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OZET

Hiicresel senesens; cesitli stres faktorlerine maruz kalan hiicrelerin geri doniisiimsiiz olarak
proliferasyonunun durmasi halidir. Hiicresel senesensin altinda yatan mekanizmalarin Kansere karst
korunmada onemli oldugu diisiiniilmektedir. Sitotoksik etkili kemoterapéotik ajanlar, kanser
hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢in yiiksek konsantrasyonlarda kullanilirlar. Ayni ajanlarin diisiik
konsantrasyonlar1 kanser hiicrelerinde senesensi indiikledigi bilinmektedir. Senesens hale gelen
kanser hiicreleri kanser mikrogevresine cesitli faktorler salgilar. Mikrogevreye salgiladiklart bu
faktorlere senesens ile iliskili sekretom (SASP) denilmektedir. Terapi ile indiiklenen senesent hiicre
sekretomunun kanser hiicresinde tiimorigenezi artirdigi, kanser hiicrelerinin invazyonuna ve
metastaz yapmasina neden oldugu bilinmektedir. Bu sebeple kanser hiicrelerinde senesensin olusum
mekanizmasinin ve senesent hiicrelerin sekretomunun ¢evre hiicreler lizerindeki etkilerinin ortaya
cikartilmasi kanser tedavisi agisindan 6nem tagimaktadir. Bu amagla kanser tedavisinde adjuvan
tedavi sekli olarak senoterapotik ajanlarin (senesent hiicreleri segici olarak 6ldiiren senolitik etkili ve
senesens hiicre sekretomunu inhibe eden senomorfik etkili) kesfi tizerine yogun caligmalar
gerceklestirilmektedir. Teofilin terapétik konsantrasyonlarda bronkodilator, antiinflamatuvar,
immiinomodiilator etkiler gosteren, cok uzun yillardir, astim ve obstriiktif solunum yolu hastalarinda
kullanilan bir ilagtir. Terapotik konsantrasyondan daha diisiik konsantarsyonlarda ise teofilinin
HDAC’1n (histon deasetilaz) aktivasyonunu indiikledigi ve inflamatuvar genlerin ekspresyonunu
baskilayarak makrofajlardan interlokin sekresyonunu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu tez
caligmasinda, A549 kanser hiicrelerinde kemoterapdtik ajan olan doksorubisin ile indiiklenen
senesenste, teofilinin sekretom gelisimi tizerindeki olasi etkisinin incelenmesi amaglanmistir.
Bulgularimiz teofilinin, 300 nM doksorubisin ile indiiklenen senesens gelisiminde etkisinin
olmadigim gostermistir. Teofilinin senesens kanser hiicre sekresyonuna etkisini incelemek igin,
kanser hiicrelerinde ilk olarak senesens indiiklenmis, indiiksiyon sonrasi hiicrelere teofilin
uygulanmugtir. Toplanan hiicre sekretomunda IL-6 6l¢iimii gergeklestirilmis ve teofilinin, senesent
hiicre sekresyonundaki IL-6 sitokinini azalttig1 bulunmustur. Sonug olarak, bulgularimiz teofilinin
senomorfik bir ajan oldugunu gostermistir. Fakat teofilinin SASP {izerindeki bu etkisinin fonksiyonel
sonucunun anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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ABSTRACT

Cellular senescence is the state of irreversible cessation of proliferation of cells exposed to
various stress factors. The mechanisms underlying cellular senescence are thought to be
important in protecting against cancer. Cytotoxic chemotherapeutic agents are used in high
concentrations to eliminate cancer cells. Low concentrations of the same agents are known
to induce senescence in cancer cells. Senescent cancer cells secrete various factors into the
cancer microenvironment. These factors that they secrete into the microenvironment are
called senescence-associated secretome (SASP). It is known that therapy-induced senescent
cell secretome increases tumorigenesis in cancer cells and causes invasion and metastasis of
cancer cells. For this reason, it is important for cancer treatment to reveal the mechanism of
senescence formation in cancer cells and the effects of the secretome of senescent cells on
surrounding cells. For this purpose, intensive studies are carried out on the discovery of
senotherapeutic agents (senolytic effect that selectively Kills senescent cells and
senomorphic effect that inhibits senescence cell secretome) as an adjuvant treatment
modality in cancer treatment. Theophylline is a drug that shows bronchodilator, anti-
inflammatory and immunomodulatory effects at therapeutic concentrations and has been
used for many years in asthma and obstructive respiratory patients. It is known that at
concentrations that are lower than the therapeutic concentration, theophylline induces the
activation of HDAC (histone deacetylase) and inhibits interleukin secretion from
macrophages by suppressing the expression of inflammatory genes. In this thesis, it was
aimed to investigate the possible effect of theophylline on the secretoma development in
chemotherapeutic agent doxorubicin induced senescence in A549 cancer cells. Our findings
showed that theophylline had no effect on doxorubicin (300 nM) induced senescence. To
investigate the effect of theophylline on senescence cancer cell secretion, firstly, senescence
was induced in cancer cells, and the cells were treated by theophylline after induction. 1L-6
measurement was performed in the collected cell secretome and it was found that
theophylline decreased the IL-6 cytokine in senescent cell secretion. In conclusion, our
findings showed that theophylline is a senomorphic agent. However, more studies are needed
to understand the functional outcome of this effect of theophylline on SASP.
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1. GIRIS

Hiicresel senesens; ¢esitli stres faktorlerine maruz kalan hiicrelerin geri doniisiimsiiz olarak
proliferasyonunun durmasi halidir. Her ne kadar hiicre siklusu senesent hiicrelerde durmus
olsa da senesent hiicreler metabolik olarak aktiflerdir ve biiylimiis, yassilagsmis, biiyiik ve
cok cekirdekli bir morfolojiye sahiptir. Bu hiicrelerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi
ckstraseliiler ¢evreye salgiladiklari SASP (senesens ile iliskili sekretuvar fenotip)
(senescence-associated secretory phenotype) olarak bilinen hiicre sekretomudur. SASP,
sitokinler, kemokinler, biiyiime faktorleri, proteazlar igermektedir. Kanser tedavisinde
geleneksel olarak yiiksek konsantrasyonda sitotoksik etkili kemoterapotik ajanlar
kullanilmaktadir. Diisiik konsantrasyonda kemoterap6tik ajanlarin kanser hiicrelerinde
senesensi indiikledigi de bilinmektedir [3]. Terapi ile indiikklenen senesent hiicre
sekretomunun ilag¢ direnci gelismesinde rolii oldugu ve ayrica protiimérejenik, invazyon ve
metastaz indiikleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir [4—7]. Kemoterapi ile indiiklenen
senesens hiicrenin SASP’indan kaynaklanan istenmeyen bu parakrin etkileri 6nlemek
amaciyla kanser tedavisinde senoterapdtiklerin yani senesent hiicreleri segici olarak 6ldiiren
senolitik ve senesens hiicrelerin sekretuvar aktivitesini inhibe eden senomorfik etkili

ilaglarin kesfi 6nemli arastirma alani olmustur.

Teofilin ise, fosfodiesteraz, adenozin ve prostaglandin inhibisyonu, katekolamin salinimini
arttiricl, kalp debisinin arttirict, diiiretik ve antiinflamatuvar etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Teofilin terapotik konsantrasyonlarda (50-100uM) bu etkileri gostermektedir.
Tuccitto ve arkadaslari terapotik konsantrasyon altindaki teofilin konsantrasyonunun HDAC
aktivitesini artirdig1t ve bdylece inflamatuvar genlerin ekspresyonunu baskiladigini
gostermistir  [8]. Yapilan bu c¢alismalarda, inflamatuvar genlerin ekspresyonunu
baskilanmasi sonucu, teofilinin sitokin ve kemokinlerin (IL-5, IL-6, IL-1p, IP-10, MCP-1,
MIP-la; MIP-1B; CCLJ5) sekresyonunu azalttig1 gosterilmistir [8—10].

Bu veriler, teofilinin terapi ile indiiklenen senesens sekretomunu da azaltabilecegini ve
senesent kanser hiicre sekretomunun istenmeyen parakrin etkilerini inhibe edebilecegini
diistindiirmektedir. Bu tez arastirmasinda kemoterap6tik ajan olan doksorubisin ile

indiiklenen senesent A549 kanser hiicrelerinde, teofilinin hem senesens hem de sekretom



gelisimindeki olasi etkisinin incelemesi ve teofilinin senesent kanser hiicrelerinde potansiyel

bir senomorfik ila¢ olup olmadigininin arastirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser diinya ¢apinda 6liimciil bir hastaliktir. Tiimor, yararli olmayan ve komsu hiicrelere
veya organlara ve viicudun diger kisimlarina yayilma 6zelligi gosteren hiicrelerin anormal
biliylimesidir. Tiimdrler, ortaya ¢iktiklar: hiicre tipine gore siniflandirilir. Kanser ii¢ ana
gruba ayrilir: karsinomlar, sarkomlar ve 16semiler veya lenfomalar. Insan kanserlerinin
yaklasik %90'mi1 igeren karsinomlar, epitel hiicrelerinin malignitesidir. Insanlarda nadir
goriilen sarkomlar, kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokularinin kati
tiimorleridir. Insan kanserlerinin yaklasik %8'ini olusturan I6semiler ve lenfomalar, sirasiyla
kan olusturan hiicrelerden ve bagisiklik sisteminin hiicrelerinden kaynaklanir. Tiimdrler
ayrica kaynak dokuya (6rnegin akciger veya gogiis karsinomlart) ve ilgili hiicre tipine gore
siniflandirilir. Ornegin fibrosarkomlar, fibroblastlardan ve eritroid 18semiler, eritrositlerin
onciilerinden (kirmizi kan hiicreleri) kaynaklanir. Tiim kanser vakalarinin yarisindan
fazlasin1 olusturan en yaygin dort kanser, meme, prostat, akciger ve kolon / rektum
kanseridir. Spesifik olarak, ¢ogu kanser, hiicrelerin daha hizli bdliinmelerini, boliinmeyi
diizenleyen i¢ ve dis kontrollerden ve programlanmais hiicre 6liimiinden kagmalarini saglayan

bir dizi mutasyon (DNA'daki degisiklikler) ile ortaya ¢ikar [11].

2.1.1. Kanser hiicrelerinin ozellikleri

Malign hiicreler, hiicre dongiisiiniin hizlanmasi, genetik degisiklikler, istilac1 biiyiime, artan
hiicre hareketliligi, kemotaksis, hiicre yilizeydeki degisiklikler, litik faktorlerin salgilanmasi
vb. Ozelliklere sahiptir. Morfolojik olarak kanserli hiicre, diizensiz sekile sahip biiyiik bir
cekirdek ve belirgin niikleolleri sahiptir [12] . Sitoplazma miktarlar1 azdir ve yogun renklidir
veya tam tersine soluktur [12]. Sitoplazmasinda yeni yapilar ortaya ¢ikar veya normal yapilar
kaybolur [12]. Sitoplazmasinda, ribozomal ve haberci RNA'nin birikmesiyle bazofilik
haldedir [12]. Kot huylu hiicreler, siklikla vakuollerle birlikte kiigtik bir sitoplazmik
miktara sahiptir [12]. K6tii huylu hiicrelerin yiizeyinde, son derece aktif enzimatik 6zellige
sahip atipik mikrovilluslar, yalanci ayaklar ve vezikiiller olusur [13]. Timorlerin

merkezindeki ve c¢evresindeki hiicreler arasinda farkliliklar bulunmustur. Tiimoriin



merkezindeki hiicre popiilasyonu, dezmozomlarin ve baglant1 komplekslerinin bulunmasiyla

normal hiicreler aras1 baglantilara sahipken, bunlar ¢evrede yoktur veya azalmistir [14].

Klonal orijin: Cogu kanser hiicresi anormal hiicreden meydana gelir. Baz1 kanserler ¢ok
sayida malign klonlardan olusabilir [15]. Bu klonlar ya bir alan hasar1 sonucu (dokunun
birden fazla sayida hiicresinin karsinojene maruz kalmasiyla) ya da bazi genlerdeki

kalitimsal hasarlar sonucu meydana gelir [15].

Immortalite: Normal hiicrelerin birgogunun béliinme sayis1 sinirhdir. Kanser hiicreleri ise
siirsiz sayida boliinebilirler. Immortalitenin mekanizmalarindan biri kromozom uglar1 olan
telomerlerdir. Normal hiicre boliinmesinde telomerler gittike kisalir. Fakat, kanser
hiicrelerinde ve stem hiicrelerde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler [16].
Bu enzim normal olarak hiicreler boliintirken bir taraftan programli bir sekilde gittikce azalir.
Boliinmesi tamamlanmig bir hiicre dinlenim durumuna girer ve sonunda ¢ogalma
kapasitesini yitirdigi i¢in oliir [16]. Fakat, bircok kanser tiiriinde telomeraz etkinligi devam
eder veya aktive edilir [16]. Sonugta, telomerlerin uzunlugu degismez ve hiicre sinirsiz

sayida ¢ogalir [16].

Genetik instabilite: Bu durum, DNA tamirindeki ve DNA uyumsuzluklarini tanimadaki

hasarlardan kaynaklanir ve Kkanser hiicrelerinin heterojen olmasmna neden olur. Hiicre
proliferasyon kontrol mekanizmalarina gitikge daha az yanit olusturan klonlar meydana
gelir. Ayrica, bu klonlarin farkli ortamlarda yasama yetenegi de gittikge artar ve bu yiizden
metastaz yaparlar [16].

Kontakt Inhibisyonun Kaybi: Kiiltiir ortaminda normal hiicreler yapistigi alt tabakaya

yapisamazlarsa boliinemezler. Normal hiicreler boliinlip tiim yiizeyi tek tabaka halinde
kapladiklarinda da béliinme ozelliklerini kaybederler. Besiyerleri gerekli tiim biiyiime
faktorleri ve diger besin elemanlarini igerse dahi bolinmezler. Kanser hiicreleri ise, bir
besiyerinde alt tabakaya yapismaya gereksinim duymadan bagimsiz olarak boliinmeyi
stirdiirebilir. Ayrica, hiicre kiiltiirlerinde birden fazla tabaka olugsmus olsa dahi biiylimeye

devam edebilirler [17].



Hiicre Proliferasyonun Devamli Artisi: Kiiltiirdeki kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir.

Kanser hiicreleri beslenmeleri igin gerekli besin faktorlerini tiiketseler bile biiyiimeye devam

ederler, bu yiizden aslinda kendi kendilerini 6ldiirmektedirler [17].

Metastaz: Benign timdrler ve normal hiicreler metastaz 6zelligi gostermezler. Metastaz,
ekstraselliiler matrikse yapismadan sorumlu hiicresel proteinlerin kayb1 ya da
anormalliklerinden, hiicrelerin bazal membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, hiicreler
aras1 interaksiyonun bozuklugundan, bazal membranin iiretimindeki anormalliklerden,
metaloproteaz gibi bazi enzimlerle bazal membranin yikilmasi sonucu meydana gelir.
Malign hiicrelerde bazal membrani yok eden litik faktorler vardir [14]. Bazal membran
kaybi, iyi huylu ve kotii huylu tiimorler arasindaki morfolojik ve biyolojik farklilagsmanin
temel bir kriteri olarak kabul edilir [18]. K6tii huylu hiicrelerdeki bazal membran, yapisini
ve cesitli bilesenler arasindaki oranlari degistirir, 6rnegin: tip IV kollajen, laminin, heparan
stilfat proteoglikan ve fibronektin. Neoplastik hiicreler, tip IV kollajeni yok eden tip IV
kollajenaz salgilar ve bu da kan ve lenfatik damarlardan bazal membranlarin par¢alanmasi

yoluyla metastazi kolaylastirir. Boylece kotii huylu hiicreler metastaz yaparlar [17].

2.1.2. Kanser tedavisi

Kanserin tiiriine ve evresine bagli olarak bir¢ok tedavi yontemi vardir. Cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi, hormon tedavisi, immiinoterapi dahil hedefe yonelik kanser tedavi yontemleri
kullanilmaktadir. Bazi durumlarda tedavi i¢in maksimum etkiye sahip olmak i¢in tedavi
yontemlerinin kombinasyonu kullanabilir [19]. Bir¢ok kanser tedavisinde, kanserli hiicrelere
zarar vermek hedeflenirken, viicudun saglikli hiicreleri de zarar gérmektedir. Bu yiizden,
kanser tedavisinde saglikli dokulara verilen zarar1 azaltmak ve kanser hiicrelerine verilen

zarart maksimuma ¢ikartmak i¢in yeni tedavi yontemleri denenmektedir.

Cerrahi: Kanserin cerrahi tedavisi, hematolojik olmayan kanserler i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cerrahi tedavi, kansere tam veya kismi bir tedavi saglayabilir. Lokalize ve
timor boyutu kii¢iik olan kanserlere cerrahi islemle kanser tedavisi yapilabilir. Kanser
viicudun diger bolgelerine metastaz yapmissa, kanserin cerrahi islemle tamamen ¢ikarilmasi
miimkiin degildir [19]. Cerrahide amag, lokal olarak biiyiiyen tiimérii ¢gikarmak veya organa
tamamen yayilmigsa tiim organi ¢ikarmaktir. Meme kanserinde mastektomi, ndrosiriirji ile

beyin tiimoriiniin ¢ikarilmasi, prostat kanseri i¢in prostatektomi, bobrek kanseri, akciger



kanseri, karaciger kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde cerrahi islem uygulanmaktadir [19].

Kemoterapi gibi diger tedavi yontemleri, cerrahi islem 6nce veya sonra yapilabilir.

Rayoterapi: Radyoterapi, kanserli hiicreleri iyonizan radyasyon kullanarak Oldiirmeye
dayanan bir tedavi yontemidir. Bu tedavi, timorlerin boyutunu kiigiiltmek veya ¢ikarmak
icin genellikle ameliyatla birlikte kullanilir. Radyasyon tedavisi beyin, meme, serviks,
larenks, karaciger, akciger, pankreas, prostat, deri, mide, rahim vb. kanser tiirlerinin ¢cogunu
tedavi etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Radyasyon terapisi, tiimdr hiicrelerini ya
dogrudan DNA'larina zarar vererek ya da hiicrelerde DNA'ya zarar verebilecek serbest
radikaller olusturarak Oldiiriir. Bu tedavi, x-1sinlar1 gibi yiiksek enerjili iyonlastirici

radyasyon kullanir [19].

Immiinoterapi: Bagisiklik sisteminin kanserle savasmasina yardimei olan bir kanser tedavi
yontemidir. Kanseri immiinoterapi ile tedavi etmek icin kanser hiicrelerine baglanarak
spesifik protein fonksiyonunu bloke eden, bagisiklik sistemini kanser hiicrelerini tanimasi
ve onlara saldirmasi i¢in egiten monoklonal antikorlar kullanilmaktadir ve giinden giine bu
konuda yeni arastirmalar yapilmaktadir. Bu tedavi yontemi gilivenlidir ve herhangi bir

onemli yan etkisi yoktur [19].

Hormon tedavisi: Biiyiimesi ve yayilmasi hormonlara bagli olan belirli kanser tiirlerini

tedavi etmek icin viicuttaki hormon miktarin1 degistirerek etki gosteren kanser tedavi
yontemidir. Bu tedavi yontemi meme, lireme sistemi ve prostat kanserlerinin tedavisinde

kullanilmaktadir [19].

Kemoterapi: Kanseri 6ldiirmek veya yok etmek icin genellikle antikanser ilaglarin
kullanildig1 kanser tedavi yontemidir. Kemoterapi dncesinde veya sonrasinda radyoterapi
veya cerrahi islemler uygulanabilir. Cerrahi islem veya radyoterapi oncesinde kemoterapi
uygulanmasina “neoadjuvan kemoterapi” denir. Cerrahi islem veya radyoterapi sonrasinda
kemoterapi uygulanmasina “adjuvan kemoterapi” denir. Etkili bir yontem olmasinin yaninda
kanser hiicrelerini oldiiriirken saglik hiicrelere de zarar verdigi i¢in ¢ok fazla yan etkisi
vardir. Kemoterapinin neden oldugu yan etkiler, kanserin tiirline, antikanser ilaglara ve

kisinin kemoterapi tedavisine verdigi yanita baghdir.



Alkilleyici ajanlar: Alkilleyici ajanlar, sitotoksik etkilerini, alkil gruplarmnin gesitli hiicresel

bilesenlere aktarilmasi yoluyla gosterirler. Cekirdek ig¢indeki DNA alkilasyonu hiicre
Oliimiine yol acar. Bu ilaglar, diger hiicresel niikleofillerin siilfhidril, amino, hidroksil,
karboksil ve fosfat gruplar ile kimyasal olarak reaksiyona girer. Bu ilaglarin genel etki
mekanizmasi, dogrudan veya bir karbonyum iyonu olusumu yoluyla bir alkil grubunu bir
hiicresel bilesene aktarabilen bir etilenimonyum iyonu olusturmak i¢in molekil ici
siklizasyonu igerir. Alkilasyona ek olarak, nitrosiireler ile ortaya ¢ikan ikincil bir
mekanizma, izosiyanatlarin olusumu yoluyla proteinlerin lizin  kalintilarinin
karbamoilasyonunu icerir. DNA icindeki baglica alkilasyon bolgesi guaninin N7
pozisyonudur; bununla birlikte, adenin N1 ve N3'i, sitozinin N3'i ve guaninin O6's1 ve
ayrica DNA ile baglantili fosfat atomlar1 ve proteinler dahil olmak iizere diger bazlar da daha
diisiik derecelerde de alkillenir. Bu etkilesimler, ¢apraz baglanma yoluyla tek bir sarmalda
veya her iki DNA sarmalinda meydana gelebilir, ¢linkii cogu ana alkilleyici ajan iki reaktif
grupla iki islevlidir. Ikinci etki, DNA'nin seker-fosfat omurgasinin kesilmesi yoluyla DNA
ipliginin kirilmasina yol acar. DNA'nin ¢apraz baglanmasi, alkilleyici ajanlarin sitotoksik
etkisi i¢in bliylik 6nem tasiyor gibi goriinmektedir ve replike hiicreler, bu ilaglara en ¢ok
duyarlidir. Bu nedenle, alkilleyici ajanlar hiicre dongiisiine 6zgili olmamasina ragmen, kanser
hiicreleri, hiicre dongiisiiniin son G1 ve S fazlarinda bu ila¢ smifina en ¢ok duyarlidir.
Alkilleyici ajanlarla iligkili yan etkiler genellikle doza baghidir ve oncelikle kemik iligi
(miyelosupresyon), gastrointestinal sistem (ishal) ve tireme sistemi gibi hizla biiyliyen
dokularda ortaya ¢ikar. Bulant1 ve kusma da bu ajanlarin bir¢ogunda ciddi bir sorun olabilir.
Dogalar geregi kanserojendir ve 6zellikle akut miyelojendz 16semi olmak iizere sekonder
malignite riskinde artis vardir. Siklofosfamid, en yaygin olarak kullanilan alkilleyici
ajanlardan biridir. Bu bilesigin 6nemli bir avantaji, yliksek oral biyoyararlanimu ile ilgilidir.
Sonug olarak, esit klinik etkinlik ile oral ve intravenoz yollarla uygulanabilir. Ana formunda
inaktiftir ve karaciger mikrozomal enzimleri tarafindan sitotoksik metabolitlere aktive edilir

[20]. Karboplatin, sisplatini prokarbazin, busulfan, klorambusil bu grupta ilaglara 6rnektir.

Antimetabolitler: Antimetabolit ilaglar, DNA replikasyonunu ve normal hiicresel metabolik

siirecleri farkli mekanizmalarla durdurmak icin tasarlanmistir. Dihidrofolat rediiktaz,
dihidrofolatin  tetrahidrofolata ve 10-formil tetrahidrofolata doniistiiriilmesinden
sorumludur. Dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri (metotreksat) hiicre i¢i indirgenmis folat
havuzlarinin tilkenmesine ve nihayetinde piirin ve pirimidin sentezinin azalmasina neden

olur. Bir floropirimidin ve niikleosit analoglar1 olarak bilinen ajanlar siifinin bir iiyesi 5-



florourasil (5-FU) dogal olarak olusan substratlara benzerliklerinden dolay1 bir veya daha
fazla normal hiicre fonksiyonundaki niikleositleri degistirerek islev goriir. Timidilat sentaz,
deoksiiiridin monofosfattan (dUMP) deoksitimidin monofosfatin (dTMP) sentezi icin
gereklidir. Bu islem, hiicrede tek dTMP kaynagidir ve inhibisyonu, hiicresel timidinin
tikenmesine yol agar [21]. Dogal Antikanser Ilaclar: Vinka alkaloidleri (vinblastin,
vinkristin), 6zellikle mikrotiibiillerin birlesmesini bozan tiibiilin polimerizasyonu siirecini
engeller. Bu inhibe edici etki, metafazda mitotik durmaya neden olarak hiicre boliinmesini
durdurur ve bu da hiicre dliimiine yol acar. Boylece, vinka alkaloidleri hiicre dongiisiiniin M
fazinda etkilidir. Paklitaksel, Pasifik porsukundan (Taxus brevifolia) ve Avrupa
porsugundan (Taxus baccata) tiiretilen bir alkaloid esterdir. Paklitaksel, tiibiilin
polimerizasyonunu artirarak mikrotiibiillere yiliksek afinite baglanarak mitotik 1§ zehiri
olarak islev goriir ve mitoz ve hiicre boliinmesinin engellenmesine neden olur. Bu nedenle,
paklitaksel ve diger taksanlar hiicre dongiisiiniin M fazinda c¢alisir. Epipodofilotoksinler
(etoposid), ¢ift sarmalli DNA'nin kesilmesi ve yeniden baglanmasindan sorumlu olan enzim
(topoizomeraz I1) inhibe eder ve DNA sentezinin inhibisyonuna neden olur. Kampoteinler
(topotekan, irinotekan) Kamptotesinler, Camptotheca acuminata agacindan elde edilen dogal
iirlinlerdir; tek DNA ipliklerini kesip yeniden yerlestirmekten sorumlu anahtar enzim olan
topoizomeraz I'in aktivitesini inhibe ederler. Bu enzimin inhibisyonu, DNA hasarina neden
olur [20].

Antitiimor antibiyotikler: Bu antibiyotiklerin ¢ogu, spesifik bazlar arasindaki interkalasyon

yoluyla DNA'ya baglanir ve RNA, DNA veya her ikisinin sentezini bloke eder; bunlar
arasinda antrasiklinler, bleomisin ve mitomisin bulunur. Streptomyces peucetius var
caesius'tan izole edilen antrasiklin antibiyotikler, en yaygin kullanilan sitotoksik antikanser
ilaglar1 arasindadir. Antrasiklinler, sitotoksik etkilerini dort ana mekanizma yoluyla gosterir:
(1) topoizomeraz II'nin inhibisyonu; (2) demir bagimli enzim aracili bir indirgeyici islem
yoluyla yarikinonlu serbest radikallerin ve oksijensiz radikallerin olusturulmasi; (3) DNA
ve RNA sentezinin ve DNA iplik¢iginin kesilmesinin sonucu olarak bloke edilmesiyle
birlikte, interkalasyon yoluyla DNA'ya yliksek afiniteli baglanma ve (4) akiskanligi ve
transportunu degistirmek igin hiicresel zarlara baglanma. Antrasiklinler intravendz yolla
verilir [20]. Doksorubisin, yumusak doku sarkomlarinda, néroblastom, Ewing sarkomu,
osteosarkom ve rabdomyosarkom dahil olmak {izere bir¢cok ¢ocukluk ¢agi kanserinde,
meme, endometriyum, yumurtalik, testis, tiroid, mide, mesane, karaciger ve akciger

kanserlerinde baglica klinik aktiviteye sahip en 6nemli antikanser ilaglarindan biridir. Ayni



zamanda akut lenfoblastik 16semi, multipl miyelom ve Hodgkin ve Hodgkin olmayan
lenfomalar dahil hematolojik malignitelerde klinik aktiviteye sahiptir. Genellikle diger anti-
kanser ajanlar1 (6rn., Siklofosfamid, cisplatin ve 5-FU) ile kombinasyon halinde kullanilir
[20]. Daunorubisin, idarubicin, epirubisin, mitoksantron diger antrasiklin tiirevi antikanser
ilaglar arasindadir. Mitomisin (mitomisin C), Streptomyces caespitosus'tan izole edilen bir
antibiyotiktir. DNA'y1 ¢apraz baglayan bir alkilleyici ajan olusturmak igin enzim aracili bir
indirgeme yoluyla metabolik aktivasyona ugrar. Klinik kullanimi esas olarak 5-FU ve
radyasyon terapisi ile kombinasyon halinde aniisiin skuaméz hiicreli kanserinin tedavisi ile
siirlidir [20]. Bleomisin, molekiiliin zit uglarinda bir DNA baglama bélgesi ve bir demir
baglama alani1 igeren kiigilik bir peptittir. DNA'ya baglanarak etki eder, bu da serbest radikal
olusumunu takiben tek ve cift iplikli kirilmalara ve DNA biyosentezinin inhibisyonuna
neden olur. DNA par¢alanmasi, bir DNA-bleomisin-Fe (I1) kompleksinin oksidasyonundan
kaynaklanir ve kromozomal sapmalara yol agar. Bleomisin, hiicre dongiisiiniin G2 fazinda
hiicrelerin birikmesine neden olan, hiicre dongiisiine 6zgii bir ilagtir. Bleomisin, Hodgkin ve
Hodgkin dis1 lenfomalarin, germ hiicreli tiimoriin, bas ve boyun kanserinin ve deri, Serviks
ve vulvanin skuamoz hiicreli kanserinin tedavisi i¢in endikedir. Pulmoner toksisite,
bleomisin i¢in doz sinirlayicidir ve genellikle 6ksiiriik, nefes darligi, pndmonit olarak ortaya
cikar [20].

2.2. Senesens

Leonard Hayflick ve arkadaslari, "hiicresel senesens" kavramini primer insan fibroblastlarda
geri doniisiimsiiz olarak hiicre proliferasyonunun durmasi olarak tanimlamistir. Yaklasik 40
y1l dnce, Leonard Hayflick, kiiltlire normal insan fibroblastlarinin sinirl sayida boliindiigiinii
ve daha sonra senesent duruma gectiklerini kesfetmis ve bu sinirli sayida béliinme "Hayflick
limiti" olarak bilinmektedir [22]. Senesensin durumu karmasik ve tam olarak hala
anlasilmamistir. Reaktif oksijen tiirleri, yaslanmadan dolay1 olusan DNA hasar1, radyasyon,
genotoksik maddeler (kemoterapétikler), yasla ilgili telomer kisalmasi, olumsuz biiyiime
kosullar1, tiimor siipresor genlerin aktivasyonu, onkogenik aktivite gibi bir¢ok faktor
hiicresel senesensi indiiklemektedir. DNA hasari, pS3/p21CIP1 ve p16INK4a/RB tiimor
baskilayic1 yolaklarin aktivasyonuyla hiicre proliferasyonun durmasina yol agar [23].
p21CIP1 ve p16™NK4nin aktivasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesini desteklemek igin gerekli
olan sikline bagimli kinazlar CDK4, CDK6'y1 (ve p21CIP1 durumunda CDK?2) inhibe eder

[24]. Bu sinyal yollarmin bir sonucu olarak, senesent hiicreler, genislemis ve daha
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diizlestirilmis morfolojiye, plazma zarinin degistirilmis bilesiminine, lizozom ve mitokondri
birikiminden ve niikleer degisikliklerden yapisal farkliliklar gosterir [25]. Senesent hiicreler,
ayrica ekstraseliiler ¢evrelerine senesens-iliskili sekretuvar fenotip (SASP) olarak bilinen
sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri, proteazlar dahil olmak {iizere c¢esitli faktorler

sekrete ederler.

2.2.1. Hiicresel senesens cesitleri

Replikatif senesens

Hiicreler sinirli bir replikasyona sahiptir. (HAYFLICK LIMIT). Hiicreler belirli sayida
replikasyon gecirdikten sonra, boliinemeyen ancak metabolik olarak aktif, canli senesent
durumuna girerler. Bu replikasyon simirmin nedenlerinden biri telomer kisalmasidir.
Telomerler, her bir hiicre boliinmesi sonucu asamali olarak kaybolan ve tiim kromozomlarin

sonunda bulunan TTAGGG niikletotidinin ardigik tekraridir [26].

Hiicresel senesens, hiicre siklusu ile iliskilidir. Gap One (G1) fazi, sentetik (S) faza veya
reversible olarak uyku durumuna (GO) ilerleyebilir veya cesitli hiicre siklus diizenleyici
proteinlerin aktivasyonuna bagli olarak senesens (genellikle, her zaman degil, irrevesible
hiicre siklusu durmasi) durumuna girebilir [27]. Telomerler kisalarak kritik bir uzunluga
geldiginde, hiicre siklusunun Gl’den S fazina kadar kontrol noktalarini diizenleyen
p53/siklin E/CDK2/RB pathway1 araciliiyla hiicre proliferasyonun durmasina neden olan
DNA hasar cevabini (DDR) indiikler. Telomer kisalmas1 normal hiicrelerde ireversible ve

onarilmaz oldugu i¢in, bu gecici hiicre proliferasyon durmasindan ziyade senesensi indiikler

[27].

Onkojene bagli senesens

Senesens aktivasyonu i¢in bagka bir diizenleyici yol, CDK4/6 ve siklin 2'yi inhibe eden ve
boylece RB proteini aracilifiyla hiicre dongiisii ilerlemesini bloke eden diizenleyici bir
protein olan kinaz 4(INK4)'in p16 inhibitorii araciligiyladir [27]. Bu yol, timor siipresor
fonksiyon kaybi, onkojen aktivasyonu, epigenetik degisiklikler (gen ekspresyonunu
degistirebilen DNA metilasyonu) veya mitotik iplikleri olusturan mikrotiibiillerin hasar

gormesi (vinka alkaloidleri ve taksanlar gibi bazi kemoterapi ajanlarinin etki mekanizmasi)
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ile stimiile olabilir [27]. Az stimiilasyon senesensi indiiklerken, siddetli stimiilasyon hiicre

oliimiine neden olur [27].

Strese bagli senesens

BRAF onkogeni (genellikle melanomda mutasyona ugrar) gibi bazi onkogenler hiicre
siklusu ilerlemesini diizenleyen mitokondriyal pirlivat kinaz metabolizmasi yoluyla
senesensi indiikleyebilir [27]. Metabolik stres de senesensi indiikleyebilir ve ayrica
katlanmamis protein yanitini (UPR) uyarabilir [27]. K&t gevresel kosullardan dolay:
hiicrelerin yanlis katlanmis proteinlerini disa aktarmasini 6nlemek igin tasarlanan bu yol,
hipoksi, asidoz veya diger metabolik stresler gibi ¢esitl hiicre stresorii tarafindan aktive edilir
[27]. Hiicre uzun siire stresére maruz kalirsa, hiicre siklus durmasi ve senesens indiiklenir
[27]. UPR, anormal mikrosirkiilasyonlar1 (hiicresel hipoksi ve asidoza yol agar) ve
timorlerin yiiksek glukoz ihtiyaglari (Warberg etkisi) nedeniyle bir¢ok kanserde aktive olur

ve sonugta metabolik stres ortaya ¢ikar [25].

Epigenetik olarak indiiklenen senesens

DNA metilazlarin (5-aza-20-deoksisitidin) veya histon deasetilazlarin (suberoilanilid

hidroksamik asit ve sodyum butirat) inhibitorlerinin de senesense neden oldugu
bilinmektedir [29].

Mitokondriyal disfonksiyonla iliskili vaslanma (MiDAS)

Yakin zamanda mitokondriyal disfonksiyonun indiiklenmesinin de senesense yol agtigi

bildirilmistir ve 6zellikle SASP, bu tip senesensin 6zelligi gibi goriinmektedir [30].

2.2.2. Kemoterapiye bagh senesens

Cogu antikanser ilaglar senesense neden olabilir. Bazilar1 (bleomisin veya doksorubisin gibi)
DNA hasarini indiiklerken digerleri CDK'lerin inhibisyonu gibi farkli mekanizmalar yoluyla
hareket edebilir (abemaciclib ve palbociclib) [29]. Kemoterapdétiklerle tedavi, sitotoksisite
olmaksizin p21'in upregiilasyonu ve hiicre proliferasyonun durmasiyla sonuglanir [31].

Doksorubisin, irinotekan, metotreksat, 5-florourasil, oksaliplatin veya paklitaksel, cesitli
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kanser hiicre dizilerinde (A549, SH-SY-5Y, HCT116, MDA-MB-231 ve MCF-7) senesensi
indiikledigi gosterilmistir [31]. Doksorubisin, irinotekan ve metotreksat en giiglii senesens
indiikleyicileri iken; paklitaksel orta etkiye sahiptir ve oksaliplatin ve 5-florourasil senesense
neden olmamustir [31]. Doksorubisin, uzun zamandir kanser tedavisinde kullanilan
antrasiklin tiirevi bir ilagtir. Fakat doksorubisinin etki mekanizmasi tam olarak hala tam
olarak bilinmemektedir. Doksorubisinin bilinen etki mekanizmalari: (1) DNA'ya
interkalasyon; (2) DNA hasarmma ve/veya lipid peroksidasyonuna yol agan serbest
radikallerin tiretimi (ROS); (3) DNA’ya baglanma ve DNA alkilasyonu; (4) DNA’ya ¢apraz
baglanmasi; (5) DNA sarmal yapisinin bozmasi; (6) dogrudan zar etkileri; (7) topoizomeraz
II'nin inhibisyonu yoluyla DNA hasarinin baglatilmasi; (8) apoptozun uyarilmasi [32].
Doksorubisinin antitimor aktivitesi, DNA hasarimin indiiklenmesine ve ROS iiretimine
baglhdir [33]. Genotoksik stres miktari ve toplam ROS {iretimi, hiicre 6liimii, G1 ve/veya G2

hiicre dongiisii durmasi ve senesens gibi olast sonuglart belirledigi gosterilmistir [34].

2.2.3. Hiicresel senesensin belirlenmesi

Senesent hiicrelerde biliyiimiis, yassilasmis, ¢ok c¢ekirdekli bir morfoloji, plazma zarinin
bilesimiminde degisme ve ¢ekirdeginin biiyiimesi dahil olmak tizere g¢esitli morfolojik ve
yapisal degisiklikler meydana gelmektedir [35]. Hiicredeki bu karmasik degisiklikler,
biiytimenin durmast ve SASP sekretomunun gelisimi gibi senesensin gesitli 6zelliklerine
neden olmaktadir [36]. Senesent hiicreler ayrica, lizozomal sindirim yoluyla olusan,
histolojik olarak goriintiilenebilen veya Sudan Black B gibi histokimyasal boyalar
kullanilarak vurgulanabilen sari-kahverengi lipid i¢eren bir kalinti olan lipofuscin'i de
biriktirir [37]. Senesensin belirlenmesi i¢in en iyi tanimlanmis ve en ¢ok kullanilan yontem
senesens ile iliskili B-galaktosidaz (SA-B-gal) aktivitesinin ol¢tiimiidiir [38]. Son olarak,
senesent hiicrelerde degisen protein ekspresyonu, western blot, nicel gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu veya immiinohistokimya dahil olmak {izere cesitli teknikler
kullanilarak belirlenebilmektedir. Cift zincirli DNA kirilmalari, hem replikatif hem de stres
kaynakli hiicresel senesenste gH2AX veya 53BP1 isaretlenmesi ile tanimlanabilir [39]. DNA
hasar yanit yolunun aktivasyonunu takiben, erken senesent hiicreler, p53 ve p21'in niikleer
ekspresyonunu arttirirken, geg senesens hiicreler en iyi yiiksek p16 ile karakterize edilir [40].
Bu yollarin aktivasyonu, hiicre dongiisii durmasini ve DAPI boyama, trimetillenmis H3K9

veya heterokromatin protein 1 ile tanimlanan senesens ile iligkili heterokromatin odaklarinin
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(SAHF'ler) olusumunu indiikler. Bu SAHF'ler, hiicresel proliferasyonla iligkili genleri

baskilayarak hiicresel senesensin stabilitesine katkida bulunur [41].

2.2.4. Senesens sekretomu

Senesent hiicreler, senesens-iligkili sekretuvar fenotip (SASP) olarak bilinen
proinflamatuvar sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri, proteazlar dahil olmak iizere
cesitli faktorler sekrete ederler. Buna senesens sekretomu da denir. SASP, interlokin 1 ve 6
(proinflamatuar sitokinler), interlokin 8 (nétrofilleri dokuya c¢eker ve inflamasyon stirecini
baslatir) ve matriks metalloproteinazlar (kollajen gibi hiicre dis1 matriksin ¢esitli
bilesenlerini pargalar) icermektedir [27]. SASP’in hem normal hemde kanser Senesent
hiicrelerden salgilanabilecegi ve tiimor mikrogevresini otokrin ve parakrin olarak etkiledigi
gosterilmistir [42]. Bazi durumlarda SASP yararli bir etki olusturabilir. Ornegin,
embriyojenez sirasinda senesens, bazi proseslerin fizyolojik olarak durdurabilecegi bir
mekanizma oldugu gosterilmistir. [43]. Diger yandan, senesent hiicrelerden salgilanan SASP
faktorlerinin, tiimdr ¢evresinde makrofaj fonksiyonunu ve lenfosit infiltrasyonunu etkiledigi
ve boylelikle senesent hiicrelerinin, bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilmasini
indiikleyerek antitlimor etkisi bulundugu gosterilmistir [44]. Farkli dokulardaki senesent
hiicrelerden salgilanan SASP faktorleri degiskenlik gosterdigi icin senesent hiicrelerin
kanser olusmasinda pozitif veya negatif etkisi olabilmektedir [45]. Senesent insan
fibroblastlarina maruz kalan epitel hiicrelerinin farklilasma o6zelliklerini kalic1 olarak
kaybettigi,  invazif hale geldigi, neoplastik transformasyona ugradigi ve tiimor
vaskiilarizasyonunu uyardigi  gosterilmistir  [46-48]. SASP, komsu hiicrelerin
inflamasyonunu, fibrozunu ve apoptozunu indiikledigi gosterilmistir [47].  Senesent
fibroblastlardan salgilanan SASP’in, insan meme tiimor hiicrelerinin tiimorigenezini
artirdig1 gosterilmistir [47]. Bu galismalardan, SASP faktorlerini protiimorijenik oldugu
sonucu distliniilmektedir. SASP faktorleri; ¢Oziinlir sinyal faktorleri (interlokinler,
kemokinler ve biiylime faktorleri), proteazlar ve ¢oziinmeyen proteinler/hiicre dig1 matris

(ECM) bilesenleri olarak kategorilere ayrilabilir.

Coziiniir Sinyal Faktorleri: Senesent hiicreler, komsu hiicreleri etkileyecek interlokinler,

inflamatuar sitokinler ve biiytime faktorleri salgilar [49].
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IL-6: SASP'nin en belirgin pleiotropik proinflamatuar sitokini interlokin-6'dir (IL-6) [3]. IL-
6'min, fare ve insan keratinositlerinin, melanositlerinin, monositlerinin, fibroblastlarinin ve
epitel hiicrelerinin DNA hasar1 ve onkojenik stresin neden oldugu senesens ile iliskili oldugu
gosterilmistir [50-53]. IL-6 salgilanmasi, p53 yolundan bagimsiz olarak kalict DNA hasar
sinyallemesi (ATM ve CHK?2) tarafindan dogrudan kontrol edildigi gosterilmistir [54]. IL-6
ekspresyonu yoluyla, senesent hiicreler, yiizeylerinde IL-6R (gp80) ve gpl30 sinyal
kompleksini eksprese eden gesitli fonksiyonlara ve kokenlere sahip epitel ve endotelyal
hiicreleri dogrudan etkilemektedir [49]. Meme kanserinde, senesent fibroblastlardan yiiksek
seviyede salgilanan IL-6, timdr invazivliginin artirllmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir

[55].

IL-1: Hem IL-1a hem de -P asir1 eksprese edilir ve senesent endotelyal hiicreler, fibroblastlar
ve kemoterapi indiiklii senesent epitel hiicreleri tarafindan salgilanir [56-59]. Bu sitokinler,
birincil olarak niikleer faktor kappa B'yi indiikleyen ve protein 1 yolaklarini aktive eden
hiicre yiizeyi reseptorleri (IL-1 reseptorii / Toll benzeri reseptor siiper ailesi) araciligiyla

komsu hiicreleri etkileyebilir [60].

Kemokinler (CXCL ve CCL): Senesent hiicrelerin ¢ogu, GROa ve GROB (CXCL-1 ve -2;
murin CXCL-1, KC olarak adlandirilir) ile birlikte IL-8'1 (CXCL-8) asir1 eksprese eder
[53,61,62]. Genellikle senesent hiicrelerde upregiile edilen CCL ailesi liyeleri arasinda MCP-
2, -4 ve -1 (CCL-8, -13 ve -2); HCC-4 (CCL-16); eotaksin-3 (CCL-26); ve makrofaj
inflamatuar protein (MIP) -3a ve -1a (CCL-20, -3) yer alir. MCP-3 (CCL-7), senesent
karaciger yildizs1 hiicreleri ve prostat ve deri fibroblastlar1 tarafindan asir1 eksprese edilir.
Onkojenik RAS ile senesensin indiiklendigi fibroblastlar, yiiksek seviyelerde MCP-3 ve I-
309 (CCL-1) salgilar. Ek olarak, hem RAS tarafindan senesense indiiklenen fibroblastlar
hem de karaciger hasariyla senesense neden olan yildiz hiicreleri, CXCL ailesinin diger iki
iyesi olan GCP-2 (CXCL-6) ve ENA-78'in (CXCL-5) yiiksek seviyelerini salgilar [49].
Senesent prostat fibroblastlarinda asir1 PF-4 (CXCL-4) ve SDF-1 (CXCL-12) ekspresyonu
gozlendi [63,64]. Son zamanlarda, onkogen indiiklii senesens gegiren hiicrelerin ¢oklu
CXCR-2 (IL-8RB) -baglayic1 kemokin salgiladigi gosterilmistir [25].

IGF Yolag: Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) / IGF reseptdr ag1 ayrica senesent
hiicrelerin mikro gevrelerine uyguladiklari etkiye katkida bulunur [49]. Senesent endotel,

epitel ve fibroblast hiicreleri, IGFBP-2, -3, -4, -5 ve -6 ve bunlarin diizenleyicileri dahil
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olmak {izere hemen hemen tiim IGF baglayici proteinleri ('ler) yiiksek seviyelerde eksprese
ederler [51,65-68] Son =zamanlarda, primer fibroblastlarda BRAF onkogeninin
aktivasyonunun, komsu hiicrelerde senesens ve apoptozu indiiklemek i¢in otokrin / parakrin

yolaklar yoluyla etki eden IGFBP-7'nin salgilanmasina yol agtig1 gosterilmistir [69].

Diger: Ek olarak, tiimor nekroz faktor alfa i¢in salgilanan bir tuzak reseptorii olan
osteoprotegerin, senesent fibroblastlarin hiicre dis1 ortaminda yiiksek seviyelerde mevcuttur.
Senesens sirasinda upregiile edilen diger molekiiller arasinda prostaglandin E2 (PGE2) ve
PGE2 ve diger prostaglandinlerin iretiminden sorumlu enzim olan Cox-2 bulunur
[49,52,70].

Ekstraseliiler _proteazlar: Coziniir sinyal sitokinlerinin ve biiylime faktorlerinin

salgilanmasina ek olarak, senesent hiicreler ayrica matris metaloproteinazlar (MMP'ler) gibi

proteazlar da salgilar [49].

MMP ailesi: Replikatif veya stres indiiklii senesens gegiren insan ve fare fibroblastlarinda
stirekli olarak upregiile edilen MMP ailesi iiyeleri, stromelisin-1 ve -2 (sirastyla MMP-3 ve
-10) ve kolajenaz-1 (MMP-1) [71,72]. Senesent hiicreden sekrete edilen SASP’da bulunan
MMP’lerin, hiicre migrasyonunu ve invazyonunu indiikledigi gosterilmistir [5,49,73].
Ayrica senesent fibroblastlardan MMP salgilanmasi, ¢oklu epitel hiicre tiplerinin
invazyonunu artirabildigi ve senesent stromal hiicreler, kanser hiicrelerinin metastaz

yapmasina neden olan EMT’yi uyarabildigi gosterilmistir [5—7].

Serin Proteazlar ve inhibitérleri: Karsinojenezde yer alan ve SASP'de bulunan bir bagka
proteaz ailesi, serin proteazlar ve plazminojen aktivasyon yolunun diizenleyicileridir [49].
Bu ailenin tiyeleri arasinda iirokinaz veya doku tipi plazminojen aktivatorleri (sirastyla uPA
veya tPA), uPA reseptorii (WPAR) ve bu serin proteazlarin (PAI-1 ve -2) inhibitérleri bulunur
[74].

Hiicre Disi Coziinmeyen Molekiiller: Fibronektin, bag dokusunda, hiicre yiizeylerinde,

plazma ve diger viicut sivilarinda bulunan biiyiik bir glikoproteindir. Hiicre yiizeyi
reseptdrleri, hiicre iskeletinin bilesenleri ve diger ECM molekiilleri dahil olmak {izere gesitli
makromolekiillerle etkilesime girer. Fibronektin, basta integrinler olmak iizere hiicre yiizeyi

reseptorleriyle olan etkilesimleri sayesinde hiicre adhezyonunu, canliligmmin devamini,
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biiytimesini ve gogiinii etkileyebilir [49]. Erken yaslanan Werner sendromu fibroblastlarinda
fibronektin tiretimi upregiile edilir [75]. Dahasi, kiiltiirde ve in vivoda senesens gegiren

hiicreler fibronektin ekspresyonunu artmistir [76].

Protein_olmayan salgilar: Bu salgilar, Reaktif oksijen tiirleri ve iyonlardir. Ornegin,

senesent hiicrelerin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, endotelyal nitrik oksit sentaz ve
stiperoksit-dismutaz aktivitelerindeki degisiklikler nedeniyle nitrik oksit ve reaktif oksijen
tirlerini serbest biraktigi gosterilmistir [77,78]. Senesent fibroblastlardan salgilanan
MMP’lerin mitojenik ve kemotaktik sinyalleri kolaylastirdig1 i¢in, meme epitel hiicrelerinin
tiimorijenitesini artirmaktan sorumlu oldugu gosterilmistir [47,49,72,79]. Insan prostat
bezinden gelen senesent fibroblastlarin, prostat epitel hiicrelerinin hiperproliferasyonuna
neden olan mikrogevre olusturdugu gosterilmistir [64].Bu ¢alismalar, SASP’1n, neoplastik
transformasyonu ve vaskiilarizayonu artirarak kanser olusmasina neden olarak olumsuz etki

gosterdigi disiiniilmektedir.

2.2.5. Senesens ve kanser

Son caligamalar, senesent hiicrelerden salgilanan SASP’da bulunan biiylime faktorleri,
sitokinler ve proteazlarin karsinojenezi destekleyebilecegini gostermektedir. SASP
faktorlerinin farelerde tiimdr proliferaSyonunu uyarmasinin yani sira, kiiltiirde epitel
hiicrelerden mezenkimal hiicrelere transformasyon gibi premalign olan metaplaziyi uyardigi
gosterilmistir [6]. Bu transformasyon, degismis hiicrelerin dokulara go¢ii ve yayilmasina
neden olur ve metastatik kanserin olusmasinda onemlidir [6]. Bu baglamda, senesent
hiicrelerin kanserin olugmasi ve gelismesi igin mikrogevre olusturdugu diisiiniilebilir. Kanser
hiicrelerininde senesense ugradigi bir¢cok ¢alismalarda gosterilmistir [80—83]. DNA’ya zarar
veren radyasyon veya kemoterapdtik ajanlara yanit olarak senesent kanser hiicreleri, komsu
timor hiicrelerini aym1 kometarapotik ajanlara karst koruyan faktorler salgiladig
gosterilmistir [84,85] Senesent tiimor hiicrelerinde salgilanan SASP ile senesent normal
hiicrelerden salgilanan SAPS igeriklerinde farkliliklar ve benzerlikler bulunmaktadir
[35,49]. Ornegin; IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin hem senesent tiimor hiicrelerinde hemde
senesent normal hiicrelerde sekresyonu artarken, kemokin ve proteaz sekresyonunda
farklliklar oldugu gosterilmistir [49,83,86]. Senesent hiicrelerin, IL-6 ve IL-8
salgilanmasiyla premalign epitel hiicrelerinde ve agresif olmayan kanser hiicrelerinde

epitelden mezenkime transformasyonu indiikledigi gosterilmistir [7,47,51]. Ekstraselliiler
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matriks bilesenlerini yikima ugratan, matris metalloproteinaz (MMP), senesent kanser
hiicrelerin sekretomunda belirgin sekilde arttig1 gosterilmistir [49,83]. SASP bilesenlerinden
MMP3 (stromelisin) , tiimoér kaynakli anjiogenezi uyaran VEGF, amfiregulinin timor
hiicrelerinin ~ yayilmasin1  artirdigi ~ gosterilmistir  [48,64,72]. CXCL12, senesent
fibroblastlardan salgilanmadigi, ancak senesent kanser hiicrelerinden salgilandigi
gosterilmistir  [83,86]. Salgilanan CXCL12’n, nonsenesent kanser hiicreleri olusumuna
neden oldugu gosterilmistir [83,87]. Senesent kanser hiicreleri, nonsenesent kanser hiicreleri
ile etkilesime girerek kanser hiicresi migrasyonunu ve metastazi ile iliskili oldugu bilinen
CXCLI12 salgiladigi gosterilmistir [83]. Ek olarak, senesent tiimor hiicreleri, lenfatik
damarlarda anoik hiicre dliimiinii 6nleyerek, tlimor hiicrelerinin hayatta kalmasina ve hedef
organlara metastaz yapmasina neden oldugu gosterilmistir [83]. Biitiin bu c¢aligmalardan,
senesent  hiicrelerden  salgilanan SASP  faktorlerinin  kansere neden oldugu

distindiirmektedir.

Kanser tedavi yanitinda senesensin roli

Yaygin olarak kullanilan kanser tedavileri, ya tiimorlii ya da timdr olmayan hiicre ve
dokularda hiicresel senesensi indiiklenmesi ile iliskilendirilmistir [88]. Bu senesense neden
olan kanser tedavileri bes gruba ayrilabilir: kemoterapi, radyoterapi, CDK4/6 inhibitorleri,

epigenetik modiilatorler ve immiinoterapi [88].

Kemoterapi:

Kemoterapi apoptoz yoluyla kanser hiicresinin 6liimiine neden oldugu bilinmektedir. Pek
cok kemoterapi DNA hasarina (DNA ipligi kirilmalar1 veya capraz baglanma) neden olur;
bu DNA hasar cevabi hiicre 6liimiine neden olabilir veya uyaranin derecesi ve siddetine bagl
olarak Oliimciil olmayan bir DDR’yi indiikleyerek akut veya kronik senesense neden
olabilecegi gosterilmistir [3]. Hiicre 6liimii veya senesens durumu hiicrede bulanan p53 veya
p16INK4A gibi timor supresor genlere baglidir [89]. Yiiksek dozlarda kemoterapi hiicre
Oliimiiyle sonuclanirken, orta diizey dozlarda hiicresel senesens ile sonuglanabilecegi
gosterilmistir [90]. Kemoterapi tiirleri DNA’ya farkli yollardan hasar verirler. Doksorubisin
en yaygin topoizomeraz inhibitoriidiir ve akciger, meme, lenfoma ve akut lenfositik 16semi
gibi gesitli kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir [91]. Doksorubisinin, topoizomeraz

2’yi inhibe ederek DNS c¢ift sarmalinin kapanmasim1 6nledigi, DDR’yi indiikledigi ve
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boylece hiicresel senesense neden oldugu gosterilmistir [90]. Yine bir ¢aligmada orta dozda
doksorubisin, farkli kanser hiicresi dizilerinde senesensi indiikledigi gosterilmistir
[1].(Cizelge 1) Etoposid ve kamptotesin, kanser tedavisinde kullanilan diger topoizomeraz
inhibitdrleridir. Etoposit (900nM) HT 1080 hiicrelerinde senesensi indiikledigi gosterilmistir
[1]. Sisplatin ve temozolomid, hiicresel senesensi indiikleyebilen tipik alkilleyici
ajanlardandir ve sisplatin (2.2 pM) HT1080 hiicrelerinde senesensi indiikledigi gosterilmistir
[1]. Paklitakselin, MCF7 hiicreleri ve endotel hiicreleri, kemik iligi mononiikleer hiicreleri,
insan ve fare fibroblast hiicre dizilerinde senesense neden oldugu gosterilmistir [92-94].
Neoadjuvanla tedavi edilen meme kanseri hiicrelerinin %41°1, tedavi edilmemis vakalarinda
%10’u senesens belirteciyle boyandigi gosterilmistir ve bdylece senesensin CAF
(siklofosfamid, adriamisin, flurourasil) kemoterapisi ile indiiklendigi sonucuna varilmistir
[89]. Kiigiik hiicreli akciger kanseri hastalar1 taksan ve karboplatin ile tedavi edildiginde
senesens biyobelirteglerinin arttig1 goriilmiis [95]. Fakat, apoptoz gegiren kanser hiicreleri
kalic1 olarak uzaklasirken, senesent hiicreleri metabolik olarak yasamaya devam eder ve
olumlu/olumsuz etki gdsteren SASP faktorleri salgilar [60]. in vitro ¢aligmalarda ve insan
kanser hiicrelerinde senesent hiicrelerin varliginin kemoterapi direnci gelistirmede 6nemli
oldugu gosterilmistir [4]. Bu nedenlerden dolayr kemoterapiye yanit olarak senesens

karmasik bir durumdur.

Cizelge 2.1. Kanser hiicrelerinde yapilan in vivo ¢aligmalarla senesensi indiikledigi bilinen
doksorubisin konsantrasyonlari [1].

Hiicre dizisi TUmOr tipi Doksorubisin
Konsantrasyonu
HT1080 Fibrosarkom 20-30 nM
HCT116 Kolon kanseri 50 nM
MCF-7 Meme kanseri 12-50 nM
HepG2 Hepatoselliiler karsinom 250-500 nM
A2780 Yumurtalik kanseri 20-50 nM
LNCaP Prostat karsinomu 100-500 nM
Hela Rahim agz1 kanseri 400-800 nM
HEp-2 Larinks karsinomu 50-100 nM
DLD1 Kolon kanseri 100-500 nM
SW480 Kolon kanseri 100-150 nM
U251 Glioma 200 nM
MDA-MB-231 Meme kanseri 50 nM
PC3 Prostat karsinomu 100 nM
Saos2¢ Osteosarkom 50-60 nM
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Radyoterapi:

Kanser tedavisinde kullanilan radyoterapi direkt olarak DNA hasar1 yapar ve kanser
hiicreleri iizerinde genis etkilere sahiptir. Radyoterapi uygulanan kanser hiicrelerinde DNA
onarimi miimkiin degilse; DNA hasar cevabi tetiklenir; hasarin siddeti fazla ise hiicre 6limii

ve hasarin siddeti az ise hiicresel senesensin meydana geldigi gosterilmistir [96].

CDK4/6 Inhibitorleri

CDK4 ve CDK6, G1'den S fazina hiicre dongiisii gegisi i¢in kritik faktorlerdir [97]. CDK4/6
inhibitorleri, p16'nin etki mekanizmasin taklit ettiginden, hiicresel senesensi indiiklemesi,
tedavinin olas1 bir sonucu olarak kabul edilmistir [98]. Palbociclib'in meme ve mide kanseri,

melanom, liposarkom ve hepatoselliiler karsinomda hiicresel senesensi indiikledigi

gosterilmistir [93,99-102].

Epigenetik Modiilatorler

5-Aza-2'-deoksisitidin (5-aza), DNA metiltransferazin (DNMT) bir inhibitoriidiir [103] 5-
aza uygulanmasi, osteosarkom hiicrelerinde (U20S) p16 upregiilasyonu ve biiylimenin
durmasii indiikledigi ve akciger mezotelyoma hiicrelerinde (H28) SA-B galaktosidaz
aktivitesini ve DDR'yi arttirdigr gosterilmistir [104] . Vorinostat olarak da bilinen
suberoylanilid hidroksamik asit (SAHA), kutan6z T hiicre lenfomasini tedavi etmek i¢in
ABD FDA tarafindan onaylanmis bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitoridir [105].
SAHA'nin kolon kanseri hiicrelerinde (HCT116) gesitli senesens fenotiplerini ve insan
l6semi hiicre dizilerinde (MOLM-7, HL-60 ve JURL-MKI1) ve iirotelyal karsinom

hiicrelerinde senesens benzeri biiytime durmasini indiikledigi gosterilmistir [106—108].

Immiinoterapi

Riuximab, 16semi ve lenfoma tedavisinde kullanilan bir CD20 hedefleyen antikordur.

Riuximab, B hiicreli lenfoma hatlarinda senesensi indiikledigi gosterilmistir [109].
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2.3. Senoterapdétikler

Senesensin, baslarda doku onarimi, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim gibi yararl etkileri
biliniyordu. Zamanla senesensin, yasa bagl ciddi patolojik durumlarin baslamasina ve
ilerlemesine neden oldugu da gosterilmistir [3]. Senesent hiicreler; noérodejeneratif ve
metabolik hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler anormallikler, karaciger, kemik, deri ve
enfeksiyoz hastaliklar ile iliskilendirilmistir [110]. Senoterapdtikler; senesens siirecini
engelleyerek ve geciktirerek yasa bagli bozukluklar iizerinde terapoétik bir etki olusturan yeni
bir ilag grubudur. Senesent hiicreleri segici olarak oldiiriilmesi (senolitik) ve SASP blokaji

(senomorfik) olmak iizere iki grupta incelenir.

2.3.1. Senolitikler

Senolitikler, senesent hiicreleri secici olarak ortadan kaldiran ila¢ sinifidir. Senesent
hiicreler, apoptoza direnglidir ve kendi inflamatuar senesens ile iligkili salgi fenotipine
(SASP) kars1 koruyan ve komsu hiicreleri 6ldiirmelerine ragmen hayatta kalabilen anti-
apoptotik yolaklara sahiptir. Senolitikler, senesens hiicre anti-apoptotik yolu (SCAP) devre
dis1 birakarak, senesent hiicrelerin SASP ile apoptozisine neden olur [111]. Senesent
hiicrelerin yeniden birikmesi haftalar aldig1 icin, senolitikler aralikli olarak uygulanabilir.
Klinik oncesi modellerde, senolitikler, kanserleri ve kardiyovaskiiler, noropsikiyatrik,
karaciger, bobrek, kas-iskelet sistemi, akciger, gbéz, hematolojik, metabolik ve cilt
bozukluklarinin yan1 sira organ nakli, radyasyon ve kanser tedavisinin komplikasyonlarini
geciktirir, Onler veya hafiflettigi gosterilmistir [111]. 2015 yilinda, dasatinib (kinaz
inhibitorii) ve bir flavonoid olan quercetin ilk bulunan senolitiklerdendir [112]. Simdiye
kadar, kinaz inhibitorleri, Bcl-2 ailesi inhibitorleri, dogal bilesikler, p53 baglanma
inhibitori, 1s1 soku proteini 90 (HSP90) inhibitérleri, UBX0101 ve histon deasetilaz
(HDAC) inhibitorii dahil olmak iizere yedi sinif senolitik bulunmustur [113]. Dasatinib ve
quercetin kombinasyonu yaslanmig, radyasyona maruz kalan ve Erccl—/A / -progeroid
farelerde senesent hiicrelerin yiikiinii azalttigin1 ve bunun da yasam siiresinin uzamasina ve
yasa bagli patolojilerin azalmasina neden oldugunu gosterilmistir [112]. Dasatinib ve
quercetin'in kombine uygulamasi ile dokulardaki senesent hiicrelerin temizlenmesi, kardiyak
yaslanma, ateroskleroz, osteoporoz, pulmoner fibroz, hepatik steatoz ve Alzheimer hastaligi
dahil olmak tizere ¢esitli yasa bagli patolojilerini iyilestirdigi gosterilmistir [112,114-118].

Son zamanlarda, dasatinib ve kersetin kombinasyonunun yash farelerde fiziksel islevi
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iyilestirdigi ve saglik siiresini ve omriinii uzattig1 bildirildi [119]. ABT-263, ABT-737,
A1331852 ve A1155463, in vitro ve in vivo modellerde senolitik adaylar olarak rapor
edilmistir [2]. Anti-apoptotik Bcl-2, Bcl-xL ve Bcl-W'nin inhibitor alanina baglanan ABT-
263, 1sinlanmis veya normal yaslanmis farelerde senesent hiicrelerini, senesent kemik iligi
hematopoetik kok hiicrelerini (HSC'ler) ve senesens kas kok hiicrelerini (MuSC'ler) etkili
bir sekilde ortadan kaldirdigi gosterigsmistir [120]. ABT-263, senesent insan umbilikal ven
epitel hiicreleri (HUVEC'ler), senesent IMR90 insan akciger fibroblastlar1 ve senesent murin
embriyonik fibroblastlarin (MEF'ler) canliligini segici olarak azaltigi gosterilmistir [121].
ABT-737, etoposit, H-Ras aktivasyonu ve in vitro replikasyon ile indiiklenen senesent
IMR90 hiicrelerini segici olarak oldiirmiistiir [122]. ABT-737 uygulanmasi ayni zamanda
isinlanmis farelerin senesent akciger epitel hiicrelerini ve pl4ARF transgenik farelerin
senesent epidermal hiicrelerini ortadan kaldirildigi gosterilmistir [122]. A1331852 ve
A1155463, segici Bel-xL inhibitorleri, radyasyona bagl senesent HUVEC'lerin ve IMR90
hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir [123]. HSP90 inhibitorleri, 17-N-
alilamino-17-demetoksi geldanamisin (17-AAG) ve geldanamisin, oksidatif stres kaynakli
senesent Erccl /- fare embriyonik fibroblastlarinda (MEF'ler) 97 otofaji diizenleyicinin
taranmasindan yeni bir senolitik aday sinifi olarak oOnerilmistir [124]. Bu HSP90
inhibitdrleri, in vitro oksidatif stres, radyasyon veya replikasyon ile indiiklenen senesent
MEF'lerin, senesent murin mezenkimal kok hiicrelerin (MSC'ler), senesent IMR-90,
senesent HUVEC'lerin ve senesent WI-38 hiicrelerinin apoptozunu indikledigi
gosterilmistir [124]. P16Ink4a pozitif hiicreleri segici olarak elimine ettigi ve boylece yasla
iliskili cesitli semptomlarm baslamasim geciktirdigi ve sonugta Erccl /4 - progeroid
farelerin yasam siiresinin uzadig1 gosterilmistir [124]. In vitro deneylerde quercetin'e ek
olarak dogal fitokimyasallar, piperlongumine (PL) ve fisetin'in senolitik aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir [2]. Fisetin, IR kaynakli senesent HUVEC'leri segici olarak 6ldiirmiistiir
[123]. UBX0101'in eklem i¢i enjeksiyonu, eklem kikirdaginda ve sinovyumda biriken
senesent hiicreleri ortadan kaldirmis ve yash farelerde travma sonrasi osteoartrit (OA)
gelisiminde zayiflama ile sonuglanmistir [125]. Primer hiicrelere ek olarak, kanser
hiicrelerini hedefleyen senolitikler de Onerilmistir. FDA onayli HDAC inhibitori
panobinostat, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve bas ve boyun skuamdz hiicreli
karsinom hiicre dizilerinde kemoterapi ile indiiklenen senesens de senolitik aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir [126]. Standart kemoterapi sirasinda, kanser hiicrelerinde histon
asetilasyonunda azalma, Bcl-2 familyasi proteinlerinde artis ve SASP iiretimi gibi senesens

ile iliskili olaylar meydana geldigi gosterilmistir [83,127]. Kemoterapiye indiikledigi



22

senesensin, tiroid kanserinde epitelyalden mezenkimal gecise bagli olarak kanser
hiicrelerinin artan invazyonunda ve ayrica B hiicreli lenfomada kok hiicre ile ilgili
ozelliklerin kazanilmasinda rol oynadigi gosterilmistir [83,127]. Bu nedenle, senesent kanser
hiicrelerini hedefleyen senolitikler, kanser metastazi ve kanser kokii tedavisi i¢in yeni bir
strateji olabilir [2]. Forkhead box protein O4 (FOXO4), senesens hiicrelerin canliliginda rol
oynayan dnemli bir protein olarak bilinmektedir. IR indiiklii senesent IMR90 hiicrelerinden
RNA sekans verilerinin biyoinformatik analizini kullanarak, FOXO4-D-retro-inverso-
(FOXO4-DRI) peptidinin yeni bir senolitik aday sinifi oldugu gosterilmistir. FOXO4-DRI
peptidi, senesens hiicrelerde FOX04 ve p53°iin etkilesimini blloke ederek, senesent IMR90
hiicreleri ve HUVEC’lerin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir [128]. Peptitin
uygulanmasi, hem XpdTTD/TTD-progeroid hem de dogal olarak yaslanan farelerde bobrek
fonksiyonlarin1 ve sa¢ yogunlugunu iyilestirildigi gosterilmistir [128]. Senolitik ilaglar
tizerindeki ¢aligmalar devam etmektedir. Cogu senolitik p53, HSP90,Bcl-2,Bcl-XI gibi
bilinen proteinleri hedefledigi gosterilmistir ve senolitik ajanlarin daha da gelistirilmesi i¢in

hiicresel senesense 6zgii yeni hedeflerin agiklanmasi gerekmektedir [2].

2.3.2. Senomorfikler

Apoptozu indiiklemeden senesens belirteclerini ve salgilama fenotipini baskilayan ilag
smifidir. Senomorfikler arasinda, telomeraz aktivatorii, CRM'ler, kalorik kisitlama diyetleri,
sirtuin  aktivatorleri, mTOR inhibitorleri, antioksidanlar, senoinflamasyonu veya
inflamasyonu hedefleyen inflamatuar ajanlar, otofaji aktivatorleri ve proteazom aktivatorleri
gibi senesens karsiti veya antisenesens bilesikleri bulundugu gosterilmistir [129].
Senoinflamasyon veya inflamasyon, senesens ile karakterize edilen kronik, steril, diisiikk
dereceli ve ¢oziilmemis inflamasyon demektir [2]. Yaslanma ve yasa bagli hastaliklarda
aktive olan niikleer faktor-kappa B (NF-xB), senoinflamasyon veya inflamasyona aracilik
eden anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir ve aktivasyonu, insiilin/insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF)-1, FOXO, SIRT, mTOR ve DNA hasar1 gibi yaslanma siirecinin bilinen
diizenleyicileri ile baglantilidir [130]. Bu nedenle, NF-kB'nin inhibisyonu, senomorfiklerin
potansiyel bir hedefi olarak 6nerilmistir [130]. IKK'nin bir peptit inhibitorii, NF-xB -aktive
edici kinaz, in vitro ve in vivo hiicresel senesensi azalttt ve Erccl—/A -progeroid farelerin
yasa bagli semptomlarini ve patolojilerini geciktirdi [131]. SASP, Janus kinaz (JAK)/STAT
yolu tarafindan diizenlenir ve senesent hiicrelerde JAK'in farmakolojik inhibitorleri, yash

farelerde senoinflamasyonu baskiladigi, yasa bagli doku fonksiyon bozuklugunu hafiflettigi
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ve fiziksel olarak fonksiyonu arttirdigi gosterilmistir [132]. Ataksi-telanjiektazi mutasyona
ugramis (ATM) kinaz, DNA ¢ift sarmal kopmalar ile aktive edilen bir serin/treonin protein
kinaz, hiicresel senesensin diizenlenmesinde yer alir [133]. Bu nedenle ATM kinaz
inhibitéri KU-60019, potansiyel bir senomorfik aday olarak tanimlanmistir. KU-60019,
mitokondriyal fonksiyonel iyilesme ve metabolik yeniden programlama ile birlikte
lizozom/otofaji sisteminin fonksiyonel iyilesmesini indiiklemistir [134]. Hutchitson-Gilford
progeria sendromunda (HGPS) yer alan kesilmisg bir lamin A proteini olan progerin, normal
insan fibroblastlarinin hiicresel senesensi sirasinda ilerleyici telomer kisalmasi ile birikir
[135]. Progerin ve lamin A/C'min baglanmasini engelleyen kii¢iik bir molekiil olan JH4,
senomorfik bir aday oldugu gosterilmistir [135]. JH4, HGPS ve yash hiicrelerde niikleer
deformasyonu hafifletti ve biiyiime durmasi ve SA-B-G aktivitesi gibi senesens belirteglerini
tersine ¢evirdigi gosterilmistir [136]. JH4'in uygulanmasi, HGPS-progeroid farelerde yasa
bagli birka¢ patolojiyi ve uzun yasam siiresini belirgin sekilde hafifletti [136]. Juglanin,
quercetin 3-O-p-D-glucuronide, (-)-loliolide ve quercetagetin 3,4'-dimetil eter dahil olmak
iizere bitkilerden elde edilen dogal bilesikler, senesent HDF’ler ve HUVEC’lerde SA-B-G
ve p53 seviyelerini distirdiiklerinde senomorfik adaylar olarak tanimlanmistir [2,137-140].
Rapamisin, hiicre proliferasyonu ve hayatta kalma ile ilgili nemli islevlere sahip molekiil
olan mTOR kinazin seg¢ici bir inhibitoriidiir. Rapamisin, mTOR i¢in allosterik bir ligand
gorevi goren dogal bir makrolidir ve esas olarak klinik uygulamada bir immiinosupresan
olarak kullanilmaktadir [141]. Rapamisin, SASP'yi azaltarak senomorfik olarak etki
gostermektedir [142]. Fisetin, bazi hiicre tipleri {izerinde senomorfik etkilere sahipken,

digerleri lizerinde senolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [123].
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Sekil 2.1. Senesens gelisimi, SASP'in etkileri ve SASP {izerine etkili olan senoterapotik
ilaclarin sematik gosterimi. (IL: interlokin, CXCL: kemokin ligand, HGF:
Hepatosit biiyiime faktorii, AREG: amfiregiilin, EREG: epiregiilin, MMP: matriks
metalloproteinaz, VEGF: vaskiiler endotelyal biiylime faktori, ANGPTL:
Anjiyopoietin benzeri protein)

2.4. Teofilin

Teofilin, astim ve kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH) tedavisi i¢in hala en yaygin
olarak kullanilan ilaglardan biridir. Teofilin (dimetilksantin), ¢ay ve kakao ¢ekirdeklerinde
eser miktarda bulunur. Yaygin kullanilmasina ragmen, teofilin, kotii kontrollii hastaligi olan
hastalarda ek tedavi olarak iigiincii basamak bir tedavi haline gelmistir, ¢linkii inhale 2-
agonistler bronkodilator olarak ¢ok daha etkilidir ve inhale kortikosteroidler daha biiyiik bir
antiinflamatuar etkiye sahiptirler. Teofilin i¢in ¢esitli etki mekanizmalart ileri siirlilmektedir,
ancak bunlarin ¢ogu klinik olarak kullanilan konsantrasyonlardan daha yiiksek
konsantrasyonlarda (10°M) meydana geldigi gosterilmistir [143]. Teofilinin terapdtik
konsantrasyonu i¢in serum diizeyi 8-12 pg/ml (44,4 uM-66,6 uM) kabul edilir, son yillarda
5-10 pg/ml’de (27,7uM-55 uM) antiinflamatuvar etkisi anlagilmigtir. 10 pg/ml (55 uM)
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iizerinde serum diizeyi arttik¢a bronkodilator etkisi buna paralel artmaktadir. Serum diizeyi
>20 pg/ml (111,11 uM) oldugunda yan etkiler ortaya ¢ikmaya baslamaktadir [144]. Astimli
hastalarda diisiik doz teofilin, solunan bir alerjen tarafindan indiiklenen eozinofiliyi inhibe
eder ve interlokin-5 ve interlokin-6 sitokinlerin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir

[9,145,146].

2.4.1. Teofilin etki mekanizmasi

Fosfodiesteraz (PDE) inhibitori

PDE, hiicrede siklik niikleotidleri parcalayan, bdylece hiicre i¢i cAMP ve siklik guanozin
3,5-monofosfat konsantrasyonlarinda bir artisa yol acan bir enzimdir. Teofilin PDE'lerin
zayif ve secici olmayan bir inhibitoriidiir [144]. Teofilinin, PDE aktivitesini (PDE3, PDE4
ve PDES) inhibe ederek hava yolu diiz kasin1 gevsettigine dair in vitro kanitlar vardir, fakat
maksimum etki igin yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ vardir [147]. PDE inhibisyonu,
plazma konsantrasyonu arttik¢a teofilinin mide bulantisi ve bag agris1 gibi yaygin yan etkileri

i¢cin 6nemli olabilir.

Adenozin reseptor antagonizmast

Teofilin, A3 reseptorlerine kars1 daha az etkili olmasina ragmen, Al- ve A2-reseptorlerinin
antagonizmi 1ile terapOtik konsantrasyonlarda adenosin reseptorlerinin  giiglii  bir
inhibitoriidiir [148]. Adenosin, normal insan hava yolu diiz kas1 {izerinde in vitro ¢ok az
etkiye sahip olmasina ragmen, histamin ve 16kotrien salim1 yoluyla astimli hastalarin hava
yollarin1 daraltarak adenozinin duyarlilagtirilmis mast hiicrelerinden aracilari saldigin
diisiindiiriir  [149]. Inhale edilen adenozin monofosfat astimi olan Kkisilerde
bronkokonstriksiyona neden olur ve bu teofilinin terapétik konsantrasyonlar: ile onlenir

[150].

Interlokin-10 salgilanmasi

Interlokin-10, genis bir antiinflamatuar etki yelpazesine sahiptir ve astimda salgilanmasinin

azaldigina dair kanitlar vardir [151]. Interlokin-10 salinimi teofilin tarafindan arttirilir ve bu
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etki, astimda etkili olan diisiik dozlarda goériilmemis olmasina ragmen, PDE inhibisyonu

yoluyla aracilik edilebilir [152].

Transkripsiyon iizerindeki etkisi

Teofilin, proinflamatuar transkripsiyon faktorii niikleer faktor-B'nin niikleusa
translokasyonunu Onler, boylece potansiyel olarak astim ve KOAH'da inflamatuar genlerin

ekspresyonunu azaltir. Bu etki yiiksek konsantrasyonlarda goriilmektedir [153].

Hiicre yasami lizerine etkisi

Teofilin, in vitro antiapoptotik protein Bcl-2’yi azaltarak nétrofillerde apoptozu
indiiklemektedir. Teofilin ayrica T lenfositlerin apoptozunu indiikler, boylece hayatta
kalmalarin1 azaltir ve bu etkiye PDE inhibisyonu aracilik ettigi diisiiniilmektedir [154] .
Teofilin ayrica oksidatif stres tarafindan aktive edilen ve NAD diizeylerinde azalmaya yol
acan poli(ADPribose)polimeraz-1 (PARP-1) enzimini de inhibe ederek hiicre 6liimiine yol

acan bir enerji krizine neden olur [155].

Histon deasetilaz (HDAC) aktivasyonu

Diisiik terapotik konsantrasyonlarda (~5 mg/L) teofilin, 6zellikle oksidatif stres altinda,
histon deasetilazlar1 aktive eder [156]. HDAC2 aktivitesinin ve ekspresyonunun azaldigi
KOAH hiicrelerinde, teofilin (10° M), HDAC2 aktivitesini normale déndiiriir ve bu
hiicrelerdeki kortikosteroid direncini tersine ¢evirir [157]. Teofilinin bu etkisi, PDE
inhibisyonu ve adenosin reseptdr antagonizmasindan bagimsizdir, ancak oksidatif stres
tarafindan aktive edilen ve fosforilasyon yoluyla HDAC2 aktivitesinin inhibisyonunda yer
alan fosfoinositid-3-kinaz-6'nin (PI3K-0) se¢ici inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. [158]
Artan reaktif oksijen tiirleri ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazin artan ekspresyonundan
kaynaklanan nitrik oksit, HDAC2'deki tirozin kalintilarini nitratlayarak etkisizlesmesine ve
bozulmasina neden olan peroksinitrit radikallerinin olusumuna neden olur [159]. Teofilin,
peroksinitrit olusumunu azaltir, béylece astim ve KOAH'ta HDAC2 fonksiyonunu artirmak
icin bagka bir mekanizma saglar [160]. Histon deasetilaz 2 (HDAC?2), hiicre siklusu,
senesens, ¢ogalma, farklilagsma, gelisme, apoptoz ve inflamatuar yaniti inhibe etmede

glukokortikoid islevi gibi gesitli hiicresel siiregleri diizenleyen bir sinif T histon deasetilazdir.
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Son ¢alismalarda, HDAC2'nin HDACT ile birlikte DNA hasar cevabini (DDR) ve hiicresel

senesensi epigenetik bir mekanizma yoluyla diizenledigi gosterilmistir [161,162].






3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

DMEM (Gibco)

DMEM-Fenol kirmizi olmayan (Capricorn)
DMSO (Merck)

Doksorubusin (Tocris)

Fetal S1g1ir Serum (Capricorn)

PBS (Gibco)

Penisilin-Streptomisin (Capricorn)
Senescence f-galactosidase staining kit (Cell Signaling 9860S)
Teofilin (Sigma)

Insan IL-6 elisa kiti (Invitrogen, BMS213-2)
Tripsin-EDTA (Capricorn)

3.1.2. Kullanilan aletler

Hassas terazi (Shimadzu)

Mikropipet (Eppendorf Research)

Vortex (Firlabo)

Santrifiij (Niive)

Su banyosu (Niive)

Laminar Akimli Kabin

CO2 Etiivii (Sanyo)

Faz Kontrast - Floresan Mikroskop (Leica)
Mikroskop Kamerasi (Leica DFC 420 C)
Plaka okuyucu (Molecular Devices)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre kiiltiiria

Deneylerde A549 (kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre dizisi) hiicre dizisi
kullanildi. Hiicreler %] penisilin-streptomisin, %10 serum iceren DMEM’li besiyerinde
37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatdrde cogaltildi. Deneye baslamadan once tripan mavisi
metodu ile hiicreler sayildi. Bu ydntemde hiicreler tutunduklar1 alani %70-80 oraninda
kaplayincaya laminar akimli kabin altinda besiyeri uzaklagtirilir ve hiicrelere PBS
(phosphate buffered saline- fosfat ile doyurulmus tuz) ile yikama isleminden sonra 37°C’de
% 0.25’lik TripsinEDTA c¢ozeltisi eklenildi. 4-5 dk inkiibe edildi. Hiicrelerin zeminden
ayrildig1 goriildiikten sonra, hiicrelerin tizerine 7-8 ml besiyeri eklendi ve igerik flakona
alindi, 10dk 4009 (1500 rpm), 25°C’de santrifiij edildi. Resiispande olan hiicrelerden 20 pl
alind1 ve iizerinde 20 pl tripan mavisi eklendi. Igerikten 15 ul alind1 ve Neubauer lam ile
lamelin arasina yavasca birakildi. Neubauer lam1 mikroskopta bakildi, mavi ile boyanmamis
yani canli hiicreler sayildi. Asagidaki formiil ile hiicre sayis1 hesaplandi. Sonra gerekli hiicre

sayi1s1 hesaplanarak kiiltiir kaplarina ekildi.

Hiicre/ml = Sayilan toplam canli hiicre x 2 x 10*

Sayilan kare sayis1

3.2.2. SA-B-Gal boyamasi

Calismalarda teofilinin HDAC aktivatorii oldugu ve bu etkiyle birlikte IL-5 ve IL-6 inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu amacgla A549 hiicre dizisine doksorubisin uyguladiktan sonra
hiicrelerin senesens hale gelip gelmediklerini ve ayrica teofilinin preikiibasyonunun olusan
doksorubisin ile indiiklenmis senesense etkisini incelenmek istenilmistir. Deney SA-B-Gal
boyamasi Senescence B-galactosidase staining kit (Cell Signaling 9860S)‘in kullanim
talimatlarina gore gergeklestirildi. Hiicreler % 70-80 oraninda tutunduklari alam
kapladiklarinda 3 pM, 10 pM, 56 puM teofilin ile 30 dk preinkiibe edildi. Daha sonra
hiicrelere 300 nM doksorubusin uyguladi. 4 giin sonunda hiicreler 37°C sicakliktaki PBS ile
yikandi. Kit i¢inde bulunan fiksasyon ¢ozeltisi ilavesi sonrasi1 10-15 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Hiicreler PBS ile yikama islemi gergeklestirildikten sonra kit igerisindeki f-
Galaktozidaz Boyama ¢ozeltisi ile 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Ertesi giin hiicreler faz
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kontrast mikroskobu ile incelendi. Mavi renk ile boyanmis hiicreler, SA-p-gal pozitif
hiicrelerdir. SA-B-gal pozitif hiicre sayisinin total hiicre sayisina orani hesaplandi ve

istatistiksel analizi GraphPad Prism 5 programi tizerinden yapildi.

3.2.3. Faz kontrast mikroskobi

Senesent kanser hiicrelerin morfolojisinde meydana gelen degisiklikler sekretuvar
aktivitesini de etkileyebilecegi ¢alismalarda gosterilmistir [163,164]. Teofilin
preinkiibasyonun doksorubisinin indiikledigi senesent kanser hiicrelerinde morfolojik
degisiklikler meydana getirip getirmedigini anlamak i¢in hiicrelerin faz kontrast mikroskobu
altinda x20 biiyiitmelik objektifle c¢ekilen goriintiilerinden imega J programi ile hiicre

alanlar1 hesaplandi ve alanlardan GraphPad Prism 5 programu istatistiki analizi yapildi.

3.2.4. Sekretom toplanilmasi

Hiicrelere 300 nM doksorubisin uygulandiktan sonra 4 giin bekletildi ve 4 giin sonunda
serumlu besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile iki kez yikandi. Hiicrelerin besiyeri
serumsuz besiyeri ile degistirildi. Hiicrelere (1 uM, 3 uM, 10uM, 30 uM, 56 uM, 100 uM)
teofilin uygulandi. 2 giin sonunda faz kontrast mikroskobu ile hiicre morfolojilerinin
gorlntiiler kaydedildi. Hiicrelerin tizerindeki serumsuz besiyeri tiiplere topland: ve tiipler
sirastyla 10 dk 3400 rpm ve 10 dk 10000 rpm +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant (yani
sekretom) ayri tiipe alindi. Ayrica sekretomu alinan hiicreler tripan mavisi metodu ile sayildi.
Sekretomlarin ne kadar hiicreden sekrete edildigi hesaplandi. Sekretom hiicre sayisina gore

normalize edildi.

3.2.5. IL-6 dl¢iimii

Doksorubisin ile indiiklenen senesent kanser hiicrelerinin sekretuvar aktivitesini 6lgmek ve
teofilinin olas1 bu sekretuvar aktiviteye etkisini incelemek i¢in IL-6 Sl¢limii yapildi. Hiicre
sekretomunda IL-6 6l¢timii i¢in insan IL-6 elisa kiti (invitrogen, BMS213-2)’in kullanim
talimatlarina gore gerceklestirilmistir. Hiicreler % 70-80 oraninda tutunduklar1 alam
kapladiklarinda hiicrelere 300 nM doksorubisin uygulandi ve 4 giin sonununda hiicrelerin
besiyeri serumsuz besi yeri ile degisitirildi. Daha sonra hiicrelere 3 uM, 10 uM, 56 pM

teofilin uygulandi. 2 giin sonunda hiicre sayimi (tripan mavisi metodu ile) yapildi. Hiicrelerin
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iizerindeki serumsuz besiyeri (sekretom) tiiplere toplandi. Hiicre sekretomu hiicre sayisina
gore normalize edildi. Ol¢iim i¢in gerekli ¢ukur sayisi belirlenerek kit icinde bulunan
onceden IL-6 antikoru ile kaplanmis ELISA plakasi alind1 ve gerg¢eveye yerlestirildi. Biitiin
cukurla iki kez kit i¢inde bulunan yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra biitiin ¢ukurlara
kit icinde bulunan assay buffer soliisyonunda eklendi. Daha sonra ¢ukurlara 50 pl hiicre
sayisina gore normalize edilmis hiicre sekretom eklendi. Sonra tiim cukurlara kit i¢inde
bulunan biotin-konjugati eklendi ve oda sicakliginda 400 rpm mikroplaka c¢alkalayici
tizerinde 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra plaka 4 kez kit i¢cinde bulunan yikama ¢ozeltisi ile
yikandi ve tiim ¢ukurlara kit i¢inde bulunan 100 pl streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi ve
oda sicakliginda 400 rpm mikroplaka calkalayici iizerinde 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda plaka 4 kez yikama ¢ozeltisi ile yikandi ve tiim ¢ukurlara kit iginde bulunan 100
ul TMB substrati eklendi. Plakalar1 yogun 1s1ga maruz birakmadan oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildi. 10 dk sonunda plakada renk degisimi gézlendi. Daha sonra tiim ¢ukurlara kit
icinde bulunan reaksiyon durdurucu g¢ozeltiden 100 ul eklendi. 450 nm’deki absorbans

degerleri olciildii.
3.2.6. Istatistiksel analiz
Deney sonucu elde edilen veriler icin istatistiksel analizde tekyonlii varyans analizi

(ANOVA) ve post hoc test olarak Tukey kullanilmistir. 0.05’ten kiigiik p degeri istatiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.



33

4. BULGULAR

4.1. Doksorubisin Ile Indiiklenen Senesent A549 Hiicrelerinde Teofilin
Preinkiibasyonun Senesens Olusumuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Senesent hiicrelerin artmis B-galaktosidaz aktivitesinden dolayr SA-B-Gal Boyamasi mavi
renk olusturdugu bilinmektedir. Hiicreler 3 uM, 10 uM, 56 puM teofilin ile 30 dk
preinkiibasyonunda sonra hiicrelere 300 nM doksorubusin uyguladi. 4 giin sonunda hiicreler
Senescence B-galactosidase staining kit (Cell Signaling 9860S)‘in kullanim talimatlarina
gore P-Galaktozidaz Boyama ¢ozeltisi ile boyandi. Ertesi giin hiicreler faz kontrast
mikroskobu ile incelendi. Mavi renk ile boyanmis hiicreler, SA-B-gal pozitif hiicrelerdir.
Bulgularimiz, kontrol grubuna gore doksorubisin uyguladigimiz A549 hiicrelerde SA-B-Gal
pozitif hiicre sayis1 anlami olarak arttigini gostermistir. (Sekil 4.1. Resim 4.1). Dolasiyla
hiicreleri, doksorubisin uygulamasi senesens hale getirilmistir. 3 uM, 10 uM, 56 uM teofilin

preinkiibasyonu, doksorubisinin indiikledigi senesenste bir degisiklige neden olmamustir.
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D+56uM Teo

D+10puM Teo

D+3uM Teo

Resim 4.1.

A549 hiicrelerinde; teofilin preinkiibasyonun, doksorubisinin indiikledigi
senesense etkisinin SA-B-gal boyamasi ile mikroskobik analizi. (K: Kontrol; D:

300nM Doksorubisin. Teo: Teofilin). skala bar: 50 pm
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Sekil 4.1. SA-B-gal pozitif hiicre sayisinin total hiicre sayisina orani. (K: Kontrol; D: 300nM
Doksorubisin. Teo: Teofilin) (*) kontrol grubuna gore anlamli farklilig:
gostermektedir. (n=3, tek yonlii varyans analizi ANOVA, p<0,05).

A549 Hiicre Dizisinde, Senesent Hiicre Morfolojisinin Faz Kontrast Mikroskobisi ile

Degerlendirilmesi

AS549 hiicrelerinde, senesent hiicre morfolojisi ve bu morfolojiye teofilin preinkiibasyonun
etkisi faz kontrast mikroskobu ile degerlendirilmistir. Hiicreler 3 uM, 10 uM, 56 puM teofilin
ile 30 dk preinkiibasyonunda sonra hiicrelere 300 nM doksorubusin uyguladi. 4 giin sonunda
hiicreler faz kontrast mikroskobu ile incelendi. Elde edilen goriintiilerde biitiin hiicrelerin
alanlar1 image j programu ile 8l¢iilmiistiir. Olgiimler sonucunda; doksorubisin uygulamasiyla
A549 hiicrelerinin hiicre alanlarinin arttigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2). 3 uM, 10 uM, 56
uM teofilin preinkiibasyonu, doksorubisinin indiikledigi senesens hiicre alanindaki artisi

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamustir.
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Sekil 4.2. Teofilin preinkiibasyonun, doksorubisinin indiikledigi senesense etkisinin hiicre
alan Ol¢iimii ile degerlendirilmesi. (K: Kontrol; D: 300nM Doksorubisin. Teo:
Teofilin) (*) kontrol grubuna gore anlamli farkliligi gostermektedir. (n=3, tek
yonlii varyans analizi ANOVA, p<0,05).

4.2. Teofilinin senesent AS549 Hiicresinin sekretuvar aktivitesine etkisinin
degerlendirilmesi

Senesent kanser hiicrelerin sekretuvar aktivitesi oldugu bilinmektedir. Bu sekretuvar
aktiviteyi degerlendirmek i¢in sekretomdaki IL-6 miktar1 l¢lilmiistiir. Hiicrelere 300 nM
doksorubisin uygulandi ve 4 giin sonununda hiicrelerin besiyeri serumsuz besi yeri ile
degisitirildi. Daha sonra hiicrelere 3 uM teofilin uygulandi. 2 giin sonunda hiicrelerin
lizerindeki serumsuz besiyeri (sekretom) tiiplere toplandi. Hiicre sekretomu hiicre sayisina
gore normalize edildi. Insan IL-6 elisa kiti (invitrogen, BMS213-2)’in kullanim talimatlarina
gore hiicre sekretomunda IL-6 O6l¢iimii gergeklestirildi. Sonucumuza gore doksorubisin
uyguladigimiz A549 hiicrelerinin IL-6 sekresyonunun kontrol grubuna gore anlamli olarak

artmistir (Sekil 4.3). 3 uM teofilin inkiibasyonu ise, doksorubisinin indiikledigi senesent
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A549 hiicrelerinin IL-6 sekresyonunun anlamli olarak azaltmistir. Bu durum A549
hiicrelerine teofilin (3 pM,) uygulanmasi, doksorubisin ile indiiklenen senesent hiicre

sekretomunun (SASP) olusumunu azalttigin1 gostermektedir.

S oS o =
IS ) 0 o
1 1 ] I

Absorbans (450 nM)
o
N
]

o
o
l

Sekil 4.3. Teofilinin doksorubisin ile indiiklenen senesent hiicrelerden 1L-6 sekresyonunun
etkisinin belirlenmesi. (K: Kontrol; D: 300nM Doksorubisin. Teo: Teofilin) *:
kontrol grubuna gore, #: doksorubisin grubuna gore anlamli farklilig
gostermektedir (n=, tek yonlii varyans analizi ANOVA, p<0,05).
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5. TARTISMA

Hiicresel senesens, geri doniisiimsiiz olarak hiicre proliferasyonunun durmasi olarak
bilinmektedir. Senesent hiicreler mikrogevresine c¢esitli faktorler salgilamaktadir. Bu
salgiladiklar1 faktorlere SASP (senesens ile iligkli sekretom) denilmektedir ve SASP’in
komsu hiicrelerde tiimorijenezi, inflamasyonu, fibrozu ve apoptozu indiikleyen istenmeyen
parakrin etkileri vardir [47]. Bu nedenle kanser tedavisinde senesent hiicrelerin salgiladiklar

SASP’1 inhibe eden ajanlarin kullanilmasi 6nem kazanmastir.

Yapilan bir ¢alismada, terapétik konsantrasyonlardan daha diisiik konsantrasyonlarda
teofilinin histon deasetilazlar1 (HDAC) aktive ettigi ve interlokin ekspresyonunu azalttigi
gosterilmistir [156]. Bu nedenle bu tez kapsaminda teofilinin olasi senomorfik etkisi
aragtirllmistir. Bulgularimiz teofilinin doksorubisinin indiikledigi senesens olusumuna
etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Literatiirde teofilinin senesens olusumuna etkisini
inceleyen bir ¢alisma belirlenmistir. Bu ¢alismada meme kanseri hiicresi MCF7 hiicrelerine
24 saat 1mM, 5mM, 10 mM teofilin uygulamasinin hiicresel senesensi indiiklendigi
gosterilmistir [165]. Bu etki de DNA onarimi, RNA splicing (kesip birlestirme), RNA
translasyonu gibi islevleri olan SRSFS3 (serin/arginin a¢isindan zengin ekleme faktorlii 3)
supresyonuna dayandirilmaktadir. Bu c¢alismada yiiksek konsantrasyonda teofilin
kullanilmistir ve yiliksek konsantrasyonlarda teofilinin hiicrelerde stres olusturdugu ve

stresin hiicrelerde senesensi indiikledigini diisiinmekteyiz.

Senesent hiicre morfolijisinde meydana gelen degisiklikler hiicrenin sekretuvar aktivitesini
etkinliginde hiicre morfolojisi 6nemli bir role sahiptir. Simay demir ve arkadaslarinin yaptigi
calismada hiicre iskeletinin diizenlenmesinde role sahip olan RHO/RHO kinaz yolaginin
inhibisyonunun doksorubisin ile indiiklenen senesent hiicre alaninndaki artisin istatiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir [163,164]. Bizde teofilinin senesent hiicre
morfolojisine olan etkisini inceledik ve teofilin senesent hiicre morfolojisinde bir degisiklige

neden olmadigini belirledik.

SASP igeriginde sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri, proteazlar dahil olmak iizere
cesitli proteinler bulunmaktadir. Son yillarda yapilan calismalar kemoterapotk ajanlara

maruz kalan kanser hiicrelerinde hiicresel senesensin ve SASP’1n indiikledigi gosterilmistir
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[90]. Sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri, proteazlar dahil olmak iizere gesitli
proteinleri igeren bu SASP faktorleri kanser mikrogevresinde bulunan hiicreler iizerinde
protiimorijenik etkileri oldugu gosterilmistir [47]. Her ne kadar tanimlandigi ilk yillarda
hiicresel senesens tiimor baskilacagi mekanizma olarak kanser tedavisinde etkin olabilecegi
diistintilmiis olsa da, SASP faktorlerinin olusturdugu istenmeyen etkilerden dolay1, SASP’1n
farmakolojik inhibisyonunun, kanser tedavisinde adjuvan tedavi sekli olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bulgularimiz teofilinin senesens sekretomunu inhibe
ettigini gosterdigi icin teofilinin de kanser tedavisinde adjuvan tedavi olabilecegini

distindiirmektedir.

Literatiirde yapilan bir calismada, teofilin terapotik konsantrasyondan daha diisiik
konsantrasyonda makrofajlardan HDAC inhibisyonuna neden oldugu bdylece interlokin
sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [156]. Boylece bizim ¢alismamizda teofilin
senesent A549 hiicrelerinde HDAC aktivasyonuna neden olmus ve doksorubisin ile artan

interlokin sekresyonunu azaltmis olabilir.

Bu tez kapsaminda elde ettigimiz veriler, teofilinin kemoterapéotik ilaglar ile kombine
kullanilarak  kanser tedavisinde etkili olabilecek yeni bir tedavi yaklasimini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kemoterapotiklerin kanser hiicrelerini senesens duruma getirdigi bilinmektedir. Biz de bu
tez kapsaminda doksorubisin uygulanan akciger kanser hiicrelerinin senesens hale gelip
gelmediklerini ve teofilin preinkiibasyonun bu olasi duruma etkisini incelemeyi amacladik.
Ayrica, teofilin uygulanmasinin doksorubisin ile indiiklenen olas1 senesent kanser
hiicrelerinin sekretuvar aktivitesine etkisi incelenmistir. Teofilin preinkiibasyonunun
doksorubisinin indiikledigi senesens duruma bir etkisinin olmadigini1 gosterdik. Senesens
hiicrenin morfolojisinde meydana gelen degisikler hiicrenin sekretuvar aktivitesini etkiledigi
icin teofilin preinkiibasyonu ile doksorubisinin indiikledigi senesens hiicre alanlarini 6l¢tiik
ve hiicre alanlarinda anlamli farklilik gézlemlemedik. Senesent hiicrelerin sekretomlarin IL-
6 varlig1 bilinmektedir. Doksorubisin ile indiiklenen senesent kanser hiicrelerinin sekretuvar
aktivitesini 6lgmek ve teofilinin olas1 bu sekretuvar aktiviteye etkisini incelemek i¢in IL-6
Olciimii yapildi. Beklenildigi tizere doksorubisin uygulamasi IL-6 sekresyonunu arttirdi ve
doksorubisin ile indiiklenen senesenst A549 hiicrelerine teofilin (3uM) uygulanmasi

senesent kanser hiicrelerinin IL-6 sekresyonunu azaltt1 (Sekil 6.1).

Elde ettigimiz tim bu bulgular, senomorfik etkinliginden dolay1 teofilinin, kanser
tedavisinde kemoterapdtiklerle kombine kullanilarak kanser tedavisinde yeni bir tedavi

yaklasimini olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.



42

Senesent A549 hiicresi - A
- ® e
=2 .. @
b l - L l -
w0 g

. =
. E— A~ =
“ . ®
300 nM doksorubisin
A549 4 giin SASP

G

Hiicresi

Teofilin
(senomorfik etki)
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