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OZET

Giintimiizde diinyada goriilme sikligi agisindan artig gosteren en 6nemli saglik sorunlarindan biri
olan kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve anormal yayilimi ile karakterize edilen bir
hastaliktir. Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte yeni tedavi yontemlerini bulmaya yonelik ¢alismalar
yapilmaktadir. Kanser tedavileri, ¢esitli mekanizmalar yoluyla tiimoériin yok edilmesine yol agmay1
hedeflemektedir. Ancak tedavide kullanilan radyasyon ve kemoterapi kanserli hiicreleri yok etmenin
yani sira, normal olan saglikli hiicrelere de zarar verdiginden ve bagka patolojilere neden oldugundan
hastalarda pek ¢ok yan etkiye sebep olmaktadir. Bunlardan bir tanesi de hiicresel senesensin
uyartlmasidir. Hiicresel senesens, kanser hiicrelerinin kalici olarak biiylimesinin durdurulmasini
saglamakla birlikte yaslanmayla iligkili salgi fenotipi (SASP) nin salgilanmasinda neden olur. SASP,
yaslanmig hiicrelerden sitokinler, kemokinler, proteazlar gibi faktorlerin salgilanmasini tanimlar.
Dolayistyla kanserin niiksetmesine ve kronik enflamasyona yol agabilir. Etkin bir kanser tedavisi
gelistirilebilmesi i¢in, kanseri tesvik eden SASP"1 baskilayan tedaviler gelistirilmesi gerekmektedir.
Buradan yola ¢ikarak, hiicre membraninda bulunan ve bir¢ok biyolojik siiregte rol alan diizlemsel
lipit raflarin1 olusturan flotillin-1 ve flotillin-2 proteinlerinlerinin senesent hiicre davraniglarinda
onemli olabilecegine isaret eden mikrodizi verilerimizin 1s181nda, bu durumun protein ekspresyonu
ve islevi diizeyinde arastirilmasina ihtiyag oldugu degerlendirilmistir. Flotillinlerin senesens
gelisimi, SASP olusumu ve islevi ile ilgili etkinliginin arastirilmasi literatiir i¢in yeni bir bilgi
olacaktir. Mikrodizi verilerimiz, flotillinlerin senesent hiicre davraniglarinda 6nemli olabilecegine
yonlendirmekle birlikte bu durumun protein ekspresyonu ve gorevi diizeyinde degerlendirilmesine
ihtiyag vardir. Bu ¢aligmada; Senesens gelisimini ve sekretuvar aktivitesini degerlendirdigimiz
deneylerde HelLa hiicreleri kullanildi. HeLa hiicrelerinde, ilagla indiikleyerek senesent hale
getirdigimiz Hela hiicrelerinde, flotillin-1 ve flotillin-2 proteinli ve knockdown yaptigimiz hiicrelerde
western-blot yontemi, SA-B-Gal boyamasi, IL-6 O6l¢iimii, faz kontrast mikroskopisi, hologram
mikroskopisi yontemleriyle hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ve birbirleri arasindaki farklar
incelenerek flotillin-1 ve flotillin-2’nin rolii degerlendirildi. Bu ¢aligmada amacimiz; kanser
hiicrelerinde kemoterapi ile indiiklenen senesenste hiicre morfolojisinin gelismesinde ve SASP
miktarinin diizenlenmesinde flotillin-1 ve flotillin-2 proteinlerinin olasi roliinii incelemektir. Bu tez
kapsaminda elde ettigimiz bulgular, yeni senomorfik ila¢ kesfi agisindan flotillin-1 ve flotillin-2
proteinlerinin bir hedef olabilecegine isaret etmektedir. Bu proteinleri hedefleyen yeni ilag
adaylarinin senomorfik etkinliklerinin degerlendirilmesi 6nemli olacaktir.
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ABSTRACT

Cancer, one of the most important health problems with increasing incidence in the world today, is
a disease characterized by uncontrolled division and abnormal spread of cells. With the advancement
of technology, studies are being carried out to find new treatment methods. Cancer treatments aim
to lead to tumor destruction through various mechanisms. However, in addition to destroying
cancerous cells, the radiation and chemotherapy used in treatment also cause many side effects in
patients because they damage normal, healthy cells and cause other pathologies. One of these is the
stimulation of cellular aging. Cellular senescence causes the permanent growth arrest of cancer cells
and the secretion of the senescence-associated secretory phenotype (SASP). SASP describes the
secretion of factors such as cytokines, chemokines, and proteases from senescent cells. Therefore, it
can lead to cancer recurrence and chronic inflammation. In order to develop an effective cancer
treatment, it is necessary to develop treatments that suppress cancer-promoting SASP. Based on this,
in the light of our microarray data indicating that flotillin-1 and flotillin-2 proteins, which form planar
lipid shelves in the cell membrane and play a role in many biological processes, may be important in
senescent cell behavior, it has been evaluated that this situation needs to be investigated at the level
of protein expression and function. Investigating the effectiveness of flotillins regarding senescence
development, SASP formation and function will be new information for the literature. Although our
microarray data suggest that flotillins may be important in senescent cell behavior, this situation
needs to be evaluated at the level of protein expression and function. In this study, HeLa cells were
used in the experiments in which we evaluated senescence development and secretory activity. In
HeLa cells, in Hela cells that we senescent by inducing with drugs, in cells with flotillin-1 and
flotillin-2 proteins, and in cells that we knocked down, the cells were detected by western-blot
method, SA-B-Gal staining, IL-6 measurement, phase contrast microscopy, hologram microscopy
methods. The role of flotillin-1 and flotillin-2 was evaluated by examining their morphological
characteristics and differences between each other. Our aim in this study is, to examine the possible
role of flotillin-1 and flotillin-2 proteins in the development of cell morphology and regulation of the
amount of SASP in chemotherapy-induced senescence in cancer cells. The findings we obtained
within the scope of this thesis indicate that flotillin-1 and flotillin-2 proteins may be a target for new
senomorphic drug discovery. It will be important to evaluate the senomorphic activity of new drug
candidates targeting these proteins.
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Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Hiicresel senesens, tarihsel olarak, kansere karsi koruma gorevi géren geri doniisiimsiiz bir
hiicre dongiisii durdurma mekanizmasi olarak tanimlanmistir, ancak son kesifler, bilinen
tanimin1 gelisme, doku onarimi, yaslanma ve yasa bagli bozukluklar gibi karmasik biyolojik
olaylara genisletmistir [1]. Hiicresel stresin sebep oldugu kalici bir hiicre dongiisii durmasi
durumu olan hiicresel senesens, son zamanlarda kanser, ateroskleroz ve osteoartrit dahil
olmak iizere ¢ok sayida hastaliklara katkida bulunan temel bir yaslanma mekanizmasi olarak
ortaya ¢ikmistir [2]. Aynmi zamanda senesent hiicrelerin birikmesi, yasla iliskili birgok
fenotipi ve patolojiyi de yonlendirebilir [3]. Senesent hiicreler premalign lezyonlarda ve
doku hasar1 bolgelerinde bulunur, yasla birlikte bu dokularda artar [4]. Stresli veya
premalign hiicrelerin ¢ogalmasini durduran giiglii bir tiimér koruma mekanizmasi olan
hiicresel senesense doku mikrogevresinde proinflamatuvar sinyallerin bol miktarda
salgilanmasini gerektiren ve paradoksal olarak kanser de dahil olmak iizere yasla ilgili
kosullara katkida bulunan Senesensle iliskili Salg1 Fenotipi (SASP) eslik eder [5]. Yapilan
son calismalar, senesent hiicrelerin, yerel doku ortamini degistiren, kronik iltihaplanma ve
kansere katkida bulunan bir dizi inflamatuvar sitokin, kemokin, biiylime faktorii ve matris

yeniden modelleme faktorii salgiladigini ortaya ¢ikarmistir [6].

SASP, senesent hiicrelerin sitokinler, kemokinler, proteazlar, biiytime faktorleri ve biyoaktif
lipitleri iceren gesitli hiicre disi modiilatorleri ifade etme ve salgilama yetenegini temsil eder.
SASP senesent hiicrelerdeki hiicre dongiisiiniin durdurulmasimi giiclendirir, potansiyel
olarak tiimorijenik hiicrelerin immiin aracili temizlenmesini indiikler, fibrozu sinirlar, yara
iyilesmesini ve doku rejenerasyonunu destekler. Diger yandan SASP, kronik enflamasyona

aracilik edebilir ve tiimor hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatta kalmasini tegvik edebilir [7].

Son birka¢ on yilda kanser, acil ila¢ kesfini vurgulayarak insan sagligini tehlikeye atan en
oliimciil hastaliklardan biri olmaya devam etmistir. Hiicresel senesens, kanser tedavisinin
gelisimiyle baglantis1 nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi géormiistiir [8]. Kanser hiicrelerinde,
kemoterapoétik ajanlara, radyoterapiye ve molekiiler hedefli tedaviye yanit olarak senesens
gelismektedir. Bu senesens sekli, terapi kaynakli senesens olarak adlandirilir ve kanser
tedavisinde arzu edilen bir hedefi temsil eder [9]. Ilaca bagli senesens, kemoterapdtik
tedavinin bir sonucu olarak hem normal hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde aktive

olabilir, bu da SASP, ikincil yaglanma ve kanserin ilerlemesi gibi baz1 olumsuz yan etkilere



yol agar [10]. Sonug olarak, senesent hiicreler ve SASP, dogal veya sentetik bilesikler
yoluyla ya senesnet hiicrelerin segici olarak oldiiriilmesi ya da segici SASP blokaji yoluyla
potansiyel terapotik hedefler olarak goriiliir. Bu bilesikler, senolitikler ve senomorfikler
olarak ikiye ayrilan senoterapdtikler adi verilen bir ailenin {iyeleridir. Bunlarin bazilari
halihazirda klinik deneylerde olup, ateroskleroz, osteoartrit, osteoporoz, kanser, diyabet,
Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, hepatik
steatoz, kronik obstriiktif akciger hastalig1, idiyopatik pulmoner fibroz ve yasa bagli makula
dejenerasyonu gibi hastaliklar da dahil yasa bagli patolojilerin gelecekteki tedavisini temsil
etmektedir [11]. Kanser hayvan modellerinde senesent hiicreleri secici olarak hedefleyen
(senolitikler) veya senesensle iliskili salgi fenotipini baskilayan (Senomorfikler) farmasétik
yaklagimlar kullanarak hiicre yaglanmasi yiikiiniin azaltilmasi biiyiik umut vaat etmektedir.
Calismalar, senolitiklerin veya senomorfiklerin insanlarda senesent hiicrelerin sayisini
azaltmada etkili olduguna dair kanit saglasa da, bu tedavilerin kisa vadeli ve uzun vadeli yan

etkileri bilyiik 6l¢iide bilinmemektedir [12].

Lipid raftlar1, sfingolipid, kolesterol ve proteinlerin dalgalanan nano 6lc¢ekli diizenekleridir;
bir araya gelerek stabilize edilebilen, membran sinyallemesi ve iletimde islev goren
platformlar olusturur [13]. Flotilinler, raftlar olarak bilinen, kolesterol ve sfingolipidle
zenginlestirilmis membran mikro alanlariyla iliskilidir ve hatta bazi bulgular, onlarin kendi
tiirde bir mikro alani tanimladiklarini 6ne siirmektedir [14]. Mevcut hipotezler, hiicre duvari
sentetik proteinleri de dahil olmak iizere membran proteinlerinin komplekslerinin olusumu
icin flotillin proteinlerinin gerekli oldugunu ileri siirmektedir [15]. Yapilan ¢aligmalar,
flotillinlerin insiilin sinyali, T hiicresi aktivasyonu, membran iletimi, fagositoz ve epidermal
bliyiime faktorii reseptor sinyali gibi ¢esitli hiicresel siireglerde bir rolii oldugunu 6ne
stirmiistiir. Son bulgular ayrica flotillin-1'in hiicre hareketliligi ve doniisiimii ile iliskili
oldugunu da gostermektedir [16]. Bir¢ok invaziv karsinomda ve sarkomda flotillinler asir1
eksprese edilir ve bu durum, kotii prognoz ve metastaz olusumu ile iligkilidir. Flotillinlerin
asir1 eksprese edilmesi, plazma membraninin invaginasyonunu tesvik eder ve flotillinlerin
biriktigi ge¢ endozomal bolmedeki kargo proteinlerinin hedeflenmesine izin veren bir

endositik yolu indiikler [17].

Kanser hiicreleri, uygun bir timdr mikro ortami (TME) olusturmak i¢in ¢ogunlukla
sitokinler, kemokinler veya biiylime faktorleri gibi ¢oziiniir faktorler araciligiyla cevreleriyle

iletisim kurar. Farklilagsmis ve progenitor hiicrelerin heterojen bir popiilasyonu olan TME,



tiimor gelisimi, bllylimesi, istilasi, metastazi ve tedavi direncinin diizenlenmesinde kritik bir
rol oynar. Bu baglamda, kanser hiicrelerinden gelen sitokinler ve TME hiicreleri birbirini
etkileyerek tiimor biiylimesini ve metastazi artirabilen veya baskilayabilen inflamatuvar bir
ortam ortaya cikarir [18]. Bagisiklik diizenleyicileri olarak sitokinler, tehlikeye, doku
hasarina veya yaralanmaya yanit olarak sinyal molekiilleri olarak 6énemli bir role sahiptir.
Daha da onemlisi, immiinolojik siirveyanstaki hayati rolleri nedeniyle sitokin tedavisi,
kanser tedavisi i¢in umut verici bir terapdtik yontem haline gelmistir [19]. Kanserlerde
karmasik sitokin aglar1 tamimlanmis ve kanserlerle iliskili sitokinlere olan ilgi giderek
artmaktadir. Son zamanlarda, bu sitokinlerden bazilari, hastalik prognozu i¢in belirtegler
olarak tanimlanan IL-6 gibi diger birkag¢ sitokin disinda, kanser tedavisi i¢in potansiyel
hedefler olarak bile tanimlanmistir. Kanser arastirmalarina en c¢ok katkida bulunanlar

arasinda kanser hiicre dizileri, in vitro en yaygin kullanilan materyal olarak en iist sirada yer

almaktadir [20].

Lipid raftlari, sinyal entegrasyonunda ve bir dizi sitokin ve biiyime faktorii reseptoriiniin
hiicresel aktivasyonunda onemli bir rol oynar. Yakin zamanda flotillin proteinlerinin
hiicresel aktivasyon iizerine lipid raft mikroalanlarina alindigit ve ndral hiicre
rejenerasyonunda, reseptor sinyallemesinde ve lenfosit aktivasyonunda rol oynadigi
gosterilmistir. Giri ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alisma, kemokine maruz kalma sirasinda
hiicresel flotillin-1'in lipit rafti mikro alanlar1 ile artan iligkisinin, kemokin reseptorii
sinyallemesinde ve lipit raftlari ile reseptor boliinmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir [21].

Daha 6nce 2155998 nolu TUBITAK 1001 projesi kapsaminda gerceklestirmis oldugumuz
mikrodizi verilerinde lipit raft proteinleri taranmistir. Bu tarama sonucunda doksorubisin ile
indiiklenen HeLa hiicrelerinde kontrole kiyasla kaveolar proteinlerde (kaveolin-1, kavin-1,
kavin-2) anlamli bir degisiklik belirlenmezken, Flotillin-1 ve Flotillin-2 mRNA’larnin
yaklasik olarak 2 kat artmis (Log2-fold changes) oldugu belirlendi [Mikrodizi verilerimiz
NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) database’de yer almaktadir, erisim numarast:
GSE160234]. Bu durum o6zellikle flotillinlerin senesens hiicreler i¢in 6nemli proteinler
olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde senesens gelisiminde lipit raftlarinin roliinii
inceleyen calismalarin ¢ogunlugunun kaveolinler iizerinden ilerledigi goriilmektedir. Bu
nedenle flotillinlerin hem senesens gelisimi hem de SASP olusumu ve islevi ile ilgili

etkinliginin gosterilmesi literatiir i¢in oldukca yeni bir bilgi olacaktir. Mikrodizi verilerimiz,



flotillinlerin senesent hiicre davraniglarinda 6nemli olabilecegine isaret etmekle birlikte bu

durumun protein ekspresyonu ve islevi diizeyinde degerlendirilmesine ihtiyag vardir.

Bu ¢alismada amacimiz; kanser hiicrelerinde kemoterapi ile indiiklenen senesenste hiicre
morfolojisinin gelismesinde ve SASP miktarinin diizenlenmesinde flotillin-1 ve flotillin-2

proteinlerinin olasi1 roliinii incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Senesens Nedir?

Tarihsel olarak hiicresel senesens, kansere kars1 koruma gorevi géren geri dontisiimsiiz bir
hiicre dongiisii durdurma mekanizmasi olarak goriilmiistiir, ancak son kesifler bilinen roliinii
gelisme, doku onarimi, yaglanma ve yasa bagli bozukluklar gibi karmasik biyolojik siireclere
genisletmistir. Yeni goriisler, senesensin, ilk biiylimenin durmasindan sonra edinilen bir dizi

ilerleyici ve fenotipik olarak farkli hiicresel durumu temsil ettigini géstermektedir [1].

Hiicresel senesens ilk olarak telomer kisalmasi ile karakterize edilen ve hiicre ¢cogalmasinin
siirlanmasina neden olan bir durum olarak tanimlanmistir. Replikatif senesens olarak
adlandirilan bu senesens tiirli disinda, farkl: stres faktorlerine maruz kaldiktan sonra diger
senesens tiirleri de ortaya c¢ikmaktadir. Tedaviden (kemoterapi ve radyoterapi) sonra
indiiklenen bu senesens tiirlerinden birine tedavi ile indiiklenen senesens denir.
Kemoterapotiklerle tedavi, timor mikrogevresindeki normal ve kanser hiicrelerinde hiicresel
senesensi indiikler. Bu nedenle, kanser mikrogevresinde tedavi ile indiiklenen senesens,
tlimor ilerlemesinin itici gliglerinden biri olarak kabul edilir [22]. Hiicresel senesens, ¢esitli

i¢sel ve dissal faktorler tarafindan indiiklenebilir [23].

Farkli streslere maruz kalarak ¢ogalan hiicrelerde meydana gelen kalic1 bir hiicre dongiisii
durmas1 durumu olarak karsimiza ¢ikan hiicresel senesens, hiicrelerin gereksiz yere zarar
gormesini engelleyen bir hiicresel savunma mekanizmasidir. Senesens durumuna, mitojenik
uyaranlara yanit olarak hiicre dongiisiine yeniden girememe, gelismis bir salg1 fenotipi ve
hiicre 6liimiine kars1 direng eslik eder. Senesens, doku yeniden sekillenmesi, yaralanma,
kanser ve yaslanma gibi farkli fizyolojik ve patolojik siiregler sirasinda birgok dokuda
gerceklesir. Senesens, yaslanmanin nedensel siireglerinden biri olmasina ve yaslanmaya
bagli bozukluklardan sorumlu olmasina ragmen, senesent hiicreler de olumlu bir rol
oynayabilir. Embriyogenez ve doku yeniden modellenmesinde, embriyonun diizgiin gelisimi
ve doku onarimi i¢in senesent hiicreler gereklidir. Kanserde de, tlimorojenezi dnlemek i¢in
giiclii bir engeldir [24]. Bununla birlikte senesent hiicrelerin birikmesi, yasla iligkili birgok
fenotipi ve patolojiyi yonlendirebilir [3]. Hiicresel senesens, gelisim sirasinda ve yaralanma
sonrasinda doku yeniden sekillenmesini destekleyen, ancak ayni zamanda dokularin

rejeneratif potansiyelinin ve islevinin azalmasina, iltihaplanmaya ve yash organizmalarda



timor olusumuna katkida bulunabilen kalici bir hiicre dongiisii durmasi durumudur [25].
Yapilan ¢aligmalarda, senesent hiicrelerin in vivo zararl etkilere sahip olabilecegine ve doku
yeniden sekillenmesine, organizmanin yaslanmasina ve yasla ilgili birgok hastalia katkida
bulunabilecegine dair veriler mevcuttur [23]. Senesent hiicreler premalign lezyonlarda ve
doku hasar1 bolgelerinde bulunur ve yasla birlikte dokularda birikir [4]. Kanser, ateroskleroz
ve osteoartrit dahil olmak {iizere hastaliklara da katkida bulunan temel bir yaslanma

mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir [2].

Senesent hiicrelerin  dokularda birikmesi, Oncelikle "inflamasyon" yoluyla, sagligin
azalmasina ve yagsam siiresinin bir sinirt olduguna inandirmistir. Ancak son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, senesent hiicreleri ortadan kaldiran miidahaleler, farelerde saglik ve
yasam siiresinde belirgin iyilesmeler saglamistir. Artan sayida ¢alisma, ¢cevresel uyaranlarin,
kromatin durumlarini modiile eden korunmus yollar yoluyla yaslanmay1 ve uzun émiirliiliigii

etkileyebilecegini gostermektedir [26].

2.1.1. Kanser ve senesens

Son birkag¢ on yilda kanser, acil ilag kesfini vurgulayarak insan sagligini tehlikeye atan en
oliimciil hastaliklardan biri olmaya devam etti. Hiicresel yaslanma, kanser tedavisinin

gelisimiyle baglantist nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gormiistiir [8].

Hiicresel senesens, stabil bir hiicrenin biiyiimesinin durmasidir [26]. Ayni zamanda, stresli
veya premalign hiicrelerin ¢ogalmasin1 durduran gii¢lii bir timdr koruma mekanizmasini
temsil eder. Bununla birlikte, bu stabil proliferatif tutuklama durumuna, doku
mikrogevresinde proinflamatuvar sinyallerin bol miktarda salgilanmasini gerektiren ve
paradoksal olarak kanser de dahil olmak iizere yasla ilgili kosullara katkida bulunan

Senesens ile Iliskili Salg1 Fenotipi (SASP)’ne eslik eder [5].

2.1.2. Senesens olusum mekanizmalari

Senesens, eski, hasarli veya kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini onleyen hiicresel bir
programdir. Senesent hiicreler biiyiimeyi durdurur ve morfolojilerinde, kromatin
organizasyonlarinda ve metabolizmalarinda degisikliklere ugrar ve biyoaktif bir sekretom

tiretir. Bu sekretom SASP olup, 6rnegin makrofajlar gibi bagisiklik hiicrelerinin alinmasi ve



etkinlestirilmesi gibi yaslanan hiicrelerle iliskili patofizyolojik etkilerin coguna aracilik eder.
Senesent hiicreler ve makrofajlar arasindaki iliski ilgi c¢ekicidir: senesent hiicreler
makrofajlar1 toplar, onlar1 yaslanmaya tesvik edebilir veya polarizasyonlarini etkileyebilir.
Senesent hiicreler ve makrofajlar birden ¢ok fenotipik 6zelligi paylasir; her ikisi de yiiksek
salgilama durumuna, artan lizozom sayilarina veya iltihaplanmay1 aktive etme yetenegine
sahiptir. Senesent hiicreler yaslanma ve hastalik sirasinda birikir ve onlar1 61diirmek etkin
fayda saglar [27].

Hiicresel senesens, DNA hasar1 da dahil olmak {izere ¢esitli potansiyel olarak onkojenik
uyaranlar tarafindan indiiklenebilen, geri doniisiimsiiz bir hiicre dongiisii durmasi
durumudur. Bu nedenle, uzun zamandir senesensin homeostazin koruyucusu olarak hareket
ederek tlimorijenezi baskiladig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, son arastirmalar,
senesent hiicrelerin, yerel doku ortamini degistiren ve kronik iltthaplanma ve kansere katkida
bulunan bir dizi inflamatuvar sitokin, kemokin, biiylime faktorii ve matris yeniden

modelleme faktori salgiladigini ortaya koymustur [6].

Hiicresel senesens, hiicre dongiisiinden stabil ¢ikisa eslik eden bir stres tepkisidir. Klasik
olarak, ozellikle insan hiicrelerinde senesens, p53 ve p16/Rb yollarini igerir ve genellikle bu
timor baskilayici yollarin her ikisinin de yaslanmayi atlatmak icin iptal edilmesi gerekir.
Buna paralel olarak, senesensin bir dizi efektér mekanizmasi tanimlanmis ve karakterize
edilmistir. Bu ¢aligmalar, senesensin bu c¢oklu efektorlerin toplu bir fenotipi oldugunu ve
yogunluklarinin ve kombinasyonlarinin tetikleyicilere ve hiicre tiplerine bagl olarak farkl

olabilecegini ve senesense karmasik ve ¢esitli bir doga kazandirdigini 6ne stirmektedir [28].

2.1.3. Senesens hiicre morfolojisi

Hiicresel senesens, hiicrelerin metabolik olarak aktif kaldigi ve senesensle iliskili salgi
fenotipinin bir parcasi olarak bir dizi proinflamatuvar ve proteolitik faktor salgiladigi, esas
olarak geri dondiiriilemez bir proliferatif durma durumunu gerektirir. Farkli senesent hiicre
tiirleri vardir ve senesens, bircok DNA hasar sinyaline yanit olarak indiiklenebilir. Senesent
hiicreler, farkli fizyolojik ve patolojik islevlere sahip olduklar1 farkli doku ve organlarda
birikirler. Bu ¢esitlilige ragmen, tiim senesent hiicreler, kendilerini DNA hasar tepkisinin
stirekli aktivasyonuna bagli pozitif geri besleme dongiilerinden korurken, bdliinmeyen bir

durumda hayatta kalabilmelidir. Bu kapasite, ¢ekirdek hiicresel programlarda degisiklik



yapilmasini gerektirir [29]. Senesens durumuna, mitojenik uyaranlara yanit olarak hiicre
dongiistine yeniden girememe, gelismis bir salgi fenotipi ve hiicre 6liimiine kars1 direng eslik
eder. Senesens, doku yeniden sekillenmesi, yaralanma, kanser ve yaslanma gibi farkli
fizyolojik ve patolojik siire¢ler sirasinda birgok dokuda gergeklesir. Senesens, yaslanmanin
nedensel siireglerinden biri olmasina ve yaslanmaya bagli bozukluklardan sorumlu olmasina
ragmen, senesent hiicreler de olumlu bir rol oynayabilir. Embriyogenez ve doku yeniden
modellenmesinde, embriyonun diizgiin gelisimi ve doku onarimi i¢in senesent hiicreler
gereklidir. Kanserde senesens, tiimdrijenezi 6nlemek igin giiglii bir engel olarak ¢aligir [24].
Akut senesens indiiksiyonu, kansere karsi koruma saglar ve fibrozu sinirlar, ancak kronik

senesens indiiksiyonu yasa bagl bozukluklari tetikler [30].

Senesensin ayirt edici 6zellikleri; genomik istikrarsizlik, telomer yipranmasi, epigenetik
degisiklikler, proteostaz kaybi, engelli makrootofaji, diizensiz besin algilama, mitokondriyal
islev bozuklugu, hiicresel yaslanma, kok hiicre tilkkenmesi, degismis hiicreler arasi iletisim,
kronik iltihaplanma ve disbiyozdur. Bu ayirt edici 6zellikler birbirleriyle de baglantilidir
[31].

Hiicresel yaslanma, embriyogenez sirasinda ve normal yetiskin organizmalarda yararli bir
rol oynayan, homeostazin korunmasina katkida bulunan bir stres tepki mekanizmasidir.
Buna karsilik, kronik senesens aktivasyonu, yasa bagli bozukluklar, HIV ve kanser gelisimi
gibi diger olaylardan sorumlu olabilir. Hiicresel senesensin aktivasyonu, farkli nedenlerle
tetiklenebilir. Indiikleyiciden bagimsiz olarak, genellikle senesent hiicreler arasinda
paylasilan birkag fenotip vardir: hiicre boliinmesinin durmasi, anormal bir sekil, artan boyut,
artan sayida lizozom ve vakuol nedeniyle yiiksek graniilerlik, apoptoz direnci, kusurlu
metabolizma ve bazi kromatin degisiklikleri. Senesent hiicreler, kirilganlik, sarkopeni gibi
farkli hastaliklarin patogenezine ve kanser ve HIV enfeksiyonu gibi hizl1 yaglanma gdsteren
yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezine katkilar1 nedeniyle 6nemli bir arastirma alani

olusturmaktadir [32].

2.1.4. SASP

SASP, senesent hiicrelerin sitokinler, kemokinler, proteazlar, biiylime faktorleri ve biyoaktif
lipitleri iceren ¢esitli hiicre dis1 modiilatorleri ifade etme ve salgilama yetenegini tanimlar.

Senesens hiicre dongiisiiniin durdurulmasimi giiglendirir, potansiyel olarak tiimorijenik



hiicrelerin immiin aracili temizlenmesini uyarir, fibrozu sinirlar, yara iyilesmesini ve doku
rejenerasyonunu destekler. Ote yandan SASP, kronik enflamasyona aracilik edebilir ve
tiimor hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasini tesvik edebilir. SASP'nin regiilasyonu,
kromatinin yeniden modellenmesi, C/EBP ve NF-kB gibi spesifik transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu, mRNA translasyonunun kontrolii ve hiicre i¢i kacakegilik dahil

olmak tizere birgok seviyede gerceklesir [7].

Senesent hiicreler SASP araciligiyla mikrogevreyi modiile eden ¢ok sayida inflamatuvar ve
pro-fibrojenik faktor salgilar. Hiicresel SASP ve iligkili salgilanan faktorler, safra kanallarini
kaplayan safra epitel hiicrelerini hedef alan kolestatik hasar gibi karaciger hastaliklarinin

ilerlemesinde de rol oynamistir [32].
2.1.5. Kemoterapotiklerle indiiklenen senesens

Hiicresel senesens, hiicre ¢ogalmasini geri doniisiimsiiz olarak durdurarak kanseri baskilar
[33]. inflamatuvar molekiiller ve kemoterapétik ilaglar dahil olmak iizere ¢ok sayida stres
etkeni tarafindan tetiklenebilir [34]. Kanser hiicreleri, kemoterapotik ajanlara, radyoterapiye
ve molekiiler hedefli tedaviye yanit olarak yaglanmaya maruz kalir. Bu senesens sekli, terapi
kaynakli yaglanma olarak adlandirilir ve kanser tedavisinde arzu edilen bir hedefi temsil eder
[9]. Pek ¢ok genotoksik kemoterapi, spesifik olmayan bir sekilde ¢ogalan hiicreleri hedefler
[33]. Senesensin proliferatif olmayan bir terminal durumu temsil ettigi ve bu nedenle timor
olusumuna kars1 etkili bir bariyer oldugu diistiniilmektedir [35]. Ancak hiicresel senesens
dolayisiyla SASP'a maruz kaldiktan sonra, kanser hiicreleri hiicresel plastisiteye maruz kalir
ve bu da artan proliferasyon, go¢ ve epitelyal-mezenkimal gecis ile sonuglanir. SASP'in bu
pro-timorijenik  Ozellikleri  diizenledigi  molekiiler —mekanizmalar tam olarak
anlasilamamuistir [36]. Son arastirmalar, hiicresel senesensin oldukga heterojen ve dinamik
bir siire¢ oldugunu gostermistir. Bagisiklik sistemi tarafindan temizlenmenin yani sira,
senesent kanser hiicreleri uzun siire hayatta kalabilir ve yaslanma durumundan kurtulabilir.
Ozellikle, bu hiicreler, sonunda kanserin niiksetmesini kolaylastiran yiiksek agresiflik ile
yeniden kazanma potansiyeline sahiptir. Ayrica, senesent hiicrelerin SASP igerigi her zaman
ayni degildir, immiin baskilama ve bir protiimdr mikroortami olusturabilir. Bu zararli etkiler
gdz Oniine alindiginda, senesense neden olan kemoterapi ve ardindan senoterapi ortaya

cikmistir. Bu birlesik terapi, kalic1 senesent hiicrelerin gereksiz yan etkilerini hafifletebilir,
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senesens Oncesi tedavinin toksisitesini azaltabilir ve kanser hastalarmin hayatta kalma

sliresini uzatabilir ve kanser tedavisinde potansiyel bir gelecege sahiptir [9].

Senesent hiicrelerin izlenmesini ve ortadan kaldirilmasini amaglayan transgenik fare
kullanilan bir ¢alismada tedaviye bagli senesent hiicrelerin kalic1 oldugu, lokal ve sistemik
iltihaplanmaya katkida bulundugu anlasilmistir. Senesent hiicrelerin ortadan kaldirilmast,
ilaclarin kemik iligi baskilanmasi, kalp fonksiyon bozuklugu, kanser niiksii, fiziksel aktivite

ve gii¢ dahil olmak tizere bir¢ok kisa ve uzun vadeli etkisini azaltmistir [33].

Son zamanlarda, kemoterapoétik ilaca bagl hiicresel senesens, umut verici bir anti-kanser
yaklagimi olarak kabul edilmistir. Replikatif ve onkojen kaynakli senesensten hem benzer
hem de farkli 6zellikler gdsteren ilaca bagli senesens, kemoterapiye in vitro ve in vivo timor
yanitinin 6nemli bir belirleyicisi olarak kabul edilmistir. Bugiine kadar, kanser hiicrelerinde
senesensi tetikleyebilen etkili kemoterapétik ilaglar kesfedilmistir. Bu ilaglarin hedefleri,
senesens sinyal yollar, DNA replikasyon siireci, DNA hasar yollari, epigenetik
modifikasyonlar, mikrotiibiil polimerizasyonu, SASP ve benzeri dahil olmak iizere 6nemli
olgtide farklilik gosterir [37].

Sisplatinin terapotik siireg sirasinda yumurtalik hiicrelerinde senesense yol agabilecegini ve
senolitik ilaglarin hayvanlar sisplatin kaynakli yumurtalik hasarina kars1 koruyabilecegini
varsayan bir caligmada; sisplatinle tedavi edilen yumurtaliklarda senesent hiicreler
bulunmustur, senesens ile iliskili salg1 fenotipi belirlenmis ve metformin veya dasatinib ve
kersetin ile bagimsiz olarak veya kombinasyon halinde tedavi ederek yumurtalik islevinde

onemli iyilesme gozlemlenmistir [38].

Doksorubisin klinik doz uygulamasi kardiyovaskiiler toksisite ile sinirlanan giiclii bir
antrasiklin antikanser ilacidir. Hiicresel senesensin doksorubisin tarafindan ortaya ¢ikarilan
vaskiiler hasara katkida bulunup bulunamadig: arastirilmigtir. Insan umblikal ven endotel
hiicreleri (HUVEC) kiiltiirlerinde doksorubisin, senesens belirtegleri olarak kullanilan SA-
B-gal pozitif hiicrelerin sayisini ve YH2AX, p21 ve p53 seviyelerini artirmistir. Ayrica,
doksorubisin ile indiiklenen senesense, interlokin (IL)-1B salabilen dogustan gelen
bagisiklik sisteminin 6nemli bir iiyesi olan niikleotid baglayici alan benzeri reseptor protein
3 (NLRP3) iltihaplanmasinin aracilik ettigi belirlenmistir. Aslinda, IL-1p'nin kendisi,

Doksorubisinin hem NLRP3 aktivasyonu hem de hiicresel senesens iizerindeki uyarici
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etkisini taklit ederken, IL-1 reseptorlerinin farmakolojik blokaji, doksorubisinin senesens

yanlisi etkilerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir [34].

Antrasiklinler, kanser tedavisinin 6n saflarinda yaygin olarak kullanilan kemoterapotik
ilaglardir. Kardiyak hiicreler, antrasiklinlere maruz kaldiklarinda, 6ncelikle hiicre dongiisii
durmasi, organel disfonksiyonu ve SASP’a gecis ile karakterize edilen bir durum olan stres
kaynakl1 senesense maruz kalabilir. SASP, senesensi, senesent hiicrelerin birikmesine yol
acan hiicresel islev bozuklugunu ve hiicre dis1 matrisin yeniden sekillenmesini tesvik ederek
komsu hiicrelere yayilabilir. Bu nedenle, senesent kalp hiicrelerinin birikmesi, antrasiklin
kaynakli kardiyotoksisite ile iligkili ortaya ¢ikan patofizyolojik bir mekanizmadir. Bu
paradigma ayrica, antrasiklin kaynakli kardiyotoksisitenin (yani senolitik terapiler)
tedavisinde yaslanan hiicreleri temizlemeye yonelik terapdtik yaklagimlarin potansiyelini de

artirmaktadir [39].

Kanser ilerlemesi, timor hiicreleri ve cevreleyen stroma arasindaki ¢apraz etkilesim ile
desteklenir. Bu baglamda, timor mikrogevresindeki senesent hiicreler, proinflamatuvar bir
ortamin gelismesine ve kanser hiicreleri tarafindan agresif Ozelliklerin kazanilmasina
katkida bulunur. Antikanser tedaviler hem tiimér hem de kanserli olmayan hiicrelerde
hiicresel senesensi (tedavi kaynakli yaslanma, TIS) indiikleyerek tedavilerin bir¢ok zararl
yan etkisine katkida bulunur. Bu nedenle kemoterapinin prostat ve yumurtalik kanserinin
stromal kompartmani iizerindeki etkilerine odaklanilan bir ¢alismada; antikanser
kemoterapotiklerin, spesifik etki mekanizmalarina bakilmaksizin, stromal fibroblastlarda
SASP’1 tegvik ettigini, metabolik degisikliklere ve parakrin faktorlerin salgilanmasina yol
acarak hem prostat hem de yumurtalik kanseri hiicrelerinin istilact ve klonojenik

potansiyelini stirdiirdigii gosterilmistir [40].

flaca bagli gelisen senesens, kemoterapotik tedavinin bir sonucu olarak hem normal
hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde aktive olabilir, bu da SASP, ikincil yaslanma ve
kanserin ilerlemesi gibi bazi olumsuz yan etkilere yol agar. Senesent hiicrelerin hedeflenen
eliminasyonu, 0zellikle kinaz inhibitorii dasatinib ile birlikte tedavi edildiginde, 6rnegin
bitkiden tiiretilen dogal bilesik kersetin gibi senolitik aktiviteye sahip ilaglarla saglanabilir.
[10].
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2.2. Senoterapotikler

Hiicresel senesens, homeostazi saglayan bir stres yanit mekanizmasidir. Embriyonik gelisim
veya normal yetiskin yagami sirasindaki gegici aktivasyonu, faydali 6zelliklerle baglantilidir
[41]. Hiicresel senesens, yara onarimi ve embriyogenez de dahil olmak tizere doku yeniden
sekillenmesinde rolii olan bir siiregtir [42]. Ayrica senesens, kanserli hiicrelerin gogalmasini
onleyerek giiclii bir antitiimor mekanizmasidir [43]. Hiicrelerin Senesense girmesi, timor
olusumuna kars1 bir engel gorevi gorebilir ve bu nedenle prensipte herhangi bir antikanser

tedavisi i¢in arzu edilen bir sonucu olusturabilir [44].

Ayn1 zamanda senesens, viicudun fizyolojik islev bozuklugu olarak tanimlanir ve insan
hastaliklar1 i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Senesens siirecinde, radyasyona bagli DNA
hasar1, onkogenlerin aktivasyonu ve oksidatif stres gibi ¢esitli digsal ve i¢sel faktorlere yanit
olarak hiicresel yaslanma meydana gelir. Bu senesent hiicreler bircok dokuda birikir ve
apoptoza direng, senesensle iligkili salg1 fenotipi iiretimi, hiicresel diizlesme ve hiicresel
hipertrofi gibi ¢esitli fenotipler sergiler. Ayrica mikro ¢evrede anormal islev bozukluguna
neden olurlar ve komsu hiicrelere zarar verirler, sonunda diyabet, kanser ve nérodejeneratif
hastaliklar gibi ¢esitli kronik hastaliklarin gelisiminde zararl etkilere neden olurlar [45]. Son
on yilda yayinlanan arastirmalar, paradoksal olarak belirli kosullar ve baglamlarda, kalici
olarak senesent habis ve habis olmayan hiicrelerin pro-timérijenik 6zellikler
kazanabilecegini gostermistir [44]. Uzun siireli senesens kanser gelisimine ve yasa bagl
hastaliklara yol agabilir. Hiicresel senesens, hiicre dongiisiiniin durdurulmasini ve otokrin,
parakrin ve endokrin aktivitelerle inflamatuvar sitokinlerin salinmasini igerir. Bagisiklik ve
parankimal hiicrelerin senesense ugramasi, ¢esitli hastaliklarin ve metabolik bozukluklarin
gelisimine katkida bulunur. Senolitik ve senomorfik ilaglar, kok hiicre terapileri ve diger
miidahaleler dahil olmak iizere yaslanmay:r hedefleyen tedavilerin, cesitli hayvan
modellerinde yasam siiresini uzattigi ve doku hasarini azalttigr gosterilmistir. Ilk klinik
deneyler, senoterapotik yaklasimlarin  insan hastaliklarinda faydali olabilecegini
dogrulamaktadir [42]. Senesent hiicreler biriktiginde, kronik, sistemik ve diisiik dereceli bir
iltthaplanma indiiklenir. Buna karsilik, bu kronik bagisiklik sistemi aktivasyonu, senesent
hiicre klirensinin azalmasina neden olur ve bdylece iltihaplanmay1 besleyen bir kisir dongii
olusturur. Senesent hiicre birikimi yasa bagli cesitli patolojiler i¢cin nedensel bir faktori
temsil eder. Birkag senesens 6zelliginin hedeflenmesi, saglik siiresini ve muhtemelen yasam

sliresini iyilestirmek i¢in bir strateji olarak onerilmistir [11]. Senesent hiicrelerin, gogunlukla
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SASP'in parakrin aktivitelerinden dolayi, cesitli anatomik bolgelerde tiimor olusumunun
cesitli asamalarina yol agtigina dair artan kanitlar vardir [8]. Son calismalar, senesens ile
iliskili salg1 fenotip indiiksiyonunun, epitelyal-mezenkimal gecisin indiiklenmesi ve timor
vaskiilarizasyonunun tesvik edilmesi gibi patolojik siireclerde rol oynadigin1 ortaya
koymustur [22]. Hiicresel senesens, yaslanma ve yasa bagli hastalik baslangicinda énemli
bir rol oynar. Hiicresel stres, DNA hasari, telomer kisalmasi ve onkojen aktivasyonu dahil
olmak {izere ¢esitli uyaranlarla uyarilabilen olduk¢a dinamik ve ¢ok adimli bir siirectir.
Bununla birlikte, senesent hiicrelerin bir kism1 apoptoz direncine sahiptir ve kanserde niikse
neden olabilir [43]. Senesens, organizma yaslanmasimin bir pargasi olarak replikatif
yaglanmaya yanit olarak somatik hiicrelerde indiiklenmeye ek olarak, onkojen
hiperaktivasyonu veya tiimor baskilayici disfonksiyon tarafindan da zamanindan 6nce
tetiklenebilir. Sonu¢ olarak, senesent hiicreler deri, agiz mukozasi, nazofarenks, prostat,
bagirsak ve akcigerdeki prekanser6z lezyonlarin ana bilesenini olusturur. Ne yazik ki,
invaziv miidahaleler, su anda kanser ilerlemesi potansiyeli tasiyan premalign lezyonlari yok

etmek i¢in kullanilan tek mevcut yaklagimdir [46].

Sonug olarak, senesent hiicreler ve SASP, dogal veya sentetik bilesikler yoluyla ya senesent
hiicrelerin segici olarak o6ldiiriilmesi ya da se¢ici SASP blokaj1 yoluyla potansiyel terapotik
hedefler olarak goriiliir. Bu bilesikler, senolitikler ve senomorfikler olarak ikiye ayrilan
senoterapotikler adi verilen bir ailenin tyeleridir. Bunlarin bazilar1 halihazirda klinik
deneylerde olup, muhtemelen ateroskleroz, osteoartrit, osteoporoz, kanser, diyabet,
Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, hepatik
steatoz, kronik obstriiktif akciger hastaligi, idiyopatik pulmoner fibroz ve yasa bagli makula
dejenerasyonu gibi hastaliklar da dahil yasa bagli patolojilerin gelecekteki tedavisini temsil
etmektedir [11]. Senoterapétikler, kanseri etkili bir sekilde engelledigi kanitlanmis, yeni
gelistirilmis antikanser ajanlardir. Bunlar; miliusanlar, epigallocatechin gallate, phloretin,
silybin, resveratrol, genistein, sulforaphane, kersetin, allicin, fisetin, piperlongumine,
berberine, triptolide, tocotrienols ve kurkumin analoglaridir. Bazilar1 klinik Oncesi
deneylerle dogrulanmistir ve klinik i¢in muazzam bir potansiyele sahiptir [8]. Senolitik
olarak adlandirilan ila¢ sinifi, senesent hiicreleri secici olarak oldiiriir ve yok eder. Son
yillarda kersetin gibi dogal bilesiklerin senolitik ajanlar olarak etkili oldugu kesfedilmistir.
kersetin, giiclii antioksidan 6zelliklere ve proapoptotik etkilere sahip olan ve uzun yillardir
arastirilan bir fitokimyasaldir. Ek olarak, senolitik bir ajan olarak kullanim i¢in biiytik bir

potansiyele sahiptir. Senolitik ajan arastirmasmin preklinik ve erken faz klinik verilerine
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gore, Kersetin uygulamasinin kanser olusumunu 6nlemede veya hafifletmede etkili oldugu

gorilmektedir [43].

Kardiyometabolik bozukluklar, inflamatuvar durumlar, nérodejeneratif hastaliklar ve kanser
hayvan modellerinde yaslanan hiicreleri secici olarak hedefleyen (yani senolitikler) veya
senesensle iliskili salgi fenotipini (yani senomorfikler) baskilayan farmasétik yaklagimlar
kullanarak hiicre yaglanmasi yiikiiniin azaltilmasi biiyiik umut vaat etmektedir. Caligsmalar,
senolitiklerin veya senomorfiklerin insanlarda biriken senesent hiicrelerin sayisini1 azaltmada
etkili olduguna dair kanit saglasa da, bu tedavilerin kisa vadeli ve uzun vadeli yan etkileri

biiyiik dl¢lide bilinmemektedir [12].

Senoterapi bir antiaging stratejisidir. Senesent hiicrelerin senolitik ajanlar tarafindan segici
olarak 6ldiiriilmesi, senesent hiicreleri ortadan kaldiran bagisiklik hiicrelerinin aktivitesinin
giiclendirilmesi veya SASP’1n hafifletilmesi anlamina gelir. Yasla birlikte senesent hiicreler
biriktiginden ve yasa bagli bozukluklarin kokiinde oldugu diislintildiigiinden, senoterapi
saglik stiresinin iyilestirilmesinde ¢ok umut verici goriinmektedir. Transgenik farelerde
senesent hiicrelerin 6liimiinii se¢ici olarak indiiklemeye izin veren genetik yaklagimlar,
senesent hiicrelerin ortadan kaldirilmasinin yasa bagli bir¢cok hastaligin tedavisi igin
terapotik bir yaklasim olabilecegine dair kavram kanit1 saglamistir. Bu sonuglari insanlara
cevirmek, bu tiir yararh etkiler gosterebilen sentetik ve dogal bilesiklerin arastirilmasina
dayanmaktadir. Alandaki en biiyiik zorluk, insanlarda senoterapinin etkinligini, giivenligini
ve tolere edilebilirligini gostermektir. Soru, bu terapétiklerin bolinmeyen post-mitotik
hiicrelerin yaslanmasini nasil etkileyebilecegidir. Bagka bir konu, kanser yenilenmesinde
sona erebilecek senesent hiicre boliinmesinin yeniden baglamasi riski oldugundan, tedavi
sirasinda indiiklenen kanser hiicrelerinin yaslanmasiyla ilgilidir. Bu nedenle, etkili bir

senoterapdtik stratejinin gelistirilmesi de kanser tedavisinde acil bir konudur [47].

2.2.1. Senolitik ve senomorfikler

Senesent hiicreler yasam boyunca ortaya ¢ikabilir ve kalici olmalart halinde salgiladiklar
bir¢cok protein nedeniyle doku islevi {izerinde zararh etkileri olabilir. Buna paralel olarak,
senesent hiicreleri secici olarak temizleyen kiigiik molekiillii senolitik ilaglarin kesfi,
insanlarda ¢ok sayida hastalig1 ve yasa bagli durumu 6nlemek veya tedavi etmek i¢in umut

verici stratejilere yol agmustir [48].
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Senoterapoétikler, senesens siirecini geciktiren, 6nleyen veya tersine ¢eviren bir ilag ve dogal
iriin siifidir [49]. Senolitikler, senesent hiicreleri segici olarak ortadan kaldiran molekiiller
iken senomorfikler, spesifik SASP'a kars1 inflamatuvar yaniti modiile eder veya azaltir. Bu
iki tiir farmakolojik yaklasimi tanimlayan fizikokimyasal, yapisal ve farmakolojik 6zellikler
belirsizligini korudugu icin istenen senoterapdtik aktiviteyi sergilemesi muhtemel olan
molekiillerin fizikokimyasal, yapisal ve farmakolojik oOzelliklerine dayali olarak
tanimlanmas1 ve dogru secimi, etkili, se¢ici ve giivenli senoterapiler gelistirmek i¢in ¢ok
onemlidir [50]. Eski preklinik modeller, senesensi hedeflemenin saglik siiresini iyilestirmek
icin gii¢lii bir yaslanma karsit1 strateji oldugunu ortaya koymustur [51]. Senoterapéotikler,
yeni bir ila¢ sinifidir. 2015'ten bu yana, birkag¢ senolitik, tanimlamadan klinik deneye
geemistir. Klinik oncesi veriler, senolitiklerin ¢ok sayida organda hastaligi hafiflettigini,
fiziksel islevi ve dayanikliligi iyilestirdigini ve yaslilarda bile tiim 6liim nedenlerini
engelledigini gostermektedir [52]. Senesent hiicreler, DNA ve organellerde hasar
birikmesine ragmen Slmelerini 6nleyen senesent hiicre anti-apoptotik yolaklarini (SCAP'ler)
yukari regiile eder. Bu SCAP'ler ve senesent hiicrelerde degistirilen diger yollar, senesent
hiicrelerin secici hiicre 6liimiine neden olan, 6zellikle senolitikler olarak adlandirilan veya
yaglanma belirteglerini, 6zellikle senomorfikler olarak adlandirilan SASP't baskilayan

senoterapdtik ilaglarin gelistirilmesi i¢in terapotik hedefleri temsil eder [53].

Dasatinib, kersetin ve fisetin gibi senesent hiicrelerin apoptozunu indiikleyen molekiiller,
hayvan modellerinde fayda saglar ve yasam siiresini uzatir [54]. Senolitik bilesiklerin
kullanim1 da dahil olmak iizere senesent hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yonelik
yaklagimlar1 belirlemek i¢in biiyiik ¢abalar sarf edilmistir. Bugiline kadarki en yerlesik
senolitik tedavi, SRC kinaz ailesinin bir antagonisti olan dasatinib ve antioksidan kersetin
kombinasyonudur. Bu kombinasyon, deneysel hayvan modellerinde hiicre senesensini
azaltir ve kronik bozukluklari iyilestirir. Insanlarda sadece kiigiik ve kisa siireli caligmalar
yapilmis olmasina ragmen ciddi yan etkiler bildirilmemistir [55]. Dasatinib ve kersetinin
senolitik kombinasyonunun kullanildig: ilk insan deneyleri, diyabetik bobrek hastalarinin
adipoz dokusunda senesent hiicre yiikiiniin azaldigin1 ve idiyopatik pulmoner fibrozlu
hastalarda fiziksel fonksiyonun iyilestigini gostermistir. Flavonoid Fisetin ve BCL-XL
inhibitorleri dahil olmak iizere diger senolitiklerle yapilan klinik deneyler devam etmektedir.
Preklinik ve erken klinik ¢aligmalardan elde edilen bu sonuglar, senolitiklerin yasa bagl

islev bozuklugunu ve hastaliklar1 hafifletme potansiyelini gostermektedir [56].
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Senesensi hedefleyen terapdtikler, birgok dokuda ve hastalik durumunda metabolik islev
bozuklugunu tedavi etmek igin 6nemli bir umut vaat etmektedir [57]. Senoterapdtikler
tarafindan senesent hiicrelerin uzaklastirilmasi, hem klinik 6ncesi hem de klinikte temel
senesens stireglerinin etkilerini hafifletmede fayda gostermistir, bu da senesent hiicrelerin
farmakolojik bir hedefi temsil ettigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, senesent hiicre
poptilasyonlar1 bigim, islev, doku dagilimi1 bakimindan heterojendir ve hatta tiirler arasinda

farklilik gostermektedir [58].

2.3. Flotillinler

Lipid raft isaretleyici proteinler, flotillin-1 ve flotillin-2, ilk olarak akson rejenerasyonu
sirasinda akvaryum balig1 retina ganglion hiicrelerinde bulunmustur. O zamandan beri ¢esitli
hiicrelerde, 6zellikle hiicre zarlarinin i¢ yiizeyinde bulunmuslar ve yalnizca protein-protein
etkilesimleri i¢in bir platform saglamak iizere bir iskelet gérevi gormekle kalmiyor, ayni
zamanda sinyal iletimi, sinir rejenerasyonu, endositoz ve lenfosit aktivasyonu islevlerini de

yerine getiriyorlar [59].

2.3.1. Flotillin proteinlerinin fonksiyonlari

Hiicre zarlari, hiicrelerin ihtiya¢ duydugu islevleri yerine getirmek iizere tasarlanmis
muazzam bir lipit ve protein karmasikligi sergiler. Bu islevleri koordine etmek i¢in
membran, bilesenlerini yatay olarak ayirabilir. Bu yetenek, dinamik sivi-sivi karismazligina
dayanir ve membran alt boliimlendirmesinin 5 konseptinin temelini olusturur. Lipid raftlari,
sfingolipid, kolesterol ve proteinlerin dalgalanan nano Olcekli diizenekleridir; bir araya
gelerek stabilize edilebilen, membran sinyallemesi ve iletimde islev géren platformlar
olusturur [13]. Bu alanlarin, sinyallesme ve membran iletimi gibi gesitli hiicresel olaylar i¢in
platform gorevi gordiigii one siirtilmiistiir. Ancak bu mikroalanlardaki lipitlerin dagilimi ve

dinamikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [60].

Reggie/Flotillin proteinleri, lipit raftlarinin bilesenleri olarak kabul edilir ve genellikle lipit
mikro alanlari igin isaretleyici proteinler olarak kullanilir [61]. Reggie-1 ve reggie-2 olarak
da adlandirilan flotillin-2 ve flotillin-1, her yerde eksprese edilen ve yiiksek oranda korunan
proteinlerdir. Baglangicta noéronal rejenerasyon proteinleri olarak tanimlandilar, ancak

membran reseptdr sinyallemesi, endositoz, fagositoz ve hiicre yapigmast gibi ¢ok cesitli
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hiicresel islemlerde islev gordiikleri goriilmektedir. Flotilinler, raftlar olarak bilinen,
kolesterol ve sfingolipidle zenginlestirilmis membran mikro alanlariyla iliskilidir ve hatta
baz1 bulgular, onlarin kendi tiirde bir mikro alami tamimladiklarini 6ne stirmektedir.
Flotilinlerin membran birlesiminin mekanizmasi1 esas olarak agilasyona (miristilasyon
ve/veya palmitoilasyon) dayaniyor gibi goriinmektedir, flotilinleri membranlarin sitozolik
tarafinda lokalize ederken higbir transmembran alan1 mevcut degildir. Ayrica flotilinler
birbirleriyle homo ve hetero oligomerler olusturma yoniinde giiglii bir egilim gosterir [14].
Flotillin heterotetramerleri, plazma zarindaki kiimelenmeyi ve ¢esitli reseptorlerin
aktivitesini diizenleyen molekiiler yap1 iskeleleri olusturmak iizere biiyiik oligomerler

halinde bir araya gelebilir [17].

Mevcut hipotezler, hiicre duvar1 sentetik proteinleri de dahil olmak iizere membran
proteinlerinin komplekslerinin olusumu ig¢in flotillin proteinlerinin gerekli oldugunu ileri
stirmektedir [15]. Yapilan galismalar, insiilin sinyali, T hiicresi aktivasyonu, membran
iletimi, fagositoz ve epidermal biiyiime faktorii reseptor sinyali gibi cesitli hiicresel
stireclerde bir rolii oldugunu One siirmiistiir. Son bulgular ayrica flotillin-1'in hiicre

hareketliligi ve doniisiimii ile iliskili oldugunu da gostermektedir [16].

2.3.2. Flotillin proteinlerinin sekresyonla iliskisi

Flotillin-1 ve flotillin-2 her yerde eksprese edilen, hiicre sinyallemesi, endositoz ve protein
iletiminden gen ekspresyonuna kadar ¢ok ¢esitli hiicresel olaylarda rol oynayan membranla
iliskili proteinlerdir [62]. Flotillin-1 ve flotillin-2, hiicresel membranlarda kolesterol
agisindan zengin mikro alanlarda lokalize olan yiiksek oranda korunmus proteinlerdir [63].
Onkojenik sinyallemeye de katkida bulunurlar. Flotilinler, plazma membraninin ve
endomembranlarin sitozolik yaprak¢igina baglanir ve hetero-oligomerizasyon {lizerine,
membran-sitozol arayiiziinde ¢oklu protein komplekslerinin birlestirilmesini kolaylastiran
iskele gorevi goriir. Son zamanlarda flotillin-1'e 6zgii ek islevler kesfedildi. Flotilinlerin
membrana baglanmasi, S-palmitoilasyon ve N-miristilasyon, polipeptit zincirinin spesifik
bolgelerini i¢eren hidrofobik etkilesimler ve bir dereceye kadar bunlarin oligomerizasyonu
ile diizenlenir. Tiim bu faktorler, flotillinlere, raftlar adi verilen sfingolipid/kolesterol

agisindan zengin plazma membran alanlart ile birlesme yetenegi kazandirir [62].
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Flotilinler, cesitli insan kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesiyle yakindan iligkilidir.
Flotillin-1, meme kanserinde yiiksek diizeyde eksprese edilir ve flotillin-1'in yiiksek
ekspresyon seviyesi, daha kotii hasta profili ile onemli 6lgtide iligkilidir [63]. Birgok invaziv
karsinomda ve sarkomda flotilinler yukar1 regiile edilir ve bu, kotli prognoz ve metastaz
olusumu ile iligkilidir. Yukar1 regiile edildiginde, flotilinler plazma membraninin
invaginasyonunu tesvik eder ve flotilinlerin biriktigi ge¢ endozomal bolmedeki kargo
proteinlerinin hedeflenmesine izin veren bir endositik yolu indiikler. Bu ge¢ endozomlar
parcalayici degildir ve protein yiiklerinin geri doniislimiine ve salgilanmasina katilirlar. Bu
Yukar1 Diizenlenmis Flotillin Kaynakli Kagakeilik yolunun iletim, sinyalleme, yapisma ve
hiicre dis1 matris yeniden yapilanmasinda yer alan molekiilleri igerir, bdylece metastaz
olusumuna yol acan istilac1 bir hiicresel davranisin edinilmesini destekler. Bu nedenle,
plazma zarindan endozomal bolmeye kadar olan flotilinin varlig1 aktiviteyi etkiler ve hatta
anahtar protein kargolarmin iletimini ve kaderini degistirerek hastaliklarin ve bazi

tiimorlerin gelisimini destekler [17].

Yapilan ¢aligmalar, Flotillin-1'in ¢esitli kanser tiirlerinde asir1 ekspresyonunu bildirmistir
[64]. Flotillin-1, ¢esitli malign karsinomlarin ilerlemesinde ve gelismesinde 6nemli bir rol
oynar ve metastazi tesvik etmek icin cesitli kat1 tiimorlerin epitelyal-mezenkimal gecis
(EMT) siirecine dahil olur. Huang ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada; Flotillin-1'in mide
kanserinde yukar regiile edildigini ve Flotillin-1'in yiiksek ekspresyonunun daha kot
prognozla iligkili oldugunu bulunmustur. Mide kanseri hiicrelerinin gég ve istila yeteneginin,
Flotillin-1'in asir1 ekspresyonuyla arttigi ve Flotillin-1'in yikilmasinin ise mide kanseri
hiicrelerinin metastazin1 engelledigi anlagilmistir. Ayrica EMT siirecinin 6nemli bir
diizenleyicisidir ve EMT'y1 indiikleyerek mide kanseri hiicrelerinin metastazin1 destekler

[65].

2.4. Sitokin Sekresyonu

Sitokinlerin ve kemokinlerin hiicrelerden salgilanmasi, viicuttaki yaralanma ve enfeksiyona
kars1 temel bir tepkidir. Sitokinler viicudun hiicresel hasara veya istilaci patojenlere verdigi
tepkiyi degistirir ve ¢ok cesitli hiicre tipleri tarafindan salgilanir. Patojenik veya zararli
sinyallere yanit olarak sitokin salgilayan ilk hiicreler arasinda, gii¢lii bagisiklik ve fizyolojik
yanitlar1 baglatan epitelyal ve endotelyal hiicreler yer alir. Bu hiicreler dogustan gelen ¢esitli

bagisiklik hiicrelerine sinyal verir ve bunlar1 yaralanma veya enfeksiyon bolgelerine ¢eker.
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Epitel hiicreleri, uygun inflamatuvar veya adaptif immiin yanitlar1 olugturmak i¢in dogustan
gelen bagisiklik sistemiyle uyum iginde galigir. Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri 6nemli
bir dizi sitokin {iretir ve yaralanma veya enfeksiyona karsi bagisiklik tepkisini diizenler ve
bunlar arasinda makrofajlar/monositler, dendritik hiicreler (DC’ler), dogal oldiirticti
(NK’lar) hiicreler, mast hiicreleri, eozinofiller ve nétrofiller bulunur. Bu hiicreler toplu
olarak, 6nemli bir dizi viral, bakteriyel ve parazitik patojenin firsatci istilasini kontrol ederek
bagisiklikta 6nemli bir rolii yerine getirir ve Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) gibi kalip
tanima reseptorleri (PRR'ler) dahil olmak {iizere c¢esitli reseptorler dizisi araciligiyla
patojenleri veya iirlinlerini dogrudan taniyabilir. Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri,
sitotoksik medyatorlerin liretimi yoluyla patojenlerle dogrudan savasabilir ve birgok

durumda bu, patojenlerin fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiiriilmesiyle birlestirilir [66].

Epitelyal ve dogustan gelen bagisiklik hiicreleri, ¢ok sayida proinflamatuvar ve immiin
diizenleyici sitokin ve kemokin salgilayarak bagisiklik sisteminin geri kalanini uyarma veya
etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir. Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan
salinan en giiclii proinflamatuvar sitokinler ve kemokinlerden bazilari arasinda tiimér nekroz
faktorii (TNF), interlokin (IL)-6, IL-1B ve CCLS yer alir. Bu hiicrelerden sitokin
salgilanmasi, diger dogustan gelen bagisiklik hiicreleriyle capraz iletisim i¢in bir koprii
gorevi goriir ve edinsel bagisiklik sistemi ile inflamasyonun amplifikasyonunu ve iligkili
antikor tiretimi ve sitotoksik yanitlarla birlikte T hiicreleri ve B hiicrelerinin genislemesini
diizenler. Son zamanlarda, membran flizyonu ve ekzositozu igeren klasik sekresyon igin
Golgi kompleksinden membrana bagli organeller yoluyla sitokin salgilanmasinin farkl
adimlarina iliskin dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinden daha fazla bilgi ortaya ¢ikmustir.
Sitokinler ayrica klasik olmayan salgilarda molekiiler tasiyicilar gibi alternatif yollardan da

salinabilir [66].

Cesitli iletim yollar1 bireysel dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde sitokinler i¢in ¢oklu
salg1 yollar1 karakterize edilmistir. Bu farkli yollarin anahtar islevi, sitokinlerin doku mikro
ortamina hem uzaysal hem de zamansal olarak salinmasi iizerinde segici kontrol saglamak
ve dolayisiyla kontrollii ve uygun bir bagisiklik veya fizyolojik tepkinin gelistirilmesini

saglamaktir [66].

Yeni bulgular ¢cogu sitokinin klasik sekresyon yoluyla salindigin1 géstermistir. Bu salgilama

bi¢iminde, sitokinler, salgi keseciklerinde veya graniillerde depolanmak iizere Golgide
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paketlenebilir ve daha sonra yalnizca "dilizenlenmis ekzositoz" bigiminde reseptor aracili
salimim sirasinda salgilanabilir veya endozomlarin ve kiigiik salgi keseciklerinin "yapisal
ekzositoz" yoluyla geri doniistiiriilmesi yoluyla sentezlenmeleri iizerine hizla salinabilirler.
Yapici ekzositoz, niikleer DNA transkripsiyonu ve RNA translasyonunun reseptdr uyarimi
ile baglatilabilen veya baslatilamayan yeni sentezlenmis protein yiikiiniin trafigini igerir.
Salgi graniilii, hiicre tipine bagli olarak degisen miktarda bulunan, hiicre zarindaki
reseptorler tarafindan uyarildiginda salinmak iizere salgi proteinlerini tutan, zara bagli hiicre
i¢i bir organel olarak tanimlanir. Lenfositler, DC ve NK hiicreleri gibi hiicreler, fagozomlarla
veya hiicre zartyla kaynasma ve lizozomal enzimleri serbest birakma yetenegine sahip
salgilayic1 lizozomlar igerir. Eozinofillerdeki kristaloid graniiller ayni zamanda salgi
lizozomlarina da benzer olabilir, ¢linkii bunlarin lizozomal enzimler ve belirteclerin
ekspresyonu nedeniyle 6zellesmis primer lizozomlar oldugu diisiiniiliir. Baz1 durumlarda
sitokinlerin salinimi, yapisal ekzositoz yoluyla immiinolojik sinapslara veya fagositik
kaplara dogru polarize olur. Cogu sitokin, ER’de sentezlenmelerine ve paketlenmelerine izin
veren bir sinyal dizisine sahiptir ve daha sonra depolanmalari veya aninda salinmalari i¢in
hiicrelerdeki belirli bolgelere tasinmak tizere kiiciik, membrana bagl kesecikler araciligiyla
Golgi kompleksi boyunca yonlendirir. IL-1, IL-15, IL-18 ve makrofaj gogii onleyici faktor
(MIF) gibi diger bir¢ok sitokin, sinyal dizisine sahip degildir. Bu salg1 proteinleri, hiicreden
cikmak icin klasik ekzositotik yolu izlemezler ve farkli mekanizmalar tarafindan
salgilanirlar. Bunun aksine makrofajlar graniil icermez. Salgi organellerinin morfolojik ve
biyokimyasal analizine dayanan c¢aligmalar, makrofajlarin graniil proteinleri depolamayan,
bunun yerine iceriklerini siirekli olarak hiicre ylizeyine aktaran lizozomla ilgili organel
(LRO)'lara sahip oldugunu gdstermistir. Makrofajlar, bagisiklik tepkilerini baslatmak icin

bir dizi sitokinin salgilanmasini gegici olarak diizenler [66].

Maya hiicrelerinden memeli hiicrelerine kadar hemen hemen tiim salgi hiicrelerinde
vezikiiller yoluyla protein aligverisi, Ras ile iliskili guanosin trifosfataz (GTPazlar), Rab ve
Rho proteinleri, aktin mikrotiibiil motorlari, Lyst gibi lizozomal trafik molekiilleri ve SNAP
(¢cozlinlir NSF baglanma proteini) reseptorleri (SNARE'ler) olarak bilinen hiicre igi

membran reseptorleri ailesi de dahil olmak tizere bir dizi molekiiler aileye baglidir [66].

SNARE!'ler, bitisik zarlarin flizyonuna izin vermek igin birbirleriyle etkilesime giren hiicre
ici proteinlerdir ve sitokin ve graniillerin dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinden

salinmasina yonelik yolaklarin tanimlanmasinda en bilgilendirici protein grubu olduklari
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kanitlanmistir. SNARE hipotezi, donér membranindaki tek bir SNARE proteininin, hedef
membranlardaki iki ayn1 kokenli SNARE'ye baglanarak trans-SNARE kompleksi ad1 verilen
dort sarmalli bir kompleks olusturdugunu ileri siirer. "SNARE motifi" olarak adlandirilan
merkezi sarmal alan, SNARE ailesinin iiyeleri arasindaki SNARE-SNARE protein
etkilesimi icin baglanma bolgesi gorevi goriir. SNARE ailesi, SNARE motiflerindeki
merkezi fonksiyonel kalintinin arginin (R) veya glutamin (Q) olmasi temelinde R-
SNARE'lere (genellikle keseciklerde) ve Q-SNARE'lere (genellikle hedef membranda)
ayrilir [66].

Membran fiizyonu meydana geldiginde, R-SNARE'ler ve Q-SNARE'ler, vezikiil ve hedef
membranlarin birbirine yakin bir sekilde bir araya getirilmesine izin vermek i¢in birbirine
baglanir. Fiizyondan sonra trans-SNARE kompleksi hizla cis-SNARE kompleksine
ayristirtlir ve boylece bilesenlerin daha sonraki flizyon olaylar1 i¢in dongiiye devam
etmesine izin verilir. R-SNARE'lerin iiyeleri vezikiille iligkili membran proteinlerini
(VAMP'ler) igerirken, Q-SNARE'ler sozdizimleri ve SNAP-25 protein ailesiyle iligkilidir.
Sec/Munc ve Rab proteinleri de dahil olmak {izere diger bircok protein ailesi, SNARE
baglanmasin1 ve parcalanmasini diizenler. Ekzositozda, R-SNARE!'ler genellikle vezikiil
veya graniil membran ile iligkilidir, oysa bunlarin ayn1 kokenli Q-SNARE'leri genellikle
plazma membraninin i¢ yaprak¢igi lizerinde bulunur. Ekzositozda vezikiiler membranin
hedef plazma membramiyla flizyonu, hiicrenin vezikiiler ve graniiler iceriginin ¢ogunun

hiicre dis1 ortama salinmasinda temel bir rol oynar [66].

Epitel hiicreleri, TLR'lerin viral, bakteriyel ve fungal ligandlar tarafindan aktivasyonunu
takiben immiin yanitlarin Th1, Th2 veya T diizenleyici hiicreler lehine sekillendirilmesinde
derin bir etkiye sahiptir. Bu hiicreler, TNF ve IL-1p dahil olmak iizere dnemli miktarda
sitokin ve kemokin salgilar ve TNF, kolonik epitel hiicrelerinin lipit gdvdelerinde tespit
edilmistir. ~ Sitokinlerin epitelyal hiicrelerden taginmasinin mekanizmalar1 heniiz
anlasilamamistir, ancak bunun yapisal ekzositotik yollar1 kullanmasi muhtemeldir ve
epitelyal hiicrelerde polarize protein aligverisinin farkli SNARE kiimeleri gerektirdigi

gosterilmistir [66].

Ekzositoz, hiicre i¢i s1v1 dolu keseciklerin plazma zar1 ile kaynastigi, kesecik proteinlerini
ve lipitleri plazma zarina dahil ettigi ve kesecik igeriklerini hiicre dig1 ortama biraktigi

stirectir. Ekzositoz yapisal olarak meydana gelebilir veya sinir uclarindan noérotransmitter
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salinimi gibi siki bir sekilde diizenlenebilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, ekzositoz igin
gerekli olan ¢ok ¢esitli proteinlerin ve protein komplekslerinin tanimlanmasina tanik
olmustur ve plazma zarinda zenginlestirilmis lipit yiginlarinin, kolesteroliin ve sfingolipid
acisindan zengin mikro alanlarin, diizenlenmis ekzositoz yolaklarinda onemli bir rol
oynadigimi gostermektedir [67]. Lipid raftlar1 ¢gogu hiicre tipinin zarlarinda bulunan mikro
alanlardir. Kolesterol ve glikosfingolipidler agisindan zengin olan bu membran mikro
alanlari, belirli sinyal iletimi ve membran iletim yollarinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Lipid raftlarinin néroendokrin hiicrelerde ekzositotik yollar1 organize etme
olasiligin1 arastirmak igin yapilan g¢alismada, SNARE proteinlerinin lipit raftlar1 ile
etkilesiminin ekzositoz i¢in onemli oldugunu ve salgi mekanizmasinin yapisal ve mekansal
organizasyonuna imkan verebilecegini gostermektedir [68]. SNARE'lerin lipid raftlarla
iligkisi, bu proteinlerin plazma zarmin tanimlanmis bolgelerinde yogunlagmasini saglar.
Ayrica, kolesteroliin azalmasi diizenlenmis ekzositozu inhibe eder, bu da lipid raft
alanlarinin ekzositozun diizenlenmesinde anahtar bir rol oynadigini gosterir [67]. SNAP25
ve SNAP23, cesitli hiicre tiplerinde diizenlenmis ekzositoz icin gerekli olan plazma
membrant SNARE proteinleridir. Son zamanlarda yapilan birka¢ calisma, bu proteinlerin
kismen lipit raftlarinda, sfingolipidlerle zenginlestirilmis plazma zari alanlarinda ve
kolesterolde lokalize oldugunu gostermistir. Raftlarin SNARE fonksiyonunu ve ekzositozu
diizenledigine ve SNAP25/23"in sistein acisindan zengin merkezi bolgesini onemli bir

diizenleyici alan olarak tanimladigina dair kanit saglar [69].

Lipid sallar1 olduk¢a dinamiktir, deterjanlara dayaniklidir ve hem kolesterol hem de
glikosfingolipidlerle zenginlestirilmistir. Iki ana tipi vardir. Bunlar; flotilin agisindan zengin
diizlemsel lipit sallar1 ve kaveolin agisindan zengin kaveolalardir. Flotillin ve kaveolin
proteinlerinin, ilgili lipit mikro alanlari ic¢indeki sinyal iletim proteinlerini bdliimlere
ayirarak ve bunlarla etkilesime girerek hiicre iletisimini diizenledigi one siirtilmektedir.
Sonug olarak, membran sallar1 migrasyon, invazyon ve sinyallesme dahil hayati hiicresel
islevlerde 6nemli bir rol oynar; Bu nedenle, mikro ortamlarindaki degisiklikler, hiicresel

islevi ve davranisi etkileyen sinyal yollarini baslatabilir [70].

Sitokinler, karmasik aglar yoluyla bagisiklik ve inflamatuvar yanitlar1 denetleyen ve
diizenleyen kritik aracilardir ve bircok hastalik i¢in biyobelirte¢ olarak gorev yapar.

Sitokinlerin miktarinin belirlenmesi, hem klinik tipta hem de biyolojide 6nemli bir degere



23

sahiptir; ¢linkil seviyeleri fizyolojik ve patolojik siireclere iliskin bilgiler saglar ve tani ve

tedaviye yardimei olmak igin kullanilabilir [71].

Kanser hiicreleri, uygun bir tiimor mikro-¢evresi (TME) olusturmak icin ¢ogunlukla
sitokinler, kemokinler veya biiyiime faktorleri gibi ¢6ziiniir faktorler araciligiyla gevreleriyle
iletisim kurar. Farklilagmis ve progenitor hiicrelerin heterojen bir popiilasyonu olan TME,
tiimor gelisimi, bllylimesi, istilasi, metastazi ve tedavi direncinin diizenlenmesinde kritik bir
rol oynar. Bu baglamda, kanser hiicrelerinden gelen sitokinler ve TME hiicreleri birbirini
etkileyerek tiimor biiylimesini ve metastazi artirabilen veya baskilayabilen inflamatuvar bir
ortam ortaya ¢ikarir [18]. Timor bolgesindeki kemokinler ve sitokinler tarafindan
yonlendirilen kronik inflamasyonun, anti-timdr bagisikligini tesvik etmek yerine tiimoriin
ilerlemesini kolaylastirabilecegi yoniinde yeni bir paradigma yaygin olarak kabul
gormektedir. Tiimorler ve aktive edilmis stromal hiicreler, 16kositleri timore toplamak i¢in
vaskiiler endotelyumun uyarilmasi yoluyla dogrudan veya dolayli olarak etki eden
proinflamatuvar kemokinler ve sitokinler salgilar. Aktivasyondan sonra, timérle iligkili bu
16kositler, anjiyogenik faktorleri, mitojenleri, proteolitik enzimleri ve kemotaktik faktorleri
serbest birakir, daha fazla inflamatuvar hiicre toplar ve tlimor biiylimesini siirdiirmek ve
timoOr metastazin1 kolaylastirmak i¢in anjiyogenezi uyarir. Sitokinler, kemokinler ve diger
inflamatuvar medyatorler gibi hedefleri tek basina veya daha gergekgi bir sekilde anti-
anjiyogenik veya sitotoksik ajanlar gibi diger tedavilerle kombinasyon halinde inhibe ederek
bu dongiiyii kirmak, malignitelerin tedavisi i¢in oldukga etkili terapdtik rejimler saglayabilir
[72].

Kanser tedavisi i¢in inflamatuvar mikro ortamin modiile edilmesi s6z konusu oldugunda,
inflamatuvar sitokinler en etkili hedeflerdir [73]. Tiimor hiicreleri ve timdr mikro ortami
tarafindan salgilanan proinflamatuvar sitokinler, anjiyogenezi ve metastazi indiikler ve
timor biiylimesini tesvik eder [74]. Sitokinler, hiicreler arasi iletisimde araci olarak gorev
yapan, hiicreler tarafindan iiretilen proteinlerdir [75]. Sitokinler, bagisiklik tepkilerinin
baslatilmasinda, siirdiiriilmesinde ve ¢dzlilmesinde 6nemli rol oynayan salgilanan sinyal
proteinleridir [76]. Sitokinler, gesitli uyaranlara yanit olarak salgilanan ve insan fizyolojisi
ve hastaliginin bir¢ok yoniinii diizenlemek icin yerel olarak hareket eden giiglii immiin

diizenleyici proteinlerin bir sinifidir [77].
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Son zamanlardaki bir¢ok rapor, tlimorlerdeki kontrolsiiz sitokin ekspresyonunun, timdor
biiylimesine, timdr ilerlemesine ve immiin baskilamaya, konakgr anti-timdr tepkisinde
olagan islevlerini asan aktivitelere katkida bulundugunu gostermektedir. Ayrica kanser
duyarliligi ve siddetinin sitokin genlerindeki fonksiyonel polimorfizmlerle iliskili oldugu
goriilmektedir [75]. Sitokinler kanserin baglatilmasinda, ilerlemesinde ve ortadan
kaldirilmasinda 6nemli roller oynar ve bu nedenle rekombinant sitokinlerin kanseri tedavi
etmek i¢in kullanimiyla iligkili uzun bir klinik ge¢mis vardir [77]. Ancak terapdtik dozlarin
yiiksek toksisitesi ve kemoterapiyle kombinasyon halinde bile diisiik etkinligi nedeniyle bu
strateji genellikle kabul edilmez. Ote yandan, sitokin genleriyle modifiye edilmis hiicrelerin
kullanildig1 kanser gen terapisi yaklagimlari, umut verici yeni bir yaklagimi temsil ediyor
gibi gorinmektedir. Son on yilda, sitokin geniyle modifiye edilmis hiicrelere dayali farkli
tedavileri degerlendiren ¢ok sayida Faz 1 ve II klinik calisma yiiriitiilmiistiir. Ilk
caligmalarda, gesitli stratejilerin klinik sonuglari iyilestirdigi ve giiclii antitimor immiin
tepkilerini tetikledigi gosterilmistir. Son zamanlarda, belirli kanser immiinojen tedavi
stratejilerinin etkinligini nihai olarak belirlemek amaciyla birkag prospektif, randomize, Faz

IIT klinik ¢alisma baslatilmistir [78].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Flotillin-1 (D2V7J) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology)
Flotillin-2 (C42A3) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology)
Anti-rabbit Antikoru (Pierce 3135)

DMEM (1X) (Gibco)

Human IL-6 ELISA Kit (Invitrogen)

BSA (Gibco)

PBS (Gibco)

Penisilin/Streptomisin Antibiyotik (Capricorn Scientific)
FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco)

DAPI (Invitrogen)

Akrilamid/Bisakrilamid (Invitrogen)

TEMED (Invitrogen)

APS (Santa Cruz Biotechnology)

Protein Miktar Tayini Kiti (Thermo Scientific)

Siit tozu (Serva)

Tween 20 (Amresco)

SDS (Merck)

Tris Baz (Santa Cruz Biotechnology)

NaCl (Merck)

Biitanol (Merck)

Siikroz (Merck)

Bromofenol mavisi (Merck)

B-merkaptoetanol (Sigma)

Glisin (Multicell)

Metanol (Isolab)

Doksorubisin hidroklorid (Tocris, 2252)

FLOT-1 siRNA (Thermo)

FLOT-2 siRNA (Thermo)

Hedeflenmemis SiRNA (Thermo)

ECL goriintiileme ¢6zeltisi (Advansta, K-12045-D50)
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Transfer membran filtresi PVDF 0.45 pm Immobilon-P (Merck, IPVH00010)
Alfa tubulin antikoru (Santa Cruz, sc-25778)

3.2. Kullanilan Aletler

Isitic1 ve Karistirici (Falc)

Vorteks (Daihan Scientific)

Hassas terazi (Shimadzu)

Santrifiij (Niive NFSOOR)

Su banyosu (Niive BM 402)

Laminar akimli sinif II kabin (Sanyo),

CO2’li Inkiibator (Sanyo)

Holografik Goriintiileme Sistemi (HoloMonitor M4)
Plaka okuyucu (SpectraMax i3x)

Faz Kontrast-Floresan Mikroskop (Leica)
Gorlintiileme Cihazi (Azure Biosystems) western
Inkiibator ve shaker (JSR)

Gii¢ kaynagi (Bio-Rad)

Mini spin (Scilogex)

pH metre (XS Instruments)

Western Tank1 (Bio Rad)

Western Tanki (Invitrogen)

Kemilliiminesan goriintiileme sistemi (SynGene)
Mikropipet seti (Brand Transferpette)
Mikroskop Kamerasi (Leica DFC 420C)
Sonikatorlit Homojenizator (SONICS)

3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre Kkiiltiirii ve senesensin indiiksiyonu

Senesens gelisimini ve sekretuvar aktivitesini degerlendirecegimiz deneylerde HelLa (insan
serviks kanser hiicre dizisi, Sap enstitiisiinden temin edildi) hiicreleri kullanildi. Hiicreler

%10 serum, %1 penisilin-streptomisin igeren DMEM’li besiyerinde hiicre kiiltiirii
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flasklarina ekildi. Hiicreler, 37°C’de %5 COx igeren inkiibatorde tutunduklari alan1 %70-80
oraninda kaplayincaya kadar iki giinde bir besiyeri degisimi yapilarak ¢ogaltildi ve daha
sonra pasajlandi. Pasajlama islemi sirasinda, laminar akimli kabin altinda %70-80
konfluensiye ulasmis hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 37°C sicakliktaki izotonik fosfat
tamponu (PBS) ile bir kez yikandi. Daha sonra 37°C sicakliktaki %0,05°lik Tripsin-EDTA
soliisyonu ilave edildi ve 2 dk inkiibe edildi. Hiicrelerin zeminden ayrildig1 mikroskop ile
dogrulandiktan sonra 7-8 ml besiyeri ilave edildi ve flask igerigi steril falkona aktarildi. 10
dk 400 x g 25°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant atildi. Pellet pasajlama i¢in
gereken hacimde besiyeri ile resiispande edildi ve deney planina uygun olarak kiiltiir

flasklarina boliindd.

Senesensi indiiklemek i¢in; kiiltlir flasklara ekilen hiicrelere 72 saat boyunca 300 nM
doksorubisin uygulanarak senesens indiiksiyonu gergeklestirildi [79]. ilag inkiibasyonundan

sonra senesens olusumu SA-f3 Gal boyamasi ile dogrulandi [80].

3.3.2. Flotillin-1 ve Flotillin-2 knockdown

HeLa hiicrelerinde flotillin-1 ve flotillin-2 proteinlerine 6zgii siRNA’lar uygulanarak ilgili
proteinlerin ekspresyonlar1 baskilandi. Hiicreler antibiyotik i¢cermeyen besiyerinde flask
ylzeyini %60-80 kaplayincaya kadar inkiibatorde bekletildi. Daha sonra hiicreler uygun
transfeksiyon ¢ozeltisi (lipofektamin 3000) ile karigtirilan —SIRNA ve +siRNA (flotillin-1 ve
flotillin-2) (final konsantrasyonu 30 pmol) ile 24 saat boyunca inkiibe edildi. Knockdown
isleminin dogrulanmasi i¢in bu hiicrelerde ilgili protein ekspresyonlar1 western blotlama ile

degerlendirildi.

3.3.3. Western-blot yontemi

Knockdown islemlerinin dogrulanmasi amaciyla flotillin-1 ve flotillin-2 protein
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi i¢in western blotlama teknigi kullanildi. Yontemde
yiikleme kontrolii olarak tubulin proteini kullanildi. Tlgili proteinlerin antikor diliisyonlart
kullanim kilavuzlarindaki oranlar dikkate alinarak kendi deneysel kosullarimizda optimize
edilerek secildi. Knockdown inkiibasyonlar1 sonrasinda hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve
hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikandi. Hiicreler sogukta PBS icerisinde kazinarak tiiplere
alindi ve tipler 10 dk 4100 rpm +4°C’de santrifiij edildi. Hiicreler, ultrasonik
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homojenizatorde homojenizasyon tamponu ile homojenize edildikten sonra 10400 rpm’de
(~10000 x g) 10dk +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlar (hiicre lizatlar1)
ependorflara boliinlip bisinkoninik asit yontemi ile protein miktar tayininde kullanildi.
Protein miktar tayini i¢in kullanilan kitin albumin standartlar1 2mg-1mg-0,5mg-0,25mg-
0,125mg olarak seyreltildi. 96’lik plate’e standartlar ve 6rneklerimiz 4’er pl yiiklendi. Herbir
cukura Reagent A+ Reagent B (50:1 oraninda) karistirilarak elde edilen ¢ozelti herbir gukura
150°er pl eklendi. Daha sonra yarim saat shaker 6zellikli inkiibatérde inkiibe edildi.
SpectraMax ABS Plus cihazinda SoftMax Pro 7.1.2 programi ile 562 nm’deki absorbans
degerleri 6l¢iildii. Boylelikle kitin i¢indeki konsantrasyon degerleri bilinen standartlara gore
orneklerin konsantrasyonlart hesaplandi. Protein miktar tayini yapilan hiicre lizatlar1 4:1
oraninda Laemmli ¢6zeltisi ile karistirildi, 100°C’de 5dk kaynatildi, sonra buz iizerine alind.
Ornekler hesaplanan miktarlarda SDS-poliakrilamid jellere yiiklendi ve 2 saat 120 v’da
elektroforez islemine tabii tutuldu. Daha sonra jeldeki proteinler 16 saat boyunca 120 mA’de
+4°C’de PVDF membrana transfer edildi. Transfer islemi sonrasinda membran %5°liK st
tozu ¢ozeltisi ile oda sicakliginda ¢alkalayici tizerinde 1 saat bloklandi. 3 kez 5’er dakika
TBS-T ¢ozeltisiyle yikandi. Daha sonra membran 16 saat ilgili proteinlerin primer
antikorlari (flotillin-1, flotillin-2, alfa tiibiilin) 1:1000 oraninda %3 liikk BSA’da seyreltilerek
oda sicakliginda calkalayici tizerinde 2 saat boyunca muamele edildi ve 3 kez 5’er dakika
TBS-T ¢ozeltisiyle yikandi. HRP-konjuge ikincil antikorlar (anti-rabbit) 1:2000 oraninda
%3’ liik BSA’da seyreltilerek 2 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon islemlerinden sonra
membranlar  kemiliiminesans Ozellikteki  ¢ozeltiyle (ECL) muamele edildi ve
kemiliiminesans goriintiileme cihaz1 kullanilarak western blot sonuglar1 elde edildi. Bant

dansiteleri image j programi araciligiyla hesaplandi.
3.3.4. SA-B-Gal boyamasi

Hiicresel senesensin en yaygin kullanilan belirteci Senesens-iliskili beta galaktozidaz
boyamasidir. Hiicresel senesensin dogrulanmasi igin kullanilacak olan bu deneyler
“Senescence B-galactosidase staining kit” kullanim talimatlarina gore gergeklestirildi. Hiicre
kiiltiirti flasklarmin yiizeyini %40-50 kaplayan hiicrelere doksorubisin ve / veya lipit raft
deplesyonu uygulandi ve 72 saat sonra hiicrelerin morfolojileri incelenerek SA-beta gal
boyamasina ge¢ildi. Bunun igin 6ncelikle besiyeri uzaklastirilan hiicreler 37°C sicakliktaki
PBS ile bir kez yikand1 ve tizerine kit i¢inde bulunan Fiksasyon Soliisyonu ilave edildi.

Hiicreler, 10-15 dakika oda sicakliginda fikse olduktan sonra iki kez 37°C sicakliktaki PBS
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ile yikandi. Daha sonra kit igerisindeki f-Galaktozidaz Boyama Soliisyonu (pH=6.0) ilave
edildi ve 37°C’lik CO2 igermeyen kuru inkiibatérde yaklasik 16 saat (gece boyunca)
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin B-Galaktozidaz Boyama Soliisyonu uzaklastirilmadan
hiicrelerde mavi renk olusumu 151k mikroskobu altinda incelendi ve hiicrelerin hem 11k
mikroskobu hem de faz kontrast goriintiileri kamera yardimiyla kaydedildi. SA-B-gal pozitif
hiicre (Mavi renk ile boyanmis hiicre) sayisi toplam hiicre sayisina oranlanarak “% SA-f-

gal pozitif hiicre sayis1” hesaplandi.
3.3.5. SASP’1n eldesi

Yirmi dort saatlik Flotillin-1 ve Flotillin-2 siRNA uygulamalar1 sonrasinda 72 saatlik 300
nM doksorubisin uygulamasi gergeklestirildi. Daha sonra hiicreler iki kez 37°C sicakliktaki
PBS ile yikandi ve hiicrelerin besiyeri serum icermeyen besiyeri ile degistirildi. 48 saat
serumsuz besiyerinde bekleyen hiicrelerin lizerindeki serumsuz besiyeri toplandi (SASP) ve
tiipler 10 dk 800 x g’de +4°C’de santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant 0.22 um’lik steril
filtrelerden gegirildi ve boylece SASP elde edildi [79]. Ayrica sekretomu toplanan hiicreler
tripsinize edilerek hiicre kiiltlir flasklarindan toplandi ve hiicre sayim cihazi kullanilarak
hiicre sayilar1 belirlendi. Boylece sekretomlarin kag¢ hiicreden sekrete edildigi belirlendi.
Sekretom calismasinda kontrol gruplariyla (senesent olmayan hiicreler) karsilastirmali bir
analiz yapilacagindan, esit hiicre sayisindan sekrete edilen sekretom elde edilmelidir. Bu
amacla, cok sayida hiicre iceren gruplardan toplanan sekretom serumsuz besiyeri
kullanilarak hiicre sayisina gore normalize edildi. SASP gelisimi IL-6 olgiimii ile
degerlendirildi [81].

3.3.6. Sekretomda IL-6 ol¢iimii

Hiicre sayisina gore normalize edilmis sekretomlarda IL-6 6lgiimii igin insan IL-6 elisa Kiti
kullanildi. -20 °C’de buzdolabindan ¢ikardigimiz sekretomlarin oda sicakliginda erimesi
beklenildi. Kit igerisindeki 96°lik plakadaki ¢ukurlara 70 pl hiicre sekretomu eklendi. Daha
sonra 35 pl biotin konjugat soliisyonu eklendi. Calkalayici lizerinde 2 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Plakanin i¢indeki sivi tamamen bosaltildiktan sonra 4 kez kit icerisindeki
yikama soliisyonu ile yikandi. Herbir ¢ukura 100 pl Streptavidin-HRP karisimi eklendi.
Calkalayic1 iizerinde 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Cukurlarin igindeki sivi

uzaklastirildiktan sonra yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi. Daha sonra herbir ¢ukura 100
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ul TMB substrati eklendi ve mavi renk olustu. 30 dk karanlikta inkiibe edildi. Herbir cukura
100 pl reaksiyon durdurucu soliisyon eklendi ve mavi renk sar1 renge doniistii. Daha sonra

450 nm’deki absorbans degerleri SpectraMax 13x cihazinda 6l¢iildii.

3.3.7. Faz kontrast mikroskobisi

Leica DMI8 mikroskobu ve Leica Application Suite X 3.7.2.22383 progranmu kullanilarak
ilag uygulanan senesent kanser hiicrelerinde ve kontrol gruplarinda meydana gelen

morfolojik degisiklikler incelendi ve fotograflandi.

3.3.8. Holografik mikroskopi

Doksorubisin ile indiiklenen senesent hiicre morfolojisinde lipit raft deplesyonunun (lipit
raft proteinlerinin knockdown 'u ile) olasi etkilerinin hiicre alani, hiicre hacmi, hiicre kalinlig
gibi cesitli morfolojik parametreler yoniinden degerlendirilmistir. Bu morfolojik
parametreler holografik mikroskop ile 3D olarak degerlendirilmistir. HeLa hiicrelerinde,
senesent hiicre morfolojisi ve bu morfoloji iizerinde lipit raft deplesyonunun olasi faz
kontrast mikroskobu ve holografik mikroskop ile degerlendirildi. Lipit raft deplesyonu
sorasinda 72 saatlik 300 nM doksorubisin inkiibasyonu sonrasinda tiim gruplarin faz kontrast
ve holografik goriintiileri ¢ekilmistir. Holografik mikroskop (HOLOMONITOR M4)
kullanilarak elde edilen {i¢ boyutlu goriintiilerden cihazin yazilimi kullanilarak; hiicre alani,
hiicre hacmi, maksimum hiicre kalinlig1 ve ortalama hiicre kalinlig1 olmak tizere 4 parametre

incelenmistir.

3.4. istatistiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizler ¢oklu karsilastirmalar oldugu i¢in analizlerin tamaminda tek-
yoOnlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Tukey kullanildi. 0,05 ten kiigiik p

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Flotillin-1, Flotillin-2 proteinlerine 6zgii siRNA’lar kullanilarak bu proteinlerin
knockdown’u gergeklestirilmistir. Sonrasinda bu hiicrelere daha 6nce senesensi indiikledigi
bilinen 300nM doksorubisin uygulanmistir [79]. Béylece HeLa hiicresinde doksorubisin ile
senesent indiiksiyonu gergeklestirilmistir ve lipit raft deplesyonunun (lipit raft proteinlerinin
knockdown’u ile) senesens gelisimini etkileyip etkilemedigi SA-B-Gal boyamasi ile

degerlendirilmistir [80].

Verilerimiz doksorubisin ile HeLa hiicrelerinde SA-B-Gal pozitif hiicre sayisinin istatistiksel
olarak anlaml diizeyde arttigin1 gostermektedir (Resim 4.1-Sekil 4.1). Buna ek olarak lipit
raft deplesyonu (lipit raft proteinlerinin knockdown’u ile) doksorubisin ile artan SA-B-Gal
pozitif hiicre sayisini1 degistirmemistir. Bu verilerimiz senesens olusumunda lipit raftlarinin

bir roliiniin olmadigin1 géstermektedir (Resim 4.1-Sekil 4.1).

Resim 4.1. HeLa hiicrelerinde doksorubisin ile indiiklenen senesens gelisiminde lipid raft
deplesyonunun olasi etkisinin degerlendirildigi SA-B-Gal boyamasi goriintiileri.
K: kontrol, D: 300 nM Doksorubisin, Flot-1: Flotillin-1, Flot-2: Flotillin-2.
Skala:80 pum.
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Sekil 4.1. % SA-B-Gal pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel analizi. HeLa hiicrelerinde
doksorubisin ile indiiklenen senesens gelisiminde lipit raft deplesyonunun olasi
etkisinin degerlendirildigi % SA-B-Gal pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel
analizi. *:kontrol grubundan anlamli farkliligi, ifade etmektedir (one-way
ANOVA, Tukey, p<0,05, n=4). K: Kontrol, D: 300 nM Doksorubisin. F-1:
Flotillin-1, F-2: Flotillin-2.

Diger bir ¢alismada ise doksorubisin ile indiiklenen senesent hiicre morfolojisinde lipit raft
deplesyonunun (lipit raft proteinlerinin knockdown’u ile) olasi etkilerinin hiicre alani, hiicre
hacmi, hiicre kalinlig1 gibi ¢esitli morfolojik parametreler yoniinden degerlendirilmistir. Bu
morfolojik parametreler hem faz kontrast mikroskopi ile 2D (Resim 4.2), hem de holografik
mikroskop ile 3D (Resim 4.3, Sekil 4.2) olarak degerlendirilmistir. HeLa hiicrelerinde,
senesent hiicre morfolojisi ve bu morfoloji iizerinde lipit raft deplesyonunun olasi faz
kontrast mikroskobu ve holografik mikroskop ile degerlendirildi. Lipit raft deplesyonu
sonrasinda 72 saatlik 300 nM doksorubisin inkiibasyonu sonrasinda tiim gruplarin faz
kontrast ve holografik goriintiileri ¢ekilmistir (Resim 4.2-4.3). Holografik mikroskop
(HOLOMONITOR M4) kullanilarak elde edilen ii¢ boyutlu goriintiilerden cithazin yazilimi
kullanilarak; hiicre alani, hiicre hacmi, maksimum hiicre kalinlig1 ve ortalama hiicre kalinligi
olmak {lizere 4 parametre incelenmistir. Verilerimiz HeLa hiicrelerinde doksorubisin ile
indiiklenen artmis senesent hiicre alani ve hiicre hacminin biitlin lipit raft proteinlerinin
deplesyonu ile de azaldigin1 gostermektedir. Ayrica doksorubisin ile indiiklenen senesent
hiicrelerde ortalama kalinligin ve maksimum kalinligin arttigt ve bu artisin lipit raft

proteinlerinin deplesyonu ile degismedigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Resim 4.2. HeLa hiicrelerinde doksorubisin ve/veya lipit deplesyonu sonrasi faz kontrast
mikroskobu goriintiileri. K: kontrol, D: 300 nM Doksorubisin. Flot-1: Flotillin-
1, Flot-2: Flotillin-2. Skala:50 pm.

—

- F-1 siRNA F-2 siRNA

Resim 4.3. HeLa hiicrelerinde doksorubisin ve/veya lipit deplesyonu sonrasi holografik
gorintiiler. K: kontrol, D: 300 nM Doksorubisin. F-1: Flotillin-1, F-2: Flotillin-
2.
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Sekil 4.2. HeLa hiicrelerinde holografik goriintiilerden elde edilen morfolojik parametrelerin
istatistiksel analizi. *: kontrol grubundan anlamli farklihigi, #: dokdorubisin
grubundan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05,
n=4). K: Kontrol, D: 300 nM Doksorubisin. F-1: Flotillin-1, F-2: Flotillin-2.

Lipit raft deplesyonunun dogrulanmasi i¢in ilgili proteinlerin ekspresyonlar1 western
blotlama ile dogrulanmistir. Kaveolar-olmayan lipit raftlarina 6zgii olan Flotillin-1, Flotillin-
2 proteinlerine 6zgii siRNA’lar 30 pmol olarak HeLa hiicresine uygulanmig ve deney
sonrasinda hiicreler homojenize edilerek western blotlama teknigi kullanilmastir.
Calismamizda es zamanli olarak hedeflenmemis (non-target) siRNA kullanilmis ve bu grup
negatif kontrol grubu olarak verilerimizde yer almaktadir. Her bir proteinin deneysel

kosullarimizda knockdown oldugu gériilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. HeLa hiicre hattinda siRNA uygulamalarinin western blot yontemi ile
dogrulanmasi. A. Western blot bantlari. B. Istatistiksel Analiz. *: kontrol
grubundan anlamli farklilhig: ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey,
p<0,05, n=3). K: Kontrol, D: 300 nM Doksorubisin. Flot-1: Flotillin-1, Flot-2:
Flotillin-2.

HeLa hiicrelerinde yapilan IL-6 Ol¢lim sonuclari lipit raft proteinlerinin (Flotillin-1,
Flotillin-2) deplesyonunun senesent hiicrelerden sekrete edilen IL-6 diizeylerini istatistiksel

olarak anlamli diizeyde artirdigini gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Hela hiicrelerinden elde edilen sekretomlardaki IL-6 diizeylerinin istatistiksel
analizi. *: kontrol grubu #: dokdorubisin grubundan anlamli farklilig: ifade
etmektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=4). K: Kontrol, D: 300 nM
Doksorubisin. F-1: Flotillin-1, F-2: Flotillin-2.
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5. TARTISMA

Hiicresel senesens, kalic1 bir hiicre dongiisii durmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve SASP olarak
adlandirilan biyoaktif bir sekretomun iiretimi gibi derin fenotipik degisiklikleri tetikleyen
bir stres tepkisidir. Akut senesens indiiksiyonu kansere karsi koruma saglar ve fibrozisi
siirlar, ancak kalic1 olarak senesent hala gelmis hiicreler yasa bagli bozukluklara neden
olur. Bu nedenle, senesensi geciktirmek ve islev bozukluklarin1 sinirlamak i¢in senesent
hiicreleri hedef alan ve "senoterapi" olarak bilinen uygulama 6nem kazanmaktadir [30].
Senoterapotikler, senesens siirecini geciktiren, dnleyen veya tersine ¢eviren senolitikler ile
SASP’1 inhibe eden senomorfiklerden olusur [49]. Senesent hiicrelerin timor tesvik edici ve
kemotoksisite tesvik edici fonksiyonlarinin ¢ogunlugunun SASP ile nedensel olarak iligkili
goriindliigi goz Oniine alindiginda, senomorfik SASP inhibitorleri, senolitiklere etkili
alternatifler olarak kullanilabilir, boylece 6zellikle kanser hiicresi senesensi baglaminda
SASP'a bagimli pro-immiinojenik fonksiyonlarin azalmasimi saglayabilir. Ancak SASP
inhibitorleri uzun siireli uygulama gerektirebilir ¢linkii etkilerinin ¢cogu ilacin kesilmesiyle
ortadan kalkacaktir. NF-kB aracili sinyallesme, SASP'in proinflamatuvar roliiniin ana
diizenleyicisidir [44]. Senomorfik ilaglar; NF-kB'min aktivitesi bloke edilerek [82],
translasyon diizeyinde proinflamatuvar SASP'yi baskilayarak [83], mTOR aktivasyonunu
zayiflatarak gesitli SASP faktorlerinin ekspresyonuna miidahale edilerek [84], P38 yolunun
inhibitorleriyle SASP"in baskilanarak [85], JAK sinyal yolunun inhibe edilerek [86], IL-1p'y1
inhibe eden antikorlarla [87] ve CDKA4/6 inhibe edilmek suretiyle [88] etki

gostermektedirler.

Senesent hiicre morfolojisi senesent hiicrelerin en belirgin 6zelliklerinden biridir. Yapilan
caligmalar bu morfolojinin senesent hiicreler icin fonksiyonel 6neme sahip olabilecegine
isaret etmektedir. Simay Demir ve arkadaslar1 hiicre aktin iskeletinin diizenlenmesinde rol
alan Rho/Rho kinaz yolagmin inhibisyonunun/siRNA ile baskilanmasinin doksorubisin ile
indiiklenen senesent hiicre morfolojini degistirdigini gdstermislerdir. Bu ¢alismada ayrica
morfolojik degisikligin bir sonucu olarak da doksorubisin ile indiiklenen SASP’in

baskilandigi gosterilmistir [79].

Patojenik veya zararli sinyallere yanit olarak sitokin salgilayan ilk hiicreler arasinda, giiclii
bagisiklik ve fizyolojik yanitlar1 baglatan epitelyal ve endotelyal hiicreler yer alir. Bu

hiicreler dogustan gelen ¢esitli bagisiklik hiicrelerine sinyal verir ve bunlar1 yaralanma veya
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enfeksiyon bolgelerine ¢eker. Sitokinlerin epitelyal hiicrelerden tasinmasinin mekanizmalari
heniiz anlagilamamistir, ancak bunun yapisal ekzositotik yollar1 kullanmas1 muhtemeldir ve
epitelyal hiicrelerde polarize protein aligverisinin farkli SNARE kiimeleri gerektirdigi
gosterilmistir [66]. Son zamanlarda yapilan birkag¢ ¢alisma, bu proteinlerin kismen lipit
raftlarinda, sfingolipidlerle zenginlestirilmis plazma zar1 alanlarinda ve kolesterolde lokalize
oldugunu gostermistir. Raftlarin SNARE fonksiyonunu ve ekzositozu diizenledigine ve
SNAP25/23'lin sistein agisindan zengin merkezi bolgesini 6nemli bir diizenleyici alan olarak

tanimladigina dair kanit saglar [69].

PC12, 3T3-L1 adipositler, RBL mast hiicreleri, HeLa hiicreleri ve beyin sinaptozomlar1 gibi
birgok hiicre tipinde SNARE proteinlerinin 6zellikle lipit raftlarinda lokalize oldugu ve lipit
raft proteinleri ile dogrudan etkilesim igerisinde olduklar1 gosterilmistir [89-96]. Bu
caligmalar lipit raft biitiinligliniin konstitiitif ekzositoz i¢in 6nemli oldugunu ortaya
cikarmakla birlikte, SASP’in diizenlenmesinde lipit raftlarin1 hedef haline getirmektedir.
Lipit raftlar1 ile hiicre sekresyon mekanizmasi arasindaki iligskiyi degerlendiren ¢aligmalar
incelendiginde; MBCD veya lovastatin ile kolesterol deplesyonu sonucunda PC12
hiicrelerindeki (rat adrenal medullasindan elde edilen bir feokromastoma hiicresi)
ekzositozun azaldig1 ve bu nedenle lipit raftlarinin ekzositozun diizenlenmesinde 6nemli rol
oynadig1 belirlenmistir [93, 94]. Sigan beyin sinaptozomlari tizerinde yapilan bir ¢alismada
ise, kalsiyum bagimli glutamat salinimimin MBCD uygulamasiyla giiclii bir sekilde azaldig:
gosterilmistir [95], diger bir ¢alismada ise makrofajlarda MBCD uygulamasinin sitokin

sekresyonunu azalttig1 gosterilmistir [96].

Bu tez kapsaminda elde ettigimiz veriler flotillin-1 ve flotillin-2 proteinlerinin doksorubisin
ile indiiklenen senesens gelisimini degistirmedigini, ancak senesent hiicre morfolojisini
baskiladigini gostermistir. Senesent hiicre morfolojsiinin fonksiyonel éneme sahip olmasi
ve literatiirde flotillinlerin sitokin sekresyonunda rol almasi durumu bir arada
diisiiniildiiglinde Flotillin proteinlerinin senomorfik etki i¢in bir hedef olabilecegi ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle Flotillin ekspresyonu baskilanmis gruplarda SASP miktarlar
sekretomda IL-6 6l¢iimii ile degerlendirilmistir. Bu verilerimiz ise Flotillin proteinlerinin

baskilanmasi ile SASP’1n istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde arttigin1 géstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Flotillin-1 ve Flotillin-2 proteinlerinin knockdown’u sonrasinda doksorubisin uygulanarak
senesens hale getirilmis ve lipit raft deplesyonunun senesens gelisimini etkileyip
etkilemedigi SA-B-gal boyamasi ile degerlendirilmistir. Sonuglarimiz doksorubisin
uygulanmis HeLa hiicrelerinde artan SA-B-Gal pozitif hiicre sayisinin lipit raft deplesyonu
ile degismedigini, dolayisiyla senesens olusumunda lipit raftlarinin bir etkisinin olmadigini

gostermektedir.

Diger ¢alismamizda; doksorubisin ile indiiklenen senesent HeLa hiicre morfolojisinde lipit
raft deplesyonunun hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri faz kontrast mikroskopi ile 2D ve
holografik mikroskop ile 3D olarak degerlendirilmistir. Doksorubisin ile indiiklenen
senesent hiicrelerde senesent hiicre alani ve hiicre hacminin arttig1, ortalama kalinligin ve
maksimum kalinligin arttig1; lipit raft deplesyonu ile hiicre alan1 ve hiicre hacminin azaldigi,

ortalama kalinligin ve maksimum kalinligin degismedigi gézlenmistir.

Lipit raft deplesyonu dogrulanmasi i¢in western blotlama teknigi kullanilarak yapilan

calismamizda, protein ekspresyonlarinin siRNA uygulamasiyla baskilandig1 anlagilmigtir.

HeLa hiicrelerinde ve doksorubisin uygulanmig hiicrelerinde lipit raft deplesyonu ile I1L-6
Ol¢iimii gergeklestirilen ¢alismamizda ise; kontrol grubuna goére senesent hiicrelerde 1L-6
artmistir. Ayn1 zamanda lipit raft deplesyonu da senesent hiicrelerde IL-6 diizeyini

artirmistir.

Sonu¢ olarak yaptigimiz calismalarimizda; Doksorubisinle indiiklenen senesent Hela
hiicrelerinde Flotillin-1 ve Flotillin-2 lipit raft proteinlerinin ekspresyonlarinin baskilanmasi
hiicrenin bazi1 morfolojik 6zelliklerinde degisikliklere neden oldugu, IL-6 diizeylerinin

artirdig1, SA-B-Gal pozitif hiicre sayisini degistirmedigi goriilmiistiir.

Bu tez kapsaminda elde ettigimiz bulgular, yeni senomorfik ilag kesfi agisindan flotillin-1
ve flotillin-2 proteinlerinin bir hedef olabilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle, ileri
caligmalar ile Flotillin proteinlerinin SASP’1 artirmasmin altinda yatan mekanizmanin
aydinlatilmasi ve bu proteinleri hedefleyen yeni ilag adaylarinin senomorfik etkinliklerinin

degerlendirilmesi 6nemli olacaktir.
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