. Plaka 3 kez yikama
tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 100 pl 1X Streptavidin-HRP eklendi. Saglanan adhesiv
filmlerle kaplandi. 37°C'de 50 dakika inkiibe edildi. Plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi.
Her kuyucuga 90 uLL. TMB substrat soliisyonu eklendi. 37°C'de 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresince plaka karanlikta tutuldu. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklendikten hemen sonra mavi renk sariya dondii. Durdurma soliisyonu ekledikten sonra 10
dakika icinde 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik
dansitesi (OD degeri) belirlendi.

Ayni sekilde, MCF-7, A549 ve HeLa hiicre dizilerinin toplanan sekretomlar: hiicre
sayllarina gore normalize edildi. Daha sonra CTF-1 Ol¢iimii hiicre sayisina gore de

gerceklestirildi.
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3.2.8. Senesent hiicrelerde CTF1 ekspresyonunun 6l¢iimii

Hiicreler homojenize edilip protein miktar1 hesaplandiktan sonra, MCF-7, A549 ve Hela
hiicre homojenatlari protein miktarlarina gore normalize edildi. CTF-1 OSlgiimi igin
NEPENTHE insan CTF1 (Kardiyotrofin 1) ELISA Kiti kullanildi. Kullanmadan 6nce tiim
reaktifler oda sicakligina getirildi. Analiz, oda sicakliginda gergeklestirildi. Test i¢in gereken
strip sayis1 belirlendi. Stripler kullanmak i¢in ¢ercevelere yerlestirildi. Standart kuyucuklara
100 pL standart eklendi. Blank kuyucuga 100 pL standart dilue edici tampon eklendi. Ornek
kuyucuklarma 100 pl 6rnek eklendi. Plate adhesiv film ile kaplandi. 37°C'de 80 dakika
inkiibe edildi. Plate 3 kez yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 100 pl 1X
biyotinlenmis konjugat eklendi. Iyice karistirildi ve saglanan adhesiv filmlerle kapland.
37°C'de 50 dakika inkiibe edildi. Plaka 3 kez yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga
100 pl 1X Streptavidin-HRP eklendi. Saglanan adhesiv filmlerle kaplandi. 37°C'de 50
dakika inkiibe edildi. Plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 90 uL TMB
substrat soliisyonu eklendi. 37°C'de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince plaka
karanlikta tutuldu. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendikten hemen sonra mavi
renk sartya dondii. Durdurma soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye
ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik dansitesi (OD degeri)

belirlendi.

3.2.9. istatistiksel analiz

Deney sonucu elde edilen veriler icin istatistiksel analizde tekyonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Tukey kullanildu. 0.05’ten kiigiik p degeri istatiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.
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Sekil 3.1. Bu tez ¢alismasinda kullanilan yontemlerin sematik gosterimi.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7, A549 ve HeLa Hiicrelerinde Doksorubisinin Senesens Olusumuna
Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu bolimde, MCF-7, A549 ve HelLa hiicrelerinde doksorubisin tedavisinin senesens
olusumuna etkisi, SA-B-gal boyamasi ve holografik mikroskobi yontemleri kullanilarak

degerlendirilmistir.

4.1.1. SA-B-galaktozidaz boyamasi

Senesent hiicrelerin artmis lizozomal -galaktosidaz aktivitesinden dolayi ph 6’da SA-B-Gal
Boyamasinin senesent hiicrelerde mavi renk olusturdugu bilinmektedir. Hiicrelere 300 nM
doksorubisin uygulamasindan sonra MCF-7 hiicreleri i¢in 3 giin, A549 hiicreleri icin 4 giin
ve HelLa hiicreleri i¢in 2 giin beklenmistir. Daha sonra hiicreler Senescence -galactosidase
staining kit’in kullanim talimatlarina gore B-galaktozidaz boyama ¢ozeltisi ile boyanmustir.
16 saatin sonunda hiicreler faz kontrast mikroskobu ile incelenmistir. Mavi renk ile
boyanmis hiicreler, SA-B-gal pozitif hiicrelerdir. Bulgularimiz, kontrol grubuna gore
doksorubisin uyguladigimiz MCF-7, A549 ve HeLla hiicrelerinde SA-B-Gal pozitif hiicre
sayisinin anlamli olarak arttigin1 gostermistir (Resim 4.1., Sekil 4.1.). Elde edilen veriler
doksorubisin uygulamasinin her ii¢ kanser hiicre dizisinde senesens indiiksiyonuna neden

oldugunu gostermistir.
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Resim 4.1. MCF-7, A549 ve HeL a hiicrelerine sirasiyla 3 giin, 4 giin ve 2 giin doksorubisin
uygulamasi sonrasi yapilan SA-B-Gal boyamasinin ardindan hiicrelerin 151k
mikroskopu ile elde edilen goriintiileri. Kont: kontrol, Doks: 300 nM

doksorubisin, Skala bar: 50 um
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Sekil 4.1. MCF-7, A549 ve HeL a hiicrelerine sirasiyla 3 giin, 4 giin ve 2 giin doksorubisin
uygulamasi sonrasi yapilan SA-B-Gal boyamasinin ardindan elde edilen 151k
mikroskopu goriintiilerinden sayilan SA-B-gal pozitif hiicre yiizdesinin
istatistiksel analizi. *: kontrol grubundan anlamli farklilig1 gostermektedir (one-
way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=3). Kont: kontrol, Doks: 300 nM doksorubisin.

4.1.2. Senesent hiicre morfolojisinin holografik mikroskop ile degerlendirilmesi

MCF-7, A549 ve Hela hiicrelerinde, senesent hiicre morfolojisi holografik mikroskop ile
degerlendirildi. Sirasiyla 3 giin, 4 giin ve 2 giin doksorubisin uygulanmasi sonrasinda tiim
gruplarin holografik goriintiileri ¢ekildi. Holografik mikroskop (HOLOMONITOR M4)
kullanilarak elde edilen ii¢ boyutlu goriintiilerden; hiicre hacmi, hiicre alani, maksimum
kalinlik, ortalama kalinlik olmak iizere 4 parametre incelenmistir. Elde edilen goriintiilerden
cihazin programi kullanilarak morfolojik parametreler hesaplandi (her bir hiicre grubu igin
n=3 olacak sekilde ilagli gruplardan ve kontrol gruplarindan birer goriintii alinarak hesap
yapilmistir). Hesaplamalar sonucunda doksorubisin ile indiiklenen senesent MCF-7, A549
ve HeLa hiicrelerinin alan ve hacimlerinde artig gdzlenirken, ortalama ve maksimum
kalinlikta MCF-7 hiicrelerinde bir azalis gozlenmistir. Fakat A549 ve HeLa hiicrelerinde
anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Resim 4.2., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).
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Kont Doks

MCF-7

A549

HelLa

Resim 4.2. MCF-7, A549 ve HeL a hiicrelerine sirasiyla 3 giin, 4 giin ve 2 giin doksorubisin
uygulamasi sonrasi holografik mikroskop ile elde edilen morfolojik goriintiileri.
Kont: kontrol, Doks: 300 nM doksorubisin.
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Sekil 4.2. MCF-7 hiicresine 3 giin doksorubisin uygulamasi sonrasi ¢ekilen holografik

goriintiileri lizerinden elde edilen hiicre alani, hiicre hacmi, maksimum kalinlik,

ortalama kalinlik parametrelerinin dl¢timleri. *: Kontrol grubuna gore anlamli

farklilig1 gostermektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=3). Kont: kontrol,

Doks: 300 nM doksorubisin.
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Sekil 4.3. A549 hiicresine 4 glin doksorubisin uygulamasi sonrasi ¢ekilen holografik
goriintiileri izerinden elde edilen hiicre alani, hiicre hacmi, maksimum kalinlik,
ortalama kalinlik parametrelerinin dl¢timleri. *: Kontrol grubuna gore anlaml
farklihigi gostermektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=3). Kont: kontrol,
Doks: 300 nM doksorubisin.
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Sekil 4.4. HeLa hiicresine 2 giin doksorubisin uygulamasi sonrasi ¢ekilen holografik
goriintiileri lizerinden elde edilen hiicre alani, hiicre hacmi, maksimum kalinlik,
ortalama kalinlik parametrelerinin dl¢iimleri. *: Kontrol grubuna goére anlamli
farklilig1 gostermektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=3). Kont: kontrol,
Doks: 300 nM doksorubisin.

4.2. Senesent MCF-7, A549 ve HeLa Hiicre Sekretomlarinda IL-6 Sekresyonunun
Degerlendirilmesi

Senesent MCF-7, A549 ve HeLa hiicreleri i¢in 2 gilin serumsuz besiyerinde beklendikten

sonra sekretomlar toplanmistir. Daha sonra hiicre sekretomlarinda Invitrogen Insan IL-6
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Elisa Kiti’nin kullanim talimatlarina gore IL-6 Ol¢iimii gerceklestirilmistir. Bulgularimiz,
kontrol grubuna gore doksorubisin uyguladigimiz A549 ve HeLa hiicre sekretomlarindaki
IL-6 sekresyonunda anlamli bir artis oldugunu gostermektedir. Fakat MCF-7 hiicre
sekretomlarinda hem kontrol hem de doksorubisin uyguladigimiz gruplarda IL-6 sekresyonu
goriilmemektedir (Sekil 4.6.). Interlokin-6 (IL-6) 6lciimii, birgok hiicre hattinda senesens
biyobelirteci olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat bu veriler bize IL-6’nin MCF-
7 hiicrelerinde bir senesenes biyobelirteci olarak kullanilamayacagin1 ve SASP igeriginin

hiicreye spesifik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Senesent MCF-7, A549 ve HeLa hiicrelerinde IL-6 sekresyonunun belirlenmesi.
*: kontrol grubundan anlamli farklilig1 gostermektedir (one-way ANOVA,
Tukey, p<0,05, MCF-7 hiicresi kontrol grubu n=4 ve doksorubisinli grup n=4,
A549 kontrol grubu n=3 ve doksorubisinli grup n=4, HeLa hiicresi kontrol grunu
n=3 ve doksorubisinli grup n=4). Kont: kontrol, Doks: 300 nM doksorubisin.

4.3. Senesent MCF-7, A549 ve HeLa Hiicre Sekretomlarinda CTF-1 Sekresyonunun
Degerlendirilmesi

Senesent MCF-7, A549 ve HelLa hiicreleri i¢in 2 giin serumsuz besiyerinde beklendikten
sonra sekretomlar toplanmustir. Daha sonra hiicre sekretomlarinda NEPENTHE Insan CTF1
(Kardiyotrofin 1) ELISA Kiti (NE06S156701)’nin kullanim talimatlarina gére CTF-1
Ol¢iimii gergeklestirilmistir. Bulgularimiz, kontrol grubuna gére doksorubisin uyguladigimiz
MCF-7 hiicre sekretomlarindaki CTF-1 sekresyonunda anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir. Fakat A549 ve HelLa hiicre sekretomlarinda hem kontrol hem de
doksorubisin uyguladigimiz gruplarda CTF-1 sekresyonu goriillmemektedir (Sekil 4.5.). Bu

veriler bize CTF-1’in hiicre spesifik bir senesens biyobelirteci olabilecigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Senesent MCF-7, A549 ve HeL a hiicrelerinde CTF-1 sekresyonunun
belirlenmesi. *: kontrol grubundan anlamli farklilig1 géstermektedir (one-way
ANOVA, Tukey, p<0,05, n=3). Kont: kontrol, Doks: 300 nM doksorubisin.

4.4. Senesent MCF-7, A549 ve HeLa Hiicrelerinde CTF-1 Ekspresyonunun
Degerlendirilmesi

Senesent MCF-7, A549 ve HeLa hiicreleri homojenize edilip protein miktarlarina gore
normalize edilmistir. Daha sonra hiicre homojenatlarmda NEPENTHE Insan CTF1
(Kardiyotrofin 1) ELISA Kiti (NE06S156701)’nin kullanim talimatlarina gore CTF-1
olciimii gergeklestirilmistir. Bulgularimiz, kontrol grubuna gére doksorubisin uyguladigimiz
MCF-7 hiicre sekretomlarindaki CTF-1 ekspresyonunda anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir. Fakat A549 ve HeLa hiicrelerinde kontrol grubuna goére doksorubisin
uyguladigimiz gruplarda CTF-1 ekspresyonunda anlamli bir artis goriilmemektedir (Sekil
45.). Bu veriler, MCF-7 hiicrelerinde CTF-1 sekresyonundaki artisin CTF-1

ekspresyonundaki artisa bagli olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Senesent MCF-7, A549 ve Hela hiicrelerinde CTF-1 ekspresyonunun
belirlenmesi. *: kontrol grubundan anlamli farklilig1 gostermektedir (one-way
ANOVA, Tukey, p<0,05, MCF-7 hiicresi kontrol grubu n=6 ve doksorubisinli
grup n=9, A549 hiicresi kontrol grubu n=3 ve doksorubisinli grup n=4, HeLa
hiicresi kontrol grunu n=3 ve doksorubisinli grup n=4). Kont: kontrol, Doks: 300

nM doksorubisin.
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5. TARTISMA

Hiicresel senesens hiicrelerin prolifere olma kapasitesini geri doniisiimsiiz olarak kaybettigi
strese karsi olusan karmasik bir tepkidir. Senesent hiicreler biiylimiis, yassilagsmis ve ¢ok
¢ekirdekli bir morfolojiye sahiptir [106]. Boliinme 6zelliklerini kaybetseler bile metabolik
olarak aktif kalirlar. Bu hiicreler kendi mikrogevrelerini etkileyen senesens ile iligkili
sekretuvar fenotip olarak (SASP) olarak adlandirilan ¢esitli proinflamatuvar sitokin ve
kemokinleri salgilarlar. Bu SASP faktorlerinin g¢esitli otokrin ve parakrin etkilere aracilik
ettigi gosterilmistir. Kanser tedavisinde kullanilan birgok kemoterapdtik ajanin senesensi
indiikledigi bilinmektedir. Bu sekilde olusan senesens terapi ile indiiklenen senesens olarak
adlandirilmistir. Tedavi sonrasi senesent hiicrelerin birikimi SASP’in olumsuz etkilerini
giiclendirmektedir. Senesent hiicrelerin bu sekretuvar aktivitesinin kanser metastazi,
migrasyon ve invazyonunun indiiklenmesi gibi ¢esitli olumsuz etkilere aracilik ettigi
bilinmektedir. Aynm1 zamanda SASP faktorlerinin tedavi sonrasi inflamasyon, kanser
niiksiinde ve kemoterapdtiklere olusan direngte 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir [107].
Bu nedenle senesent hiicrelerden salgilanan faktdrlerin tanimlanmast ve karakterizastonu
kanser tedavisinde yeni yaklasimlar gelistirilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. SASP iceriginin,
cesitli kanser hiicrelerinde farkiliklar gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle cesitli kanser

hiicrelerinin SASP iceriginin bilinmesi, hiicre spesifik tedavi gelistirilmesi i¢in 6nemlidir.

Bu tez calismasinda, MCF-7, A549, HelLa kanser hiicrelerine sirasiyla 3,4 ve 2 giin
doksorubisin uygulanmis ve senesens indiiksiyonu gerceklestirilmistir. Laboratuvarimizda
daha once yapilan caligmalarda A549 ve HeLa hiicrelerinde doksorubisin ile senesensin
indiiklendigi gosterilmistir [108, 109]. Buna ek olaran bu ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde 3

giinde senesens olustugu goriilmiistiir.

Kullandigimiz ti¢ farkli kanser hiicre hattinda senesens indiiklendikten sonra bu hiicrelerde
olusan morfolojik degisimleri ve hiicreler arasindaki farkliliklar belirlemek i¢in hiicreler ii¢
boyutlu holografik mikroskobi ile incelenmistir. Ayn1 zamanda bu yontemle, hiicreler
arasinda goriilen morfolojik farkliliklarin senesent hiicrelerin metabolik aktivitesine
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bulgularimizda, MCF-7, A549 ve HelLa kanser
hiicrelerinde doksorubisin uygulanmis gruplarin kontrol gruplarina gére hiicre alanlarinin ve
hacimlerinin anlamli olarak arttif1 goriilmiistiir. Bu veriler daha 6nce laboratuvarimizda

yapilan galismalarla uyumluluk gostermektedir [108]. Literatiirde senesent hiicreler igin
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“diizlesmig/incelmis tanimlamasi1” yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna karsin, verilerimiz
MCF-7 hiicrelerinde kontrol gruplarmma gore ilacli grupta ortalama hiicre kalinliginin
azaldig1 ve maksimum kalinligin degismedigini gostermektedir. A549 ve HeLa hiicrelerinde
ise gruplar arasi anlamli bir degisim gozlenmemistir. Bu veriler kullanilan bu ifadenin

yaygin bir ifade olmayabilecegine isaret etmektedir.

Hiicrelerde senesens olusumunun belirlenmesi igin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Normalde literatiirde bir¢ok farkli senesent hiicrede IL-6 sekresyon ve ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir [45]. Bu nedenle IL-6, hiicrelerde senesens biyobelirteci olarak yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Bulgularimizda, A549 ve HeLa senesent hiicre sekretomunda
IL-6 sekresyonunun arttig1 goriiliirken, buna zit olarak MCF-7 kontrol hiicrelerinde ve hiicre
sekretomunda IL-6 sekresyonu detekte edilememistir. Literatiir taramasi yapildiginda,
Sasser ve ark., ostrojen reseptorii pozitif MCF-7 ve T47D hiicrelerinde IL-6 ekspresyonunun
olmadigini gostermislerdir [110]. MCF-7 hiicrelerinde IL-6 sekresyonunun goriilmemesi, bu
sonuglar ile uyumluluk gostermektedir. Bu veriler, IL-6’nin senesent hiicrelerde ortak
kullanilabilecek bir sensens biyobelirteci olamayacagini gostermektedir. Diger bir
calismada, 2 farkli kemoterapotik ajan olan alisertip ve etoposit ile 13 farkli kanser
hiicresinde senesens indiikkenmis ve bir dizi SASP faktoriinlin sekresyonu incelenmistir
[111]. Bu calismada Ostrojen reseptorii pozitif MCF-7 ve T47D hiicrelerinde IL-6
sekresyonunun olmadigr gosterilmistir. Her iki calisma da bizim bulgularimizi

desteklemektedir.

Akkoc ve ark., dstorojen reseptorii pozitif MCF-7 ve T47D hiicrelerinden salinan CTF-1’in
kanser metastaz, migrasyon ve invazyonu gibi istenmeyen etkilere aracilik ettigini
gostermislerdir. Bu nedenle biz bu ¢alismada, IL-6 ailesinin bir iiyesi olan CTF-1’in senesent
hiicrelerdeki ekspresyon ve sekresyonlarini degerlendirdik. Bulgularimizda, senesent MCF-
7 hiicrelerinde kontrol gruplarina gére CTF-1 sekresyon ve ekspresyonunda anlamli bir artis
goriilmiistlir. A549 ve HelLa hiicrelerinde ise, hem kontrol hem de doksorubisinli gruplarda
CTF-1 sekresyonu detekte edilememis ve CTF-1 ekspresyonlarinda anlamli bir artig
gozlenmemistir. Bu veriler bize, MCF-7 hiicrelerinde CTF-1"in bir senesens biyobelirteci

olarak kullanilabilecegini diislindiirmektedir.

Calismamizin sonuglari, farkli kanser hiicre hatlarinda senesens ile iliskili sekresyon

profillerinin belirgin farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir. MCF-7 hiicrelerinde,
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senesens sonrast CTF-1’in belirgin bir sekilde arttifi ve IL-6’min saptanmadigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu, dstrojen reseptorii pozitif meme kanseri hiicrelerinde IL-6’nin
uygun bir senesens biyobelirteci olmadigini, ancak CTF-1’in potansiyel bir biyobelirteg
olabilecegini dislindirmektedir. Diger yandan, A549 ve HelLa hiicrelerinde IL-6
sekresyonunda anlamli bir artis gozlenirken, CTF-1 sekresyonu goriilmemektedir. Bu
durum, kanser hiicre hatlarinin senesens sonrasi sekresyon profillerinin biiyiik dl¢iide hiicre
tipine bagli oldugunu ve tek bir biyobelirte¢ kullanilarak senesensin ortak olarak tespit

edilmesinin zor olabilecegini gostermektedir.

Bu bulgular, farkli kanser tiirlerine yonelik tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde 6nemli
¢ikarimlara sahiptir. Ozellikle, kanser tedavisinde senesensi hedefleyen stratejilerin, her bir
kanser tipi icin 6zgiin sekresyon profillerini dikkate almas1 gerektigini ortaya koymaktadir.
SASP faktorlerinin karakterize edilmesi, hem tedavi sonrasi yan etkilerin azaltilmast hem de
kanser niiksiiniin azaltilmasi agisindan kritik Oneme sahiptir. Ayrica, spesifik SASP
faktorlerinin tanimlanmasi, senesens hiicrelerinin neden oldugu inflamasyon ve kemoterapi
direncinin Onlenmesinde yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine yardimci olabilir. Bu
dogrultuda, MCF-7 hiicrelerinde CTF-1’in senesens biyobelirteci olarak kullanilmasi,
Ostrojen reseptorii pozitif meme kanserinde tedaviye yonelik yeni yaklagimlar
gelistirilmesine olanak taniyabilir. Gelecekte yapilacak c¢aligmalar, farkli kanser hiicre
hatlarindaki SASP faktorlerinin daha genis kapsamli analizini ve bu faktorlerin biyolojik
etkilerinin daha detayli incelenmesini icermelidir. Bu sayede, kanser tedavisinde daha etkili

ve kisisellestirilmis stratejiler gelistirilebilir.
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6. SONUC

Yapmis oldugumuz in vitro deneysel c¢aligmalarimizda bir kemoterapdtik ajan olan
doksorubisin ile MCF-7 hiicrelerinde indiiklenen senesenste, senesent MCF-7 hiicrelerinden
IL-6 sekresyonunun ger¢eklesmedigini fakat CTF-1 sekresyonunun arttigini belirledik. Bu
nedenle CTF-1’in senesent MCF-7 hiicresinde yeni bir SASP biyobelirteci olarak

kullanilabilecegini diistinmekteyiz.
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