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OZET

Hiicresel senesens, hiicre dongilistinden kalici ¢ikisla karakterize bir durumdur ve epigenetik
degisiklikler, genomik instabilite, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, reaktif
metabolit birikimi, timor baskilayict gen inaktivasyonu, onkogenik stres ve viral
enfeksiyonlar gibi cesitli faktorlerle indiiklenebilir. Senesent hiicreler, mikrogevreyi modiile
edebilen senesens iligkili sekretuvar fenotip (SASP) salgilar. Baglangicta SASP’1n etkilerinin
¢oziinebilir proteinlerle smirli oldugu disiiniilse de, son c¢alismalar ekstraselliiler
vezikiillerin (EV), 6zellikle eksozomlarin, bu siiregte 6nemli rol oynadigini gostermistir.
Eksozomlar, hiicreler arasi iletisim, homeostaz ve hastalik siireglerinde kritik islevlere sahip
olup kanser biyolojisinde metastaz, senesens ve ila¢ direnci ile iliskilidir. Kolesterol ve
sfingolipitlerden zengin lipit raftlar1 ile senesens arasindaki iliski incelendiginde, farkli
streslerle indiiklenen senesenste caveolin-1 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu
calismada, caveolin-1 baskilanmis ve doksorubisin ile senesens indiiklenmis A549 ve HelLa
hiicrelerinden elde edilen SASP ve bu sekretomdan izole edilen eksozomlarin proliferasyon
ve migrasyon lzerindeki etkileri incelenmistir. Bulgular, caveolin-1 baskilanmasinin
senesent hiicrelerde artan hiicre alani ve hacmini azalttigini, ancak hiicre kalinligini
etkilemedigini gostermistir. Ko-kiiltiir deneylerinde HelLa sekretomu proliferasyonu
artirirken bu etkinin caveolin-1 deplesyonu ile baskilandigi;; A549 sekretomunun
proliferasyonu azalttig1 ve bu etkinin caveolin-1 knockdown ile degismedigi belirlenmistir.
HeLa hiicrelerinde sSASP proliferasyonu artirirken eSASP etkisiz kalmistir; AS549
hiicrelerinde ise her iki fraksiyon da etkisiz bulunmustur. Ayrica, caveolin-1 baskilanmasi
kosullarinda eSASP ve sSASP’nin her iki hiicre hattinda migrasyon lizerine anlamli etkisi
saptanmamistir. Sonug olarak, kaveola yapilarinin senesens olusumundan ziyade SASP’1n
fonksiyonel etkilerinin diizenlenmesinde rol oynadigi ve SASP fraksiyonlarinin ayri
degerlendirilmesinin sekretomun biyolojik etkilerinin daha dogru anlasilmasini sagladigi
gosterilmistir.
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ABSTRACT

Cellular senescence is a state characterized by a permanent exit from the cell cycle and can
be triggered by various stressors, including genomic instability, oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, oncogenic signaling, and viral infections. Senescent cells secrete
a complex set of factors known as the senescence-associated secretory phenotype (SASP),
which modulates the surrounding microenvironment. While SASP was initially thought to
act mainly through soluble factors, recent evidence highlights the critical role of extracellular
vesicles (EVs), particularly exosomes, in mediating its diverse functions in processes such
as intercellular communication, tumor progression, and drug resistance. Lipid rafts are
cholesterol and sphingolipid-rich membrane microdomains implicated in cellular signaling,
and caveolin-1 expression has been reported to increase during stress-induced senescence.
In this study, we investigated SASP secretion in doxorubicin-induced senescent A549 and
HeLa cells with suppressed caveolin-1 expression, and evaluated the effects of SASP-
derived exosomes on cancer cell proliferation and migration. Caveolin-1 suppression
reduced the increase in cell area and volume associated with senescence, without affecting
cell thickness. Co-culture experiments showed that HeLa-derived secretome enhanced
proliferation, which was attenuated by caveolin-1 depletion, whereas A549 secretome
reduced proliferation independently of caveolin-1 status. Fractionation analyses revealed
that the soluble SASP (sSASP) from HeLa cells increased proliferation, while the
extracellular vesicle-associated SASP (eSASP) had no effect; in contrast, neither fraction
affected proliferation in A549 cells. Additionally, under caveolin-1 suppression, neither
SASP fraction significantly influenced migration in either cell line. In conclusion, caveolar
structures appear to regulate the functional outputs of SASP rather than senescence induction
itself, and separate evaluation of SASP fractions provides a more accurate understanding of
secretome-mediated biological effects.
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1. GIRIS

Hiicresel senesens, hiicre proliferasyonunun kalici durmasi durumuna denir. Hiicrede
telomer kisalmasi, DNA hasari, tiimor supresdr mekanizmasinin bozulmasi, UV radyasyonu,
hidrojen peroksit (H202), reaktif oksidasyon, mutajenik ajanlar, onkojenik gen ekspresyonu

ve otofajinin bozulmasi gibi durumlar senesens gelismesine neden olabilmektedir [1].

Senesent hiicreler morfolojik olarak; yassilasmis yapi, artmis hiicre hacmi ve biiylimiis
cekirdek ile karakterizedir [2]. Daha seyrek goriilen bir fenotip ise, biiyiimiis vakuollerle
birlikte cok ¢ekirdeklilik varligidir. Bu morfolojik degisikliklere ek olarak, senesent hiicreler
saptanma ve nicelenmeye olanak veren ayirt edici bir molekiiler profile de sahiptir. Ornegin,
senesent hiicrelerde pH 6.0’da artmis senesensle iliskili beta-galaktosidaz (SA-B-gal)

aktivitesi ve artmis lizozomal kitle gozlenir [3].

Senesent hiicreler, senesens iligkili sekretuvar fenotip (Senescence-associated secretory
phenotype; SASP) adi verilen ve bulundugu mikrogevreyi modiile edebilen hiicre sekretomu
salgilamaktadir. SASP’in fizyolojik gorevi senesens indiiksiyonu sonrasinda immiin
mekanizma araciligiyla (fagositik immiin hiicrelerini dokuya ¢ekerek) senesent hiicrelerin
temizlenmesidir [4]. SASP’1in fonksiyonlarinin ¢ogunlukla icerisinde bulunan ¢oziinebilir
proteinlerden kaynaklandigi diisiiniilse de, son ¢aligmalar SASP’1n ekstraselliiler vezikiiller
(EV) igerdigini ve bu vezikiiller aracilifiyla kompleks ve cesitli fonksiyonlarda kilit rol
oynayabildigini gostermistir. 1983 yilinda yapilan ve radyasyon ile indiiklenmis senesent
insan prostat kanser hiicrelerinde EV (Ekstraselliiler Vezikiil) iiretiminin artisinin ilk kez
gosterildigi caligmayla birlikte ekstraselliiler vezikiillerin temel fonksiyonunun zararh
atiklarin  hiicreden uzaklastirilmast oldugu distiniilmistir [5]. Ancak daha sonraki
calismalarda EV’lerin fonksiyonel RNA’larin alici hiicrelere tesliminde gorev aldiginin

kesfedilmesinin ardindan hiicrelerarasi iletisimdeki dnemli rolleri ortaya ¢ikarilmistir [6].

Hiicreler aras1 iletisimin saglanmasinda c¢esitli sitokinler, kemokinler ve biiylime
faktorlerinin yani sira ekstraseliiler vezikiillerin alt grubu olan ve hiicreye ait proteinler,
lipitler ve niikleik asitler gibi degerli bilgileri tasiyan eksozomlarin da biyolojik islev
gosterdigi  diislintilmektedir. Eksozomlarin malign hiicrelerden salgilandiklarinin
kesfedilmesi metastaz, senesens ve ilag direnci alanlarinda yeni hipotezlerin gelismesine

neden olmustur [7].



Kolesterol ve sfingolipitler agisindan zengin, heterojen ve kararli yapidaki 10-300 nm boyut
araliginda olan membran bolgeleri lipit raftlar1 olarak adlandirilmaktadir. Kendilerine 6zgii
lipid bilesimleri ve daha biiyiik bolgeler (domeins) halinde kiimelenebilme o6zellikleri
sayesinde, hiicre i¢inde molekiillerin uzamsal dagiliminin diizenlenmesinde, hiicresel
sinyallemenin koordinasyonunda ve hiicresel homeostazin siirdiiriilmesinde onemli rol

oynarlar.

Kaveolalar (caveolae), plazma membraninin kolesterol ve sfingolipitlerden zengin, ice
dogru invajinasyonlar olusturan 6zel mikrobdlgeleridir. Bu yapilar hiicresel sinyal iletimi,
endositoz ve mekanik stres yanit1 gibi ¢esitli biyolojik siireclerde 6nemli rol oynamaktadir.
Kaveolalarin yapisal biitlinliigii ve fonksiyonel 6zellikleri, spesifik membran proteinleri
tarafindan diizenlenmektedir. Bu baglamda, kaveola olusumu ve stabilitesinde kritik rol

oynayan baslica protein grubu caveolin ailesidir.

Caveolin protein ailesi igerisinde en yaygin bulunan ve en ayrintili sekilde karakterize
edilmis izoform caveolin-1 (Cav-1)’dir. Cav-1, 6zellikle kas hiicreleri disindaki hiicrelerde
kaveola olusumu i¢in vazgecilmez bir bilesen olarak gorev yapmaktadir. Kolesterol ve
sfingolipit agisindan zengin membran bolgelerine lokalize olarak, kaveola yapilarinin

olusumuna katkida bulunur ve bu yapilarin biitliinliigiinii stirdiiriir.

Caveolin-1 ¢esitli sinyal iletim yolaklarinda gorev alan reseptér ve efektdr proteinlerle
etkilesime girerek hiicresel sinyal aglarimin diizenlenmesinde 6nemli bir rol iistlenir. Bu
ozellikleri sayesinde Cav-1, yalnizca yapisal bir bilesen olmanin G&tesinde, hiicre
proliferasyonu, farklilagsma ve stres yanit1 gibi temel biyolojik siireclerin kontroliinde etkin

bir diizenleyici olarak degerlendirilmektedir.

Lipit raftlari ile senesens gelisimi arasindaki iliskiyi degerlendiren ¢alismalar incelendiginde;
oksidatif stres, UV-C 15181, bleomisin ve onkojenik K-Ras gibi farkl: stresorlerle indiiklenen
senesenste caveolin-1 ekspresyonlarinin arttig1 goriilmektedir. Literatiirdeki genel yaklagim

senesent hiicrelerde caveolin-1 ekspresyonlarinin arttigi yoniindedir [8-12].

Caveolin-1, yalmizca kaveola olusumunda gorev alan yapisal bir protein degil, ayn1 zamanda
hiicresel stres yanit1 ve senesens ile iligkili sekretuar fenotipin (SASP) diizenlenmesinde

onemli rol oynayan bir molekiildiir. Cav-1’in lipid raft ve kaveola biitiinliigiinii diizenlemesi,



hiicre yiizey reseptorlerinin organizasyonu ve sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu
izerinde belirleyici etki gostermektedir. Bu baglamda, Cav-1 diizeylerindeki degisikliklerin
inflamatuvar sitokin tiretimi ve salinimi gibi SASP bilesenlerini etkileyebildigi gosterilmistir.
Ozellikle Cav-1’in, SASP ile iliskili temel yolaklardan olan NF-xB sinyalizasyonunu
modiile ederek proinflamatuvar sekresyon profilini diizenleyebildigi bildirilmistir [13].
Dolayisiyla, Cav-1 ekspresyonundaki degisiklikler, SASP’1n hem miktar1 hem de biyolojik

etkileri lizerinde belirleyici olabilir.

Bu nedenle; bu ¢alismada caveolin-1 ekspresyonu baskilanmis ve doksorubisin ile senesens
indiiklenmis akciger kanser hiicrelerinden (A549) ve servikal kanser hiicrelerinden (HeLa)
salgilanan SASP sekresyonu incelenecek olup; SASP sekresyonundan izole edilecek
eksozomal SASP (eSASP) ve ¢oziiniir (sSASP) fraksiyonlarinin kanser hiicre proliferasyonu
ve migrasyonu lizerine etkileri degerlendirilecektir. Bu calisma ile elde edilecek verilerin

mevcut kanser tedavilerindeki senomorfik yaklagimlara katki saglayacag: diisiiniilmektedir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hiicresel Senesens

Hiicresel senesens hiicre dongiisii ilerleyisinden kalic1 olarak ¢ikis ile karakterize edilen bir
durumdur. ilk kez 1961 yilinda Leonard Hayflick ve Paul Moorhead tarafindan, diploid
fibroblast hiicre hatlar1 kullanilarak tanimlanmistir. Bu calismada, séz konusu hiicrelerin
sinirli sayida hiicre boliinmesinden sonra boliinmeye devam edemedikleri gosterilmistir [14].
Bu olgu daha sonra, bir hiicrenin senesense girmeden dnce gegirebilecegi maksimum hiicre

boliinmesi sayisini tanimlayan “Hayflick limiti” olarak adlandirilmistir [3].

Hayflick tarafindan ortaya konan bu bulgularin altinda yatan molekiiler mekanizma, ancak
uzun yillar siiren arastirmalar sonucunda anlasilabilmistir. insan kromozomlar1 dogrusal
yapida oldugundan, yari korunumlu DNA replikasyonu sirasinda gecikmeli zincirin
sentezini baglatan kisa RNA primerleri uzaklastirildiginda, DNA polimerazlarin
tamamlayamadigi bir bolge olusur. Bu tamamlanamayan kisim, kromozom uglarinda
bulunan ve telomer olarak tanimlanan tekrar dizilerinin her hiicre bolinmesinde kademeli
olarak kisalmasina neden olur. Hiicre tipine gore degisiklik gostermekle birlikte, yaklasik
40—60 boliinmenin ardindan telomer uzunlugu kritik seviyenin altina iner; bunun sonucunda
DNA hasarina duyarli kontrol mekanizmalar1 kalic1 bi¢imde aktive olur ve replikatif hiicresel

senesens siireci baglatilir [3, 15].

Hiicrelerin ardisik boliinmeleri sirasinda telomerlerin intrinsik ve giderek artan bicimde
kisalmasi, replikatif senesens olgusunun temelini olusturur. Telomer uzunlugu belirli bir
kritik sinirin altina diistiiglinde, bu durum hiicre tarafindan kromozomal DNA biitiinliiglinde

bir hasar varmis gibi degerlendirilir ve senesens yanitinin baslatilmasina neden olur [16].

Replikatif senesensin yani sira, hiicresel senesens siireci; genom biitiinliigiiniin kayb1
epigenetik diizenin bozulmasi, reaktif metabolitlerin hiicre iginde artisi, mitokondriyal
fonksiyonlarda aksama ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinin etkisiyle ortaya
cikabilmektedir. Ayrica, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, onkogenlere bagl stres
yanitlari, tedavi uygulamalarinin yol ac¢tig1 stres ve viral enfeksiyonlar da senesens yanitinin
baslatilmasinda rol oynayan 6nemli etkenler arasinda yer almaktadir [17]. Bu mekanizmanin

devreye girmesi, islevsel bozukluk tagiyan hiicrelerin ¢cogalmasinin engellenmesini hedefler;



boylece hiicrelerin ya malign doniisiim siirecine girmesi Onlenir ya da programli hiicre 6liimii

yoluna yonlendirilmeleri saglanir [18].

Hiicresel senesens siireci, yaslanmanin ilerlemesine katki saglamanin 6tesinde, pek ¢ok yasa
bagli hastaligin ortaya ¢ikisinda dogrudan etkili bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir.
Alzheimer hastalig1, kardiyovaskiiler bozukluklar, osteoporoz, diyabet, bobrek yetmezlikleri
ve karaciger sirozu gibi yagsla iliskili kronik hastaliklarda, senesent hiicrelerin 6zellikle
patolojik dokularda biriktigi gosterilmistir [19-22]. Geng ve saglikli hayvanlara az sayida
senesent hiicrenin nakledilmesi, yaslanmayla iliskili fiziksel islev kayiplariin deneysel
olarak tekrar ortaya ¢ikmasina yol agabilmektedir [23-24]. Bu sonug, “esik hipotezi’ni
dogrular niteliktedir; s6z konusu yaklagima gore, bir dokuda biriken senesent hiicre miktari
tolere edilebilir sinirlarin Gtesine gectiginde, yaslanmayla iliskili patolojik siiregler aktive

olmakta ve zamanla hastalik tablosu ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.1. Senesent hiicrelerin morfolojik ve fonksiyonel 6zellikleri

Morfolojik olarak senesent hiicreler; yassilagsmis, ¢cok cekirdekli bir yap1 ve artmis hiicre
hacmi ile karakterizedir. Bu hiicreler; sitokinler ve kemokinlerin yan1 sira ¢esitli biiylime
faktorleri, immiin yanit1 diizenleyici molekiiller, proteazlar ve matriks metalloproteinazlar
(MMP’ler) kapsayan genis bir sekretuvar molekiil yelpazesini ¢evrelerine salmaktadir [18].
Spesifik hiicre morfolojisine ek olarak, senesens hiicrelerde vakuolizasyon da artmaktadir.
Vakuol olusumunun, endoplazmik retikulum (ER) stresi ile iligkili katlanmamig protein

yanit1 (UPR) araciligiyla gergeklestigine dair kanitlar bulunmaktadir [2].

Senesent hiicrelerin ayirt edici fenotipik 6zellikleri arasinda, artmis lizozomal biyogenez ile
iliskili olarak pH 6.0 kosullarinda saptanan lizozomal hidrolaz aktivitesi, diger bir ifadeyle
senesensle 1iligkili p-galaktosidaz (SA-B-gal) aktivitesi ile lizozomlarda sitoplazmik
graniillerin birikimine bagli gelisen; genislemis ve hipertrofik hiicresel morfoloji yer
almaktadir [25-26]. Bunun yani sira, metabolik dengenin bozulmasi, mitokondriyal ve
lizozomal islev kayiplar1 ile makromolekiillerde biriken hasarlar, senesent hiicrelerin

karakteristik 6zellikleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir [25, 27].



2.1.2. Senesens ile iliskili sekretuvar fenotip (SASP)

Senesent hiicreler, hiicre dongiisiinde c¢ogalmaya yonelik kalict bir durma halinde
bulunmalarina karsin, metabolik faaliyetlerini siirdiirmeye devam etmektedir [28]. Senesent
hiicrelerin 6nemli bir kismi; inflamatuvar sitokinler ve kemokinlerin yani sira ¢esitli biiylime
faktorleri, niikleotitler, ekstraseliiler vezikiiller, matriks metalloproteinazlar, lipitler ve farkli
¢Oziinebilir molekiillerden olusan genis bir biyolojik olarak aktif sekretuvar repertuar iiretir.
Bu karakteristik salgi profili, senesensle iliskili salgisal fenotip (SASP) olarak

tanimlanmaktadir [29].

Yaglanma siireci ile pek cok yasa bagli hastalikta, senesent hiicrelerin olumsuz etkilerinin
biiyiik 6l¢tide SASP bilesenlerinin artmis liretim ve salinimi yoluyla gergeklestigi kabul
edilmektedir [29-30]. SASP kapsaminda yer alan TGF-f (Doniistiiriicii Biliylime Faktorii
Beta) ailesine ait molekiiller, VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii) ve gesitli
kemokinlerin, senesens yanitinin ¢evredeki hiicrelere iletilmesini hizlandirdigi ve bu yolla
dokularda senesent hiicre birikiminin artmasina katkida bulundugu gésterilmistir [31-32].
Senesensle iliskili salgisal fenotipin; makrofajlar, NK hiicreleri ve T lenfositleri basta olmak
iizere ¢esitli immiin hiicrelerle kurdugu etkilesimler hem doku diizeyinde hem de sistemik
Ol¢ekte inflamatuvar yanitlarin artmasina yol agmaktadir [33]. SASP bilesenleri arasinda yer
alan proteazlar ve ¢esitli bliytime faktorleri, doku mikrogevresinin biitiinliigilinii zayiflatarak
timor hiicrelerinin invazyon ve metastaz potansiyelini artirabilmektedir [29]. Bununla
birlikte, SASP’1n fibrogenez ve doku yeniden yapilanmasini destekleyen bilesenleri; bobrek,
kalp, karaciger, deri, akciger, pankreas ve iskelet kasi gibi ¢ok sayida dokuda fibrotik

stireclerin gelisimine katki saglamaktadir [34].

SASP’1in doku homeostazini bozarak patolojik siireclere katkida bulunmasi, bu salgisal
programin hedeflenmesini senesent hiicrelerin olumsuz etkilerini azaltmaya ydnelik
alternatif bir yaklasim haline getirmistir. Nitekim yapilan c¢alismalar; SASP’in
baskilanmasinin inflamatuvar yanitlar1 azalttigini, insiilin duyarliligin1 yeniden sagladigini,
osteoporotik degisimleri sinirladigini ve yaslh farelerde fiziksel performansi iyilestirdigini

ortaya koymustur [35-38].

NF-xB’ye bagimli SASP’mn ortadan kaldirilmas1, Erccl1™2 farelerde progeroid (yaslanmayi

taklit eden fizyolojik semptomlar) semptomlarin baslangicini geciktirmis ve saglikli yasam



stiresini uzatmistir [39]. Bunun yani sira, mTOR sinyal yolunun SASP iizerinde diizenleyici
bir rol oynadigi; ozellikle mTOR kompleks 1’in (mTORCI1) segici inhibitdrii olan
rapamisinin, SASP aktivitesini belirgin bicimde baskiladigi, inflamatuvar yanitlar1 azalttigi
ve hem saglik siiresi hem de toplam yasam siiresi lizerinde uzatici etkiler gosterdigi ortaya

konmustur [40-43].

Sonug olarak, yaslanma siireciyle birlikte dokularda senesent hiicrelerin giderek birikmesi
ve buna eslik eden SASP kaynakli olumsuz etkiler, yaslanmanin ve yasa bagl hastaliklarin
gelisiminde temel itici faktorler arasinda yer almakta ve hem saglikli yasam siiresini hem de
toplam yasam siiresini olumsuz yonde etkilemektedir. Bununla birlikte, senesent hiicrelerin
ortadan kaldirilmasi ya da SASP’1n baskilanmasina yonelik yaklagimlar, ¢ok sayida kronik
yasa bagli hastaligin geciktirilmesine veya hafifletilmesine olanak tanimakta ve senesent
hiicrelerin terapotik hedefler olarak degerlendirilmesinin yiiksek bir potansiyel tasidigini

gostermektedir [24, 44-45].

2.1.3. Senesens ve kanser

Senesent hiicre yiikiiniin azaltilmasi; saglikli yasam siiresinin (healthspan) uzatilmas: ve
yasa bagl hastaliklarin ortaya c¢ikisinin geciktirilmesi agisindan 6nemli bir terapotik
potansiyel tasimaktadir. Bu durum kimya, biyoloji, immiinoloji ve nanoteknoloji gibi farkl
disiplinleri bir araya getiren senoterapdtik yaklasimlarin gelistirilmesine yonelik ilgiyi
giderek artirmaktadir [46-49]. Senesensle iliskili hiicre i¢i sinyal yolaklarinin yani sira,
senesent hiicrelerin yiizeyinde artmis diizeyde eksprese edilen ve “senesent surfaceome”
olarak tanimlanan hiicre dis1 membran proteinleri hem tanisal hem de terapotik uygulamalar
acisindan degerlendirilebilecek onemli hedefler sunmaktadir [50]. Giiniimiizde senesent
hiicreleri hedeflemeye yonelik gelistirilen senoterapotik yaklasimlar; klasik senoterapdtik
ajanlari, protein yikimini hedefleyen sistemleri, prodrug temelli stratejileri ve nanotastyici

teknolojilerini uygulamalar1 kapsamaktadir.

Senoterapotikler

Senesent hiicrelerin patolojik etkilerini hedeflemek i¢in;

» Senesent hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi (senoliz),



» SASP’mn zararh etkilerinin baskilanmasi (senostaz)

» Senesens durumunun olasi bicimde geri ¢evrilmesi (senoreversal)

dahil olmak iizere ¢ok sayida strateji gelistirilmistir. Bu ¢ergevede, 6zellikle senolitik ajanlar
basta olmak iizere kiigilk molekiillii senoterapétikler, yiiksek translasyonel degerleri
nedeniyle hem akademik ¢evrelerde hem de endiistriyel arastirmalarda giderek artan bir ilgi

odag1 haline gelmistir.

Giliniimiize dek tanimlanan senoterapotik ajanlarin biiylik bir boliimii, biyoinformatik
analizler ya da kiitiiphanelerinin taranmasina dayali yaklasimlar aracilifiyla ortaya
cikarilmistir [48-49]. Buna karsin, ilag kesfi ve rasyonel ilag tasarimi alanlarinda kaydedilen
giincel gelismeler, yeni senoterapotik ajanlarin tanimlanmasini ve optimize edilmesini

onemli dl¢iide hizlandirma potansiyeline sahiptir.

Senoterapétik yaklasimlarin dogrudan hedefi senesent hiicreler oldugundan, bu hiicrelere
dayal1 in vitro ila¢ tarama sistemleri senoterapotik kesfin temel platformlarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Senesent hiicrelerin dogasi geregi heterojen bir yapi sergilemesi
nedeniyle, farkli hiicre tipleri kiiltlir ortaminda ¢ogaltilabilmekte ve bu cesitliligi yansitmak
amaciyla degisik stres uyaranlar1 kullanilarak senesens durumuna sokulabilmektedir. Aday
bilesiklerin uygulanmasini takiben ortaya ¢ikan senoterapdtik etkiler ise, hiicre canliligina
yonelik analizlerle ya da SA-B-gal aktivitesini temel alan kemojenik veya florojenik boyama
yontemleri kullanilarak nicel ve nitel olarak degerlendirilebilmektedir [51]. Bu fenotipik
tarama yaklasimlar1 hem senesent hiicreleri ortadan kaldirmayir amaglayan senolitik
bilesikler hem de senesensle iliskili fenotipi modiile eden senomorfik ajanlar

tanimlanabilmektedir.

Senolitikler

Senesent hiicreler, yasamlarint siirdiirebilmek amaciyla kendilerine 6zgili anti-apoptotik
sinyal aglarini, diger bir ifadeyle senesent hiicre anti-apoptotik yolaklarin1 (SCAP’ler) giiclii
bicimde devreye sokar. Bu mekanizmalar, s6z konusu hiicrelerin programli hiicre 6liimiinden
kagmasina imkéan tanirken, ayni zamanda senesent hiicrelerin segici olarak ortadan
kaldirilmasini hedefleyen senolitik farmakolojik yaklagimlar i¢in kritik molekiiler hedefler

olusturmaktadir. Bugiine dek tanimlanan ¢ok sayida SCAP ve bu yolaklarin merkezinde yer
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alan diizenleyici proteinler, senolitik ila¢ gelistirme g¢alismalarinda potansiyel hedefler

olarak kapsamli bicimde incelenmistir.

Senesent hiicrelerin terapotik olarak hedeflenebilecegi ilk kez, dasatinib ve kersetinin
birlikte kullanildigi (D+Q) senolitik kombinasyon sayesinde ortaya konmustur [52].
Giliniimiizde dasatinib ve kuersetinin birlikte uygulanmasina dayanan D+Q kombinasyonu,
preklinik hayvan ¢aligmalarinda en yaygin sekilde incelenen senolitik yaklasim olarak 6ne
cikmaktadir. Bu tedavinin, dogal yaslanma siirecindeki farelerde yasam siiresini uzattigi;
hem progeroid (yaslanmay1 taklit eden fizyolojik semptomlar) hem de fizyolojik olarak
yaslanmis hayvan modellerinde saglikli yasam siiresinde (healthspan) belirgin artis sagladigi
gosterilmistir. Bunun yani sira, kanser tedavisi sonrasi sag kalan bireyleri temsil eden
deneysel modellerde, radyoterapi veya kemoterapinin tetikledigi erken kirilganlik ve artmig

morbidite tablolarinin hafifletilmesine katkida bulundugu rapor edilmistir [24, 52-55].

Yaglanmayla iligkili kronik hastaliklarin farkli deneysel modellerinde kullanilan D+Q
uygulamalarinin; karaciger, kemik, akciger, yag dokusu, beyin, bobrek, kalp, vaskiiler yap1
ve iskelet kas1 dahil olmak tizere pek ¢cok organda gdzlenen senesensle baglantili doku iglev

bozukluklarinin hafifletilmesine katkida bulundugu gosterilmistir [34, 52, 56-58].

Dasatinib ve kuersetinden olusan D+Q kombinasyonu, senolitik etkinliginin tanimlanmasini
takiben yalnizca bir yil i¢inde insan klinik arastirmalarina taginarak klinik asamaya ulasan
ilk senolitik yaklasim olmustur (ClinicalTrials.gov: NCT02874989). A¢ik etiketli olarak
tasarlanan bu pilot ¢alismada, hafif ile siddetli diizeyler arasinda degisen idiyopatik
pulmoner fibrozis (IPF) tanili hastalarda, ii¢ hafta siireyle aralikli oral D+Q tedavisinin
terapotik etkileri incelenmistir [5S9]. Elde edilen bulgular, kisa siireli ve aralikli olarak
uygulanan D+Q tedavisinin IPF hastalarinda fiziksel islev kaybini azalttigini; alt1 dakikalik
yiirlime testi mesafesi, ylirlime hizi ve tekrarli sandalyeden kalkma performansi gibi

fonksiyonel parametrelerde anlamli iyilesmeler sagladigini ortaya koymustur.

Bununla birlikte, fisetin, piperlongumin ve kurkumin gibi baz1 dogal kdkenli bilesiklerin de
senolitik 6zellikler sergiledigi bildirilmis olsa da, bu ajanlarin etki mekanizmalar1 heniiz tam

olarak aydinlatilamamuistir [48-49].
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Dogal kokenli bir flavonoid olan fisetin, fare modellerinde senesensle baglantili ¢ok sayida
bozukluk iizerinde etkili bulunmustur. Fisetinin senolitik potansiyeli ilk kez, dogal olarak
yaglanmis ve progeroid oOzellikler (yaslanma benzeri fizyolojiler) gosteren farelerde
degerlendirilmis; uygulanan tedavinin saglikli yasam stiresini (healthspan) artirmasinin yant
sira medyan ve maksimum yasam siiresinde de uzama sagladigi gosterilmistir [60]. Buna ek
olarak, fisetinin; B-koronaviriisler grubunda yer alan fare hepatit viriisii de dahil olmak {izere
cesitli patojenlere maruz birakilan yash farelerde bagisiklik yanitini giiclendirdigi ve buna

paralel olarak 6liim oranlarini diislirdiigii gésterilmistir [61].

Bu sonuglar, senesent hiicrelere yonelik miidahalelerin yaslh bireylerde agir klinik tablolarin
ortaya ¢ikmasini ve buna bagli 6liim oranlarini azaltma potansiyeline sahip olabilecegine

isaret etmektedir.

Dasatinib-kuersetin (D+Q) kombinasyonu ile fisetin, yaslanma ile iliskili hastaliklarin
tedavisinde giiniimiize kadar en kapsamli bigimde arastirilan ve farkli klinik arastirmalarda

degerlendirmeye alinan iki senolitik strateji olmustur.

Fakat; senesent hiicrelerin sergiledigi belirgin heterojenite ve biyolojik karmasiklik, tim
hiicre tipleri ve dokular i¢in gegerli tek bir evrensel senolitik ajan gelistirilmesinin gercekei
olmayabilecegine isaret etmektedir. Bu bakis acisi, D+Q kombinasyonunun bazi senesent

hiicre alt tiplerinde apoptozu tetikleyememesini de aciklayici niteliktedir [62-63].

Senesent hiicre miktarinin glivenilir bicimde nicellendirilmesine yonelik yontemlerdeki
teknik kisitliliklar, senoterapotik gelistirme siirecindeki baglica zorluklardan biri olarak 6ne
cikmaktadir. Bu sinirlamalar, tedavi ¢aligmalarinda kullanilabilecek yiiksek ozgiilliikte ve
saglam belirteglerin tamimlanmasinmi gii¢lestirmekte; 6zellikle senolitik ajanlarin senesent
hiicrelerin yalnizca belirli alt popiilasyonlarini m1 hedefleyerek ortadan kaldirdiginin net
bigimde ayirt edilmesini zorlastirmaktadir. Ote yandan, dokularda senesent hiicre yiikiinde
saptanan bir azalmanin tek basina senolizin kesin gostergesi olarak degerlendirilmesi de
mimkiin degildir. Nitekim bazi senolitik bilesikler, senesent hiicreleri dogrudan apoptoza
stiriklemekten ziyade, bagisiklik sistemi aracili temizlenme mekanizmalarini dolayli olarak
giiclendirebilmekte; bu durum senolitik etkinligin dogrulanmasini daha karmagik hale

getirmektedir [45, 64].
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Sonug olarak senolitik yaklasimlar 6nemli terapotik avantajlar sunmakla birlikte, hiicre
heterojenitesi ve metodolojik sinirliliklar bu stratejilerin etkinligini kisitlayabilmektedir. Bu
nedenle, senesent hiicreleri tamamen ortadan kaldirmak yerine SASP’in diizenlenmesine
odaklanan senomorfik yaklasimlar, daha kontrollii ve rasyonel bir alternatif olarak one

cikmaktadir.

Senomorfikler

SASP’in olumsuz etkilerini sinirlayan ya da senesent hiicreleri ortadan kaldirmaksizin
senesens fenotipini baskilayan bilesikler senomorfik ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Bu
ajanlarin biiytik bir bolimi, ATM, p38 MAPK, JAK/STAT, NF-kB ve mTOR gibi SASP’in
transkripsiyonel kontrolinde rol oynayan temel sinyal yolaklarimi hedef alarak etki
gostermektedir [48-49]. Bu baglamda senomorfikler, 6zellikle proinflamatuvar sitokinler,
kemokinler ve biiyiime faktorlerinden olugan SASP bilesiminin yeniden diizenlenmesi

yoluyla, senesent hiicrelerin ¢evre dokular tizerindeki parakrin etkilerini sinirlayabilmektedir.

Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalar, rapamisin (mTOR inhibitorii), metformin (AMPK
aktivatorii), JAK inhibitorleri ve NF-kB baskilayic1 ajanlar gibi c¢esitli farmakolojik
bilesiklerin senomorfik etki gdsterebildigini ortaya koymustur [40, 65-66] Bu ajanlarin,
SASP bilesenlerinin sekresyonunu azaltarak inflamatuvar mikrogevreyi baskiladigi ve doku
homeostazinin korunmasina katki sagladigi bildirilmektedir. Ozellikle mTOR sinyal
yolunun inhibisyonu ile protein sentezi ve SASP {iretiminin azaltilmasi, senomorfik etkinin
temel mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir. Benzer sekilde, JAK/STAT
yolunun baskilanmasi, IL-6 ve IL-8 gibi temel SASP faktorlerinin ekspresyonunu azaltarak

senesent hiicrelerin pro-tiimorojenik etkilerini sinirlandirabilmektedir.

Senomorfik yaklagimlarin potansiyel dezavantajlarindan biri, “hit-and-run”  etki
mekanizmas1 sayesinde aralikli dozlamanin yeterli oldugu senolitiklerin aksine, bu
bilesiklerin etkinliklerini siirdiirebilmeleri i¢in genellikle siirekli uygulama gerektirmeleridir
[65]. Bununla birlikte, senesent hiicrelerin tamamen ortadan kaldirilmasinin doku
rejenerasyonu ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siirecler iizerindeki olas1 olumsuz etkileri
goz Oniine alindiginda, senomorfik stratejiler daha kontrollii ve fizyolojik agidan dengeli bir

yaklagim sunmaktadir.
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Dikkat ¢ekici bigimde, baz1 bilesikler hiicre tipine, mikrogevre kosullarina ve uygulanan doz
ya da konsantrasyona bagli olarak hem senolitik hem de senomorfik o6zellikler
sergileyebilmektedir. Nitekim iiziim cekirdegi ekstraktindan elde edilen polifenolik bir
flavonoid olan prosiyanidin C1, diisiik konsantrasyonlarda senesens fenotipini baskilayan
senomorfik etki gosterirken, daha yliksek konsantrasyonlarda senesent hiicre Oliimiinii
indiikleyen senolitik bir etki ortaya koyabilmektedir [66]. Bu durum, senoterapdtik ajanlarin
etkilerinin baglama bagimli oldugunu ve doz-optimizasyonunun kritik bir parametre olarak

degerlendirilmesi gerektigini gdstermektedir.

Bu dogrultuda, senomorfik ajanlarin SASP bilesimini segici olarak modiile etme potansiyeli,
ozellikle timor mikrogevresi ve kronik inflamasyonun rol oynadigi patolojilerde, senesent
hiicrelerin tamamen elimine edilmesine alternatif olarak daha hedeflenmis ve rasyonel bir

terapOtik strateji sunmaktadir.

Senoreverterler

Hiicresel senesens ¢ogu zaman kalict ve geri dondiiriillemez bir hiicresel durum olarak
degerlendirilmekle birlikte, son donemde elde edilen bulgular, bazi hiicre tiplerinde
senesensin daha dinamik bir 6zellik gosterebilecegini ve senesent hiicrelerin belirli kosullar
altinda yeniden hiicre dongiisiine girebilecegini ortaya koymaktadir [67-68]. Ornegin, insan
dermal fibroblastlarinda senesens durumunda bulunan hiicrelerde NF-kB ve mTOR
yolaklarinin baskilanmasi ile birlikte 3-fosfoinozitid-bagimli protein kinaz 1’in (PDKI)
inhibe edilmesi, senesense 6zgii belirteglerin kaybolmasina yol agmis; hiicrelerin senesent
hélden quiescent bir duruma gegmesini saglamis ve buna eslik eden sekilde cilt rejenerasyon
yetenegini yeniden kazandirmistir [69]. Buna ek olarak, alt1 farkli faktérden olusan 6zgiil bir
gen kokteylinin uygulanmasi hem senesent bireylerden hem de yiiz yasin1 asmis kisilerden
izole edilen fibroblastlarda hiicresel senesens durumunu geri ¢evirmis ve séz konusu

hiicrelerin pluripotent kok hiicrelere yeniden programlanmasini miimkiin kilmistir [70].

Bu nedenle, senoreverter stratejileri senesent hiicrelere yonelik miidahaleler arasinda tigiincii
bir terapotik secenek olarak degerlendirilebilir [71]. Bununla birlikte, bazi ¢alismalar
tedaviye bagli olarak olusan senesent hiicrelerin senesens halinden kacgabildigini; aktive

edilen Wnt sinyal yolu araciligiyla kok hiicre benzeri “stemness” 6zellikler kazandigini ve
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bunun sonucunda daha agresif tiimor biiylime kapasitesi gelistirebildigini ortaya

koymaktadir [72].

Hiicresel senesensin timor gelisimi ve metastatik yayilimi sinirlayan koruyucu bir bariyer
islevi gordiigii goéz onilinde bulunduruldugunda, semoreverter yaklasimlarin giivenlilik

profillerinin titizlikle degerlendirilmesi biiyiik nem tasimaktadir [73].

2.2. Ekstraseliiler Vezikiiller

Ekstraseliiler vezikiiller endozomal sistemden kdken alarak olusan, boyutlari, fonksiyonlari
ve olusumlar1 hiicreden hiicreye degisiklik gosterebilen ¢ift tabakali lipid zarli yapilardir [1,
5]. 1983 yilindaki kesifler sonrasinda ekstraseliiler vezikiillerin temel fonksiyonunun zararli
atiklarin hiicreden uzaklastirilmasi oldugu diisiiniilmiis. Bugiin bu islevin yan sira hiicreler
arasinda patolojilerin habercisi veya hiicre homeostazinin saglanmasinda sinyal gorevi
gorebilen niikleik asit, lipid ve protein gibi bilesenlerin alisverigine olanak sagladiklar

bilinmektedir [5].

Ekstraseliiler vezikiil (EV) genel terimi altinda anilirlar, fakat karakterizasyonlarina ve
fonksiyonlarina gore ¢ok sayida alt grubu olan heterojen bir gruptur. Bugiinkii bilgiler
1s181nda, ekstraseliiler vezikiiller koken aldiklar1 hiicre kompartmani1 ve boyutlarina gore

siniflandirilirlar [74].

Biyogenezleri immiin-elektron mikroskopisi ve biyokimyasal analizlerle aydinlatilmigtir [5].

Koken aldiklart yere gore:

» Eksozom (Endozomal kompartmandan koken alir)
» Mikrovezikiiller (Hiicre membranindan tomurcuklanan eksozomlar olarak da
adlandirilirlar).

> Apoptik yapilar (Apoptik hiicrelerden salgilanirlar ve daha biiyiik boyuttadirlar.)
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2.2.1. Eksozomlar

Eksozomlar ekstraseliiler vezikiillerin 50-150 nm biiyiikliigiinde olabilen en kii¢iik ve en ¢ok
arastirilan alt tinitesini olusturmaktadir [1]. Eksozomlar 50-150 nm boyutlarindayken,

mikrovezikiiller 100-1000 nm boyutlarinda olup daha diizensiz morfoloji gdsterirler.

Vezikiiller birbirinden boyut farklartyla ayristirilir. Fakat eger bir mikrovezikiiliin boyutu
eksozom boyutlarindaysa, fizyokimyasal igeriginden ayirt etmek oldukca zordur. Bu nedenle
cogunlukla ultrasantrifiijleme yontemine dayanan saflastirma yontemleriyle yalnizca biiyiik
boyutlular kiigtiklerden ayirilabilir; fakat eksozom veya mikrovezikiil olup olmadiklari kesin

belirlenememektedir [74].

Eksozomlar, en ¢ok bilinen ve lizerinde en fazla calisilan ekstraseliiler vezikiillerdir ve
hiicrelerden salinan tiim viicut sivilarinda bulunurlar. Temel rolleri hiicreden hiicreye
iletisimdir ve DNA, RNA’lar, lipidler, proteinler ve biyolojik olarak aktif materyaller i¢eren
kargo vezikiilleridir; ayrica bir “biiylime faktorii kokteyli” olarak kabul edilirler. Eksozomlar:
1s1 sok proteinleri (HSP70, HSP90), tetraspaninler (CD9, CD63, CDS81, CDS2),
multivezikiiler cisimcik (MVB) olusum proteinleri (Alix, TSG101), membran tasima
proteinleri (Annexinler, Rab) ve membran bagl proteinler (Flotillin) agisindan zengindir

[75].

Yapilan ¢alismalar EV’lerle taginan bilginin niikleik asitlerden proteinlere ve lipidlere kadar
cesitlendigini ve bu bilginin igeriginin kosullar ve hiicreye gore degistigini gdstermis.
Taginan bilgi vezikiiliin islevini ve izleyecegi yolu belirler. Hiicre tipine gore ekstraseliiler
vezikiiller icerisindeki hiicreye spesifik proteinler de islev ve izleyecegi yol hakkinda bilgi
verir. Baz1 durumlarda eksozom ve mikrovezikiiller1 biogenezleri farkli olmasina ragmen,
ayn1 goriiniis, boyut ve tasinan bilginin ayni1 olmasi gibi durumlar nedeniyle birbirinden

ayirmak zordur [5].

Eksozom Bivogenezi

Eksozomlar endozomal membrandan kdken alarak olusur. Baslangicta olusan bu endosomal
yapilar intraluminal vezikiil (ILVs) yapilarini igeren ve multivezikiiller cisimcik (MVBs)

olarak adlandirilan yapilara doniislir. Mikrovezikiiller hiicre membranindan disa dogru
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tomurcuklanarak olusurken, eksozomlar endozomlardan koken alarak ILV olusumu

sonrasinda MVB’lerin (multivesicular bodies) hiicre membraniyla fiizyonu ile olusurlar [5].

Biyogenez plazma membranindaki i¢ tomurcuklanmayla ‘“erken endozomlar” olarak
adlandirilan yapilarin olusumuyla baglar. Bu yapilar ge¢ endosomlar olarak adlandirilan
intraluminal vezikiiller iceren yapilara doniisiimle devam eder. Bu yapilara multivezikiiler
yapilar denir ve bulunduklari hiicrelerin ¢esitli proteinleri, lipidleri ve niikleik asitlerini

igerirler [7].

Bu siirecte endozomal membranin tomurcuklanmasinin ardindan membrandan ayrilma
asamasinda ve taginan bilginin i¢eriginin olusmasinda ESCRT (Endosomal sorting complex

required for transport) adl1 bir protein araci olarak rol oynar.

ESCRT kompleksi ILV ve MVB formasyonunun agiga cikarilmasinda biiyiik bir kesif
olmustur [5] .ESCRT proteini 4 domainden olusur ve multivezikiillerin olusumunda her bir

domain sirasiyla rol oynar [1].

Eksozom Biyogenezi

Plazma membranindan disa tomurcuklanma

Plazma membrani

¢ g LU S
v ®@o
ESCRT kompleksi Erken end o
ompleksi rken endozom
ILV olusumu ve tasinacak @ * O’fomurcuklanma

bilginin belirlenmesi =

Geg endozom

intraluminal —T@
vezikiiller (ILVs) — /

Q
» ESCRT bagimh / Vs’
bagimsiz yolaklar O
o Aktin, mikrotubiil, ’
kinesin, miyozin - @
e Tasinma o ©
s E - > @
© SNARE proteinleri Plazma membrani ile fiizyon Eksozomlar Eksozomlar

Resim 2.1. Eksozom biyogenezinin gosterimi (Chatgpt.com’da olusturulmustur.)
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MVB olusumu ESCRT bagimli ve ESCRT bagimsiz olmak iizere 2 major yolak ile ilerler
[76]. Her iki yolakta da hiicre iskeleti komponentleri olan aktin, mikrotiibiilin, kinozin ve
miyozin gibi motor proteinlerin ve SNARE gibi baglanma (attachment) proteinlerinin rolii

oldugu gosterilmistir.

- ESCRT bagimli yolak

Bu yolak 4 membran bagimli kompleks i¢erir. ESCRT-0, ESCRT-1, ESCRT-2, ESCRT-3 bu
kompleksler yolak icinde ayr1 fonksiyonlar gosterirler. Yolak ubikutinlenmis proteinleri
endozom ylizeyine yonlendirerek endozom i¢indeki tomurcuklanmadan sorumludur.
Ardindan MVB’lerin sekillenmesi baglar. Bu yolakta diger proteinlerin de ¢ok Onemli
oldugu gosterilmistir. Syndecan isimli membran proteini, Syntenin isimli sitozolik protein
ve ESCRT ile etkilesen Alix proteini eksozom biyogenezinde dnemli proteinlerdir [77-78].
Endozomdan koken alan eksozomlarin olusumunda ESCRT ile etkilesen sitozolik protein
olan Alix eksozomlarin lumeninde yer almakta ve eksozom izolasyonlarinin
dogrulanmasinda spesifik belirte¢ olarak kullanilmaktadir [77]. Calismamizda eksozom
belirteci olarak kullandigimiz bir diger protein olan flotillin-2 ise membran-bagli bir protein
olup eksozom membraninda lokalize olarak vezikiil yapisal biitiinliigii ve biyogenezinde rol

oynamaktadir [79].

-ESCRT bagimsiz yolak

Eksozomlarin ESCRT kompleksinin higbir alt iinitesi dahil olmadan da olustugu gosterilmis.
Bu yolakta lipid, tetraspanin ve diger proteinlerin dahil olmasiyla eksozom olusur. Her iki
yolakta da hiicre iskeleti komponentleri olan aktin, mikrotiibiilin, kinozin ve miyozin gibi
motor proteinlerin ve SNARE gibi yagisma/baglanma (attachment) proteinlerinin rolii

oldugu gosterilmis.
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ESCRT Bagimsiz ve Bagiml Yolaklar

ESCRT Bagimsiz ESCRT Bagimli

Membrana kargolari

ool SR

Ao ete “A? bR gatan: VAJ‘ &
mmw gl% gﬁm{mmrm ] T

}» gjﬁ@ iw

A ».v' —

?\ Y ILV
% ?ﬁ%@i@ A

2O g ®
MVB liimeni
ILV

W‘j WMJ)

Resim 2.2. Eksozom biyogenezinde ESCRT bagimli ve ESCRT bagimsiz yolaklarin
gosterimi (Chatgpt.com’da olusturulmustur.)

Mikrovezikiiller ad1 verilen ve direkt olarak plazma membranindan tomurcuklanarak olusan
bir alt vezikiil popiilasyonu da vardir, fakat calismalar mikrovezikiillerin eksozom
biyogenezinde gorev alan hiicre elemanlarinin mikrovezikiil formasyonunda da kilit rol
oynadigin1 gdstermistir. Bu ylizden caligsmalar  ekstraseliiler vezikiil genel terimi

kullanilarak devam etmektedir [80].

Eksozomlarin ekstraselliier alana salinimi ve alici hiicreye alinmasi

EV’ler hiicre membranindan tomurcuklanma ile olustuklarinda mikrovezikiil; hiicre i¢i
endozomlardan kdken alan ILV’lerin (Intraluminal vezikiil) olusumu sonrasinda plazma

membraniyla biitiinleserek membran disina salinmasiyla eksozom olarak adlandirilirlar.

Hiicrelerarasi bosluga salinirlar ve su yollar ile hiicre i¢ine alinirlar: yiizey molekiilleriyle
direkt sinyalleme ile (eksozom i¢i bilgi direkt olarak alic1 hiicreye alinmaz), eksozom ylizey
sinyal molekiiliiyle alic1 hiicrede yanit olusturur, fagositoz ile (spesifik hiicre tiplerinde),
hedef hiicrenin membraniyla fiizyon ile ve reseptor bagimli endositozis ile (ylizeyde ligand-

reseptor etkilesimi ile) eksozom igeri alinir [7].
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Yiizey molekiilleriyle direkt sinyalleme ile

"> (Eksozom ici bilgi, direkt olarak alici hiicreye alinmaz. Eksozom yiizey
sinyal molekiiliiyle alici hiicrede yanit olusturur. Orn; immiin yanit
olusturmada T-hticrelerine antijen sunumu gibi).

= Fagositoz ile (Spesifik hiicre tiplerinde 6rn: makrofajlar)

=» Hedef hiicrenin membraniyla flizyon ile

= Reseptor bagimli endositozis ile

(Ytzeyde ligand-reseptor etkilesimi ile eksozom iceri alinir [5.].

Sekil 2.1. Eksozomun hiicre i¢ine alinma yolaklar1 sematize gosterimi

Plazma membran reseptdrleri ve EV ylizey proteinleri arasindaki spesifik etkilesimler hedef
hiicreye baglanmay1 gerceklestirir. Tetraspaninler, integrinler, lipidler, lektinler, heparan
sulfat proteoglikanlar ve ECM komponentleri bu etkilesimi saglayan molekiillerdir. Tam

mekanizma halen bilinmemektedir.

Eksozom hedef hiicreye baglandiktan sonra plazma membraninda kalir veya asagidaki

yollardan herhangi biriyle hiicre i¢ine alinir:

» Clathrin-bagimli/bagimsiz endositoz
» Makropirositozis veya fagositoz

» Kaveola ve lipit raftlar1 araciligiyla endositoz

EV’lerin spesifik icerikleri yolculuklarmni etkiler. Ornegin, yapilan bir calismada
noroblastoma hiicrelerinden salinan eksozomlardan CD63’ten zengin olanlarin hem
noronlara hem glial hiicrelere baglandigi goézlemlenirken, amiloid prekiirsér protein

(Amyloid-f) bulunduran eksozomlarin direkt néronlar1 hedef aldig1 gosterilmis.

EV’lerin hiicreye alinmasinda membrandaki bazi spesifik yapilarin iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin; membranda lipid raftlarmin olmasi EV’lerin i¢e alinmasini

kolaylastirdig1 gosterilmis. MBSD (Metil-Bsiklodekstin) ile lipid raft deplasyonu
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gerceklestirilen meme kanseri hiicrelerinde lipid raft yapilarinin zarar gérmesi nedeniyle

hedef hiicre i¢ine EV aliminin azaldigi gosterilmis [81].

Senesens ve Fksozomlar

SASP; sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri ve proteazlar gibi cesitli biyomolekiilleri
iceren ve bulundugu mikrogevreyi aktif olarak modiile edebilen bir salgi repertuvaridir.
SASP’1n temel fizyolojik islevi, senesens indiiksiyonunu takiben immiin sistem araciligiyla

senesent hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglamaktir [69].

Uzun yillar boyunca SASP’1n fonksiyonlarinin biiyiik 6l¢iide ¢oziiniir (soluble) proteinler
araciligryla gergeklestigi diistiniilmiistiir. Ancak son donemde yapilan ¢aligmalar, SASP’1n
karmagik ve ¢ok yonlii etkilerinde ekstraseliiler vezikiillerin (EV) kritik bir rol
iistlenebilecegini ortaya koymustur. Bu bulgular, senesens biyolojisinin yalnizca klasik
sekresyon molekiilleriyle degil, ayn1 zamanda vezikiil aracili hiicreler arasi iletisim

mekanizmalariyla da sekillendigini gostermektedir.

Eksozomlar, EV’ler arasinda en iyi karakterize edilmis alt gruplardan biri olup hiicreler aras1
iletisim, hiicresel homeostaz ve gesitli hastalik siireclerinde dnemli roller iistlenir. Ozellikle
malign hiicrelerden salindiklarinin gosterilmesiyle birlikte eksozomlar; metastaz, senesens
ve ilag¢ direnci gibi kanser biyolojisinin temel alanlarinda yeni hipotezlerin gelistirilmesine

zemin hazirlamistir.

SASP’ 1 kilit fonksiyonlarindan biri parakrin senesensin baglatilmasidir. Onkojenik RAS
indiiksiyonu ile olusturulan senesens modelinde gerceklestirilen bir ¢calismada, EV’lerin
inhibe edilmesinin tiimor mikrogevresinde SASP aracili parakrin senesensi azalttigi
gosterilmistir. Bu bulgu, EV’lerin mikrogevredeki hiicreler arasi iletisimde ve senesens

sinyallerinin iletiminde 6nemli bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir [76].

Senesens iizerine uzun yillardir yogun arastirmalar yapilmis olmakla birlikte, son donemde
ilgi ozellikle EV sekresyonu iizerine yogunlagmistir. Bu yonelim, radyasyon ile senesens
indiiklenmis insan prostat kanseri hiicrelerinde EV iiretiminin arttiginin ilk kez gosterildigi

caligmanin ardindan ivme kazanmistir [77]. Bunu takiben yapilan calismalarda, EV
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sekresyonunun senesens ile dogrudan iligkili oldugu farkli model sistemlerde de

dogrulanmistir.

Ormnegin, TSAP6-null fare modellerinde DNA hasar1 sonrasinda p53 bagimli bir EV
sekresyon artis1 oldugu gosterilmistir. Ayrica, pS3 geninin EV sekresyon yolunun anahtar
bilesenlerinden biri olan RAB27b’nin upregiilasyonunda etkili oldugu baska bir ¢alismada

ortaya konmustur [78].

Benzer sekilde, insan normal TIG-3 fibroblastlarinda replikatif senesens, onkojenik RAS
ekspresyonu ve doksorubisin ile indiiklenmis senesens sonrasi EV iiretiminin anlamli sekilde
arttigi bildirilmistir [76]. Bununla uyumlu olarak, H:0. ile indiiklenen senesens
modellerinde de EV sekresyonunun arttigr gosterilmistir [79]. Bu calismalar birlikte
degerlendirildiginde, farkli senesens indiiksiyon mekanizmalarinin ortak bir sonu¢ olarak

EV iiretimini artirdig1 goriilmektedir.

2.2.2. Tiimor mikrocevresinde ekstraseliiler vezikiil sekresyonu

EV sekresyonunun stres kosullarinda belirgin sekilde arttigi bilinmektedir. Hiicrelerin EV
iiretimini artirmasinin olasi nedenleri arasinda toksik veya gereksiz hiicresel bilesenlerden
uzaklagma ve stres durumunu ¢evredeki hiicrelere ileterek adaptif yanitlarin diizenlenmesi

yer almaktadir [72].

Tlimor hiicreleri ile tiimor mikrogevresi arasindaki dogrudan etkilesim, kanser progresyonu
acisindan kritik 6neme sahiptir. Hiicreler arasi iletisimde sitokinler, kemokinler ve biiylime
faktorii-reseptor etkilesimlerine dayali parakrin sinyallerin rol oynadigi uzun siiredir
bilinmektedir. Ancak son yillarda eksozomlar, bu iletisim aginin énemli bir diger bileseni

olarak degerlendirilmektedir.

Timor mikrogevresine saliman eksozomlar; kanser hiicreleri, stromal hiicreler ve
mezenkimal hiicreler gibi farkli hiicre tiplerinden koken alan vezikiillerin birlesiminden
olusur. Bu heterojen yapi, timdr mikrogevresinin dinamik ve 6zgiin 6zellikler kazanmasina
katki saglar. Eksozomlar, kanser progresyonunda pro-tiimorojenik alanlarin olusumuna

zemin hazirlayan immiin yanitlarin sekillenmesinde de etkili rol oynar.
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Eksozomlarin tagidig aktif proteazlar, ekstraseliiler matriksin (ECM) degradasyonuna neden
olarak ECM yeniden yapilanmasini (remodeling) tetikleyebilir ve bu durum kanser
hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yetenegini artirabilir. Ayrica, kanser hiicrelerinde
eksozom sekresyonunun hipoksik kosullar altinda arttig1 ve bu artisin timor biiyiimesi ile

metastazi kolaylastirdig: diistiniilmektedir [72].

2.3. Lipit Raftlan

Hiicre zari, diger adiyla plazma membrani, hiicreyi c¢evreleyen; hiicrenin yapisal
biitiinliglinii koruyan ve hiicre ile hiicre dis1 ¢evre arasindaki etkilesimleri diizenleyen

dinamik ve segici gegirgen bir bariyerdir.

1950’11 yillarin sonlarinda Robertson tarafindan yapilan elektron mikroskobu c¢aligmalari,
hiicre zarinin {i¢ tabakali bir yapiya sahip oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu modele gore zar;
proteinlere atfedilen iki elektron-yogun dis tabaka ve lipid ¢ift tabakaya karsilik gelen daha
az yogun bir orta tabakadan olugmaktadir [82]. Ancak daha sonraki aragtirmalar, bu modelin
hiicre zarmin gercek yapisini agiklamakta yetersiz ve fazla basitlestirilmis oldugunu

gostermistir.

1970’11 yillarin basinda Singer ve Nicolson, hiicre zar1 yapisina daha dinamik ve islevsel bir
bakis agis1 kazandiran akigkan mozaik modelini ortaya koymustur [83] . Bu modele gore
fosfolipitler, hidrofilik bas kisimlari1 hiicre i¢i ve hiicre disindaki sulu ortama bakacak sekilde,
hidrofobik kuyruklar1 ise ice dogru yonelmis bicimde diizenlenmistir. Bdylece zarin

ortasinda, ¢ogu maddenin pasif ge¢isini kisitlayan apolar bir ¢ekirdek olusur.

Bu model ayrica integral membran proteinlerinin lipid ¢ift tabakasi igine gdmiilii oldugunu
ve ¢ogu zaman zarin tamamini kapladigini gostermistir. Bu durum, Robertson’un daha 6nce
ileri stirdiigii gibi proteinlerin yalnizca zar yiizeyine bagl oldugu goriisiiyle ¢elismektedir.
Bu proteinler, Okaryotik hiicrelerde plazma zarinin hem islevsel hem de yapisal
biitiinliigiiniin korunmasinda kritik dneme sahiptir. Ozellikle madde taginimu, sinyal iletimi,
hiicre taninmasi, hiicre adezyonu ve hiicre sekli ile zar stabilitesinin korunmasi igin

ekstraseliiler matriks proteinleriyle etkilesim gibi siireglerde rol alirlar [84].
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Ayrica, hiicre zarmmin hiicre disina bakan yilizeyinde bulunan karbonhidrat yapilart
proteinlerle birleserek glikoproteinleri, lipidlerle birleserek ise glikolipidleri olusturabilir

[85].

Lipid ¢ift tabaka igerisinde, caplar1 yaklasik 10-200 nm arasinda degisen ve lipid raftlar
olarak adlandirilan 6zel mikrobdlgeler de bulunmaktadir [86]. Bu yapilar, 6zellikle
kolesterol ve glikosfingolipitler agisindan zengindir [87]. Kendilerine 6zgii lipid bilesimleri
ve daha biiyiik bolgeler (domeins) halinde kiimelenebilme 6zellikleri sayesinde, hiicre iginde
molekiillerin ~ uzamsal  dagiliminin  diizenlenmesinde,  hiicresel  sinyallemenin

koordinasyonunda ve hiicresel homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar [88-89].

“Raft hipotezi (raft hypothesis)”, lipidlerin hiicresel islevlerdeki roliiniin yeniden
tanimlanmasinda 6nemli bir doniim noktasi olmustur; zira bu islevler daha 6nce agirlikl
olarak membran proteinlerine atfedilmekteydi. Lipid raftlarin, cevreleyen membran
bolgelerine kiyasla daha diisiik akigskanliga sahip olmasi, bu yapilarin sinyal reseptorlerinin

bir araya gelmesi i¢in uygun platformlar olarak gérev yapmasina olanak tanir [88, 90].

Caligsmalar, lipid raftlarin; reseptdr tirozin kinazlar ve G proteinine kenetli reseptorleri de
iceren sinyal siireclerini diizenleyen dinamik sinyal merkezleri oldugunu gdstermistir. Sinyal
molekiillerinin lipid raftlar igerisindeki uzamsal diizenlenisi, hiicre i¢i sinyal iletimini
kolaylastirirken, raft-dis1 sinyal ileticilerle istenmeyen etkilesimleri sinirlandirarak hiicresel

yanitlarin ince ayarii saglar [85].

Farkli raft alt tiplerinin, uyarilmamus hiicrelerde sinyal molekiillerini birbirinden ayirabildigi;
ancak belirli uyaranlar sonrasinda bu molekiiller arasindaki etkilesimi tesvik edebildigi ileri
siiriilmiistiir [91]. Ozellikle viral giris (viral entry) veya epidermal bilyiime faktorii reseptorii
aktivasyonu gibi durumlarda, lipid raftlarin daha biiyiik ve daha stabil platformlar halinde

birleserek asagi akim sinyal iletimini kolaylastirdig1 gézlemlenmistir [91-93].

Her ne kadar lipid raftlarin hiicresel islevlerdeki kesin rolleri ve bu yapilarin incelenmesine
yonelik yontemler halen aktif bir arastirma alani olsa da, mevcut kanitlar lipid raftlarin
membran organizasyonunu ve sinyal iletimini diizenleyen dinamik molekiiler platformlar

olarak islev gordiigiinii desteklemektedir [85].



24

2.3.1. Kaveola (Caveolae)

Kaveola (caveolae), plazma membraninin yapisal olarak ayirt edilebilen ige dogru kivrimlari,
lipid bilesimleri ve biyofiziksel 6zellikleri nedeniyle lipid raft alt tipleri olarak kabul
edilmektedir. Ilk olarak 1950’li yillarda Palade tarafindan morfolojik olarak tanimlanan
kaveola (caveolae), diger membran mikro-domeinlerinden ayrilan 0zgiin yapisal ve

fonksiyonel 6zelliklere sahiptir [94].

Palade, elektron mikroskobu kullanarak endotelyal hiicrelerde “plazmalemmal vezikiiller”
olarak adlandirilan plazma membrani invajinasyonlarint (ice dogru kivrilmis yapilar)
gbzlemlemis ve bu yapilarin hiicreler arasi tasinimda rol oynayabilecegini 6ne stirmiistiir.
Iki y1l sonra Yamada, safra kesesi epitel hiicrelerinde klatrin kaplamasi bulunmayan ve
caplar1 50-100 nm arasinda degisen bu invajinasyonlar1 tanimlamak icin “caveolae” (kii¢iik

magaralar) terimini kullanmistir [94] .

Klatrin kapli vezikiiller lizerine yapilan aragtirmalar hizla ilerlemis olsa da kaveolalarin
biyolojik ve fonksiyonel 6zellikleri, 6zgiil molekiiler belirteclerin eksikligi nedeniyle uzun
yillar boyunca netlestirilememistir. Bu sorun, 1990’li yillarin basinda 17-24 kDa
biiytikliigiindeki caveolin proteinlerinin kaveolanin temel yapisal bilesenleri olarak

tanimlanmasiyla asilmistir [43—45].

Kaveolalar (caveolae), lipid raftlara kiyasla daha stabil ve yapisal olarak iyi tanimlanmis
olmalarina ragmen, dinamik bir sekilde endositik vezikiiller olusturabilirler [95]. Bu
endositik dzellik 6zellikle viral ajanlarin varliginda belirgin hale gelir. Ornegin, Simian viriis
40'in hiicre zarina baglandiktan yalnizca birka¢ dakika i¢inde kaveola aracili taginimi

baslattig1 gosterilmistir [96].

Benzer sekilde, kolesterole bagimli kaveola aracili endositozun Hepatit B viriisii, baz1
koronaviriisler ve respiratuvar sinsityal viriis gibi ¢esitli virlisler i¢in de gegerli oldugu

bildirilmistir [97].

Buna ek olarak, kaveolalarin plazma membrani i¢cine dogru diizlesmesi, hiicrenin mekanik
strese verdigi yanitlarla iligkilidir [98-99]. Bu baglamda, kaveolalarin mekanik stres ya da

membran hasar1 durumunda devreye sokulabilen bir plazma membrani rezervuari olarak
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gorev yaptiglt one siiriilmiistiir [100]. Bu hipotez, Caveolin-1’in (Cav-1) RNA girisimi
yoluyla baskilandigi in vitro ¢alismalarda, endotel hiicre boyutunda belirgin bir artig

gozlenmesiyle desteklenmistir [101].

Yapisal rollerinin 6tesinde, caveolin proteinleri; G proteinine kenetli reseptorler, reseptor
tirozin kinazlar ve Src ailesi kinazlar1 gibi ¢esitli sinyal proteinlerine baglanarak ve onlar1
hiicre i¢inde tutarak bir¢ok hiicresel siireci diizenler. Bu diizenleyici iglevler; kolesterol ve
sfingolipit homeostazi, endositoz, transsitoz, hiicresel sinyal iletimi ve mekanosensorliik gibi

stirecleri kapsar [102].

Caveolin-1 (CAV-1)

Kaveolalarin olusumu ve yapisal stabilitesi, caveolin protein ailesi tarafindan
diizenlenmektedir. Bu aile igerisinde en yaygin ve en iyi karakterize edilmis izoform olan
caveolin-1 (Cav-1), 6zellikle kas hiicresi disindaki hiicrelerde kaveola olusumu icin temel
bir yap1 tasidir. Cav-1, kolesterol ve sfingolipitlerden zengin membran bdlgelerine
baglanarak kaveola invajinasyonlarinin olusumunu ve korunmasini saglar. Bunun yani sira,
cesitli sinyal iletim yolaklarinda yer alan reseptor ve efektor proteinlerle etkilesime girerek
hiicresel sinyalizasyonun diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle Cav-1,
yalnizca yapisal bir protein olmanin 6tesinde, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve stres
yanitlart gibi birgok biyolojik siirecin kontroliinde onemli bir diizenleyici olarak kabul

edilmektedir.

Caveolin-1 (Cav-1), CAVI1 geni tarafindan kodlanan ve 178 amino asitten olusan bir
proteindir. Caveolin-1, hiicre zarinda alisilmisin disinda bir sag tokasi benzeri (hairpin-like)
konformasyon benimser. Bu yapida, proteinin hidrofobik bolgesi lipid ¢ift tabakanin i
kismina (inner leaflet of the lipid bilayer) gomiiliidiir [103]. Caveolin-1, zar1 bastan basa kat
etmez; bunun yerine bu hidrofobik bolge, proteini lipid ¢ift tabaka i¢inde sabitleyen bir ¢apa
gbrevi goriir. Bu sirada proteinin hem N-terminal hem de C-terminal bdlgeleri hiicre

sitoplazmasina bakacak sekilde konumlanir [104].
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Resim 2.3. Lipid Raft ve kaveola yapilariin gosterimi (Chatgpt.com’da olusturulmustur.)

Caveolinlerin kaveola olusumu i¢in vazgegilmez oldugu, Caveolin-1, eksik fare

modellerinde agikca goOsterilmistir; bu hayvanlarda kaveola yapilari tamamen

bulunmamaktadir [105].

Bununla birlikte, caveolinlerin kaveoladan bagimsiz islevleri de vardir. Ornegin, kaveola

bulunmayan hiicrelerde (hepatositler ve bazi néronlar gibi) caveolinler lipid metabolizmasi

ve hiicre i¢i taginimi diizenleyebilir [106]. Bu durum, caveolinlerin islevsel agidan oldukga

cok yonlii proteinler oldugunu gostermektedir.

Caveolin-1 fosforilasyonundaki bozukluklarin; kanser metastazi ve kardiyovaskiiler

hastaliklar gibi patolojik durumlarla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum, caveolin-1’1

potansiyel bir terapotik hedef haline getirmektedir [107-108].

Sonug olarak, kaveola ve caveolinler, membran organizasyonu ve sinyal iletiminin temel

diizenleyicileri olarak one ¢ikmaktadir. Bu yapilar; GPCR sinyallemesi, Src ailesi kinazlari

ve nitrik oksit sentezi gibi yolaklari modiile ederek kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik

bozukluklar ve kanser biyolojisi agisindan genis kapsamli etkilere sahiptir [85].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Bu tez kapsaminda kullanilan tiim gere¢ ve kimyasallar, deneysel sonuglarin dogrulugu ve

tekrarlanabilirliginin saglanmas1 amaciyla kaliteli ve giivenilir kaynaklardan temin edilmistir.

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

DMEM (Gibco)

DMEM-Fenol kirmizi olmayan (Gibco)
Tripsin-EDTA (Gibco)
Penisilin-Streptomisin (Gibco)

DMSO (Merck)

PBS (Gibco)

Doksorubusin (Tocris)

Fetal S1gir Serum (Gibco)

Senescence B-galactosidase staining kit (Cell Signaling 9960S)
SiRNA (ThermoScientific)
Lipofektamine 3000

YV V.V V V V V V V V V

3.1.2. Kullanilan aletler

Plaka okuyucu (Molecular Devices)
Mikroskop Kamerasi (Leica DFC 420 C)
Laminar Akimli Kabin (Clean air EN12469)
CO2 Etiivii (Sanyo)

Hassas terazi (Shimadzu)

Mikropipet (Eppendorf Research)

Vortex (Firlabo)

Sogutmal1 santrifiij (Niive NFSOOR)

Su banyosu (Niive)

xCELLigence RTCA (Roche)
Sonikatorlii Homojenizator (SONICS)

YV V.V V V V V V V VYV V



Ultrasantrifiij (Himac CS150GXL)

Mikroplaka okuyucu (SpectraMax i3, Molecular devices)
-80 °C Derin dondurucu (Sanyo MDF-U5186S)

Faz Kontrast-Floresan Mikroskop (Leica)

Holografik Mikroskop (Holomonitor M4)

V V V VYV VY

3.2. Yontemler

Bu boliimde ¢alismada kullanilan deneysel yaklasimlar ayrintili olarak ele alinmaktadir. S6z
konusu yontemler, arastirma sorularini yanitlamak ve hipotezleri degerlendirmek amaciyla

belirlenmistir.

3.2.1. Hiicre Kkiiltiirii ve senesensin indiiksiyonu

Senesens gelisimini ve sekretuvar aktivitesini degerlendirdigimiz deneyler A549 (insan
kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre dizisi, ATCC’den temin edilmistir) ve HeLa
(insan serviks kanseri hiicre dizisi, Sap Enstitiisi'nden temin edilmistir) kullanilarak yapildi.
Hiicreler %10 serum, %1 Penisilin-Streptomisin iceren DMEM’1i besiyerinde hiicre kiiltiirii
flasklarina ekildi. Hiicreler, 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde tutunduklari alan1 %70-80
oraninda kaplayincaya kadar iki giinde bir besiyeri degisimi yapilarak ¢cogaltilip daha sonra
pasajlandi. Pasajlama islemi sirasinda, laminar akimli kabin altinda 9%70-80 konfluensiye
ulagmis hiicrelerin besiyeri uzaklastirilip 37°C sicakliktaki izotonik fosfat tamponu (PBS)
ile bir kez yikandi. Daha sonra 37 °C sicakliktaki %0,05’lik tripsin-EDTA soliisyonu ilave
edilerek 2 dk inkiibe edildi. Hiicrelerin zeminden ayrildigi mikroskop ile dogrulandiktan
sonra 7-8 ml besiyeri ilave edilip flask igerigi steril falkona aktarildi. 10 dk 400 x g 25 °C’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant atildi. Pellet pasajlama i¢in gereken hacimde

besiyeri ile resiispande edilerek deney planina uygun olarak kiiltiir flasklarma béliindii [109].

Senesensi indiiklemek i¢in; kiiltiir flasklarina ekilen hiicrelere 72 saat boyunca 300 nM
doksorubisin uygulanarak senesens indiiksiyonu gerceklestirildi. Ila¢ inkiibasyonundan

sonra senesens olusumu SA-B-galaktozidaz boyamasi ile dogrulandi [110].
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3.2.2. Lipit raft deplesyonu

Lipit raft deplesyonu, A549 ve HeLa hiicrelerinde eksprese edilen caveolin-1 proteinine
0zgii siRNA uygulanarak gergeklestirildi. Bu caligmada, hiicreler antibiyotik icermeyen
besiyerinde flask yiizeyini %060-80 kaplayincaya kadar inkiibatorde bekletildi.
Transfeksiyon ajani olarak lipozomal Lipofektamin 3000 ¢6zeltisi kullanildi. Lipofektamin
3000 cozeltisi ve final konsantrasyonu 30 pmol olacak sekilde —siRNA ve +siRNA
(caveolin-1) bilesimi oda sicakliginda karistirildi. Karisim hiicrelerin lizerine damla damla
verilip 24 saat boyunca inkiibe edildi. 24 saatin ardindan antibiyotiksiz besiyeri
uzaklagtirilarak antibiyotikli besiyerine ge¢ilmis ve hiicrelere senesens indiiksiyonu igin ilag
verilmistir. Knockdown isleminin dogrulanmasi icin hiicrelerde caveolin-1 protein
ekspresyonlar1 western blotlama ile degerlendirilmistir. Non-target siRNA uygulamasi ise

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.3. Western-Blot yontemi

Knockdown islemlerinin dogrulanmasi, lipit raft iliskili proteinlerin ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi i¢cin western blotlama teknigi kullanilmigstir. Yontemde yiikleme kontrolii
olarak GAPDH proteini kullanildi. Ilgili proteinlerin antikor diliisyonlar1 kullanim
kilavuzlarindaki oranlar dikkate alinarak kendi deneysel kosullarimizda optimize edilerek
secildi. Knockdown inkiibasyonlar1 sonrasinda hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 2 kez
soguk PBS ile yikandi. Hiicreler sogukta PBS icerisinde kazinarak tiiplere alind1 ve tiipler
10 dk 4100 rpm +4 °C’de santrifiij edildi. Hiicreler, ultrasonik homojenizatorde homojenize
edildikten sonra 10400 rpm’de (~10000 x g) 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatantlar (hiicre lizatlar1) ependorflara boliinlip bisinkoninik asit yontemi ile protein
miktar tayini yapildi. Protein miktar tayini yapilan hiicre lizatlar1 2:1 oraninda Laemmli
cozeltisi ile karistirilarak, 100 °C’de 5 dk kaynatildi. Ornekler hesaplanan miktarlarda SDS-
poliakrilamid jellere yliklenerek elektroforez islemine tabii tutuldu. Daha sonra jeldeki
proteinler PVDF veya nitroseliiloz membrana transfer edildi. Transfer islemi sonrasinda
membran %5’lik yagsiz siittozu veya %3’liik BSA c¢ozeltisi ile bloklandi. Bloklama
sonrasinda membran 16 saat ilgili proteinlerin antikorlar1 (caveolin-1, GAPDH), 2 saat
boyunca da HRP-konjuge ikincil antikorlar (anti-mouse, anti-rabbit) ile inkiibe edildi.

Inkiibasyon islemlerinden sonra membranlar kemiliiminesans &zellikteki ¢ozelti ile (ECL)
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muamele edilerek kemiliiminesans goriintiileme cihazi kullanilarak western blot sonuglari

elde edilmistir. Bant dansiteleri /mageJ programi araciligiyla hesaplanmistir.

3.2.4. SA-B-Gal boyamasi

Hiicresel senesensin en yaygin kullanilan belirteci senesens-iligkili beta galaktozidaz
boyamasidir [110]. Hiicresel senesensin dogrulanmasi i¢in kullanilan bu deneyler
“Senescence f-galactosidase staining kit” kullanim talimatlarina goére gergeklestirilmistir.
Hiicre kiiltiirii flasklarinin yiizeyini %40-50 kaplayan hiicrelere doksorubisin uygulanarak
72 saat sonra hiicrelerin morfolojileri incelenip ardindan SA-B-Gal boyamasina gegildi.
Oncelikle besiyeri uzaklastirilan hiicreler 37 °C sicakliktaki PBS ile bir kez yikanip iizerine
kit icinde bulunan fiksasyon soliisyonu ilave edildi. Hiicreler 10-15 dakika oda sicakliginda
fikse olduktan sonra iki kez 37 °C sicakliktaki PBS ile yikandi. Daha sonra kit igerisindeki
B-Galaktozidaz Boyama Soliisyonu (pH=6.0) ilave edilerek 37 °C’lik CO; igermeyen kuru
inkiibatorde yaklagik 16 saat (gece boyunca) inkiibasyona birakildi. Ertesi giin [-
Galaktozidaz Boyama Solilisyonu uzaklastirilmadan hiicrelerde mavi renk olusumu 1s1k
mikroskobu altinda incelendi ve hiicrelerin hem 1sik mikroskobu hem de faz kontrast
goriintlileri kamera yardimiyla kaydedildi. SA-B-Gal pozitif hiicre (Mavi renk ile boyanmig

hiicre) sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanarak “% SA-B-gal pozitif hiicre sayis1” hesaplandi.

3.2.5. Faz Kontrast, Holografik Mikroskopi

[lag inkiibasyonu sonrasi hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler iki boyutlu
olarak faz kontrast mikroskobu ile ii¢ boyutlu olarak da holografik mikroskop ile
incelenmistir. Faz kontrast mikroskopisi ile elde edilen goriintiiler lizerinden ImageJ
programi yardimiyla hiicre alanlar1 hesaplandi. Holografik mikroskop goriintiileri izerinden
hiicre alani, hiicre hacmi, hiicre kalinlig1 gibi morfolojik parametreler mikroskobun yazilimi

aracilifiyla ol¢iildii.

3.2.6. SASP’1n eldesi

72 saatlik ila¢ sonrasinda hiicreler iki kez 37 °C sicakliktaki PBS ile yikandi ve hiicrelerin
besiyeri serum icermeyen besiyeri ile degistirildi. 48 saat serumsuz besiyerinde bekleyen

hiicrelerin iizerindeki serumsuz besiyeri toplanarak (SASP); tiipler 10 dk 800 x g’de 4 °C’de
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santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant 0,22 um’lik steril filtrelerden gecirildi ve bdylece
SASP elde edildi [109, 111]. Ayrica sekretomu toplanan hiicreler tripsinize edilerek hiicre
kiiltiir flasklarindan toplandi ve hiicre sayim cihazi kullanilarak hiicre sayilar1 belirlendi.
Boylece sekretomlarin kag¢ hiicreden sekrete edildigi belirlenmis oldu. Sekretom
calismasinda kontrol gruplartyla (senesent olmayan hiicreler) karsilagtirmali bir analiz
yapildigindan, esit hiicre sayisindan sekrete edilen sekretom elde edilmelidir. Bu amagla,
cok sayida hiicre igeren gruplardan toplanan sekretom serumsuz besiyeri kullanilarak hiicre
sayisina gore normalize edilmistir. SASP’1n olusup olugsmadigi sekretomda IL-6 6lclimii ile

dogrulanmistir [111].

3.2.7. Sekretomda IL-6 dl¢iimii

Hiicre sayisina gore normalize edilmis sekretomlarda IL-6 dl¢limii icin insan IL-6 elisa kiti
(Thermo, EH2IL6) kullanildi. Kit igerisindeki 96’lik plakanin her bir ¢ukuruna 50 pl
biyotinlenmis antikor soliisyonu ve 50 pl hiicre sayisina gore normalize edilmis sekretom
eklendi. Oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakilan plaka 3 kez kit igerisindeki yikama
cozeltisiyle yikanarak her bir ¢ukura 100 pl streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi. 30 dk oda
sicakliginda inkiibasyon sonrasinda plaka 3 kez kit icerisindeki yikama ¢ozeltisiyle ve her
bir cukura 100 pl TMB substrati eklendi. 30 dk karanlik ortamdaki inkiibasyonun ¢ukurlara
kit icerisindeki reaksiyonu durdurucu ¢ozeltiden 100 pl ilave edildi. Daha sonra plaka
okuyucu kullanilarak 450 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iildii. Ayrica kit igerisindeki IL-6
standartlart da en az bes farkli konsantrasyonda IL-6 Olgiimiine tabii tutuldu.
Konsantrasyonlar1 ve absorbans degerleri bilinen standartlardan yararlanilarak GraphPad
Prism 8.0.1 programi kullanilarak regresyon analizi yapilmis ve her bir deneysel gruptaki

IL-6 konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.2.8. SASP’1n hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi (co-culture)

Senesent hiicre sekretomunun kanser hiicreleri iizerindeki hiicre
proliferatif/antiproliferatif/sitostatik/sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde
xCELLigence Ger¢ek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence Real Time Cell Analyzer
System) kullanilmigtir. Bu sistemde tabaninda elektrotlar bulunan e-plate’ler
kullanilmaktadir. E-plate’lere hiicreler ekildiginde tabana tutunan hiicreler elektrik akimina

kars1 bir direng olusturur ve hiicre sayisi arttik¢a direng de orantili olarak artar. Sistem bu
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diren¢ degisikliklerini cell index degeri olarak kaydeder. E-plate’lere ekilen hiicreler
cogaldikca cell index degeri de artar ve sistemden bu artis ger¢ek zamanl olarak takip
edilebilmektedir. Diger taraftan cell index degerinin azalmasi sitotoksik etkiyi, sabit kalmasi

ise sitostatik etki gostermektedir.

Co-culture calismasinda xCELLigence sistemine ait 6zel co-culture plateleri (e-plate insert)
kullanilmistir. Bu plate sistemi {ist iiste birlestirilebilen iki plakadan olusmaktadir. Ust
plakanin (e-plate insert) altinda; protein, hormon gibi ¢esitli molekiillerin gegisine izin veren
(hiicre gecisine izin vermeyen) 0.40 pum’lik por capina sahip 0zel bir membran yer
almaktadir. Bu plate’ler proliferasyon 6l¢iimiinde kullanilan alt plakalarin (e-plate view)
izerine yerlestirilebilmektedir. Boylece iistteki plakaya (e-plate insert) ekilen hiicrelerden
sekrete edilen faktorler alttaki plakaya (e-plate view) ekilen hiicrelerin besiyerine
karismaktadir. Alttaki plakanin tabaninda elektriksel akima karsi olusan direncin
Ol¢iilmesiyle senesent/senesent-olmayan hiicre sekretomunun diger hiicreler iizerindeki

proliferatif/antiproliferatif/sitostatik/sitotoksik etkileri 6l¢tilmiistiir [109].

SASP’1n kanser hiicre proliferasyonuna etkisini degerlendirdigimiz ¢aligmalarimizda kanser
hiicreleri olarak HeLa ve A549 hiicre dizileri kullanilmistir. Bu deney i¢in co-culture
sisteminin alt plakasina proliferasyonu degerlendirilen hiicrelerden kanser hiicreleri olarak
HeLa ve A549 hiicreleri ekilmistir. Hiicre sayisi daha onceki caligmamizda 5000 hiicre
seklinde optimize edilmistir [109]. Ust plakaya ise esit sayida senesent/senesent-olmayan
HeLa ve A549 hiicreleri ekilmistir. Ust plakaya ekilen hiicre sayismin optimizasyonu, her
bir hiicrede %80 konfluensiye ulagmasi i¢in gerekli hiicre sayisinin belirlenmesi ile yapilmis
ve belirlenen sayida hiicrenin ekimi gerceklestirilmistir. Her iki plaka 16 saat boyunca ayr1
ayr1 inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her iki plakadaki hiicreler 2 kez PBS ile
yikanip tiim plakalara serumsuz besiyeri eklendi. Bu islem bitiminde iist ve alt plakalar
birlestirilip inkiibator igerisindeki cihaza yerlestirildi. Her 15 dk ol¢lim yapilacak sekilde
ayarlamalar yapildiktan sonra cihaz ¢alistirild1 ve alt plakadaki hiicrelerin hiicre indeksleri
gercek zamanli olarak takip edildi. Deney sonunda elde edilen grafiklerin maksimum hiicre

indeksleri cihazin programi yardimiyla hesaplanmistir [109].
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Resim 3.1. SASP’nin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi (co-culture)
icin yliriitiilen deneylerin gosterimi (Chatgpt.com’da olusturulmustur.)
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3.2.9. SASP’1n kanser hiicre migrasyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Bu amacla xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence Real Time
Cell Analyzer System) kullanildi. Bu cihaz ile migrasyon analizi yapmak i¢in tasarlanmis
olan 6zel plakalar (cim-plate) kullanildi. Bu plakalar iist iiste gegirilebilen iki plakadan
olusmaktadir. Ust plakanin altinda 8 pm por capindaki membran ve membranin tabaninda
ise elektrotlar bulunmaktadir ve bu plakalar cihaza yerlestirildiginde plakalardan elektrik
akimi gegmektedir. Alt plaka ise kemoatraktan madde igeren besiyerinin konulacagi plakadir.
Bu sistem sayesinde iist plakaya ekilen hiicreler alt plakadaki kemoatraktana dogru hareket
ederler ve bdylece membran1 gecerek elektrotlardan gecen elektrik akimina direng
olustururlar. Dolayisiyla kemoatraktana dogru hareket eden hiicre sayisi arttikca elektrik
akimina kars1 olusan direng artarken, hiicre sayisi1 azaldik¢a diren¢ de azalmaktadir. Cihaz
oletiigii direnci, 6zel bir program yardimiyla hiicre indeksi (cell index) parametresi olarak

gercek zamanli bir sekilde gostermektedir.

Migrasyon Ol¢limii yaptigimiz bu deneyde, {ist plakaya kanser hiicreleri (HeLa ve A549)
serumsuz besiyeri ile; toplanan senesent/senesent-olmayan hiicre sekretomlariyla birlikte
ekilip, alt plakaya kemoatraktan olarak %10 fetal sigir albiimini iceren 160 pl besiyeri ilave
edilmistir. Ust plakaya ekilen hiicre sayisinin optimizasyonu, her bir hiicrede %80
konfluensiye ulagsmasi i¢in gerekli hiicre sayisinin belirlenmesi ile yapilmis ve belirlenen
sayida hiicrenin ekimi gerceklestirilmistir. Daha sonra bu iki plaka birlestirilerek inkiibator
icerisindeki cihaza yerlestirilmistir. Her 15 dk Olgiim yapilacak sekilde ayarlamalar
yapildiktan sonra cihaz c¢alistirilmis, hiicre indeksleri ger¢ek zamanli olarak takip edilmistir.
Deney sonlandirildiginda elde edilen grafiklerin egimleri cihazin programi yardimiyla

hesaplanmistir [109].
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3.2.10. Eksozomal SASP ile solubl SASP ayriminin saglanmasi ve parakrin etkilerinin
olciilmesi

Daha once aciklanan “SASP eldesi” isleminin devaminda toplanan SASP’tan eksozomal
fraksiyon ile ¢Oziiniir protein fraksiyonunu ayirmak icin bir ultrasantrifiij protokolii
kullanilmigtir [112-113]. SASP eldesinin son basamagindaki 0,22 um por ¢aplh filtreden
gecirdikten sonra filtrattaki eksozomlar1 ¢oktiirmek i¢in 70 dakika boyunca 4°C'de 100.000
x g'de ultrasantrifiijleme islemi gergeklestirildi. Eksozomu ¢oktiiriilmiis siipernatant, sSSASP
olarak toplandi. Eksozom pelleti ise bir kez PBS ile yikandiktan sonra 70 dakika boyunca
4 °C'de 100.000 x g'de tekrar ultrasantrifiijlendi. Pellet sSSASP hacmine esit miktarda 100 pl
PBS ile resiispande edilerek son iiriin eSASP olarak toplanmistir (Sekil 3.1). Her iki SASP
tipi de senesent olmayan kanser hiicrelerine dogrudan uygulanarak bu hiicrelerin
proliferasyonunu degistirip degistirmedigi belirlenmistir. Ayrica xCELLigence sistemi
kullanilarak (CIM-plate) kanser hiicre migrasyonu {izerindeki etkileri de karsilastirilmistir.
Eksozom eldesi pozitif ve negatif kontrol proteinlerinin kullanildigi western blot yontemi ile
dogrulanmistir. Pozitif kontrol olarak eksozom biyogenezinde gorevli bir protein olan ALIX
[77], yapisal biitiinliigii ve biyogenezde gorevli flotillin-2 [114] ve kalretikulin (negatif

kontrol olarak) [115] immunoblotlamasi ile dogrulanmistir.

—
f Supernatant (kontamine
proteinler) atilir
(@SR
hicre kalintilar S I
X / PBS ile ytkama
/ —
Pellet (ol 100 000 x g
hiicreler) atilir = 70 dk
N I N 0,2 pm filtre @ - \
| [ / Pellet gsp ©
800 x atlel= o ve Pellet = eSASP
o dkg 70070005: g kontamine olmusg
proteinler
Senesent/senesent Siipernatant Filtrat (SASP)
olmayan hiicrelerin
uzerindeki besiyeri
Siipernatant= sSASP

Sekil 3.1. Eksozomal SASP (eSASP) ile solubl SASP (sSASP) ayriminin sematik
gosterimi (BioRender.com’da ¢izilmistir)
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3.2.11. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler i¢in istatistiksel analizde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc

test olarak Tukey kullanildi. 0,05 ten kiiciik p degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.






4. BULGULAR

4.1. Caveolin-1 Baskilanmasinin Deplesyonunun Senesens Gelisimdeki Etkisi

Caveolin-1 baskilanmasi i¢in, Caveolin-1 proteinine 6zgii siRNA HelLa ve A549 hiicre
hatlarina uygulanmis ve deney bitiminde bu proteinin ekspresyonlarinin etkin sekilde

baskilandig1 dogrulanmistir (Sekil 4.1). Non-target siRNA uygulamasi ise negatif kontrol

olarak kullanilmistir.

A
Cav-1 Neg
siRNA siRNA
K DKDKD
CaV-1 - - - G

GAPDH —— D G =" =

¢ Cav-1 Neg
siRNA SsiRNA

K DKDKD

Cav-1 —— - e

GAPDH o o a v o o

Cav-1/ GAPDH

Cav-1/ GAPDH

0.0 T

Hﬁ

+

T T 1
° B \
% o’b ‘\09 ‘\e‘b
o

Sekil 4.1. Caveolin-1 baskilanmasi i¢in siRNA uygulamasi analizi a. HeLa hiicre hattindaki
western blot bantlar1 b. Hela hiicre hattindaki western blot bant dansitelerinin
istatistiksel analizi ¢. A549 hiicre hattindaki western blot bantlar1 d. A549 hiicre
hattindaki western blot bant dansitelerinin istatistiksel analizi. GAPDH:
Giliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz *: Kontrol grubundan anlamli farklilig
ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=3). K: kontrol, D: 300
nM doksorubisin, Cav-1: Caveolin-1.

Hiicreler Senescence -galactosidase staining kitinin iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda
B-galaktosidaz boyama ¢dzeltisi ile boyanmistir. Boyamadan 16 saat sonra hiicreler faz

kontrast mikroskobu altinda degerlendirilmistir. Mavi renkte boyanan hiicreler SA-B-Gal

pozitif olarak kabul edilmistir.
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Elde edilen sonuglar, kontrol grubuna kiyasla doksorubisin uygulanan HelLa ve A549
hiicrelerinde SA-B-Gal pozitif hiicre sayisinin anlamli diizeyde arttigin1 gostermektedir. Bu
bulgular, doksorubisin uygulamasinin Hela ve AS549 hiicre hatlarinda senesens
indiiksiyonuna yol agtigini ortaya koymaktadir. Buna karsin, Cav-1 proteininin baskilanmasi
doksorubisin ile artan SA-B-Gal pozitif hiicre sayisini degistirmemistir. Bu verilerimiz

senesens gelisiminde caveolin-1 knockdown 'un bir roliiniin olmadigin1 géstermektedir.

% SA-B-Gal Pozitif Hiicre Sayisi
F-
o
1

Leal 1] [

1 1 1
D D+Cav-1 Cav-1

Sekil 4.2. HeLa hiicrelerinde doksorubisin ile indiiklenen senesens gelisiminde Caveolin- 1
baskilanmasinin olasi etkisinin degerlendirildigi SA-B-Gal Boyamas1 goriintiileri,
(K: Kontrol, D:300 nM Doksorubisin, Cav-1: Caveolin-1. Skala: 50 pm, *:
Kontrol grubundan anlaml farklilig1 ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey,

p<0,05, n=4).
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Sekil 4.3. A549 hiicrelerinde doksorubisin ile indiiklenen senesens gelisiminde Caveolin-1
baskilanmasinin olasi etkisinin degerlendirildigi SA-B-Gal Boyamas1 goriintiileri,
(K: Kontrol, D:300 nM Doksorubisin, Cav-1: Caveolin-1. Skala: 50 um, *:
Kontrol grubundan anlaml farklilig1 ifade etmektedir (One-way ANOVA, Tukey,

p<0,05, n=4).
4.2. Caveolin-1 Baskilanmasinin Senesent Hiicre Morfolojisindeki Etkisi

Senesent hiicrelerin belirgin 6zelliklerinden biri olan morfolojik degisimlerdir. Kaveola
deplesyonunun senesent hiicre morfolojisi iizerindeki etkileri, faz kontrast mikroskopi ile iki
boyutlu (Sekil 4.4) ve holografik mikroskopi ile ii¢ boyutlu (Sekil 4.5) olarak hiicre alani,
hacmi ve kalinligi gibi parametreler iizerinden degerlendirilmistir. Doksorubisin ile
indiiklenen senesent hiicrelerde artan hiicre alan1 ve hacminin, caveolin-1 baskilanmasi ile
azaldig1 belirlenmigtir. Buna karsilik, hiicrelerin ortalama ve maksimum kalinliklarinda

gozlenen artisin caveolin-1 baskilanmasindan etkilenmedigi goriilmiistiir (Sekil 4.5).
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A = Cav-1 siRNA

Sekil 4.4. HeLa ve A549 hiicrelerinde doksorubisin ve/veya caveolin-1 baskilanmasi
sonrasi faz kontrast mikroskobu goriintiileri. A. HeLa hiicrelerinin faz kontrast
goriintiileri. B. A549 hiicrelerinin faz kontrast goriintiileri. K: kontrol, D: 300 nM
doksorubisin, Cav-1: Caveolin-1. Skala: 50 pm.
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Sekil 4.5. HeLa ve A549 hiicrelerinde doksorubisin ve/veya caveolin-1 baskilanmasi
sonrast 3B boyutlu morfolojik analizler. A. HeLa hiicrelerinde elde edilen
holografik goriintiiler. B. HeLa hiicrelerinde holografik goriintiilerden elde edilen
morfolojik parametrelerin istatistiksel analizi. C. A549 hiicrelerinde elde edilen
holografik goriintiiler. D. A549 hiicrelerinde holografik goriintiilerden elde edilen
morfolojik parametrelerin istatistiksel analizi. K: Kontrol, D: 300 nM
Doksorubisin, Cav-1: Caveolin-1. Skala: 50um. *: kontrol grubundan anlaml
farklilig1, #: doksorubisin grubundan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (one-way
ANOVA, Tukey, p<0,05, n=4).

4.3. Senesent HeLLa ve A549 Hiicre Sekretomlarinda IL-6 Sekresyonunun
Degerlendirilmesi

Senesent HelLa ve A549 hiicreleri i¢in 2 giin serumsuz besiyerinde beklendikten sonra
sekretomlar toplanmistir. Daha sonra hiicre sekretomlarinda insan IL-6 Elisa Kiti’nin
kullanim talimatlarina gore IL-6 6l¢iimii gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, caveolin-
1 lipit raft proteininin deplesyonunun, doksorubisin ile indiiklenen senesens kosullarinda her
iki hiicre hattinda da IL-6 sekresyonunu istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigini

gostermistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. HeLa ve A549 hiicrelerinden elde edilen sekretomlardaki IL-6 diizeylerinin
istatistiksel analizi (K: kontrol, D: 300 nM doksorubisin, Cav-1: Caveolin-1.
*: kontrol grubundan, #: doksorubisin grubundan anlamli farklilig: ifade
etmektedir (One-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=4).

4.4. Senesent HeLLa ve A549 Hiicrelerinden Sekrete Edilen Faktorlerin Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda senesent hiicrelerden sekrete edilen faktorlerin kanser hiicrelerinin (A549 ve
HeLa) proliferasyonu {izerindeki etkilerinin caveolin-1 knockdown’u sonrasi degisip
degismedigi degerlendirilmistir. Bu amagla xCELLigence sisteminde HeLa-HelLa ve A549-
AS549 co-culture’lart yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen ger¢ek zamanli orijinal
grafikler ve bu grafikler iizerinden hesaplanan maksimum hiicre indeksi degerlerinin gruplar

arasi istatistiksel karsilastirilmasi agsagida verilmistir (Sekil 4.7 ve 4.8).

Bulgularimiz, senesent HeLa hiicrelerinden sekrete edilen faktorlerin HeLa hiicre
proliferasyonunu artirdigini géstermektedir. Bu bulgu, 6nceki ¢aligmalarimizla uyumludur
[109]. Caveolin-1 baskilanmas1 sonrasinda, senesent hiicre sekretomu ile artan
proliferasyonun caveolin-1 siRNA uygulamalar ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaldig: belirlenmistir (Sekil 4.7). Buna karsilik, senesent A549 hiicrelerinden elde edilen
sekretomun A549 hiicre proliferasyonunu anlamli diizeyde azalttig1 gozlenmistir. Ancak bu
etkinin caveolin-1 knockdown uygulamasindan etkilenmedigi goriilmiistiir (Sekil 4.8). Bu
bulgular, senesent hiicre sekretomunun tiimdr hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinin
hiicre tipine bagl olarak farklilik gosterebildigini ve caveolin-1 baskilanmasinin bu etkilerin

modiilasyonunda secici bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.7. Senesent HeLa hiicrelerinden sekrete edilen faktorlerin HeLa kanser hiicrelerinin
proliferasyonu tiizerine etkilerinin degerlendirilmesi *: kontrol grubundan, #:
doksorubisin grubundan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (One-way ANOVA,

Tukey, p<0,05, n:4), K: Kontrol (Senesent olmayan HeLa hiicreleri), S: 300 nM

Doksorubusin ile indiiklenen senesent HeLa hiicreleri, Cav-1: Caveolin-1.)
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Sekil 4.8. Senesent A549 hiicrelerinden sekrete edilen faktorlerin A549 kanser hiicrelerinin
proliferasyonu {izerine etkilerinin degerlendirilmesi (*: kontrol grubundan
anlamli farklilig1 ifade etmektedir. (One-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n:4), K:
Kontrol (Senesent olmayan A549 hiicreleri), S: 300 nM Doksorubusin ile
indiiklenen senesent A549 hiicreleri, Cav-1: Caveolin-1.

4.5. Senesent HeLa ve A549 Hiicrelerinden Sekrete Edilen Faktorlerin Hiicre
Migrasyonu Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

Senesent hiicrelerden sekrete edilen faktorlerin kanser hiicre migrasyonu tizerindeki etkileri,
caveolin-1 baskilanmasinin XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede HeLa hiicrelerinden elde edilen sekretomun HeLa
hiicre migrasyonu iizerindeki etkisi ile A549 hiicrelerinden elde edilen sekretomun A549

hiicre migrasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir.

Verilerimiz doksorubisin ile indiiklenen senesent HeLa ve A549 hiicrelerinden elde edilen
sekretomun kanser hiicre migrasyonunu degistirmedigini ve ayrica caveolin-1 baskilanmasi
uygulanmis hiicrelerin sekretomlarinin da hiicre migrasyonunu etkilemedigini gostermistir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Senesent HeLa hiicrelerinden sekrete edilen faktorlerin HeLa kanser hiicrelerinin
migrasyonu tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi. *: kontrol grubundan
anlamli farklilig1 ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=4). K:
Kontrol (Senesent olmayan hiicreler), S: 300 nM doksorubisin ile indiiklenen
senesent hiicreler, Cav-1: Caveolin-1.
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Sekil 4.10. Senesent A549 hiicrelerinden sekrete edilen faktdrlerin A549 kanser
hiicrelerinin migrasyonu tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi. *: kontrol
grubundan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey,
p<0,05, n=4). K: Kontrol (Senesent olmayan hiicreler), S: 300 nM doksorubisin
ile indiiklenen senesent hiicreler, Cav-1: Caveolin-1.

4.6. Eksozomal SASP ve Coziiniir SASP’in Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki
Etkilerinin Degerlendirilmesi

HeLa ve A549 hiicrelerinden elde edilen SASP, ultrasantrifiijleme yontemi kullanilarak
eksozomal SASP (eSASP) ve ¢oziiniir (soluble) SASP (sSASP) fraksiyonlarina ayrilmastir.
Elde edilen ayrimin dogrulugu, eksozomal belirtegler olan Alix ve flotillin-2 proteinleri ile
eksozomal olmayan bir belirte¢ olan kalretikulin proteininin ekspresyon diizeylerinin

degerlendirilmesiyle dogrulanmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. HeLa ve A549 hiicrelerinden elde edilen SASP’1n fraksiyonlanmasi ve
karakterizasyonu. A. Senesent HeLa hiicrelerinde ve bu hiicrelerden elde edilen
eSASP ve sSASP fraksiyonlarinda alix, flotillin-2 ve kalretikulin proteinlerinin
Western blot bant goriintiileri B. Senesent A549 hiicrelerinde ve bu hiicrelerden
elde edilen eSASP ve sSASP fraksiyonlarinda alix, flotillin-2 ve kalretikulin
proteinlerinin western blot bant goriintiileri.D: Doksosrubisin, Cav-1: Caveolin-
1, F-1: Flotillin-2.

Senesent HeLa ve A549 hiicrelerinden sekrete edilen eSASP ve sSASP’1in kanser hiicre
proliferasyonu Ttzerindeki etkileri caveolin-1 baskilanmasi kosullarinda xCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede
HeLa hiicrelerinden elde edilen SASP fraksiyonlarinin HeLa hiicre proliferasyonu
iizerindeki etkisi (Sekil 4.11) ile A549 hiicrelerinden elde edilen SASP fraksiyonlarinin A549
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi (Sekil 4.11) incelenmistir. Bu deney grubunda negatif

kontrol grubu olarak taze serumsuz besiyeri kullanilmistir.

Senesent HeLa hiicrelerinden elde edilen (soluble) sSASP fraksiyonu kontrol olarak
kullandigimiz taze serumsuz besiyerine gore proliferasyonu artirmistir. Ayrica caveolin-1
baskilanan sSASP’in ise eksozomal (eSASP) fraksiyona kiyasla proliferasyonu artirdigi

gbzlenmistir.

Senesent A549 hiicrelerinden elde edilen eSASP ve (soluble) sSASP fraksiyonlarinin ise

A549 hiicre proliferasyonu iizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.12. Senesent HeLa hiicrelerinden sekrete edilen eSASP ve sSASP’1in HeLa kanser
hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi. *: taze
besiyeri grubundan anlamli farklilig1, #: eSASP grubundan anlamli farklilig:
ifade etmektedir (one-way ANOVA, Tukey, p<0,05, n=5). Cav-1: Caveolin-1
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Sekil 4.13. Senesent A549 hiicrelerinden sekrete edilen eSASP ve sSASP’in A549 kanser
hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi (One-way
ANOVA, Tukey, p<0,05, n=5). Cav-1: Caveolin-1.

SASP’1n biitiin olarak degerlendirildigi gruplarla karsilastirildiginda, fraksiyonlara ayrilmis
SASP orneklerinde proliferatif etkinin ortadan kalkmadigi, aksine o6zellikle Caveolin-1
baskilanmasi kosulunda artig gosterdigi dikkat cekmektedir. Bu durum, SASP’1n proliferatif
etkisinin tek bir fraksiyona indirgenemeyecegini, farkli fraksiyonlarin birlikte ve etkilesim

icinde bu etkiyi olusturdugunu diisiindiirmektedir.

4.7. Eksozomal SASP ve Coziiniir SASP’in Hiicre Migrasyonu Uzerindeki Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Senesent HeLa ve A549 hiicrelerinden sekrete edilen eSASP ve (soluble) sSSASP’nin kanser
hiicre migrasyonu iizerindeki etkileri caveolin-1 baskilanmasi kosullarinda xCELLigence
gercek zamanl hiicre analiz sistemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede
HeLa hiicrelerinden elde edilen SASP fraksiyonlarinin HeLa hiicre migrasyonu iizerindeki
etkisi (Sekil 4.12.) ile A549 hiicrelerinden elde edilen SASP fraksiyonlarinin A549 hiicre
migrasyonu Uzerindeki etkisi (Sekil 4.12.) incelenmistir. Verilerimiz doksorubisin ile

indiiklenen senesent HeLa ve A549 hiicrelerinden elde edilen eSASP ve (soluble)
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sSASP’lerin kanser hiicre migrasyonunu degistirmedigini ve ayrica lipit raft deplesyonu

uygulanmis hiicrelerin sekretomlarinin da hiicre migrasyonunu etkilemedigini gostermistir.
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Sekil 4.14. Senesent HeLa hiicrelerinden sekrete edilen eSASP ve sSSASP’in HeLa kanser
hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi. *: taze
besiyeri grubundan anlaml farklilig: ifade etmektedir (one-way ANOVA,
Tukey,p<0,05,n=3). Cav-1: Caveolin-1.



53

Normalize Hiicre indeksi

10 20 30 40
Zaman (Saat)
. 5+
[
9
3
T 44
=
o
S 3
=1
T
E 21 A
3
E
0 14
4
©
=
T T T
> &L N R o
&< & S Q
+°<~‘ & Qdo &P
R
& &

50

B + Kontrol

mm eSASP

EEE cSASP Cav-1 siRNA

B sSASP

mmm sSASP Cav-1 siRNA
- Kontrol

Sekil 4.15. Senesent A549 hiicrelerinden sekrete edilen eSASP ve SSASP’1in A549 kanser
hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi. *: taze
besiyeri grubundan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (one-way ANOVA,
Tukey, p<0,05, n=3). Cav-1: Caveolin-1.






55

5. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda caveolin-1 baskilanmasinin senesent hiicre gelisimi, senesent
morfolojisi, olusan SASP’1n ve SASP fraksiyonlarinin fonksiyonel 6zellikleri iizerindeki

etkisi ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir.

Bu tez kapsamindaki verilerimiz doksorubisin ile indiiklenen ve SA-B-gal aktivitesi
iizerinden dogrulanan senesens modelinde; kaveolalarin yapisal proteini olan kaveolin-1
proteinlerinin baskilanmasinin senesens gelisim siirecini etkilemedigi tespit edilmistir. Bu
bulgu, HeLa ve A549 hiicrelerinde doksorubisin kaynakli senesens gelisiminde caveolin-1
proteininin belirleyici bir rol oynamadigimni ortaya koymaktadir. Literatiirde senesent
hiicrelerde kaveolin-1 protein ekspresyonunun arttigi yaygin olarak belgelenmis olsa da [8-
12],bu proteinin yoklugunun da hiicresel stresi ve senesensi tetikleyebildigi bilinmektedir
[116-117]. Volonte ve Galbiati [118] yapmis olduklar1 calismada, kaveolin-1’in bu ¢ift yonlii
etkisini 'pleiotropik bir diizenleyici' olmasina baglayarak, sinyal yollarindaki hem asir1
artistn hem de eksikligin senesensle sonuglanabilecegini belirtmistir. Mevcut veriler
arasindaki bu tutarsizliklar, senesens siireclerinin hiicre tipine ve kullanilan indiikleyici ajana

gore degisebilecegini gostermektedir.

Senesensin ayirt edici 6zelliklerinden biri, hiicrelerin genislemis, yassilagmis ve siklikla ¢ok
cekirdekli bir morfoloji gostermesidir. Calismamizda doksorubisin ile indiiklenen senesent
hiicrelerde gozlenen hiicre alan1 ve hacmi artisinin caveolin-1 baskilanmasi ile kismen
tersine dondiigii, ancak hiicre kalinligmin bu durumdan etkilenmedigi belirlenmistir. Bu
durum, caveolin-1'in senesent hiicre morfolojisine ait bazi yapisal diizenlemelere katki
sagladigini, fakat hiicrenin biitiinciil {i¢ boyutlu yapisini1 yonlendiren ana unsur olmadigim
disiindiirmektedir. Bu bulgumuz literatiirde Simay Demir ve arkadaslarinin yakin zamanl
caligmalariyla uyumludur. Calismada ouabain ile senesens indiiklenen HeLa hiicrelerinde
kaveola deplesyonu sonrasinda hem Rho kinaz lokalizasyonunun degistigi hem de Rho kinaz
aktivasyonunun azaldigi gosterilmistir. Ilgili ¢alismada bu durum ROCK aktivitesini

diizenleyen kaveola yapisinin senesent hiicre morfolojisinin olusumu i¢in gerekli olmasi ile

iliskilendirilmistir [119].

Doksorubisin ile indiiklenen senesent hiicrelerde SASP olusumu, sekretomdaki IL-6

diizeyleri iizerinden degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, senesent hiicrelerde IL-6
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sekresyonunun belirgin sekilde arttigin1 gostermistir. Ayrica caveolin-1 baskilanmasina bagl
olarak kaveola biitiinliiglinlin bozulmasmin, senesent hiicre sekretomundaki IL-6
sekresyonunu daha da artirdig1 belirlenmistir. Literatiirde, senesent hiicrelerin sekretuvar
fenotipi (SASP) ile kaveolar yapir biitiinliigli arasindaki iliskiyi dogrudan inceleyen
caligmalar sinirlidir. Literatiirdeki bir ¢alismada, stresle indiiklenen endotel hiicrelerinin
anti-inflamatuvar bir fenotip sergiledigi, ancak kaveola deplesyonu sonrasi bu yanitin pro-
inflamatuvar yone kaydigi bildirilmistir[120]. Bununla birlikte, s6z konusu g¢alismanin
SASP’1 yalnizca nétrofil adezyonu gibi fonksiyonel bir ¢ikt1 iizerinden degerlendirmesi,
ayrica kanser dis1 bir modelde gergeklestirilmis olmasi, kemoterapiye bagli senesent kanser
hiicrelerinin sekretomunu temsil etme giiciinii siirlamaktadir. Ote yandan, simvastatinin
protein prenilasyonu ve Racl/Cdc42 yolaklart {lizerinden SASP salimimini baskiladigi
bilinmekle birlikte [121], bu etkinin lipit raft dinamikleriyle iligkisi heniiz netlik
kazanmamugtir. Diger taraftan, Simay Demir vd. yapmis olduklar1 ¢alismalarinda kardiyak
glikozitlerle indiiklenen senesent hiicrelerde MBCD uygulamasi ve caveolin-1 baskilanmasi
ile kaveolar biitlinliiglin bozulmasinin toplam protein, IL-6 ve VEGF sekresyonunu artirarak
sekretuvar aktiviteyi gli¢lendirdigini gostermislerdir [119]. Sekretuvar aktivitedeki bu artis
verilerilerimizle uyumlu olmakla birlikte, kemoterapi ile indiiklenen senesent kanser
hiicrelerinde lipit raftlarinin SASP’in fonksiyonel etkileri tizerindeki roliiniin kapsamli

bicimde ele alinmamis olmasi, bu alanda 6nemli bir bilgi bosluguna isaret etmektedir.

SASP’in  kanser hiicre proliferasyonu T{zerindeki etkilerini degerlendirdigimiz
caligmalarimizda hiicre tipine bagli olarak belirgin sekilde farkliliklar goriilmiistiir. Senesent
hiicre sekretomlarinin senesent olmayan hiicrede proliferatif degisimlerine baktigimiz ko-
kiiltiir deneylerinde HeLa hiicre sekretomlarinin proliferasyonu arttirmasi ve caveolin-1
baskilanmas1 sonrasi proliferasyondaki bu artisin baskilanmasi sonucuyla beraber A549
hiicre sekretomlarinin A549 hiicre proliferasyonunu azaltmasi ve caveolin-1 siRNA
uygulamasinin bu etkide bir degisim yaratmamasi senesent hiicre sekretomunun etkilerinin
hiicre 6zelinde degisebildigini ve lipit raflarin bu etkide etkin rol oynadigin1 gostermektedir.
Hiicre tipleri arasindaki bu farklilik, SASP’1n evrensel bir biyolojik yanit olusturmadigini,
hiicre tipine 0©zgii mikrocevre etkilesimleri iizerinden etkisini gosterdigini ortaya
koymaktadir. Literatiirde senesent hiicre sekresyonu (SASP) ile lipit raftlar1 arasindaki
iligskiyi inceleyen kisith sayida veri bulunmaktadir. Mevcut bir calismada, stresle indiiklenen
endotel hiicrelerinin anti-inflamatuvar bir fenotip sergiledigi, ancak kaveola deplesyonunun

bu durumu pro-inflamatuvar bir yone ¢evirdigi rapor edilmistir [120]. S6z konusu ¢aligma;
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SASP kompozisyonunu analiz etmek yerine islevsel ¢iktiyr yalnizca nétrofil adezyonu
iizerinden degerlendirmesi ve kanser dist bir modelde (ARHGAPI1S8 asir1 ekspresyonu)
yiiriitilmesi bakimindan, kemoterapotik kaynakli senesent kanser sekretomunu temsil

etmekten uzaktir.

SASP’in  kanser hiicre migrasyonu {izerindeki etkilerini degerlendirdigimiz
caligmalarimizda ise her iki kanser hiicre hattinda da senesent hiicrelerden elde edilen
SASP’in migrasyonu degistirmedigi belirlenmistir. Kaveolar deplesyon da migrasyon

iizerinde herhangi bir etkiye yol agmamustur.

SASP fraksiyonlarina yonelik gerceklestirdigimiz analizlerde, caveolin-1 baskilanmis ve
baskilanmamis senesent HeLa hiicrelerinden elde edilen sSASP fraksiyonunun kanser hiicre
proliferasyonunu artirdigi, buna karsilik eSASP fraksiyonunun proliferasyon {iizerinde
belirgin bir etki olusturmadig1 gézlenmistir. Ote yandan, senesent A549 hiicrelerinden elde
edilen hem eSASP hem de sSASP fraksiyonlarinin, caveolin-1 baskilanmasi durumundan
bagimsiz olarak, kanser hiicre proliferasyonunu anlamli diizeyde etkilemedigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, fraksiyonlanmamis senesent HeLa hiicre sekretomunun proliferasyonu

artirdi81, ancak caveolar deplesyonun bu artis1 azalttig1 daha dnce ortaya konulmustur.

Takasugi ve arkadaslari, doksorubisin ile senesense indiiklenen TIG-3 (insan normal diploid
fibroblast) ve RPE-1 (retinal pigment epitel) hiicrelerinden elde edilen SASP’1n vezikiiler
fraksiyonunun, MCF-7 (insan meme kanseri), OVK-18 (insan over kanseri) ve T.T (insan
0zofagus kanseri) hiicrelerinde ERK sinyal yolunu aktive ederek pro-tiimoérojenik etki
olusturdugunu gostermistir. Ancak s6z konusu calismada, vezikiiler fraksiyonun elde
edildigi SASP kaynaginin kanser hiicresi kokenli olmamasi, hiicreler tizerindeki fonksiyonel
etkinin gercek zamanli analiz yontemleriyle degerlendirilmemis olmasi ve proliferasyon
artisinin  sekretomdaki EphA2 ekspresyonundaki artig {lizerinden agiklanmasi, mevcut
calisgmamizdan ayrisan temel noktalardir. Bu farkliliklar, elde edilen bulgularin

karsilagtirmali olarak yorumlanmasinda dikkate alinmalidir [122].

Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, SASP’1n proliferatif etkisinin tek bir fraksiyona
indirgenemeyecek kadar karmasik oldugu, ¢Oziinlir ve vezikiiler bilesenler arasinda

fonksiyonel bir etkilesim bulundugu anlasiimaktadir. Ozellikle caveolin-1’in bu dengeyi
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modiile ederek SASP’1n biyolojik etkisini yonlendirebilecegi ve bu etkinin hiicre tipine 6zgii

olarak farklilik gdsterebilecegi diisiiniilmektedir.

Migrasyon analizlerinde, eSASP ve sSASP fraksiyonlarmin lipit raft deplesyonu
kosullarinda, gerek caveolin-1 baskilanmis gerekse baskilanmamis her iki hiicre hattinda da
anlamli bir etki olusturmadigi gosterilmistir. Bu bulgu, total SASP ile elde edilen sonuglarla
uyumludur ve doksorubisin ile indiiklenen SASP’in — fraksiyonlarina ayrilmis haliyle de
— etkisinin migrasyondan ziyade proliferasyon siirecleri iizerinde yogunlastigini

diistindiirmektedir.

Genel olarak bu tez kapsaminda elde edilen veriler, kaveola biitiinliigliniin senesens
gelisiminde belirleyici bir rol oynamadigini; buna karsin senesent hiicre morfolojisi ve
SASP’1in biyolojik etkilerinin diizenlenmesinde 6nemli bir katki sagladigini ortaya
koymaktadir. Ozellikle caveolin aracili mikrodomainlerin, SASP sinyalizasyonunu hiicre
tipine bagli olarak se¢ici bigimde modiile etmesi, bu yapilarin potansiyel terapotik hedefler

arasinda degerlendirilebilecegini desteklemektedir.
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6. SONUC

Bu tez kapsaminda gerceklestirdigimiz ¢alismalar, caveolin-1 aracili kaveolar yapilarin
hiicresel senesens siirecinden ziyade, senesent hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ve 6zellikle
sekretuvar fenotipi (SASP) lizerindeki diizenleyici roliinii ortaya koymaktadir. Elde ettigimiz
veriler, caveolin-1 baskilanmasinin doksorubisin ile indiiklenen senesens olusumunu
etkilemedigini, ancak hiicre alan1 ve hacmi gibi senesense 6zgii morfolojik degisimleri
kismen modiile ettigini gostermektedir. Bu durum, kaveola biitiinliigliniin senesens
olusumunun baglatilmasinda degil, hiicresel yeniden yapilanma siireglerinde rol oynadigini

diistindiirmektedir.

Calismanin 6nemli ¢iktilarindan biri, kaveola biitiinliglinlin SASP’1in biyolojik etkileri
tizerindeki belirleyici roliiniin gosterilmesidir. Caveolin-1 baskilanmasi ile SASP igerisinde
ozellikle IL-6 gibi proinflamatuvar faktorlerin artisi, kaveolar yapilarin sekretuvar yanitin
kontroliinde islevsel bir bariyer gorevi gorebilecegine isaret etmektedir. Ayrica, SASP’1n
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinin hiicre tipine bagli olarak degismesi, senesent

hiicrelerin timor mikrogevresindeki etkilerinin baglama 6zgii oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu calismanin 6zgiin yonlerinden biri, SASP’in eksozomal (eSASP) ve ¢oziiniir (sSSASP)
fraksiyonlarinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesidir. Elde edilen veriler, tek basina fraksiyonlarin
siirl etki gosterdigini, ancak 6zellikle ¢oziiniir bilesenlerin belirli kosullarda proliferasyonu
artirabildigini ortaya koymustur. Bu bulgular, SASP’in biyolojik etkilerinin farkh
bilesenlerin etkilesimi ile ortaya ¢iktiin1 ve caveolin-1’in bu dengeyi modiile edebilecegini
gostermektedir. Genel olarak, kaveola yapisinin SASP aracili hiicresel yanitlarin

diizenlenmesinde potansiyel bir hedef olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmaistir.
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