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LUTEOLININ MEME KANSERI HUCRELERINE ve YASLANMA ile
ILISKILi SALGI FENOTIPINE KARSI PARAKRIN ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Yaslanma, genetik bir program tarafindan diizenlenen ve organizmada cevresel
faktorlerin etkisiyle meydana gelen yapisal, islevsel ve psikolojik degismelerin
toplamudir. Ilerleyen kronolojik yasla bagh bir dizi hastalik igin en biiyiik risk
faktoriidiir. Yaslanmanin kanser hastalifiyla olan iliskisine dair yapilan
calismalardaki goriis, yaslanan hiicrelerin dokularda biriktigi ve yaslanmayla
birlikte dejenerasyona yol actig1 yoniindedir. Dolayisiyla temel yaglanma siirecine
yapilan miidahaleler kanser hastaligi basta olmak iizere yasa bagli bir¢ok hastaligi
tyilestirme konusunda umut vaat etmektedir.

Temel yaslanma siirecinin ayirt edici 6zelliklerinden biri hiicresel yaslanmadir.
Hiicresel yaslanma, boliinebilen hiicreler tarafindan benimsenen ¢ok yonlii bir stres
tepkisidir. Yapilan in vivo ¢alismalarda, gesitli sitokin, kemokin, biiylime faktori
ve proteaz igeren karmasik bir mekanizma ile yaslanmayla iliskili salgilama
fenotipinin (SAPS) olustugu ve buna bagl olarak hiicre proliferasyonun geri
dondiiriilemez bir sekilde durduruldugu gosterilmistir. Salgilama fenotipini (SAPS)
baskilayabilen diizenleyici molekiilleri belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda,
onemli bir SAPS bileseni olan IL-6 {izerinden baz1 flavonoidler salgi fenotipi
(SAPS) inhibitorii olarak tanimlanmistir. Bu flavonoid grubunun yaslanma siirecini
baskilayabilecegi ve sinyal iletim yolaklarim1 diizenleyebilecegi fikrini
desteklemektedir.

Luteolin, bir¢ok bitki tiirlinde yaygin olarak bulunmaktadir. Hiicre iizerinde
metastaz, apoptoz ve anjiyogenez dahil olmak iizere karsinojenezin ilerlemesindeki
bir ¢ok noktay1 bloke edebilen bir flavonoid oldugu gosterilmistir. Literatiir bilgileri

dahilinde luteolinin yapisi, etkiledigi hiicresel yolaklar ve timdr gelisimi

Xi



tizerindeki etkileri g6z Oniine alindiginda, SAPS fenotipi ile iliskili olmasi
hipotezini glindeme getirmistir.

Proje kapsaminda luteolin flavonoidinin, meme kanseri hiicreleri {izerinde,
proliferasyonu ve yaslanmayla iligkili stres yaniti olan salgi fenotipini (SAPS)
hangi Ol¢lide baskiladigini gostermek amacglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
calismada yaslandirilmis fibroblast hiicre modeli olusturulacaktir. Daha sonra bu
hiicrelerin meme kanseri hiicreleri iizerindeki parakrin etkileri incelenecektir.
Luteolin uygulanan bu hiicrelerde, IL-6/NF-kB sinyal iletim yolagini diizenleyerek
salgi fenotipinin baskilamast ve kanser hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon

ozelliklerinin engellenebildigini gdstermek hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Luteolin, SASP, Hiicresel Yaslanma, IL-6.
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INVESTIiGATION OF THE PARACRINE EFFECTS OF LUTEOLIN
AGAINST BREAST CANCER CELLS AND AGING-RELATED
SECRETORY PHENOTYPE

SUMMARY

Aging is the sum of structural, functional and psychological changes in the organism,
regulated by a genetic program and influenced by environmental factors. It is the major
risk factor for a number of diseases associated with advancing chronological age.
Studies on the relationship between aging and cancer suggest that aging cells
accumulate in tissues and lead to degeneration with aging. Therefore, interventions in
the basic aging process hold promise for curing many age-related diseases, especially

cancer.

One of the hallmarks of the basic aging process is cellular senescence. Cellular
senescence is a multifaceted stress response adopted by dividing cells. In vivo studies
have shown that a complex mechanism involving a variety of cytokines, chemokines,
growth factors and proteases leads to the formation of an aging-associated secretory
phenotype (SAPS), which results in an irreversible arrest of cell proliferation. In
studies conducted to identify regulatory molecules that can suppress the secretory
phenotype (SAPS), some flavonoids have been identified as secretory phenotype
(SAPS) inhibitors through IL-6, an important SAPS component. This supports the idea
that this flavonoid group may suppress the aging process and regulate signal

transduction pathways.

Luteolin is widely found in many plant species. It has been shown to be a flavonoid
that can block many points in the progression of carcinogenesis, including metastasis,
apoptosis and angiogenesis on the cell. Considering the structure of luteolin in the
literature, the cellular pathways it affects and its effects on tumor development, the

hypothesis that it is associated with the SAPS phenotype has been raised.
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Within the scope of the project, it was aimed to show the extent to which luteolin
flavonoid suppresses the secretory phenotype (SAPS), which is a stress response
associated with proliferation and aging, on breast cancer cells. For this purpose, an
aged fibroblast cell model will be established in the study. Then, the paracrine effects
of these cells on breast cancer cells will be examined. In these cells treated with
luteolin, it is aimed to show that by regulating the IL-6/NF-«B signal transduction
pathway, the secretory phenotype can be suppressed and the proliferation and

migration characteristics of cancer cells can be inhibited.

Keywords: Luteolin, SASP, Cell Senesence, IL-6.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, diinya genelinde hastaliklara bagli 6liimlerin en yaygin sebeplerinden biridir
ve 2020 yilinda yaklasik 10 milyon 6liimden sorumludur [1]. Meme kanseri kadinlarda
en sik gorilen kanser tiiriidiir ve yiiksek 6liim insidansina sahiptir. GLOBOCAN
tarafindan edinilen bilgilere gore, kadin meme kanseri 2020 yilinda diinya genelinde
en sik teshis edilen kanser olarak akciger kanserini geride birakmustir [2, 3]. Elde
edinilen bilgiler ve istatistikler, meme kanseri insidansinin ve buna bagli 6liim oraninin
daha da artacagini gostermektedir [4]. Ayn1 zamanda ilerleyen yas, hiicresel yaslanma,
genetik mutasyonlar, aile Oykiisii, obezite ve yeme alisgkanliklar1 gibi bir¢ok risk
faktoriiniin meme kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde etkili oldugu da belirlenmistir.
Bir tiimor hiicresinin gelisimi yalnizca tiimorii baslatan hiicrelerde degil, ayn1 zamanda
diger hiicreler ve salgilanan biyomolekiillerden olusan, timor mikrogevresindeki
degisiklikleri i¢eren karmasik ve evrimsel bir siiregtir [5, 6]. Yapilan aragtirmalarda,
diyet kaynaklarindan elde edilen dogal bilesiklerin, meme kanseri ile ilgili bir dizi yolu
hedefleyebilecegi, bu da malignitelere karsi koruyucu etki saglayabilecegi One
stirilmektedir [7]. Erken donemde kanseri baskilayan bir stres tepkisi yaniti hiicresel
yaslanmadir [8]. Hiicresel yaslanma, bir tiimor baskilayici mekanizma olarak islev
gormektedir [9]. Yaslanma, hem dejeneratif hem de hiperplastik olmak iizere yasa
bagli bir dizi hastalik i¢in en biiyiik risk faktoriidiir. Temel yaslanma siirecinde yapilan
miidahalelerin kanser basta olmak lizere yasa bagli bir¢ok hastaligi iyilestirmede umut
vaat etmektedir [10]. Dokuz temel yaslanma siireci veya yaslanmanin ayirt edici
ozelligi, memeli organizmalarin saglikli yaglanmasini ve yasama siirelerini uzatmaya
yonelik miidahaleler i¢in uygun hedefler olarak tanimlanmistir [11]. Bu ayirt edici
Ozelliklerden biri de hiicresel yaslanmadir. Hiicresel yaslanma, hiicre boliinmesine
sahip olan hiicreler tarafindan benimsenen ¢ok yonlii bir stres tepkisidir [8]. Yaslanma
yaniti, sayisiz sitokin, kemokin, biiylime faktorii ve proteaz iceren karmasik bir
yaslanmayla iligkili salgilama fenotipine (SASP) bagli hiicre proliferasyonun esasen

geri dondiiriilemez bir sekilde durdurulma siirecini kontrol eder [12].
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Hiicresel yaslanma, hiicrelerde hasar veya stres ile doniisiime yol agabilecek kalici bir
bliylime durmasidir. Baz1 tiimor hiicreleri de kemoterapiye yanit olarak yaslanmaya
ugramaktadir [13]. Yaslanma yaniti, DNA hasar1 gibi streslere yanit olarak kalici bir
hiicre dongiisii durmasidir. Bu yanit tiimor baskilayici olarak kabul edilir, ¢iinkii
hiicreler artitk boliinmez. Yaslanan hiicreler, SASP igeren g¢esitli sitokinleri
salgilamaktadirlar [12]. Hasarli veya onkogenleri eksprese eden hiicreleri, bagisiklik
hiicreleri organizmadan uzaklastirir. SASP bu bagisiklik hiicrelerini kontrol ederek
timor baskilanmasina katkida bulunur [13]. SASP faktorleri, sekil 1°de gosterildigi
gibi ¢ok sayida sitokin, kemokin, biiylime faktorii ve matris metalloproteinazlari
(MMP'ler) icermektedir. Daha 6nce tanimlanmigs SASP sitokinleri, kemokinleri,
biliylime faktorleri ve MMP’lerin, yaslanan hiicrelerdeki kansere bagli etkilerinden
sorumlu oldugu bulunmustur ve tiimdr hiicrelerinin gelisimini tesvik ettigi
bulunmustur [14]. Ornegin, SASP ile iliskili bir biiyiime faktoriiniin (vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii [VEGF]), nakledilen kanser hiicreleri yiiksek seviyelerde
VEGEF salgilayan yaslanmis fibroblastlarla birlikte enjekte edildiginde daha fazla kan
damart olusturdugu i¢in anjiyogenezi destekledigi bildirilmistir [15]. Bagka bir SASP
faktorii yaslanan hiicrelerden salgilanan MMP'lerdir. Nakledilen kanser hiicrelerinin,
MMP'ye bagimli bir sekilde yaslanan fibroblastlarla birlikte enjekte edildiginde daha
biiyiik tiimorler gelistirdigi, kanser hiicresi invazivligini arttirdig1 gosterilmistir [16].
Ayrica, IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin, yaslanan fibroblastlardan salgilanmasi, meme
kanseri hiicrelerinde epitel-mezenkimal gegisini (EMT) tesvik ettigi bildirilmis olup,
iyi karakterize edilmis SASP faktorleridir [12].

SASPmin otokrin ve parakrin yollarla, hiicre ¢ogalmasin1 engelleyerek, hasarli
yaslanan hiicreleri ortadan kaldirmak igin bagisiklik hiicrelerini aktive ederek ilk anti-
tiimoral etkileri gosterdigi bildirilmistir [17-19]. Anti-tiimor aktivitesinin aksine ise
SASP; timor baslangicini, metastazi, epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT), kanser
kokliiliigiinii ve tiimor direncini destekledigi i¢in uzun vadeli pro-tiiméral etkilere de
sahip olabilir [14, 18, 19]. SASP; sitokinler ve kemokinler ( IL1a, IL1B, IL6, ILS,
CXCL1, CXCL2), biiyiime faktorleri (amphiregulin, EGF, BMP'ler, FGF'ler, VEGF,
WNT'ler), hiicre dis1 matris (ECM) bilesenleri (fibronektin) ve proteazlar (MMP'ler,
plazminojen aktivatorleri) dahil olmak {izere sayisiz faktoriin salgilanmasi yoluyla
yaslanan hiicrelerin parakrin faaliyetlerine aracilik eder [20-22]. Son arastirmalar,
SASP parakrin sinyalinin, malin fenotipleri arttirmak ve timdor baslangicini tesvik

etmek gibi gesitli pro-tiimorijenik etkilere aracilik edebilecegini gostermistir [23]. Bu
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baglamda, yaslanan hiicrelerde SASP'nin hedeflenmesi, tiimor ilerlemesini durdurmak
veya yavaglatmak icin potansiyel bir stratejiyi temsil eder, ¢linkii yaslanan hiicrelerin
birgok aktivitesi tiimor biliylimesini ve malin ilerlemeyi tesvik eder. Dolayisiyla,
SASP'nin kanser ve yaslanma biyolojisindeki yaygin etkilerine iligkin yaklasimi daha
da aydinlatilmay1 gerektirmektedir. SASP'yi ve olumsuz etkilerini modiile edebilecek,
maliniteyi hedefleyen bir aday molekiil kanser tedavisinde umut verici olabilir.
Salgilama fenotipini (SASP) baskilayabilen yeni diizenleyicileri belirlemek amaciyla
(SASP) bileseni olan IL-6’nin salgilanmasini baskilama etkisi agisindan FDA onayh
ilaglardan olusan kitaplik taranmigtir [12]. Bu tarama sonuglarmma gore bazi
glukokortikoidler salgi fenotipi (SASP) inhibitorleri olarak tanimlanmistir.
Kitapliktaki adaylar arasinda flavonoidler de yer almaktaktadir. Bu adaylardan olan
apigeninin ve dahil oldugu flavonoid grubunun bleomisin tarafindan yaslanmaya
neden olan bir insan fibroblast susunun salgi fenotipini (SASP) azalttig1 gosterilmistir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligmada apigeninin, IRAK1 ve IRAK4, p38-MAPK ve NF-
kB araciligiyla IL-1a sinyalini baskilayarak SASP'yi kismen baskiladigi ve hiicre
proliferasyonu, hiicre dis1 matris invazyonu ve epitelyal mezenkimal ge¢is lizerinden
insan meme kanseri hiicrelerinin agresif fenotipini Onemli Olclide azalttig
gosterilmistir [24]. Yapilan calismalara gore flavonoid grubu adaylarinin SASP
hedeflenmesi, tiimorogeneze karst hedef adaylar olabilecegini  fikrini
desteklemektedir.

Luteolin, 3°,4°,5,7-tetrahidroksiflavon, meyveler, sebzeler ve sifali otlar dahil olmak
izere birgok bitki tiirlinde yaygin olarak bulunan bir flavonoiddir. Luteolin agisindan
zengin olan bitkiler, geleneksel Cin tibbinda hipertansiyon, inflamatuar bozukluklar
ve kanser hastaliklarmin tedavisinde kullanilmustir. Onceki  calismalarda
flanovoidlerin kanser 6nleyici olabilecegi fark edilmistir [25]. Ayrica flavonoidler,
kinazlar1 inhibe ederek, hiicre dongiisiinii diizenler, apoptotik hiicre 6liimiinii indiikler,
metastaz ve anjiyogenez dahil olmak {izere karsinojenezin ilerlemesindeki bir ¢ok
noktay1 bloke edebilir [26]. Luteolinin, meme Kkanserinin yeni baslayan
kolonizasyonunu Onleyebilen reseptor tirozin-Kinaz aktivitesini ve apoptozu
baskilayarak ¢ogalmasini engelleyici etkisi oldugu goriilmiistiir [25]. STAT3' i inhibe
ederek meme kanseri hiicre apoptozunu indiiklemede etkili olan ve terapotik olarak
kullanilan paklitakselin etkinliginin, luteolin tarafindan artirabilecegi de gosterilmistir
[27]. Sekil 2” de gosterildigi gibi luteolin ile yapilan baska bir calismada COX-2, NO,
IL-6, IL-1B, TNF-a baskilanmasin1 ve NF-kB, AP-1, JAK—STAT dabhil olmak {izere
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cesitli sinyal iletim yollarini diizenledigi ve engelleyebildigi gosterilmistir [24]. Ayn1
zamanda luteolin VEGF iiretimini, MMP'leri ve endotelyal gogii azaltir, bunlarin hepsi
tiimor ilerlemesini tesvik eder. Meme kanserinde, sitokinler, kanser hiicreleri ve
mikrogevre arasindaki iletisimi koordine eder.

Luteolin ile beslenen farelerde, kontrol grubu farelere gére meme kanseri timor
hacminin daha diisiik oldugu gdsterilmistir ancak tiimdr biiylimesinin ideal terapotik
doza kars1 etkisi incelenmemistir [25]. Sui vd [28] meme kanserinde luteolinin doza
bagli apoptotik etkisini gésterebilmistir, ancak ¢calismada kontrol olarak normal meme
hiicreleri kullanilmamustir. Lin vd [29] luteolinin hiicre dongiisii durmasini, hiicre
apoptozunu tesvik ederek Hs578T, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin
cogalmasimi da engelledigini gostermis lakin bu etkileri FOXO3a aktivasyonu ile
iligskilendirmistir. Oysa hiicresel yaslanmanin tiimor baskilayict mekanizmada gorev
aldig1 bildirilmis olup, kanserin erken doneminde bir stres yanit1 (yaslanma) tepkisiyle
baskilayabilir bu durumda yaglanma yanitt SASP’a bagli hiicre proliferasyonun esasen
geri dondiiriilemez bir sekilde durdurulmasiyla iliskilendirebilir. Kevin vd [24]
luteolin ile aymi flavonoid grubunda yer alan apigenin maddesinin, meme kanseri
hiicrelerindeki SASP fenotipiyle iliskisi ve parakrin etkileriyle sinyal yolaklarinin
diizenlenmesini, hiicre proliferasyonuna etkisini arastirmiglardir. Ayni grupta bulunan
apigenin maddesinin SASP fenotipini ve parakrin etkilerini baskilamasi, sinyal
yolaklarinin diizenlenmesi sonucunda meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
baskilanmasi durumu, lutelolinin de SASP fenotipine etkisinin arastirilmast konusunu
giindeme getirmistir. Kanserin tedavisi baglaminda, hem normal yaslanmamis
hiicreleri hem de tlimor kaynakli yaslanan hiicreleri ortadan kaldirmay1 amaglayan
destekleyici luteolin tedavisinin dikkate alinmasi 6nemli olabilir. Luteolinin, salgi
fenotipini (SASP) ve parakrin etkilerini ne 6l¢iide baskiladigini belirlemek i¢in insan
fibroblast hiicreleri (3T3 fibroblastlar1), yaslanma indiikleyicileri ile birlikte
kullanilarak etkileri analiz edilecektir. Yiiksek lisans tez ¢alismamin kapsaminda, 3
farkli konsantrasyondaki (10uM, 25 uM ve 50 uM) luteolinin SASP ile iligkisi
incelenip, meme kanseri hiicreleri iizerine parakrin etkisi arastirilacak ve literatiirde
bulunan eksiklik giderilecektir. Tezin ¢alisma hedefi meme kanserinde luteolin
maddesinin, SASP’la iligkili parakrin etkilerinin tiimdrogenez ve mikrogevresindeki

potansiyel etkisini arastirmak, aday bir tedavi yaklagimini ortaya koymaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve proliferasyonu ile karakterize edilen bir
hastaliktir. Kanserin, artan mortalitesi g6z oniine alindiginda kiiresel bir saglik sorunu
haline geldi. 2020' de diinya ¢apinda yaklasik 18,1 milyon yeni kanser vakasi oldugu
belirlendi [3]. Cok sik karsilasilan kanser tiirleri meme kanseri, akciger kanseri,
kolerektal kanseri, mide kanseri ve prostat kanseridir [30]. Hiicrenin anormal
biiylimesi, ve kontrolsiiz proliferasyonu, siklikla maligniteye doniisebilen tiimor
gelisimiyle sonuglanir. Normal hiicreler aldiklar1 hayatta kalma tarafli ve karsith
sinyallerin dengesini denetleyerek canliliklarini diizenli olarak degerlendirmektedir.
Normal hiicrelerde, genotoksik olaylardan kaynaklanan veya replikasyon sirasinda
olusan DNA hasari, DNA tamir edilirken proliferasyonda, hiicre dongiisii durmasina
yol agmaktadir. Hasarin boyutu tamir edilemezse, hayatta kalim tarafli ve karsith
sinyallerin denge pozisyonu bozulur, boylelikle programlanmais hiicre 61iimii (apoptoz)
veya otofajiye maruz kalmaktadir. Bu mekanizma timor olusumunu engellemede

onemli bir bariyerdir [31].

2.2 Kanserin 10 Temel Ozelligi

Normal bir hiicrenin neoplazmaya doniisiimii karmasik bir siirectir. Hanahan ve
arkadaglart kanserin 6 temel ayirt edici Ozelligini Ozetlemistir [32]. Bir kanser
hiicresinin, timor mikrogevresi (TME) ve makro ¢evre arasindaki geri bildirim
mekanizmasi, kanser hiicresinin biyiiylip gelismesine ve metastazina yardimer olan
bir timor destekleyici ortam ve premetastatik nis olusturur [33]. Son on yilda, kanserin
ayirt edici 6zelliklerini anlamaya yonelik aragtirmalarda ilerlemeler kaydedilmistir.
Hanahan ve arkadaslari, apoptozdan bagimsiz olarak veya apoptozla birlikte otofaji,

kanserin hiicre 6liimiine direnme 6zelliginin bir pargasi olarak kabul edilmistir. Bu
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ozellik yeterli timor gelisimi igin kanser hiicrelerinin kaginmasi gereken bir bariyer

olarak 6nemini vurgulamiglardir [32].

Cogalma Bagisikhk
Sinyalinin Sisteminden Enerji
Siirdiiriilmesi Kasma Metabolizmazim
Degistirme
Genetik
Kararsizhk ve
Mutasyonlar Biiyiime
Baskilayicilarindan
Kac¢inma

Enerji
Metabolizmasim
Degistirme Hiicresel
Oliimsiizliigiin
Etkinlesmesi

Hiicresel Oliime
Diren¢ Yeni Damar
Olusumunun

Kanserlesmeyi Invazyon ve Tetiklenmesi
Destekleyen Metastazin
inflamasyon Aktivasyonu

Sekil 2.1 : Kanserin 10 temel 6zelligi [31].
2.2.1 Meme kanseri

Diinya genelinde siklikla rastlanan kanser tiirlerinden biri meme kanseridir ve 6liim
insidans1 yiiksektir. Amerika ve Avrupa basta olmak iizere 6liim orani ikinci sirada yer
almaktadir [34]. Meme kanseri hastadan hastaya gore degisiklik gosterdigi icin
heterojen bir tiimordiir [35]. Meme kanseri, kirkli ve ellili yaslardaki kadinlar arasinda
sik goriilen bir durumdur. %20 mortalite oran1 ve %30 morbidite oran1 vardir. Ayrica,
gelisen insan fizyolojik dengesi ve mevcut beslenme aligkanliklar1 nedeniyle kanser
insidans oran1 her gecen giin daha da artmaktadir [36]. Ornegin, erken regl veya
gecikmis menopoz meme kanseri riskini artirir [37]. Meme kanserinin baslica yan
etkileri halsizlik, istahsizlik, mide bulantisi, viicut agris1 ve kilo kaybidir [38]. Meme
dokusunun fiziksel olarak insanin hayatta sag kalim1 i¢in hayati bir tehlikeye sahip
organ olmamasi hastalarda diger 6liimciil kanserlere kiyasla daha iyi bir sagkalim
slirecine sahiptir. Lakin yine de biiyiik ameliyatlarin yol agtig1 psikolojik rahatsizliklar
ile metastaz veya niiksetmesi sonucu olan oliimler, kadin saglhigimi ciddi sekilde
tehlikeye atmaktadir. Ozellikle son yillarda hastalikla miicadelede énemli adimlar
atilmistir. Mastektomi ve kemoterapi, meme kanseri hastalarinin sagkalimini biiyiik
Olctide iyilestirmistir ve tedavi sonrasi psikolojik etkiyi en aza indirmek i¢in artik daha

zarif cerrahi prosediirler uygulanmaktadir [39-41].
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Meme kanseri, meme lobiillerinde, tiiplerinde veya bag dokusunda tiimdr yapisi
olusturur. Birka¢ smiflandirmasi mevcuttur ama en temsili meme kanseri tiirleri,
molekiiler alt tiplere dayali olarak dort tiire ayrilabilir: liimen A, liimen B, insan
epidermal biliylime faktorii reseptorii 2 (Her2) pozitif ve iiglii negatif meme kanseri
(TNBC). Bu alt tiplerin farkli bolgelere metastazlari, prognozlari ve tedavi yontemleri
vardir [42]. Meme kanserine yonelik molekiiler hedefleme yaklasimlari agisindan,
tirozin reseptor kinazi olan Her2'yi hedefleme, Her2-pozitif meme kanseri hastalari
i¢in basarili bir sekilde tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir [43-45]. Her2, meme
kanserlerinin %20-25'inde asir1 eksprese edildigi rapor edilmistir ve bu durum kanser
hiicresinin agresifligi ile iliskilendirilir [46-48]. En agresif meme kanseri olan TNBC
ise, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve Her2'yi ifade edemez.
TNBC, meme kanserlerinin sadece %15-20'sini olusturur. Bununla birlikte, genellikle
tan1 aninda ileri bir asamada tanimlanir, bu da yiiksek niiks oran1 ve diistik sagkalim
orant ile sonuglanir [49, 50]. Ayrica TNBC'nin etkili bir hedefe yonelik heniiz tedavisi
yoktur ve genel beyin, kemikler, akcigerler ve karacigere metastaz yapar [51].
Metastaz, orijinal bir primer tiimoriin distal bir sekonder tiimére doniistiigii coklu bir
stiregtir. Kanserin temsili bir 6zelligidir ve tedavi basarisizligina yol agarak birgok
hastanin Oliimiine neden olur [52]. Bu nedenle, hastanin prognozu metastaz ile
yakindan iligkilidir. Metastatik kanser tanisi, ¢ogu kanser tiiriinde son asama olarak
kabul edilir. Metastaz olduk¢a karmasiktir ve primer tiimdrden bdliinme, invazyon,
immiin gézetimden kacinma ve doku mikrogevresinin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida
hiicresel mekanizmay1 igerir. Ozellikle epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) cogu
kanserde metastaz i¢in gereklidir [53]. SNAIL, TWIST ve ¢inko parmak E-kutu
baglama (ZEB) dahil olmak {iizere pleiotropik transkripsiyon faktorleri, EMT'nin
diizenlenmesinde onemli molekiillerdir. Son aragtirmalar, GATA3'liin ekspresyon
kaybinin veya islev bozuklugunun, ZEB2 tarafindan alinan G9A ve metastatik timor
antijeni (MTA) ailesi proteinlerini diizenleyerek meme kanseri metastazini
destekledigini gostermistir [54]. Interlokin-6 (IL-6) dahil olmak iizere inflamatuar
sitokinler, meme kanseri metastazinda Onemli rolii vardir. IL-6, IL6R/gpl30
kompleksine baglanir ve sinyal doniistiirticiileri ve transkripsiyon aktivatorlerini 3
(STAT3) etkinlestirmek i¢in Janus kinaz (JAK) sinyallerinin asag1 akisini aktive eder
[55]. Buna karsilik, IL-6/STAT3 sinyali, meme kanseri metastazi i¢in gerekli olan
Ostrojen reseptorii a'y1 (ERa) diizenleyerek EMT'yi tesvik eder. Ayrica, hiicre yiizeyi

proteinleri meme kanseri metastazinda 6nemli bir rol oynamaktadir [55].
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Kanser hiicreleri ve hiicre yiizeyi arasindaki etkilesimler, metastazi baglatmak icin
hiicre yapismasina ve invazyonuna aracilik eder [56]. Bagisiklik hiicreleri ve timor
mikrogevresi (TME) de meme kanseri metastazina katkida bulunabilir. Tiimorle
iliskili makrofajlar (TAM'lar) ¢esitli mikrogevresel sinyallerde farkli roller
oynamaktadir. Meme kanserinde, bir makrofaj alt tipi olan M2 (TAM), genellikle
CD4+ T hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 tarafindan aktive edilir [57]. Kemokinler,
enflamatuar faktorler ve biliylime faktorlerini iceren TAM salgilayan sitokinler,
ekstraseliiler matrise (ECM) yapismay1 artirarak metastaz ile giiglii bir sekilde
iliskilidir [57]. Bu nedenle, bu bagisiklik hiicreleri ve salgilanan faktdrler metastatik

meme kanserinin tedavisi i¢in hedef olabilir.

2.2.2 Tiimor mikrocevresi

Tliimoér olusumu ve ilerlemesi siireci, tiimoér hiicrelerindeki genetik/epigenetik
degisiklikler ve tiimoér mikrogevresinin (TME) bilesenlerinin karsilikli ve dinamik
capraz etkilesim yoluyla yeniden diizenlenmesi olmak iizere iki faktorden
etkilenmektedir [58]. TME, tiimor hiicreleri, stromal fibroblastlar, endotel hiicreleri ve
mikroglia, makrofajlar ve lenfositler gibi immiin hiicreler dahil olmak {iizere timor
stromal hiicreleri ve kolajen, fibronektin, hiyaliironan, laminin gibi hiicre dis1 matris
bilesenlerinden olusur [59, 60]. TME'in kalbi olan tiimor hiicreleri, malign olmayan
hiicreleri kendi tarafina kullanmak iizere, karmasik sinyal ag yolaklar1 araciligiyla
hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenlerin islevini kontrol eder. Bu tiir ¢apraz
baglantilarin sonucu ise tiimdr olusumu ve devamliliginin yani sira tedaviye yetersiz
yanit ve ¢oklu ilag direnci (MDR) olarak yansimaktadir. TME'deki malign olmayan
hiicrelerin kanser gelisimi ve metastazin tiim asamalarinda tiimoér olusumunu
destekledigi bilinmektedir [61, 62]. Hiicreler arasi iletisimin kaynagi sitokinler,
kemokinler, biiyiime faktorleri, enflamatuar aracilar ve matris yeniden sekillendirme
enzimlerinden olusan karmasik bir agdir, ancak artik yeni etkilesim mekanizmalar1 da
ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar arasinda dolagimdaki tiimor hiicreleri (CTC'ler),
eksozomlar, hiicresiz DNA (cfDNA) ve tiimor hiicrelerinden tiiretilen, dokular gibi
uzaktaki hedef hiicrelere bilgi ileten yatay gen transferi (HGT) aracilar1 olarak
apoptotik yapilarda yer almaktadir [63, 64]. Tiimor biyolojisindeki son gelismeler,
tiimor biliylimesi ve metastazin altinda yatan farkli mekanizmalari anlamak i¢in timor
hiicreleri ve komsu mikro cevreleri arasindaki c¢oklu degisimlerin kapsamli bir

analizinin gerekli oldugunu gostermistir [65]. Doku biitiinliigiiniin kaybi, karsinogenez
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ve ilerleme, timor hiicreleri ile ECM ve hiicresel bilesenleri arasindaki karsilikli
etkilesimlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar [58, 66]. Bu baglamda, reaktif neoplastik
olmayan hiicreler, genetik olarak degistirilmis timor hiicreleri ve ECM'deki
etkilesimler, klonal evrim, kanser heterojenligi, EMT, migrasyon, invazyon, metastaz
gelisimi, neovaskiilarizasyon, apoptoz ve kemoterapétik ilag direnci dahil olmak tizere

timor olusum asamalarinin ¢gogunu etkili bir sekilde kontrol eder [67-70].
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Sekil 2.2 : Tiimo6r mikrogevresi [64].

Tiimér mikrogevresinde ¢ok sayida bagisiklik hiicresi bulunmaktadir. Immiin
hiicreleri-tiimor hiicreleri arasindaki etkilesim ve immiin hiicreleri- immiin hiicreleri
arasindaki etkilesim, tiimor mikrogevresi ve hiicre ylizeyi immiin kontrol noktalar
tarafindan diizenlenir. Tiimdr kok hiicreleri (CSC’ler) tiimor biiylimesini yonlendirir
ve tlimorlerin igsel heterojenligini etkiler [54]. Mast hiicreleri (MC), tiimorigenez
sirasinda tiimorlerin yakininda toplanir ve gesitli sitokinleri, kemokinleri salgilar [71].
Dogal oldiiriicii hiicreler (NK), sitotoksiktir ayrica tiimor hiicrelerini oldiirmek igin
timor nekroz faktorii ve perforin salgilar [72]. Tamorle iliskili makrofajlar (TAM),
tiimor hiicrelerinin etrafina sizan makrofajlardir ve temel olarak iki kategoriye ayrilir:
klasik olarak aktive edilmis makrofajlar (M1 tipi) ve alternatif olarak aktive edilmis
makrofajlar (M2 tipi). M2 tipi makrofajlar, tiimorlerin immiin sistemden kagmasini
tesvik edebilir [73]. Dendritik hiicreler (DC), antijen sunan hiicrelerdir ve immiin
yanitlar1 indiikleyebilir ancak TME'de genellikle islevsiz ve apoptoza neden olmaz

[74]. Miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler (MDSC) immiinosupresif etkilere sahiptir,
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immiinoterapiyi engelleyebilir ve tiimdriin korunmasi ve ilerlemesinde rol oynar [75].
T hiicrelerinin bir alt popiilasyonu olan diizenleyici T hiicrelerinin de (Treg), bagisiklik
sisteminin baskilanmasinda rolii vardir. Treg, T hiicresi indiiksiyonunu ve
proliferasyonunu azaltabilir ve TME'deki ¢ok sayida Treg genellikle kotii prognozu
ongoriir [76]. Normal fibroblastlar, TME'de kanserle iligkili fibroblastlara (CAF)
aktive olabilir ve CAF'ler tiimor hiicreleri icin elverigli bir mikrogevre saglayarak

timor biiylimesini ve metastazi tesvik edebilir [77].

2.3 Hiicresel Yaslanma

Yaslilik terimi etimolojik olarak Latince yasli anlamina gelen “senex” kelimesinden
tiremistir. 1961 yilinda Hayflick ve Moorhead “yaslanma” terimini ilk olarak,
embriyonik dokulardan tiiretilen kiiltiirde seri pasajlamalardan sonra insan diploid
hiicre suslarinin geri doniisii olmayan biiyiime durmasi olgusunu tanimlamak i¢in
kullanmistir [78]. Daha sonra, bu 06zel yaslanma tirii (replikatif yaslanma),
kromozomal instabiliteye yol agan ve tiimdrigenezi destekleyen bir siire¢ olan telomer
yipranmastyla nedensel olarak iliskilendirilmis ve yaslanmanin hasarli hiicrelerin
sinirsiz bilylimesine kars1 koruma sagladigi yoniindeki orijinal hipotezi desteklemistir
[79]. Daha sonraki ¢aligmalar, kansere kars1 bir koruma olarak hiicresel yaslanmanin
onemini pekistirmistir [80]. Ortaya ¢ikan kanitlar, hiicresel yaslanmanin fizyolojik
Oneminin timor baskilamanin 6tesinde embriyonik gelisim [81-83], yara iyilesmesi
[84], doku onarimi1 [85] ve organizmanin yaslanmasi [86, 87] gibi biyolojik siireglere
kadar uzandigin1 gostermektedir. Giinlimiizde hiicresel yaslanma terimi genellikle
hiicre morfolojisi, salg1 profili ve epigenetik degisikliklerle iligkili geri doniisi
olmayan bir hiicre donglisii durmasini ifade etmek igin kullanilmaktadir [88, 89].
Hiicrelerin siirekli olarak ¢ogalmaya (¢ogalmaya) tesvik edildigi uzun siireli birincil
hiicre kiiltiirleri baglaminda, bir hiicre kiiltiiriiniin ulagabilecegi maksimum niifus ikiye
katlanma sayis1 "Hayflick limiti" olarak adlandirilir, bunu izleyen geri doniisi
olmayan hiicre dongiisii durmast ve bu tiim siire¢ "replikatif yaslanma" olarak

adlandirilir [90].

Hiicresel yaglanma, yanit verdigi farkli uyaranlara ve hiicresel baglamlara bagl olarak
degisen ¢ok heterojen bir programdir. Hiicresel yaslanma, onkojenik aktivasyon,
oksidatif ve genotoksik stres, mitokondriyal disfonksiyon, 1smmlama veya

kemoterapotik ajanlar dahil olmak iizere ¢ok cesitli igsel ve digsal hasarlarla
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indiiklenebilen bir stres tepkisidir. Yaslanmaya maruz kalan hiicreler mitojenler
tarafindan uyarilsalar bile boliinemezler, ancak metabolik ve sentetik olarak aktif
kalirlar ve morfolojide genislemis ve diizlesmis hiicre sekli ve artmis graniilarite gibi
karakteristik degisiklikler gosterirler [91]. Yaslanan hiicrelere Onemli o6lgiide
Ozgilliigh olan ve en yaygin kullanilan belirteg, pH 6.0'da X-gal boyama ile tespit
edilebilen SA-B-gal'dir [92]. SA-B-gal, yaslanan hiicrelerin artmis lizozomal kiitlesini
yansittyor gibi goriinmektedir [93]. Yaslanan hiicreler ayrica komsu hiicrelerin
bliylimesini ve doku organizasyonunu etkileyen bircok ECM bileseni ve salgilanan
faktor iiretir. Ozellikle, yaslanan hiicreler tarafindan iiretilen parakrin faktérler, in vitro
ve in vivo olarak tiimor hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmasi lizerinde 6nemli
etkilere sahiptir [94, 95]. Bu nedenle, yaslanma sadece bir hiicrenin yasam
dongiistindeki bir son nokta olarak degil, ¢ok hiicreli bir organizmanin homeostatik

programlari tarafindan belirlenen fizyolojik bir durum olarak goriilmelidir.

Yaslanan hiicreler genellikle stres kaynakli sinyal iletim asamalarinin bir sonucu
olarak diizlesmis, genislemis ve degistirilmis sitoplazmik bilesimlerle anormal
morfolojiler de dahil olmak iizere baz1 yapisal degisiklikler edinir. Bununla birlikte,
yaslanan hiicrelerin baz1 6zellikleri (6rnegin, hiicre dongiisiinden kararli bir sekilde
cekilme ve spesifik morfolojik degisiklikler) hiicresel durumlarla paylasilir.
Uluslararas1 Hiicre Yaslanma Dernegi, asagidaki dort 6zellige dayali olarak yaslanma
fenotiplerinin tanimlayici 6zelliklerine iliskin bir fikir birligi seti dnermistir: (a) hiicre
dongiisiinlin geri ¢ekilmesi; (b) makromolekiiler hasar; (c) salgi fenotipi ve (d)
diizensiz metabolizma [89] (Sekil 2.3). Bunlar farkli hiicresel ozellikler olmakla

birlikte, karmasik etkilesimlere ve karsilikli bagimliliga sahiptirler.
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Sekil 2.3 : Hiicresel Yaslanmanim Ayirt Edici Ozellikleri.

Hiicre Dongiisiinden Cekilme: Memelilerin hiicre dongiisii ilerlemesi, dogru faz
gecisini saglayan siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK'ler) tarafindan
yonlendirilir. Siklin D/CDK4-6 kompleksleri hiicre dongiisiiniin Gl'e ilerlemesini
tesvik eder, bunu G1/S faz ge¢isini ortaya ¢ikaran siklin E/CDK2 kompleksleri izler;
S fazina ilerleme ve ardindan S/G2 fazina gecis yetkisini de siklin A/ICDK2 kompleksi
gerektirir ve siklin B/CDK1 G2/M faz gegisini kolaylastirir [96, 97]. Siklin/CDK'larin
aktivitesinin ¢esitli CDK inhibitdrleri (CKI'ler) tarafindan dikkatli bir sekilde modiile
edilmesi, hiicresel durgunluk ve yaslanmada oldugu gibi, hiicre dongiisiiniin sonuca
bagli olarak etkili bir sekilde kontrol edilmesini saglar [98]. Artan p27KIP1 seviyeleri,
durgun hiicrelerde G0'da hiicre dongiisiiniin durmasina aracilik ederken [99, 100],
mitojenik uyarim tizerine p27KIP1 seviyelerindeki diisiis olmas1 bu durmayi tersine
gevirir ve hiicre dongiisiine yeniden girmesine yol acgar [101]. Buna Kkarsin,
p21WAF1/CIP1 (CDKNI1A) ve pl6INK4A'nin (CDKN2A) yukar regiilasyonu
genellikle hiicre proliferasyonunu durdurarak hiicresel yaslanmaya yol acar.
p21WAF1/CIP1 ve p1l6INKA4A birikimi ilk olarak retinoblastoma proteininin (RB)

hipo-fosforilasyonuna yol agar, ardindan niikleotid metabolizmas1 ve DNA sentezinde
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yer alan E2F genlerinin transaktivasyonunu inhibe ederek [102, 103] kararli bir hiicre

dongiisii durmasina neden olur [104].

Makromolekiiler Hasar:DNA ve protein hasar1 gibi makromolekiiler hasarin 6nemli
Olctlide birikmesi, hiicresel yaslanmayi hiicre farklilagsmasindan ayiran bir diger ayirt
edici oOzelliktir. Ardisik hiicre boliinmeleri nedeniyle ilerleyen telomer kisalmasi,
sonunda DNA hasar1 yaniti (DDR) mekanizmasi tarafindan DNA hasari olarak taninir
ve islenir. Coziimlenmeden birakildiginda, bu hiicresel yaslanmay: indiikler [105].
Onkogen kaynakli stres (OIS) durumunda, onkogen kaynakli hiperproliferasyon,
replikasyon catallarinin ¢arpismasina ve ardindan ¢ékmesine yol agarak DNA ¢ift iplik
kiriklar1 (DSB'ler) olusturur [106, 107] ve yaslanmanin indiiklenmesine yol agar.
Yaslanan hiicreler metabolik olarak aktiftir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birikimi, telomerik G-zengin tekrarlarinda oksidatif DNA hasarina katkida bulunarak
DDR yanitinin bir parcasi olan telomer disfonksiyonu ile indiiklenen odaklar (TIF'ler)
olusturur [108-110]. DDR siiregleri H2AX (YH2AX) ve H3K9me3 histonlarinin
fosforilasyonuna yol agarak DNA onarim mekanizmalariin veya DDR sinyalizasyon
kaskadinda yer alan proteinlerin baglanmasini ve bir araya gelmesini kolaylastirir. Bu
modifikasyonlarin tespiti, DNA hasarina bagl yaslanmay1 tanimlamak i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir [111, 112].

Salg1 Fenotipi: SASP, yaslanma fenotiplerinin giiglendirilmesi ve yayilmasinda
onemli bir rol oynar [113], doku homeostazina katkida bulunur [114]. Bununla birlikte,
uyaranin sekline, spesifik hiicre tiplerine ve yaslanan hiicrelerin dokularda kalip
kalmadigina bagl olarak zararli etkileri de olabilir [115]. SASP ¢esitli pro-enflamatuar
sitokinlerden, kemokinlerden, biiyiime faktorlerinden ve matris metaloproteinazlardan
(MMPSs) olusur ve hiicre-otonom (otokrin) veya hiicre-otonom olmayan (parakrin)
sekillerde islev gorebilir, baglama bagli olarak belirli fizyolojik veya patolojik etkiler
gosterebilir [17, 116]. SASP'nin diizenlenmesi, aktif B hiicrelerinin niikleer faktor
kappa hafif zincir arttiricist (NF-xB) [117], CCAAT/ arttiric1 baglayici protein beta
(C/EBPp) [118], rapamisinin memeli hedefi (mTOR) [119, 120] ve NOTCH1 [121]
dahil olmak tizere farkli etkenleri i¢eren karmasik bir siiregtir. Sitoplazmik kromatin
fragmanlar1 (CCF'ler), pro-enflamatuar yanitlarin ve SASP diizenlemesinin
yonlendirilmesine katilan, dogustan gelen bagisikliga onemli bir katkida bulunan
interferon genlerinin, sitozolik DNA algilayict GMP-AMP sentaz uyaricist (cGAS-
STING) yolunu da aktive eder [122, 123]. Yaslanmayla iliskili belirtecin yiiksek
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hareketlilik grubu kutusu 1 (HMGBI1) proteini de SASP diizenlemesine dahil
edilmistir. HMGBI, p53'e bagimli bir sekilde yaslanan hiicrelerin ¢ekirdeginden hiicre
dis1 ortama ihrag edilir. HMGBI1'in yok edilmesi, kanonik SASP faktorii interlokin-
6'nin (IL-6) salgilanmasini zayiflatir [122].

Diizensiz Metabolizma: Yaslanan sekretomun iiretimi oldukca enerji gerektirir ve
yaslanan hiicreler ATP ihtiyaclarin1 kargilamak icin bilylik Olclide artmis
mitokondriyal metabolizmaya ve glikolize giivenirler [124]. Onkogen BRAFV600E
ile indiiklenen yaslanan hiicreler, mitokondriyal denetci piruvat dehidrojenaza (PDH)
bagimli metabolik yeni bir programlamaya tabi tutulur. Bu siireg¢te PDH inhibitor
enzim piruvat dehidrojenaz kinaz 1'in (PDK1) es zamanli olarak baskilanmasi ve
trikarboksilik asit dongiisiinde piruvat kullanimini tesvik etmek icin PDH aktive edici
enzim piruvat dehidrojenaz fosfataz 2'nin (PDP2) iiretiminde bir artis eslik ederek,
yasglanan hiicrelerin daha yiiksek enerji gereksinimlerini karsilamalarina yardimci
olunur[125]. Bozulmus mitokondriyal metabolizma ve buna eslik eden proteotoksik
stres durumu goz Oniine alindiginda, yaslanan hiicrelerin anabolizma ve katabolizma
arasindaki dengeyi korumalart ¢ok 6nemlidir. Bunu, Golgi organelinin trans tarafinda
bulunan TOR-otofaji uzamsal baglanma kompartmani olarak bilinen farkli bir hiicresel
bolmede mTOR'u otolizozomlara baglayan bir siirecle yaparlar [126]. Giiniimiizde
artmis lizozomal [-galaktosidaz aktivitesi gosteren yiiksek sayida lizozom,
yaslanmanin tespiti i¢in en yaygin ve yogun olarak kullanilan belirtegtir. Bu, B-
galaktosidaz aktivitesinin kisitlayic1 bir pH'da (pH 6) kromojenik bir reaktif
kullanilarak degerlendirilebildigi (hem in vitro hem de in vivo) yaslanmayla iliskili -
galaktosidaz (SAPG) deneyi kullanilarak tespit edilebilir [92]. Yaslanan hiicrelerdeki
lizozomlar ayrica lizozomal sindirimin ¢éziinmeyen lipid igeren agregalarindan olusan
daha yiiksek lipofusin seviyelerine sahiptir. Boyalar kullanilarak bu agregatlar da

yaslanmanin bir gostergesi olarak gorsellestirilebilir [127].

Hiicresel yaslanma temel olarak ii¢ tipte siniflandirilir. Birinci hiicre yaglanmasi tiiri,
telomer yipranmasi ve erken asamada p53/p21 yolunun aktivasyonu olarak ortaya
cikan replikatif yaslanmadir (RS) [128, 129]. ikinci hiicre yaslanma tiirii, oksidatif
stres ve ultraviyole 1smlart gibi cesitli stres faktorleri tarafindan indiiklenen stres
kaynakli erken yaslanma meydana gelmesidir (SIPS) [57, 77, 130, 131]. Ugiincii hiicre
yaslanma tiirii ise onkogen kaynakli yaslanma (OIS) olup belirli onkogenlerin,

ozellikle de ras geninin asir1 aktivasyonu ile tetiklenmesidir [132-134]. Genel olarak,
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SIPS ve OIS 6nemli bir telomer yipranmasina sahip degildir, ancak p16/p38 yolaginin
aktivasyonunda telomer yipranmasi ortaya ¢ikmaktadir [135, 136].

2.3.1 Hiicresel yaslanma ve fibroblast arasindaki baglanti

Fibroblastlar doku homeostazinda, kanser progresyonunda, inflamasyonda ve
fibroziste kritik bir rol oynar. Fibroblastlar ECM'nin ¢ogunu sentezler ve kanser
hiicrelerinin ve normal epitel hiicrelerinin biiyiimesini etkileyen parakrin biiyiime
faktorlerini salgilar [137]. Tiimor mikrogevresinin 6nemli bir bileseni olan kanserle
iliskili fibroblastlar (CAF'ler), tedavi direnci ve tiimor modiilasyonunda rol oynayan
kalict olarak aktive olmus fibroblastlardir [138, 139]. Insan gogiis stromal
fibroblastlarinda erken yaslanmayi indiiklemek i¢in iyonlastirict radyasyon kullanan
bir in vitro calisma, bu erken yaslanan fibroblastlarin, meme kanseri i¢in olumsuz
prognostik faktorleri artiran kiigiik 16sin agisindan zengin proteoglikan decorin'in asagi
regiile edilmis bir ekspresyonuna sahip oldugunu bulmustur [140]. Farkl hiicre tipleri,
yaslanmaya neden olan maddelere farkli tepki verir. Ayni1 kosullar altinda, meme
limen hiicreleri H202 veya gama i1sinlar tarafindan indiiklenen erken yaslanmaya
komsu stromadaki fibroblastlardan daha duyarlidir. Yaslanmis liimen hiicreleri
(SLC'ler), meme stromal fibroblastlarini birincil olarak IL-8'in aracilik ettigi parakrin
bir sekilde JAk2/STAT3 yolu aracilifiyla aktive eder. Aktive edilmis fibroblastlar,
hem in vivo hem de in vitro olarak meme kanseri hiicrelerinde EMT'yi ve govdeyi
gelistirebilir [141].

Kiiltiirde yaslanan fibroblastlarda, in vivo epitel hiicrelerinde ve DNA'ya zarar veren
terapotik ajanlara maruz kalan tiimor hiicrelerinde gelisen genotoksik strese karsi
oldukca korunmus yanita yaslanmayla iligkili salgi fenotipi (SASP) neden olmaktadir
[14]. Yaslanan hiicreler gen ifadesinde kapsamli degisikliklere ugrar [142], bu
degisiklikler sadece hiicre dongiisii diizenlemesinde yer alan genlerle sinirli kalmaz,
ayni zamanda salgilanan proteinlerin bir spektrumunun artan ifadesini de igerir [113,
143]. Spesifik olarak, yaslanan hiicrelerin parakrin tiimor uyarici etkileri olan bir dizi
pro-inflamatuar kemokin ve sitokin salgiladigi bildirilmistir [113] ve bu durum geng
kanserden kurtulanlarda bile metastatik ilerlemeye ve yasa bagl hastaliklara katkida
bulunmaktadir [14]. Bununla birlikte, kemoterapi tarafindan indiiklenen SASP'nin
hiicre-otonom olmayan etkilerinin yani sira tiimor mikrogevresi lizerindeki hiicre-

otonom etkileri tam olarak aydinlatilmay1 beklemektedir.
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2.4 Yaslanma ile iliskili Salg1 Fenotipi (SASP)

Hiicresel yaglanma, bir salgi fenotipinin gelismesi yoluyla doku mikrogevresini etkiler.
Hiicresel yaslanmaya; cesitli salgilanan proteinler, sitokinler, kemokinler, biiylime
faktorleri ve proteazlar tireten farkli bir salgi fenotipi olan SASP eslik eder [113, 144].
SASP faktorleri otokrin ve parakrin olmak {izere iki farkli sekilde etki eder [12].
Otokrin bir sekilde, SASP faktorleri yaslanan hiicrelerin hiicresel yaslanmasini
yeniden giiclendirir. Ayrica SASP, parakrin bir sekilde hareket ederek cevredeki
hiicrelerin yaslanmasini indiikleyebilir ve bu parakrin yaslanma olarak adlandirilir
[145]. SASP faktorleri olarak yaslanan hiicrelerden salinan kemokinlerin, yaslanan
hiicreleri temizleyebilen NK hiicreleri ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri tizerinde
etkili oldugu bildirilmektedir [85]. Son zamanlarda, memelilerde organ geligimi
sirasinda yaglanan hiicrelerin gecici olarak ortaya ciktigi ve SASP faktorlerinin
cevredeki hiicrelerin farklilasmasina ve gelisim sirasinda gereksiz hiicrelerin
uzaklagtirilmasina katkida bulundugu anlasilmistir. Dolayistyla, SASP faktorleri hiicre
kaderini yeniden programlama yetenegine de sahiptir [82, 83].

Doku Hasari

Bagisiklik Hiicrelerinin
Giiglenmesi

Hiicrelerin Gelisimsel Olarak
@ Yeniden Programlanmasi

Kronik inflamasyon

~

Yaglanmig Hiicre

Sekil 2.4 : SASP Faktorlerinin Hiicrelere Etkisi [146].
2.4.1 Yaslanma ile iliskili salgi fenotipinin (SASP) etki mekanizmasi

Yaslanan hiicreler hiicre dongiisiine yeniden girmek ic¢in mitotik uyarilara yanit
vermezler [78]. Hasarli veya stres altindaki hiicreler, durmus halde iken timor

olusturmak tizere boliinemezler; dolayisiyla hiicresel yaslanma timor baskilayicidir

30



[133]. Bu fikiri destekleyecek sekilde, cesitli kanserlerde mutasyona ugrayan veya
inaktive olan birgok tiimor baskilayict da TP53, CDKN2A (p16'y1 kodlayan) ve RB

dahil olmak iizere dogrudan yaslanma programinda yer almaktadir [91, 147].

Bu timdr baskilayici1 yollar, aksi takdirde normal bir hiicrenin kanser hiicresine
doniistimiini tesvik edebilecek stresler tarafindan aktive edilir. Bu streslerden bazilari
telomer kisalmasi, DNA hasar1 ve mutant Ras'in neden oldugu gibi uygunsuz
onkojenik sinyalleri igerir [148]. Tiimor baskilanmasi yaslanmanin birincil islevi gibi
goriinse de, yaslanan hiicrelerin birikimi yaglanma fenotiplerine katkida bulunabilir
[149]. Yash bireylerde, yaslanmis hiicrelerin varliginda ve yasa bagli hastaliklarda bir
artis vardir [150]. Fare modellerinde yaslanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi bazi

yaslanma fenotiplerini iyilestirebilir [87, 151].

Normal hiicrelere benzer sekilde, bir¢ok kanser hiicresi kemoterapi veya radyasyon
tedavilerinin neden oldugu DNA hasar1 gibi streslere maruz kaldiktan sonra yaglanma
benzeri bir duraklama gecirme yetenegini korur [152, 153]. Kalic1 olarak tutuklanan
bir kanser hiicresi varsayimsal olarak artik niiksetme tehdidi olusturmazken, aslinda
yaslanmaya ugrayabilen tiimdrler genellikle hiicre 6liimiine ugrayanlardan daha erken

niiksetmektedir [147].

Yaslanma strese kars1 bir yanit olarak etki eder, kemoterapétik, radyasyon ve oksidatif
stres gibi ¢esitli uyaricilar tanimlanmistir (Sekil 2.5). Yaslanma mekanizmasinin
aktivasyonu, proliferasyonun durmasi, kromatinin yeniden sekillenmesi, hiicre
dongiisii inhibitorlerinin (p16INK4A veya p21CIP1 gibi) artan ekspresyonu, DNA
hasar yanitinin aktivasyonu, lizozomal kompartmanin biliylimesi ve yaslanmayla
iligkili salg1 fenotipinin (SASP) aktivasyonu gibi hiicresel ve molekiiler degisikliklere
yol agar [88, 154]. SASP, sitokinler ve kemokinler (6rnegin IL1a, IL1pB, IL6, ILS,
CXCL1, CXCL2), biiyiime faktorleri (6rnegin amphiregulin, EGF, BMP'ler, FGF'ler,
VEGF, WNT'ler)) dahil olmak iizere sayisiz faktoriin salgilanmasi yoluyla yaslanan
hiicrelerin parakrin faaliyetlerine aracilik eder. SASP yanitinin kompozisyonu ve
yogunlugu, senesens indiikleyici mekanizma, hiicre tipi ve senesensin baglamasindan
bu yana gegen siire gibi gesitli faktorlerden etkilenebilir ve bu da SASP'nin tek
olmadigini gosterir [12, 155-157].
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Sekil 2.5 : Yaslanma ile Iliskili Salg1 Fenotipi Aktivasyon Mekanizmasi[23].

SASP, doku onarimini tesvik etmesi [85, 114], embriyonik yapilarin gelisimine iliskin
hassas diizenleyici etki etmesi [82, 83, 158], ve bagisiklik sistemini uyarmasi gibi bazi
fizyolojik siireglerde yer almaktadir [145, 159]. Bununla birlikte, yaslanan hiicrelerin
etkisiz bir sekilde ortadan kaldirilmasi, dokularda asiri birikiminden kaynaklanan
zararli sonuglar, yasa bagli hastaliklar1 ve kanseri tesvik edebilir [8, 95, 144, 160, 161].
Bu baglamda dokulardaki yaslanan hiicrelerin etkisi farelerde, primatlarda ve
insanlarda yasla birlikte 6nemli 6lglide artmaktadir[8] ve bu hiicreler hem bening hem
de malign tiimorlerde bulunabilmektedir. [162-164]Ayrica farede yaslanan hiicrelerin
genetik veya kimyasal olarak yok edilmesi, kanser de dahil olmak iizere yasa bagh
hastaliklarin baglangicini geciktirmekte, yasam siiresinin uzamasina yol agmakta ve

yagsamin son donemlerinde doku genglesmesini tesvik etmektedir[151, 165].

2.4.2 Yaslanma ile iliskili salg1 fenotipinin (SASP) parakrin etkisi

SASP faktorlerinin ¢ogu salgilandiginda, otokrin ve parakrin bir sekilde hareket
edebilirler. Ornegin, insan fibroblastlarinda replikatif yaslanmanin indiiklenmesi
tizerine, SASP faktorleri IL-1a, IL-6, CXCL1 ve CXCL2'nin salgilanmasi, NF-xB
yolunun otokrin veya parakrin bir sekilde siirekli aktivasyonu yoluyla yaslanmay1
desteklemek igin pozitif geri bildirim dongiisiinde hareket edebilir[17, 144, 166].
Bleomisin ile muamele edilerek yaslanmaya tesvik edilen fibroblastlarda, ylizeye bagli

IL-1a'nin ekspresyonu, otokrin bir sekilde yaslanmayi desteklemisti [166]. IL-1a'nin
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yaglanmay1 indiikleme aktivitesi fibroblastlarla smirli degildir. Replikatif veya
bleomisin tedavisi yoluyla yaslanmaya tesvik edilen vaskiiler diiz kas hiicreleri, diger

SASP faktorlerinin ekspresyonunu otokrin bir sekilde yonlendiren IL-1a'y1 eksprese

etmistir [167].
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Sekil 2.6 : SASP Faktorleri ve Yaslanma Sinyali [168].

SASP faktorleri, parakrin veya otokrin bir sekilde yaslanmayi uyarabilir ve yaslanma
fenotipinin yayilmasina, giiclenmesine, tiimor baskilanmasina, yaglanmaya katkida
bulunabilir [113, 166]. Onkogen kaynakli yagslanmaya yanit olarak, insan fibroblastlari
komsu hiicrelerde yaslanmay: indiiklemek i¢in biliylime faktori B (TGFp)
salgilayabilir ve ayn1 zamanda parakrin bir sekilde SASP'yi indiikleyen IL-1a eksprese
edebilir [113, 121]. IL-6 ayrica onkogen kaynakli yaglanan fibroblastlarda sinyal
iletimi, transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini aktive ederek parakrin bir sekilde yaslanmayi indiikleyebilir [113, 169].
Parakrin bir sekilde yaslanmay1 indiikleme yetenegi, yeni baslayan tiimor hiicreleriyle
smirli degildir. Bagisiklik hiicreleri de tiimdr hiicrelerinde dogrudan yaslanmay:
indiikleyebilir [170, 171]. Myc proto-onkogen proteini (Myc) kaynakli, bir T hiicreli
akut lenfoblastik lenfoma modelinde, onkogen inaktivasyonu tiimoriin gerilemesiyle
sonuclanir. Bu etki CD4+ T hiicrelerine, hiicresel yaslanmanin indiiklenmesine ve
anjiyogenezde azalmaya baglidir bu durumda da CD4+ T hiicrelerinin, toplanmasinin
veya polarizasyonunun tiimor hiicrelerinde yaslanmayr indiikleyen faktorlerin

salgilanmasiyla sonuglandigi fikrini desteklemektedir [170]. Ayrica, CD4+ T helper 1
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hiicrelerinin interferon y ve tiimor nekroz faktorii (TNF) salgilayarak, pankreas ve
meme kanseri hiicrelerinde yaslanmaya yol agtigi gosterilmistir [171]. Dolayisiyla,
cesitli hiicre tipleri ve SASP faktorleri komsu hiicrelerde yaslanmayir ve SASP'yi
indiikleyebilir  dolayisiyla timdriin -~ baskilanmasma yol acabilir. Parakrin
sinyallesmenin ve yaslanmanin indiiklenmesinin bir baska avantaji da, birgok SASP
faktoriinlin yapis1 geregi enflamatuar olmasi nedeniyle, yaslanma sinyalinin artmasina
ve bagisiklik sistemini, temizlenmesi gereken islevsiz hiicrelerin varligi konusunda

uyarmasi olabilir.

2.5 Flavonoidler

Flavonoidler 6nemli bir dogal iirtin smifidir; 6zellikle meyve, sebze ve bazi
iceceklerde yaygin olarak bulunan polifenolik yapiya sahip bir bitki ikincil
metabolitleri sinifina aittirler. Kanser, Alzheimer hastaligi (AD), ateroskleroz gibi
cesitli hastaliklarla iliskili ¢esitli olumlu biyokimyasal ve antioksidan etkilere
sahiptirler . Flavonoidlerin, insan saghigini diizenleyici etkileri oldugu gozlemlenmis
ve cesitli nutrasotik, farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda siklikla bir
bilesendir. Bunun nedeni antioksidatif, anti-inflamatuar, anti-mutajenik ve anti-
kanserojenik ozelliklerinin yani sira temel hiicresel enzim fonksiyonlarint modiile
etme Kkapasiteleridir. Ayrica ksantin oksidaz (XO), siklo-oksijenaz (COX),
lipoksijenaz ve fosfoinozitid 3-kinaz gibi ¢esitli enzimler i¢in giiglii inhibitorler
olduklar1 bilinmektedir [172-174].

Dogada flavonoid bilesikler bitkilerden elde edilen iirtinlerdir ve bitkinin ¢esitli
kisimlarinda bulunurlar. Flavonoidler sebzeler tarafindan biiyiimeleri ve plak
olusumuna kars1 savunmalar i¢in kullanilir [174]. Bitkiler aleminde yaygin olarak
dagilmis olan, diisiik molekiil agirlikli fenolik bilesiklerin bir sinifina aittirler. Birgok
flavonoid, ¢ogu angiosperm familyasinda ¢icek pigmentleri olarak kolayca
tanimir.Ayrica olusumlart ¢iceklerle sinirli degildir, bitkilerin tiim kisimlarinda
bulunurlar [175]. Flavonoidler ayrica meyve, sebze, ¢ay, kakao ve sarap gibi bitki
kokenli yiyecek ve igeceklerde de bol miktarda bulunur; bu nedenle diyet flavonoidleri
olarak adlandirilirlar. Flavonoidler, kalkonlar, flavonlar, flavonoller ve izoflavonlari
iceren gesitli alt gruplara sahiptir. Bu alt gruplarin kendine 6zgii temel kaynaklar

vardir. Ornegin, sogan ve ¢ay, flavonol ve flavonlarin baslica diyet kaynaklaridir.
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Flavonoidler bitkilerde, hayvanlarda ve bakterilerde gesitli biyolojik faaliyetlerde
bulunur [176]. Flavonoidler bitkileri farkli biyotik ve abiyotik streslerden korur [177],
sinyal molekiilleri, allopatik bilesikler, fitoaleksinler, detoksifiye edici ajanlar ve
antimikrobiyal savunma bilesikleri olarak islev goriir. Flavonoidler dona karsi
dayaniklilik, kurakliga karsi diren¢ ve bitkinin 1siya alismast ve donmaya karsi
toleransinda islevsel bir rol oynayabilir [178]. insan saglig1 iizerine yapilan
arastirmalarda ise, flavonoidlerin molekiiler islevlerinin, hastaligin aktivitesinin
modiile edilmesi, antibiyotik direncinin azaltilmasi ve iltithaplanmanin azaltilmasi
dahil olmak iizere bir¢ok saglik yarar1 saglayabilecegi 6ne stiriilmiistiir [179]. Bu tiir
arastirmalarin bir konusu da flavonoidlerin kanser olusumu riski tizerindeki potansiyel

etkisidir.

2.5.1 Flavonoidlerin siniflandirilmasi

Tiim flavonoidler, bir heterosiklik piran halkas1 (C) ile birbirine baglanan iki aromatik
halka (A ve B) olusturan 15 karbonlu fenilpropanoid zincir (C6-C3-C6 sistemi) olan
temel flavan iskeletine sahiptir (Sekil 2.7). Kimyasal yapilarina, oksidasyon
derecelerine ve zincir doymamislifina bagli olarak flavonoidler 6 ana grupta
siniflandirilabilir: izoflavonoidler, flavanonlar, flavanoller, flavonoller, flavonlar ve

antosiyanidinler [180, 181].
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Sekil 2.7 : Flavonoidlerin Siniflandirmasi [179].
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Flavonlar: Flavonlar, flavonoidlerin onemli alt gruplarindan biridir. Flavonlar
yapraklarda, ¢igeklerde ve meyvelerde glukozitler halinde yaygin olarak bulunur.
Kereviz, maydanoz, kirmizi biber, papatya, nane ve karahindiba baslica flavon
kaynaklar arasindadir. Luteolin, apigenin ve tangeritin flavonoidlerin bu alt sinifina
aittir.Bu flavonlarin 2. ve 3. pozisyonlari arasinda bir ¢ift bag ve C halkasinin 4.
pozisyonunda bir keton bulunur. Sebze ve meyvelerdeki flavonlarin ¢ogunda A
halkasinin 5. pozisyonunda bir hidroksil grubu bulunurken, diger pozisyonlardaki
hidroksilasyon, ¢ogunlukla A halkasinin 7. pozisyonunda veya B halkasinin 3’ ve 4’
pozisyonlarinda, belirli sebze veya meyvenin taksonomik smiflandirmasimna gore

degisebilir [179].

Flavonoller: Keton grubuna sahip flavonoidlerdir. Proantosiyaninlerin yapi taglaridir.
Flavonoller cesitli meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur. En ¢ok caligilan
flavonoller kaempferol, kuersetin, mirisetin ve fisetindir. Sogan, lahana, marul,
domates, elma, iiziim ve ¢ilek zengin flavonol kaynaklaridir. Meyve ve sebzelerin yani
sira ¢ay ve kirmizi sarap da flavonol kaynagidir. Flavonol aliminin, antioksidan
potansiyeli ve vaskiiler hastalik riskini azalttigina dair ¢alismalarda sagliga yararl
oldugu bulunmustur. Flavonlarla karsilastirildiginda, flavonoller C halkasinin 3.
pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahiptir ve bu grup da glikozillenmis olabilir.
Flavonlar gibi flavonoller de metilasyon ve hidroksilasyon modellerinde ¢ok ¢esitlidir
ve farkli glikosilasyon modelleri g6z oOniine alindiginda, belki de meyve ve

sebzelerdeki en yaygin ve en biiyiik flavonoid alt grubudur [179].

Flavanonlar: Genellikle portakal, limon ve iiziim gibi tiim turunggillerde bulunan bir
diger 6nemli siniftir. Hesperitin, naringenin ve eriodictyol bu flavonoid sinifinin
ornekleridir. Flavononlar, serbest radikal tutucu 6zellikleri nedeniyle yararhidir. Bu
bilesikler, turunggillerin suyunun ve kabugunun aci tadindan sorumludur. Narenciye
flavonoidleri antioksidan, anti-enflamatuar, kan lipit diisiiriicii ve kolesterol diistirticti
ajanlar olarak 1ilging farmakolojik etkiler gosterir. Dihidroflavonlar olarak da
adlandirilan flavanonlarin C halkasi doymustur; bu nedenle flavonlardan farkli olarak
2. ve 3. pozisyonlar arasindaki ¢ift bag doymustur. Son 15 yilda flavanonlarin sayisi

onemli Ol¢iide artmistir [182].

Izoflavonoidler: Flavonoidlerin biiyiik ve cok farkli bir alt grubudur. Izoflavonoidler
bitkiler aleminde sadece sinirli bir dagilima sahiptir ve agirlikli olarak soya fasulyesi,

diger baklagil bitkilerinde bulunur. Bazi izoflavonoidlerin mikroplarda da bulundugu
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bildirilmistir [183]. Ayrica bitki mikrop etkilesimleri sirasinda fitoaleksinlerin gelisimi
icin 6ncii olarak dnemli bir rol oynadiklar1 bulunmustur [180]. izoflavonoidler bir grup
hastalikla savasmak i¢in etkili bir potansiyel gostermektedir. Genistein ve daidzein
gibi izoflavonlar, belirli hayvan modellerinde dstrojenik aktiviteleri nedeniyle yaygin
olarak fito-ostrojenler olarak kabul edilmektedir. Szkudelska & Nogowski,
genisteinin, hormonal ve metabolik degisikliklere yol agarak ¢esitli hastalik yollarini
etkileyebilme etkisi oldugunu gostermistir [184].

Kalkonlar: Flavonoidlerin bir alt sinifidir. Temel flavonoid iskelet yapisinin 'C
halkasinin' bulunmamasi ile karakterize edilirler. Bu nedenle, agik zincirli flavonoidler
olarak da adlandirilabilirler. Kalkonlarin baglica 6rnekleri arasinda phloridzin, arbutin,
phloretin ve chalconaringenin bulunur [181]. Kalkonlar domates, armut, ¢ilek, ay1
lizimii ve baz1 bugday tiriinlerinde 6nemli miktarlarda bulunur. Kalkonlar ve tiirevleri,
say1s1z besinsel ve biyolojik faydalari nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir. Gida kaynaklari
yoluyla flavonoid alimi, hastaliklarla miicadele etmenin yani sira aktiviteleri modiile

etmenin en basit ve en giivenli yolu olabilir [185].

Antosiyaninler: Bitkiler, ¢igekler ve meyvelerdeki renklerden sorumlu pigmentlerdir.
Siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin ve peonidin en yaygin olarak calisilan
antosiyaninlerdir. Bunlar agirlikli olarak kizilcik, siyah kus iiziimii, kirmizi {iziim,
merlot iizimii, ahududu, ¢ilek, yaban mersini, bilberries ve bogiirtlen gibi cesitli
meyvelerin dis hiicre katmanlarinda bulunur. Bu bilesiklerin saglik yararlar ile
stabilitesi, gida  endistrisinde  ¢esitli  uygulamalarda  kullanilmalarini
kolaylagtirmaktadir[179] . Antosiyaninin rengi pH'a, A ve B halkalarindaki hidroksil

gruplarindaki metilasyon veya asilasyona baglidir [182].

2.5.2 Flavonoidler ve kanser

Flavonoidlerin serbest radikalleri yok etme, hiicresel metabolizmay:1 diizenleme ve
oksidatif stresle iligkili hastaliklar1 engelleme 0Ozelligi cok sayida ¢alismada
gosterilmistir [186, 187]. Birgok flavonoidin antikanser aktivite gosterdigine dair
kanitlar birikmektedir, ancak bu etkiden sorumlu molekiiler mekanizmalar heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Kanser, anormal hiicrelerin biiyiimesine yol acan
kontrolsiiz ¢gogalma ve bozulmus hiicre dongiisii ile karakterize edilen heterojen bir
hastaliktir [188, 189]. Oksidatif stres, hipoksi, genetik mutasyonlar ve apoptotik

fonksiyon eksikligi kanserin baslica i¢ nedenleriyken, dis nedenleri ise stres, gevre
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kirliligi, sigara, radyasyon ve ultraviyole 1sinlarina uzun siire maruz kalmaktir [190].
Kanserin g¢esitli diizeylerde mitokondriyal islev bozukluklart ve metabolik
degisiklikler tarafindan belirlenen metabolik bir hastalik olduguna dair yeni kanitlar
ortaya c¢ikmaktadir [188, 189, 191]. Mitokondri, hiicresel enerji kaynagi,
metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre 6liimii sinyali ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretiminde Onemli roller oynamaktadir. Tiimor hiicrelerinin baglica metabolik
degisiklikleri arasinda artan aerobik glikoliz [192], diizensiz pH [191], bozulmus lipid
metabolizmasi [193], artan ROS iiretimi [194] ve bozulmus enzim aktiviteleri yer
almaktadir [191, 192]. Dolayisiyla hiicre dis1 ortam asidik hale gelir ve inflamasyona
daha yatkin hale gelir [195], glutamin kaynakli lipid biyosentezi artar ve timor
gelisimi baglar ve metastazda rol oynayan yolaklar1 diizenler [196], membranlarda
kardiyolipin seviyeleri diiserek enzim aktivitelerinin bozulmasina neden olur [197,
198], mitokondri hiperpolarize olur [188] ve bu durum kanser hiicrelerinin malignitesi
ve invazivligi ile iliskilidir [188]. Flavonoidler ¢ok ¢esitli antikanser etkiler gosterirler.
ROS giderici enzim aktivitelerini modiile ederler, hiicre dongiisiinii durdurmaya
yardimc1 olurlar, apoptozu ve otofajiyi indiiklerler, kanser hiicresi proliferasyonunu ve
invazivligini baskilarlar [187, 199, 200]. Fenolik hidroksil gruplarinin varligindan
dolay1 serbest radikalleri stabilize etme 6zellikleri bulunur, flavonoidler dogrudan
ROS'u temizleyebilir ve metal iyonlarmi selatlayabilir [201, 202]. Antioksidan
enzimlerin aktive edilmesi, pro-oksidan enzimlerin baskilanmasi, antioksidan
enzimlerin ve faz 2 detoksifikasyon enzimlerinin uyarilmas: flavonoidlerin dolayl
antioksidan etkileridir [203]. Flavonoidlerin antikanser etkileri, hem antioksidan hem

de pro-oksidan aktiviteyi icerir [204].
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Tablo 2.1 : Flavonoidlerin Kanser Hiicreleri Uzerindeki Aktivitileri [205].

Flavonoidler | Anti-Kanser Aktiviteleri Kanser Tiirii
Isorhamnetin,
) Hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve )
Genkwanin o Meme kanseri
) apoptozu ve otofajiyi indiikler(43)
ve Asasetin
o Apoptozu indiikleyen proliferasyonu Yumurtalik
Silimarin )
baskilar(55) kanseri
Proliferasyonu indiikleyin ve hiicre dongiisii
Kaempferol durmasini, apoptozu ve DNA hasarini Meme kanseri
indiikleyin(38)
S Hiicre biiyiimesini inhibe etti ve 6liimii tesvik )
Eriositrin ) Meme kanseri
etti(5)
Luteolin ve ) _
- Proliferasyonu engelle(20) Meme kanseri
Apigenin
. Apoptoz ve anti-tiimor bagisikligini ]
Icariin o Meme kanseri
iyilestirme(48)
Otofaji, ROS'a bagli mitokondriyal )
Silibinin Meme kanseri
basarisizlik tarafindan tetiklenir.(49)

2.6 Luteolin ve Molekiiler Yapisi

Luteolin (3°,4°,5,7-tetrahidroksiflavon), meyveler, sebzeler ve sifali otlar dahil olmak
lizere birgok bitki tiirlinde yaygin olarak bulunan bir flavonoiddir. Luteolin agisindan
zengin olan bitkiler, geleneksel Cin tibbinda hipertansiyon, inflamatuar bozukluklar
ve kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir. Luteolin ayrica 3', 4', 5' ve 7'
karbon pozisyonlarinda hidroksil gruplarina sahiptir [206]. Hidroksil gruplart ve 2-3
cift baginin, luteolinin biyokimyasal ve biyolojik aktiviteleri ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir [207]. Diger flavonoidlerde oldugu gibi, luteolin bitkilerde genellikle
glikozillenir ve glikozit emilim sirasinda serbest luteoline hidrolize olur [208].
Luteolinin yapisinin bir kismu bagirsak mukozasindan gegerken glukuronidlere

dontisiir [209]. Luteolin 1siya dayaniklidir ve sicakliga bagl kayiplar nispeten azdir

[210].
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Sekil 2.8 : Luteolin’in Molekiil Yapis1 [211].

Luteolin, apoptozun indiikklenmesini, hiicre dongiisiiniin  durdurulmasinin
aktivasyonunu, anjiyogenezin azaltilmasini, metastaz ve hiicre proliferasyonu yoluyla
karsinogenezin tedavisinde kullanilan, 6nemli bir terapotik potansiyele sahip
flavonoidlerin flavon sinifina ait fenolik bir fitokimyasaldir [212]. Luteolinin
antikanser etkileri, timor olusumunu gostermek igin birlikte c¢alisan ¢ok yonlii
onkolojik yolaklarin ekspresyonunu etkili bir sekilde modiile ettigi malignitelerde
gozlemlenmistir. Luteolin mitokondriyal disfonksiyonu indiikler ve glioblastoma
hiicrelerinde endoplazmik retikulum stres yanitin1 aktive ederek hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu tetikler [213]. Bu olaylar PERK, ATF4, elF2a ve
kesilmis kaspaz 12'nin fosforilasyonuna aracilik ederek stresle iligkili proteinlerin
ekspresyonunu daha da aktive eder. Luteolinin, kanser hiicresinin gelismesi ve
metastazi ile iliskili olan EMT’yi tersine ¢evirdigi bilinmektedir. Bu olaylara hiicre
iskeletinin azalmasi ve biyobelirte¢ olan E-cadherinin ifadesinin yukari regiile
edilmesi, ardindan N-cadherin ve vimentin ifadesinin 6nemli 6l¢iide asagi regililasyonu
neden olmaktadir [206]. Ayrica, luteolin kusursuz noroprotektif 6zellikleri nedeniyle
1-metil-4-fenilpiridinyumun neden oldugu spinal hasart ve beyin travmasini
lyilestirme  potansiyeline sahiptir. Kanser hiicrelerinin  luteolin  aracili
hassaslagtirilmasi, niikleer faktor kappa B (NF-kB), fosfatidilinositol 3'-kinaz
(PI3K)/Akt ve X'e bagli apoptoz proteini inhibitorii (XIAP) gibi hiicresel yolaklarinin
asagl reglilasyonu ve baskilanmasi nedeniyle kemoterapinin neden oldugu
sitotoksisiteyi iyilestirir [207]. Etkili antikanser profili nedeniyle luteolin, yaklasan

antikanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in hedef bir molekiil olarak hizmet etmektedir.
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Sekil 2.9 : Luteolin Anti-Kanser Etki Mekanizmasi ve Sinyal Yolaklari [214].
2.7 Luteoli’in Meme Kanseri Hiicrelerine Etkisi

Luteolin'in kansere karsi etkilerinin tizerine yapilan arastirmalarin biiyik bir
cogunlugu meme kanseridir. Luteolinin meme kanserine kars1 6zellikler gosterdigini
tespit eden mekanizmalar, farkli sinyal yolaklar1 araciligiyla olusan apoptoz ve
anjiyogenezin modiilasyonudur. Luteolinin meme kanseri i¢in umut verici bir
terapOtik ajan oldugu gosterilmistir [215], Luteolin'in kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde EGF'nin
indiikledigini, p-STAT3, p-EGFR, p-Akt ve p-Erk1/2 ekspresyonlarinda baskilanmaya
neden oldugu bir ¢calismada gosterilmistir [216]. Luteolin'in insan meme kanseri hiicre
hatlarinda EGFR sinyalinin EGF ile indiiklenen aktivitelerini baskilayabildigini
gostermis olup STAT3, MAPK/ERKI1/2 ve PI3K/Akt sinyal yolaklarmin da
Luteolin'in EGFR sinyaline kars1 etkilerini diizenledigi ana yolaklara dahil oldugunu
fikri 6ne stirilmistiir [216]. Ayrica, Luteolin'in insiilin bilyiime faktorii-1 (IGF-1) ile
uyarilmis MCF-7 hiicrelerinde proliferasyonu biiyiikk oranda inhibe ettigi, hiicre
dongiistinii durdurdugu ve apoptozu indiikledigi gozlemlenmistir [193]. Erk1/2
fosforilasyonuna miidahale etmeden IGF-1'e baglh, IGF-1R fosforilasyonunda ve
fosforile-Akt seviyelerinde carpici bir sekilde azalmaya neden olmustur [193].
Luteolin'in ERa ekspresyonunu biiyiik 6l¢iide azaltan, hiicre biiyiimesi tizerindeki
IGF-1 kaynakli inhibitor aktivitelerine Ostrojen reseptorii alfa'nin (ERa) dogrudan
dahil oldugu vurgulanmisgtir. Bu baglamda da Luteolin'in inhibitor aktivitesini ERa

ekspresyonuna bagli olan, IGF-1 aracili PI3K/Akt yolunu inhibe ederek basardigi
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disiiniilmektedir [193]. Luteolinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
apoptotik ve nekrotik hiicre 6limiinii indiikledigi, bu etkilerinin HIF-1 aktivasyonu ile
bozulmadigi bulunmustur [217]. Luteolinin bu hiicrelerde otofajiyi uyardigi, ancak
sitotoksik  olarak etkisinin  bulunmadigin1  gosterilmistir.Luteolin, HIF-1’in
transkripsiyonel aktivitesinde azalmaya, tiimoriin koklenmesini engelleme, invazyon

ve metastazi baskilama gibi bazi etkiler gostermistir.

Luteolin'in MDA-MB-231 ER-negatif meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini inhibe
ettigini ve bunu G2/M ve S asamalarinda hiicre dongiisiinii durdurmasi, apoptoza
indiiklenmesiyle iligkilendirmislerdir [218]. Luteolin tarafindan hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi ve apoptoz indiiksiyonunu, Luteolin'in; Akt, polo benzeri kinaz 1
(PLK1), siklin B1, siklin A, CDC2, sikline bagimli kinaz 2 (CDK2) ve Bcl-xL'yi
azaltma ve p21 ve Bax ekspresyonlarini artirmayla baglantili oldugunu ve bu durumun
Luteolin'in EGFR yolu iizerindeki inhibitor etkisi ile agiklandigini ortaya koymustur
[218]. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, Luteolin'in sub-G1 ve G1 fazlarinda hiicre
dongiistiniin - durmasina neden oldugu ve DRS5 gibi 6lim reseptorlerinin
ekspresyonlarini indiikledigi ve kaspaz-8/-9/-3 aktivitelerini ve PARP'in béliinmesini
tesvik ettigi tespit edilmis olup, kaspaz sinyal yolaklarini aktive ettigi belirlenmistir
[205]. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklarinda Kaspaz-8 ve Kaspaz-9'un
indiiklerken, Kaspaz-3 aktivasyonunu sagladigi gozlenmistir. Ayrica, Luteolin'in
mitokondriyal membran potansiyeli kaybina neden oldugu, sitokrom c salinimini
indiikledigi ve Bcl-2 ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla Bax ekspresyonunu
artirdig1 bulunmustur [218]. Yapilan bir ¢alismada, Luteolin'in MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde doza bagl sekilde siklin D1 ve Survivin ekspresyonlarini asagi
regiile ederek proliferasyonu baskiladigi ve S fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina
sebep oldugu belirtilmistir [190]. Luteolinin meme kanseri hiicrelerinde Bax/Bcl-2
oranin1 ve Kaspaz-3 seviyelerini artirdigini, bdylece apoptozu indiikledigi
bulunmustur. Caligmada ekstra Luteolin'in telomeraz seviyelerini doza bagli olarak
inhibe ettigi ve telomerazin katalitik alt birimini kodladig1 bilinen insan telomeraz ters
transkriptaz (nTERT) ekspresyonunu baskilamak i¢in NF-«B ve NF-kB'nin hedef geni

c-Myc'nin fosforilasyonuna neden oldugu bulunmustur [190].

Luteolin'in meme kanseri hiicrelerindeki metastazi ve anjiyogenezindeki rolii kapsamli
bir sekilde arastirilmis olup, proliferasyonun baskilanmasina neden olmus ve astrosit

yiikseltilmis gen-1 (AEG-1) ve MMP-2 seviyelerinin ifade diizeylerini azaltarak MCF-
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7 hiicrelerinin metastazin1 engellemistir [197]. Luteolin tedavisinin meme kanseri
hiicrelerinin canliliginda, meme kanseri hiicrelerinden progestine bagli VEGF
salgilanmasinda ve sentetik progestin olan medroksiprogesteron asetata bagli insan
meme kanseri ksenograft modelinde tiimor biiylimesinde azalmaya neden oldugunu
gosterilmistir [219]. Ayrica, Luteolin ksenograft tiimér VEGF ekspresyonunda ve kan
damar1 yogunlugunda bir azalmaya neden olmus ve meme kanseri hiicreleri tarafindan
kok hiicre benzeri 6zelliklerini, medroksiprogesteron asetat ile indiiklenen kazanimini

inhibe etmistir. [215].

Tablo 2.2 : Luteolinin meme kanseri hiicre hatlarinda hedef molekiiler mekanizmasi.

Hiicre Hatti Temel Molekiiler Hedefler veya Sinyal Yollan Etkisi

MCF-7 | PI3K/Akt, MAPK/Erk1/2 ve STAT3 sinyal yollarinin aracihi ile EGF tarafindan indiiklenen hiicre proliferasyonunun inhibisyonu
EGFR sinyali

MDA-MB-231 | EGFR sinyali G2/M ve S evrelerinde hiicre dongiisiiniin durdurulmas: ve apoptozun

uyarilmasi

MCF-7 Kaspaz-8 ve Kaspaz-9'un uyardig1 kaspaz-3 aktivitesinin aktivasyonu, | | Ekstrinsik ve intrinsik yollar: aktive ederek apoptozun indiiklenmesi
Bel-2 ekspresyonu ile T Bax ekspresyonu

MDA-MB-231 | Insan telomeraz ters transkriptaz (hTERT) ifadesi

§ fazinda hiicre dongusiiniin durdurulmasi ve apoptozun uyarilmasi

Tamoksifene Direngli

MCF-7

1 MLL3 ifadesi

H3K4 monometilasyonu yoluyla apoptozun uyarilmas: ve
PI3K/AKT/mTOR yolunun baskilanmasi

MDA-MB-231

| B-katenin ifadesi

EMT"yi tersine gevirerck metastazin inhibisyonu

4T1 ve MDA-MB-231

| YAP/TAZ etkinligi

EMT'nin inhibisyonu ve migrasyon

Tiimér bilylimesinin inhibisyonu

BT20-MDA-MB-231

JAKT/mTOR-indikleyici H3K27Ac ve H3IK56Ac aracihgiyla | MMP-

9 ekspresyonu

[nvazyon ve metastazin engellenmesi

MCF-7 ve MDA-BM-
453

1 miR-203 seviyeleri ve | Ras/RaffMEK/ERK sinyal yolag

Meme kanseri hiicre proli Y ve EMT ilerl

in inhibisyonu
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Malzemeler

Dimetilsulfoksit (DMSO, Merck), DMEM medyumu (Gibco), Fetal Bovin Serum
(FBS, Capricon Scientific), fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, Sangen Biotech),
Penisilin/Streptomisin (Capricon Scientific), saf etanol (Sigma-Aldrich), tripsin-
EDTA (Multicell), primocin (invivogen), BlasTaqg™ 2X qPCR MasterMix (ABM
Scientific), DNase/ RNase Free Su (ZYMO Research), hidrojen peroksit (H20-,
Merck), luteolin (Sigma), izopropil alkol (Sigma), Kloroform (Merck), etil alkol
(EtOH, Sigma) alindig1 gibi kullanild:.

3.2 Kullanilan Cihazlar

3T3 fibroblast ve MCF-7, MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri CO? Nuve
inkiibatoriinde kiiltiirlendi. Hiicrelerin morfolojik yapilar1 invert mikroskopta
gozlemlendi. Hiicrelerin polimeraz zincir reaksiyonlar1 SAGEM PCR cihazinda
yapildi. Hiicrelerin RNA izolasyonunda Biocute Vorteks ve RNA’ nin l¢limii i¢in
Thermo Scientific Multiskan Spektrofotometre kullanildi. Gen ekspresyonlarini
incelemek i¢in Bio-Rad Real-Time PCR cihazi kullanilarak ekspresyon seviyeleri

incelendi.

3.3 Deneysel Kisim

3.3.1 Hiicre kiiltiirii ve hidrojen peroksit (H202) kaynakh hiicresel yaslanma

Calismada fare embroyonik fibroblastti 3T3 ve insan meme kanseri hiicreleri
(MCF7, MDA-MB-231- ATCC) kullanildi. Hiicreler, 1.0 g/L glukoz (5.5mM) ve
HEPES (25mM) iceren DMEM (Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle) ortaminda,
%10 FBS (Hyclone), %1 oraninda Penisilin/Streptomisin (100 U/ml penisilin ve
100 pg/ml streptomisin) ve 1/1000 oraninda primocin eklenerek kiiltiirlendi.

Inkiibasyon 37 °C'de ve %5 CO2 atmosferinde gergeklestirildi.
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H20. kaynakli hiicre yaslandirma deneylerinde, hiicrelerin yarisini (3T3) 4 saat
boyunca H20, (100uM) ile muamele edilip, sonra PBS ile yikandi ve 92 saat
boyunca H20; igermeyen hazirlanmis DMEM medyumunda inkiibasyona birakildi.
Bu islem bir kez daha tekrarlandi ve yaslanmis hiicre modeli elde edildi [220-222].

Fibroblastlar H202 igermeyen medyumda 92 saat inkiibe olduktan sonra hiicrelerin
yarist hidrojen peroksit ile yaslanarak ve 10 uM, 25 uM ve 50 uM
konsantrasyonlarinda luteolin iceren serumsuz (FBS) ortama verilerek inkiibe
edildi. Hiicrelerin yaris1 da yaslandirilip luteolin icermeyen ortama verilerek inkiibe
edildi. 24 saat sonra yaglandirilmig Iuteolinsiz ortamdaki, hiicreler yaslandirilmis
ortamdan kaldirildi. H20; ile yaglanan hiicrelerin ise her 48 saatte bir ortami
degistirilerek inkiibasyona birakilip, 9. giinde bu hiicrelerde luteolin icermeyen

DMEM ortama verilip, 24 saat sonra kaldirildi. [222].

3.3.2 Yaslanma ile iliskili Beta-galaktosidaz (SA-B-gal) aktivitesinin incelenmesi

Beta-Galaktozidazin (SA-B-gal) mRNA ifadeleri, Real-time PCR ile olgiilecektir.
Fibroblast kiiltiirii hiicrelerinden total RNA, fireticinin talimatlarina gore TRIzol
reaktifi (Invitrogen, ABD) kullanilarak izole edilirr RNA konsantrasyonu,
MultiscanGO Spektrofotometre (Thermo Scientific) ile 6l¢iildii ve RNA kalitesi, OD
260/280 orani ile kontrol edilir. Total RNA, cDNA revers transkripsiyon Kkiti
(Invitrogen) kullanilarak komplementer DNA iiretilir. Aday genler i¢cin mRNA
ekspresyonunun kantifikasyonu, CFX Connect Real-Time PCR Tespit Sistemi
(Biorad) kullanilarak qPCR ile gerceklestirilecektir. Real-time PCR her bir gen i¢in
spesifik primerler ile Sybr Green igeren Real-time PCR Mastermix (Biorad, ABD) ve
cDNA kullanilarak gergeklestirilecektir. Her reaksiyon 2 dakika boyunca boyunca
95°C ve ardindan 15 saniye 95°C, 20 saniye 60°C ve 60 saniye 72°C 40 dongiiden
olusacaktir. Goreceli gen ekspresyon seviyeleri, Beta-Aktin ekspresyonuna gore

normalize edilir.

Tablo 3.1 : GAPDH primerleri.

Primer Sekans bp
B-Gal-FW ATGGTACGCAACCATCTCTG 21
B-Gal-RW AGTATCGGCCGAGGTTAAAG 21
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3.3.3 Real-time PCR (gPCR) analizi

TNF-a, IL-6, Bax, Bcl-2’nin mRNA ifadeleri, Real-time PCR ile Olg¢iilecektir.
Fibroblast kiiltiirii hiicrelerinden total RNA, {ireticinin talimatlarina goére TRIzol
reaktifi (Invitrogen, ABD) kullanilarak izole edilirr RNA konsantrasyonu,
MultiscanGO Spektrofotometre (Thermo Scientific) ile 6l¢iildii ve RNA kalitesi, OD
260/280 orani ile kontrol edilir. Total RNA, cDNA revers transkripsiyon Kiti
(Invitrogen) kullanilarak komplementer DNA firetilir. Aday genler i¢gin mRNA
ekspresyonunun kantifikasyonu, CFX Connect Real-Time PCR Tespit Sistemi
(Biorad) kullanilarak qPCR ile gerceklestirilecektir. Real-time PCR her bir gen i¢in
spesifik primerler ile Sybr Green igeren Real-time PCR Mastermix (Biorad, ABD) ve
cDNA kullanilarak gergeklestirilecektir. Her reaksiyon 2 dakika boyunca boyunca
95°C ve ardindan 15 saniye 95°C, 20 saniye 60°C ve 60 saniye 72°C 40 dongiiden
olusacaktir. Goreceli gen ekspresyon seviyeleri, Beta-Aktin ekspresyonuna gore

normalize edilir.

Tablo 3.2 : Real-time PCR amplifikasyonu i¢in kullanilacak primerler.

Primer Sekans bp
IL-6-FW AACGATGATGCACTTTGGCAGA 23
IL-6-RW TGTGACTCCAGCTTATCTCT 21
TNF-a -FW CTCAGCCTCTTCTCATTCC 20
TNF-a -RW TTGGTGGGTTTTGTGAGTGTGA 22
Bcl-2FW GAACTGGACAGCCAATATGGA 22
Bcl-2-RW TCTGGATCCAGACAAGCAG 22
Bax-FW GAACTGGACAGCAATATGGA 22
Bax-RW TCTGGATCCAGACAAGCAG 21
B-Aktin-FW GGCTGTATTCCCCTCCATCG 222
B-Aktin-RW CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 23
3.3.4 Cizik deneyi

Luteolinle sartlandirilmis yaslanmig fibroblastlarin, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerindeki prolifreasyonu gozlemlemek i¢in ayrica yara iyilesme deneyi

yapilacaktir. Pozitif (luteolinle sartlandirilmis yaslanmis fibroblastlarin bulundugu
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ortam) ve negatif kontrol (yaslanmis fibroblastlarin bulundugu ortam) olarak iki adet
grup olusturulacaktir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 48 oyuklu platelere ekildi
ve iki farkli ortamla dolduruldu (Pozitif ve negatif kontrol). Pipet ucuyla kuyunun
ortasindan dikine bir ¢izik atildi. 37 C%de , 5 CO2’de 24 saat, 48 saat ve 72 saat

inkiibasyona birakildi. Ug saat diliminde de invert mikroskopta yara agiklig1 &lgiildii.

3.3.5 Hiicre canhihi testi (MTT)

Luteolinle sartlandirilmis yaslanmis fibroblastlarin, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri tizerindeki canli hiicre sayisini nasil etkiledigini gozlemek i¢in hiicre canliligi
testi yapilacaktir. Pozitif ve negatif kontrol olarak olusturulan gruplar 96 oyuklu
platelere ekilecektir. Oyuklarin her birine 10 ul MTT reaktifi eklenip 4 saat inkiibe
edilecektir. Inkiibasyondan sonra kuyulardaki medyum aspire edilip, kuyu iizerine 100
ul DMSO eklenecek, 15 dakika inkiibe edilecektir ve 570 nm’ absorbansi 6l¢iilecektir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hidrojen Peroksitin Konsantrasyonuna Bagh Yaslandirma Modelinin

Olusmasi

3T3 fibroblastlari, hidrojen peroksitin 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM,
150 uM ve 200 uM konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Hiicrelerin hidrojen
peroksitle 2 saat muamele edilmesi, 200 uM konsantrasyonu hari¢ diger
konsantrasyonlarda yaslandirma modeli olusumu i¢in yeterli olmustur. Lakin 200 uM
konsantrasyonu hiicrelerin %98 ini oldiirmiistiir. Yaslanan hiicrelerin ise morfolojik
olarak degisiklikleri mikroskobik olarak gdzlemlenmistir. Normal 3T3 fibroblastlar
ile karsilastirildiginda yaslanan hiicreler diizensiz, diizlestirilmis bir morfoloji

doniigmesi ve artan sitoplazmik artis goriilmiistiir.

Normal 3T3 Fibroblast Yaslanmis 3T3 Fibroblast

Sekil 4.1 : Normal 3T3 fibroblast ile yaglanmig 3T3 fibroblast karsilagtirmas.
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Sekil 4.2 : Hidrojen peroksitin konsantrasyouna bagli hiicre canlilig1.

Bu calismada elde edilen bulgular kapsaminda literatiirdeki ¢aligmalarda hidrojen
peroksit konsantrasyonuyla benzerlik ve farklilar bulunmustur. Literatiirde bir
calismada hidrojen peroksit 20 uM konsantrasyonun hiicre canliligina etki etmedigi
gozlemlenmis, 50 uM konsantrasyonun az etki ederken diger 100 uM ve 150uM
konsantrasyonun hiicrelerde hiicrelerde o6nemli 0Olglide azalmaya etki ettigi
belirlenmistir [223]. Calismadaki hidrojen peroksit konsantrasyonlarinin hiicre
canliligina etkileri (Sekil 4.2) literatiirii desteklemektedir.

Baska bir ¢alismada peroksit kaynakli yaglanma modeli olugturmak i¢in MRC-5 ve
H8F2p25LM hiicre hatlar1 kullanilmis olup, iki hiicre hatt1 i¢in kullanilan
konstrasyonlar farklidir. MRC-5 hiicre hattinda 500 uM hidrojen peroksit
konsantrasyonu hiicrelerde kontrole kiyasla hiicre sayisini azaltirken, H8F2p25LM
hiicre hattinda 100 uM konsantrasyonun sitotoksik etkiye neden oldugu belirtilmistir
[224]. Calismada kullanilan 3T3 fibroblastlarinda ise 200 uM konsantrasyonu ciddi
sitotoksisiteye sebep olmustur. Elde edilen bulgularin verilerine gore yaglanma modeli
icin Dbelirlenecek hidrojen peroksit konsantrasyonu hiicre tipine gore farklilik

gosterdigi diisiintilebilir.

4.2 Yaslanan Fibroblastlarin Meme Kanseri Hiicreleri Uzerindeki Etkisi

24 oyuklu plate ekilmis MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri plate oyugunun tam
ortasindan g¢izilerek yara acikligi olusturulmustur. Bu yara agikligina Luteolin ile
muamele edilmis yaslanmis fibroblastlarin miidahelesi ile yaslanmis fibroblastlarin

miidahalesi karsilastirilmigtir. Bu karsilastirmaya gore yara agikligina MDA-MB-231

49



hiicreleri iizerinde daha iyi ettigi gozlemlendigi i¢in sonuglar bu hiicreler iizerinden
degerlendirilmistir. Luteolin ile mualeme edilmis fibroblastlarin bulundugu
oyuklardaki, kanser hiicrelerinin yara agikligi kapanmamis ve 48 saat sonunda yara

aciklig1 genislemistir, yaslanmis fibroblastlarin bulundugu oyuklar ise 72 saat sonunda

tamamen kapanmustir.

Kontrol 24.saat 48.saat

Sekil 4.3 : Yaslanmus fibroblastlarin MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki etkisi.

Kontrol 24.saat 48.saat

Sekil 4.4 : Luteolin ile muamele edilmis yaslanmis fibroblastlarin MDA-MB-
231 hiicreleri tizerindeki etkisi.

Cizik Alanmi Agiklig

__ 400
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25 Kontrol 24.saat 48.saat 72.saat

Muamele Siresi

M yaslanmis ortam M luteolinli ortam

Sekil 4.5 : Yaslanmis ortam ile luteolinli ortamin kanser hiicrelerinde yara
acikliklari.
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Yaslanmis hiicrelerin kanser hiicreleri lizerinde proliferasyonu arttirdigi literatiirdeki
caligmalarla gosterilmistir. Yaymlanan bir g¢alismada MCF-7 meme Kkanseri
hiicrelerinde tamoksifen kaynakli olusturulan yaslanma modelinde yapilan ¢izik
deneyinde yaslanan hiicrelerin  bulundugu ortamda kanser hiicrelerinin
proliferasyonun arttirdig ve ¢izik agikligini kapattigi gosterilmistir [225]. Caligmada
yaslanmis hiicrelerin ¢izik ac¢ikligin1 kapattigini ve proliferasyonunu arttirdigi

gbozlemlenmis ve literatiirii desteklemistir.

Yapilan bir ¢alismada luteolinin konsantrasyonuna bagli meme kanseri hiicreleri
tizerindeki proliferasyonu baskilayici etki ettigi belirlenmistir [216]. Ayrica luteolinin
yaslanmis hiicreler {izerindeki etkilerinin arastirildigi bir yayinda luteolinin 2 uM
konsantrasyonu HEI-OC1 hiicre hattinda proliferasyonu baskiladigi belirtilmistir
[226]. Oysa ¢alismada luteolin 10 uM konsantrasyonu 6nemli 6l¢iide proliferasyonu
baskilayici etki gostermeyip, 25 uM konsantrasyonu proliferasyonu baskilamig ve
cizik acikliginin kapanmasini engellemistir. Luteolin konsantrasyon etkilerinin
farkliliklarinin ~ hiicre  hattinin ~ karakteristik ~ O6zelliklerinden  faydalandig

diistiniilmektedir.

4.3 Yaslanan Fibroblastlar ve Luteolinle Muamele Edilen Fibroblastlardaki
Beta-Galaktozidaz Aktivitesi

Yaslanan hiicreler beta-gal aktivitesi artma gozlemlenmigtir. DNA hasar1 sonucu
kendini yaslanma modeline siiriikleyen hiicreler hasara bagli bir aktivite artisi
gostermistir. Beta-galaktozidaz artigi aktivitesi en ¢ok 150 uM H202 iken en az Luteolin

ile muamele edilen 20 uM H20> gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.6 : Beta-galaktozidaz aktivitesinin dl¢timii.

Literatiir arastirildiginda yaslanmayla iliskili beta-galaktosidaz (SA-B-gal) sadece
yaslanan hiicrelerde B-galaktosidlerin monosakkaridlere hidrolizini katalize eden bir
hidrolaz enzimidir. Bundan dolay1 da yaslanan hiicrelerin belirteci olarak kabul
edilmektedir [227]. Ayrica yapilan c¢alismada luteolinin yaslanmis hiicrelerin
aktivitesini baskiladig1 gosterildigi i¢in beta-galaktozidaz aktivitesini de baskilayacagi
fikrini desteklemistir. Calismada yaslanmig hiicrelerde beta-galaktozidaz aktivitesinin
artmasi gozlemlenmis ve luteolinin yaslanmis hiicrelerin aktivitelerini baskiladigi

gosterilmistir.

4.4 Yaslanma Fenotipinin Parakrin Etki Ekspresyonlari

Hidrojen peroksitin farkli konsantrasyonlarda yaslandirilmasi, SASP’in parakrin
etkisinin yayilmasindan etkili olan 6nemli bir sitokin IL-6 ekspresyonunu artirmistir.
Konsantrasyona bagli olarak IL-6 sitokin seviyesi en yliksek 150 uM H202 ve sirasiyla
diger konsantrasyonlar da takip etmistir. TNF-a, Bcl-2 hiicre yaglanmas: ilerledikce
ekspresyon seviyesinde bir artis gosterirken, Bax seviyesinde azalma
gozlemlenmektedir. Luteolinle muamele edilmis hiicrelerde ise IL-6 sitokini azalma
gozlemlenirken. Bax ekspresyonu artig gdstermistir. Ayrica luteolinle muamele edilen

hiicrelerde Bax baskilanmustir.
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Sekil 4.7 : Real-time PCR ile yaslanmis ortamdaki sitokinlerin ve proteinlerin
ekspresyon analizleri.

IL-6 sitokinin hiicresel yaslanmaya etkisinin incelendigi calismalarda yaslanmig
hiicrelerde ekspresyonun arttirdigi belirtilmistir [14, 116]. Ayrica pleiotropik
ozelliginden dolay1 kanser hiicreleri lizerinde yaslanma aktivitesi, metastazi ve
protiimdrojeniteyi destekledigi gosterilmistir [228]. Yapilan caligmada IL-6 aktiviteyi

literatiirli destekler sonu¢ vermistir.

Yaslanmis hiicrelerdeki proinflamatuvar sitokin olan TNF- o’ nin ekspresyon etkisinin
arastirlldigit  bir ¢alismada hem  beta-galaktozidaz  aktivitesinde hemde
proliferasyonunda artis oldugu belirtilmis hemde sitokinin arttig1 gosterilmistir [229].
Bu bulgu calismada elde edilen artan TNF- a ekspresyonunu desteklemistir. Ayrica
anti-inflamatuvar 6zellige sahip luteolinin de bu sitokini baskilamasi fikri de bulgular

sonucunda desteklenmistir.

Bcl-2 ve Bax literatiirde kanserle iligkili bir protein aileleridir. Bcl-2 kanserli
hiicrelerin apoptazdan kagmasina imkan saglayarak tlimorogenezi destekleyici etki
gosterirken, Bax aktivitesi arttiginda hiicreyi apoptoza tesvik ettigi belirlenmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda ¢alismada yaslanmis hiicreler aracilifiyla desteklenen
tiimorogenezde Bcl-2 ekpsresyonu artmis ve luteolin bu ortami baskilamasi sonucu
ekspresyonu azalmasi fikri desteklenmistir. Ayrica luteolinli ortamda Bax
ekspresyonunda asir1 ekpresyonu artmasi da hem luteolinin apoptoza indiiklemesi
hemde Bax’1n apoptoza tegvik etmesi kanser hiicrelerinde belirgin bir artisi literatiirde

desteklemistir.
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4.5 Yaslanms Fibroblastlarin Meme Kanseri Hiicrelerinde Hiicre Canlhihigina
Etkisi

50 uM, 75 uM, 100 uM ve 150 uM H:0; konsantrayonlarinin, MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri tizerindeki hiicre proliferasyonuna etkisini incelenmistir. 100 uM ve 150
UM H20; 24.saat 48.saat 72.saat ve 96.saatte kiiltlire birakildiginda hiicre
proliferasyonunu baskilanmistir. 50 uM ve 75 uM H20; konsantrayonlar1 ise 100 uM
ve 150 uM H;0; konsantrasyonlarina gore daha diisiik hiicre proliferasyonu baskilama

gozlemlenmistir. 20 uM, 30 uM ve 40 uM konsantrasyonlarinda ise anlamli bir fark

gozlemlenmedi.
MDA-MB-231
1,2
<1
% 0,8
=
K 0,6
Lo4
.U
0
Kontrol 24.saat 48.saat 72.saat 96.saat

Muamele Siresi (saat)

M yaslanmis ortam W luteolinli ortam

Sekil 4.8 : H0, konsantrasyonlariyla yaslanan hiicrelerin, MDA-MB-231
hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 4.9 : H202 konsantrasyonlartyla yaslanan hiicrelerin, MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda yaslanmis ortamin tiimorogenezi destekleyici etkisi

oldugu belirtilmistir[8]. Luteolinin ise anti-timorojenik  ozelligi  oldugu

belirtilmistir[190]. Calismada kullanilan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda

yaglanmig hiicrelerin bulundugu ortamda proliferasyon artis1 gozlemlenirken,

luteolinin bulundugu ortam proliferasyonu baskilamistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak H,O> konsantrasyonu yaglanma modelinde kullanilacak DNA hasar1 i¢in
onemlidir. Bu nedenle 200 uM konsantrasyonu DNA hasarini ileri boyuta tagimis ve
hiicre dongiisiinli durdurarak hiicre 6liimiine yol agmistir. Ayrica 20 uM, 30 uM, 40
uM, 50 uM,75 uM, 100 uM ve 150 uM konsantrasyonlarinda da hiicre morfolojik
goriiniimii de etkili oldugu belirlenmis olup 75 uM, 100 uM ve 150 uM yaslanan
hiicrelerin sitoplazmasi daha yogun artis ve hiicreler diizlesmis formdadir. Luteolin ile
muamele edilem yaslanmis hiicreler morfolojik bozukluklarina ragmen yapilarinda
kismi bir diizelmeye yol agmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde yaslanmis
fibroblastlar yara agikligin1 daha hizli siirede kapattigi icin kanser hiicrelerinde
metaztaz yapma yetkinligini desteklemistir. Luteolin ile muamele edilen yaslanmis
hiicreler ise MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde metastaz yapma yetkinlikleri
baskilanmistir ve Luteolin’in yara acikligina en etkili olan konsantrasyonu 25 uM

olarak belirlenmistir.

Hiicre canliliklart karsilastirildiginda kontrole gore luteolin ile muamele edilen
yaglanmis hiicreler, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda belirgin
azalmaya neden olmustur. Yaslanmis fibroblastlarda beta-galaktozidaz aktivitesi
artmaktadir. Artan beta-galaktizadaz aktivitesi hiicreye verilen ajan hidrojen peroksitin
konsantrasyonuyla baglantilidir. Luteolin ile muamele edilmis fibroblastlarda artan
beta-galaktozidaz baskilanmigtir. Luteolin yaslanma belirteci olan beta-galaktozidaz
ekpsreyonunu asagi regile etmistir. Yaslanmig fibroblastlar IL-6 seviyesinde

ekpsresyon artisina neden olurken, luteolin bu artis1 baskilamaktadir.

Sonu¢ olarak yaglanmis fibroblastlar tlimdrgenez olusumunu desteklemektedir.
Yasglanma fenotipi olan SASP parakrin etkileriyle metastazi destekleyip hiicre
proliferasyonunu artirir. Luteolin yaslanmig fibroblastlardaki morfolojik degisimleri
baskiladig1 ve beta-galaktozidaz aktivitesini baskiladi. SASP’1n parakrin etkilerinden

IL-6 ekspresyonunu baskiladi. Ilerideki asamalarda sitokin ve kemokinlerin detayli
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ekspresyonlarinin arastirilmasi ve SASP’in parakrin etki mekanizmasinin in vivo

ortamda luteolinle muamelesinin incelenmesi 6ngoriiliir.
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