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LUTEOLİNİN MEME KANSERİ HÜCRELERİNE ve YAŞLANMA ile 

İLİŞKİLİ SALGI FENOTİPİNE KARŞI PARAKRİN ETKİLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Yaşlanma, genetik bir program tarafından düzenlenen ve organizmada çevresel 

faktörlerin etkisiyle meydana gelen yapısal, işlevsel ve psikolojik değişmelerin 

toplamıdır. İlerleyen kronolojik yaşla bağlı bir dizi hastalık için en büyük risk 

faktörüdür. Yaşlanmanın kanser hastalığıyla olan ilişkisine dair yapılan 

çalışmalardaki görüş, yaşlanan hücrelerin dokularda biriktiği ve yaşlanmayla 

birlikte dejenerasyona yol açtığı yönündedir. Dolayısıyla temel yaşlanma sürecine 

yapılan müdahaleler kanser hastalığı başta olmak üzere yaşa bağlı birçok hastalığı 

iyileştirme konusunda umut vaat etmektedir.  

Temel yaşlanma sürecinin ayırt edici özelliklerinden biri hücresel yaşlanmadır. 

Hücresel yaşlanma, bölünebilen hücreler tarafından benimsenen çok yönlü bir stres 

tepkisidir. Yapılan in vivo çalışmalarda, çeşitli sitokin, kemokin, büyüme faktörü 

ve proteaz içeren karmaşık bir mekanizma ile yaşlanmayla ilişkili salgılama 

fenotipinin (SAPS) oluştuğu ve buna bağlı olarak hücre proliferasyonun geri 

döndürülemez bir şekilde durdurulduğu gösterilmiştir. Salgılama fenotipini (SAPS) 

baskılayabilen düzenleyici molekülleri belirlemek amacıyla yapılan çalışmalarda, 

önemli bir SAPS bileşeni olan IL-6 üzerinden bazı flavonoidler salgı fenotipi 

(SAPS) inhibitörü olarak tanımlanmıştır. Bu flavonoid grubunun yaşlanma sürecini 

baskılayabileceği ve sinyal iletim yolaklarını düzenleyebileceği fikrini 

desteklemektedir. 

Luteolin, birçok bitki türünde yaygın olarak bulunmaktadır. Hücre üzerinde 

metastaz, apoptoz ve anjiyogenez dahil olmak üzere karsinojenezin ilerlemesindeki 

bir çok noktayı bloke edebilen bir flavonoid olduğu gösterilmiştir. Literatür bilgileri 

dahilinde luteolinin yapısı, etkilediği hücresel yolaklar ve tümör gelişimi 
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üzerindeki etkileri göz önüne alındığında, SAPS fenotipi ile ilişkili olması 

hipotezini gündeme getirmiştir.  

Proje kapsamında luteolin flavonoidinin, meme kanseri hücreleri üzerinde, 

proliferasyonu ve yaşlanmayla ilişkili stres yanıtı olan salgı fenotipini (SAPS) 

hangi ölçüde baskıladığını göstermek amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda 

çalışmada yaşlandırılmış fibroblast hücre modeli oluşturulacaktır. Daha sonra bu 

hücrelerin meme kanseri hücreleri üzerindeki parakrin etkileri incelenecektir. 

Luteolin uygulanan bu hücrelerde, IL-6/NF-κB sinyal iletim yolağını düzenleyerek 

salgı fenotipinin baskılaması ve kanser hücrelerinin proliferasyon, migrasyon 

özelliklerinin engellenebildiğini göstermek hedeflenmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Luteolin, SASP, Hücresel Yaşlanma, IL-6. 
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INVESTİGATİON OF THE PARACRİNE EFFECTS OF LUTEOLİN 

AGAİNST BREAST CANCER CELLS AND AGİNG-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-κB 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.   GİRİŞ VE AMAÇ 

Kanser, dünya genelinde hastalıklara bağlı ölümlerin en yaygın sebeplerinden biridir 

ve 2020 yılında yaklaşık 10 milyon ölümden sorumludur [1]. Meme kanseri kadınlarda 

en sık görülen kanser türüdür ve yüksek ölüm insidansına sahiptir. GLOBOCAN 

tarafından edinilen bilgilere göre, kadın meme kanseri 2020 yılında dünya genelinde 

en sık teşhis edilen kanser olarak akciğer kanserini geride bırakmıştır [2, 3]. Elde 

edinilen bilgiler ve istatistikler, meme kanseri insidansının ve buna bağlı ölüm oranının 

daha da artacağını göstermektedir [4]. Aynı zamanda ilerleyen yaş, hücresel yaşlanma, 

genetik mutasyonlar, aile öyküsü, obezite ve yeme alışkanlıkları gibi birçok risk 

faktörünün meme kanseri gelişiminde ve ilerlemesinde etkili olduğu da belirlenmiştir. 

Bir tümör hücresinin gelişimi yalnızca tümörü başlatan hücrelerde değil, aynı zamanda 

diğer hücreler ve salgılanan biyomoleküllerden oluşan, tümör mikroçevresindeki 

değişiklikleri içeren karmaşık ve evrimsel bir süreçtir [5, 6]. Yapılan araştırmalarda, 

diyet kaynaklarından elde edilen doğal bileşiklerin, meme kanseri ile ilgili bir dizi yolu 

hedefleyebileceği, bu da malignitelere karşı koruyucu etki sağlayabileceği öne 

sürülmektedir [7]. Erken dönemde kanseri baskılayan bir stres tepkisi yanıtı hücresel 

yaşlanmadır [8]. Hücresel yaşlanma, bir tümör baskılayıcı mekanizma olarak işlev 

görmektedir  [9]. Yaşlanma, hem dejeneratif hem de hiperplastik olmak üzere yaşa 

bağlı bir dizi hastalık için en büyük risk faktörüdür. Temel yaşlanma sürecinde yapılan 

müdahalelerin kanser başta olmak üzere yaşa bağlı birçok hastalığı iyileştirmede umut 

vaat etmektedir [10]. Dokuz temel yaşlanma süreci veya yaşlanmanın ayırt edici 

özelliği, memeli organizmaların sağlıklı yaşlanmasını ve yaşama sürelerini uzatmaya 

yönelik müdahaleler için uygun hedefler olarak tanımlanmıştır  [11]. Bu ayırt edici 

özelliklerden biri de hücresel yaşlanmadır. Hücresel yaşlanma, hücre bölünmesine 

sahip olan hücreler tarafından benimsenen çok yönlü bir stres tepkisidir [8]. Yaşlanma 

yanıtı, sayısız sitokin, kemokin, büyüme faktörü ve proteaz içeren karmaşık bir 

yaşlanmayla ilişkili salgılama fenotipine (SASP) bağlı hücre proliferasyonun esasen 

geri döndürülemez bir şekilde durdurulma sürecini kontrol eder [12]. 
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Hücresel yaşlanma, hücrelerde hasar veya stres ile dönüşüme yol açabilecek kalıcı bir 

büyüme durmasıdır. Bazı tümör hücreleri de kemoterapiye yanıt olarak yaşlanmaya 

uğramaktadır [13]. Yaşlanma yanıtı, DNA hasarı gibi streslere yanıt olarak kalıcı bir 

hücre döngüsü durmasıdır. Bu yanıt tümör baskılayıcı olarak kabul edilir, çünkü 

hücreler artık bölünmez. Yaşlanan hücreler, SASP içeren çeşitli sitokinleri 

salgılamaktadırlar [12]. Hasarlı veya onkogenleri eksprese eden hücreleri, bağışıklık 

hücreleri organizmadan uzaklaştırır. SASP bu bağışıklık hücrelerini kontrol ederek 

tümör baskılanmasına katkıda bulunur [13]. SASP faktörleri, şekil 1’de gösterildiği 

gibi çok sayıda sitokin, kemokin, büyüme faktörü ve matris metalloproteinazları 

(MMP'ler) içermektedir. Daha önce tanımlanmış SASP sitokinleri, kemokinleri, 

büyüme faktörleri ve MMP’lerin, yaşlanan hücrelerdeki kansere bağlı etkilerinden 

sorumlu olduğu bulunmuştur ve tümör hücrelerinin gelişimini teşvik ettiği 

bulunmuştur [14]. Örneğin, SASP ile ilişkili bir büyüme faktörünün (vasküler 

endotelyal büyüme faktörü [VEGF]), nakledilen kanser hücreleri yüksek seviyelerde 

VEGF salgılayan yaşlanmış fibroblastlarla birlikte enjekte edildiğinde daha fazla kan 

damarı oluşturduğu için anjiyogenezi desteklediği bildirilmiştir [15]. Başka bir SASP 

faktörü yaşlanan hücrelerden salgılanan MMP'lerdir. Nakledilen kanser hücrelerinin, 

MMP'ye bağımlı bir şekilde yaşlanan fibroblastlarla birlikte enjekte edildiğinde daha 

büyük tümörler geliştirdiği, kanser hücresi invazivliğini arttırdığı gösterilmiştir [16]. 

Ayrıca, IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin, yaşlanan fibroblastlardan salgılanması, meme 

kanseri hücrelerinde epitel–mezenkimal geçişini (EMT) teşvik ettiği bildirilmiş olup, 

iyi karakterize edilmiş SASP faktörleridir [12]. 

SASP'nin otokrin ve parakrin yollarla, hücre çoğalmasını engelleyerek, hasarlı 

yaşlanan hücreleri ortadan kaldırmak için bağışıklık hücrelerini aktive ederek ilk anti-

tümöral etkileri gösterdiği bildirilmiştir [17-19]. Anti-tümör aktivitesinin aksine ise 

SASP; tümör başlangıcını, metastazı, epitelyal-mezenkimal geçişi (EMT), kanser 

köklülüğünü ve tümör direncini desteklediği için uzun vadeli pro-tümöral etkilere de 

sahip olabilir [14, 18, 19]. SASP; sitokinler ve kemokinler ( IL1α, IL1β, IL6, IL8, 

CXCL1, CXCL2), büyüme faktörleri (amphiregulin, EGF, BMP'ler, FGF'ler, VEGF, 

WNT'ler), hücre dışı matris (ECM) bileşenleri (fibronektin) ve proteazlar (MMP'ler, 

plazminojen aktivatörleri) dahil olmak üzere sayısız faktörün salgılanması yoluyla 

yaşlanan hücrelerin parakrin faaliyetlerine aracılık eder [20-22]. Son araştırmalar, 

SASP parakrin sinyalinin, malin fenotipleri arttırmak ve tümör başlangıcını teşvik 

etmek gibi çeşitli pro-tümörijenik etkilere aracılık edebileceğini göstermiştir [23]. Bu 



 

 17 

bağlamda, yaşlanan hücrelerde SASP'nin hedeflenmesi, tümör ilerlemesini durdurmak 

veya yavaşlatmak için potansiyel bir stratejiyi temsil eder, çünkü yaşlanan hücrelerin 

birçok aktivitesi tümör büyümesini ve malin ilerlemeyi teşvik eder. Dolayısıyla, 

SASP'nin kanser ve yaşlanma biyolojisindeki yaygın etkilerine ilişkin yaklaşımı daha 

da aydınlatılmayı gerektirmektedir. SASP'yi ve olumsuz etkilerini modüle edebilecek, 

maliniteyi hedefleyen bir aday molekül kanser tedavisinde umut verici olabilir. 

Salgılama fenotipini (SASP) baskılayabilen yeni düzenleyicileri belirlemek amacıyla 

(SASP) bileşeni olan IL-6’nın salgılanmasını baskılama etkisi açısından FDA onaylı 

ilaçlardan oluşan kitaplık taranmıştır [12]. Bu tarama sonuçlarına göre bazı 

glukokortikoidler salgı fenotipi (SASP) inhibitörleri olarak tanımlanmıştır. 

Kitaplıktaki adaylar arasında flavonoidler de yer almaktaktadır. Bu adaylardan olan 

apigeninin ve dahil olduğu flavonoid grubunun bleomisin tarafından yaşlanmaya 

neden olan bir insan fibroblast suşunun salgı fenotipini (SASP) azalttığı gösterilmiştir. 

Son zamanlarda yapılan çalışmada apigeninin, IRAK1 ve IRAK4, p38-MAPK ve NF-

κB aracılığıyla IL-1α sinyalini baskılayarak SASP'yi kısmen baskıladığı ve hücre 

proliferasyonu, hücre dışı matris invazyonu ve epitelyal mezenkimal geçiş üzerinden 

insan meme kanseri hücrelerinin agresif fenotipini önemli ölçüde azalttığı 

gösterilmiştir [24]. Yapılan çalışmalara göre flavonoid grubu adaylarının SASP 

hedeflenmesi, tümörogeneze karşı hedef adaylar olabileceğini fikrini 

desteklemektedir. 

Luteolin, 3’,4’,5,7-tetrahidroksiflavon, meyveler, sebzeler ve şifalı otlar dahil olmak 

üzere birçok bitki türünde yaygın olarak bulunan bir flavonoiddir. Luteolin açısından 

zengin olan bitkiler, geleneksel Çin tıbbında hipertansiyon, inflamatuar bozukluklar 

ve kanser hastalıklarının tedavisinde kullanılmıştır. Önceki çalışmalarda 

flanovoidlerin kanser önleyici olabileceği fark edilmiştir [25]. Ayrıca flavonoidler, 

kinazları inhibe ederek, hücre döngüsünü düzenler, apoptotik hücre ölümünü indükler, 

metastaz ve anjiyogenez dahil olmak üzere karsinojenezin ilerlemesindeki bir çok 

noktayı bloke edebilir [26]. Luteolinin, meme kanserinin yeni başlayan 

kolonizasyonunu önleyebilen reseptör tirozin-kinaz aktivitesini ve apoptozu 

baskılayarak çoğalmasını engelleyici etkisi olduğu görülmüştür [25]. STAT3' ü inhibe 

ederek meme kanseri hücre apoptozunu indüklemede etkili olan ve terapötik olarak 

kullanılan paklitakselin etkinliğinin, luteolin tarafından artırabileceği de gösterilmiştir 

[27]. Şekil 2’ de gösterildiği gibi luteolin ile yapılan başka bir çalışmada COX-2, NO, 

IL-6, IL-1β, TNF-α baskılanmasını ve NF-κB, AP-1, JAK–STAT dahil olmak üzere 
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çeşitli sinyal iletim yollarını düzenlediği ve engelleyebildiği gösterilmiştir [24]. Aynı 

zamanda luteolin VEGF üretimini, MMP'leri ve endotelyal göçü azaltır, bunların hepsi 

tümör ilerlemesini teşvik eder. Meme kanserinde, sitokinler, kanser hücreleri ve 

mikroçevre arasındaki iletişimi koordine eder. 

Luteolin ile beslenen farelerde, kontrol grubu farelere göre meme kanseri tümör 

hacminin daha düşük olduğu gösterilmiştir ancak tümör büyümesinin ideal terapötik 

doza karşı etkisi incelenmemiştir [25]. Sui vd [28] meme kanserinde luteolinin doza 

bağlı apoptotik etkisini gösterebilmiştir, ancak çalışmada kontrol olarak normal meme 

hücreleri kullanılmamıştır. Lin vd [29] luteolinin hücre döngüsü durmasını, hücre 

apoptozunu teşvik ederek Hs578T, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinin 

çoğalmasını da engellediğini göstermiş lakin bu etkileri FOXO3a aktivasyonu ile 

ilişkilendirmiştir. Oysa hücresel yaşlanmanın tümör baskılayıcı mekanizmada görev 

aldığı bildirilmiş olup, kanserin erken döneminde bir stres yanıtı (yaşlanma) tepkisiyle 

baskılayabilir bu durumda yaşlanma yanıtı SASP’a bağlı hücre proliferasyonun esasen 

geri döndürülemez bir şekilde durdurulmasıyla ilişkilendirebilir. Kevin vd [24] 

luteolin ile aynı flavonoid grubunda yer alan apigenin maddesinin, meme kanseri 

hücrelerindeki SASP fenotipiyle ilişkisi ve parakrin etkileriyle sinyal yolaklarının 

düzenlenmesini, hücre proliferasyonuna etkisini araştırmışlardır. Aynı grupta bulunan 

apigenin maddesinin SASP fenotipini ve parakrin etkilerini baskılaması, sinyal 

yolaklarının düzenlenmesi sonucunda meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu 

baskılanması durumu, lutelolinin de SASP fenotipine etkisinin araştırılması konusunu 

gündeme getirmiştir. Kanserin tedavisi bağlamında, hem normal yaşlanmamış 

hücreleri hem de tümör kaynaklı yaşlanan hücreleri ortadan kaldırmayı amaçlayan 

destekleyici luteolin tedavisinin dikkate alınması önemli olabilir. Luteolinin, salgı 

fenotipini (SASP) ve parakrin etkilerini ne ölçüde baskıladığını belirlemek için insan 

fibroblast hücreleri (3T3 fibroblastları), yaşlanma indükleyicileri ile birlikte 

kullanılarak etkileri analiz edilecektir. Yüksek lisans tez çalışmamın kapsamında, 3 

farklı konsantrasyondaki (10uM, 25 uM ve 50 uM) luteolinin SASP ile ilişkisi 

incelenip, meme kanseri hücreleri üzerine parakrin etkisi araştırılacak ve literatürde 

bulunan eksiklik giderilecektir. Tezin çalışma hedefi meme kanserinde luteolin 

maddesinin, SASP’la ilişkili parakrin etkilerinin tümörogenez ve mikroçevresindeki 

potansiyel etkisini araştırmak, aday bir tedavi yaklaşımını ortaya koymaktır. 
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2.  GENEL BİLGİLER 

2.1 Kanser 

Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ve proliferasyonu ile karakterize edilen bir 

hastalıktır. Kanserin, artan mortalitesi göz önüne alındığında küresel bir sağlık sorunu 

haline geldi. 2020' de dünya çapında yaklaşık 18,1 milyon yeni kanser vakası olduğu 

belirlendi [3]. Çok sık karşılaşılan kanser türleri meme kanseri, akciğer kanseri, 

kolerektal kanseri, mide kanseri ve prostat kanseridir [30]. Hücrenin anormal 

büyümesi, ve kontrolsüz proliferasyonu, sıklıkla maligniteye dönüşebilen tümör 

gelişimiyle sonuçlanır. Normal hücreler aldıkları hayatta kalma taraflı ve karşıtlı 

sinyallerin dengesini denetleyerek canlılıklarını düzenli olarak değerlendirmektedir. 

Normal hücrelerde, genotoksik olaylardan kaynaklanan veya replikasyon sırasında 

oluşan DNA hasarı, DNA tamir edilirken proliferasyonda, hücre döngüsü durmasına 

yol açmaktadır. Hasarın boyutu tamir edilemezse, hayatta kalım taraflı ve karşıtlı 

sinyallerin denge pozisyonu bozulur, böylelikle programlanmış hücre ölümü (apoptoz) 

veya otofajiye maruz kalmaktadır. Bu mekanizma tümör oluşumunu engellemede 

önemli bir bariyerdir [31]. 

2.2 Kanserin 10 Temel Özelliği 

Normal bir hücrenin neoplazmaya dönüşümü karmaşık bir süreçtir. Hanahan ve 

arkadaşları kanserin 6 temel ayırt edici özelliğini özetlemiştir [32]. Bir kanser 

hücresinin, tümör mikroçevresi (TME) ve makro çevre arasındaki geri bildirim 

mekanizması, kanser hücresinin büyüyüp gelişmesine ve metastazına yardımcı olan 

bir tümör destekleyici ortam ve premetastatik niş oluşturur [33]. Son on yılda, kanserin 

ayırt edici özelliklerini anlamaya yönelik araştırmalarda ilerlemeler kaydedilmiştir. 

Hanahan ve arkadaşları, apoptozdan bağımsız olarak veya apoptozla birlikte otofaji, 

kanserin hücre ölümüne direnme özelliğinin bir parçası olarak kabul edilmiştir. Bu 
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özellik yeterli tümör gelişimi için kanser hücrelerinin kaçınması gereken bir bariyer 

olarak önemini vurgulamışlardır [32]. 

 

Şekil 2.1 : Kanserin 10 temel özelliği [31]. 

2.2.1 Meme kanseri 

Dünya genelinde sıklıkla rastlanan kanser türlerinden biri meme kanseridir ve ölüm 

insidansı yüksektir. Amerika ve Avrupa başta olmak üzere ölüm oranı ikinci sırada yer 

almaktadır [34]. Meme kanseri hastadan hastaya göre değişiklik gösterdiği için 

heterojen bir tümördür [35]. Meme kanseri, kırklı ve ellili yaşlardaki kadınlar arasında 

sık görülen bir durumdur. %20 mortalite oranı ve %30 morbidite oranı vardır. Ayrıca, 

gelişen insan fizyolojik dengesi ve mevcut beslenme alışkanlıkları nedeniyle kanser 

insidans oranı her geçen gün daha da artmaktadır [36]. Örneğin, erken regl veya 

gecikmiş menopoz meme kanseri riskini artırır [37]. Meme kanserinin başlıca yan 

etkileri halsizlik, iştahsızlık, mide bulantısı, vücut ağrısı ve kilo kaybıdır [38]. Meme 

dokusunun fiziksel olarak insanın hayatta sağ kalımı için hayati bir tehlikeye sahip 

organ olmaması hastalarda diğer ölümcül kanserlere kıyasla daha iyi bir sağkalım 

sürecine sahiptir. Lakin yine de büyük ameliyatların yol açtığı psikolojik rahatsızlıklar 

ile metastaz veya nüksetmesi sonucu olan ölümler, kadın sağlığını ciddi şekilde 

tehlikeye atmaktadır. Özellikle son yıllarda hastalıkla mücadelede önemli adımlar 

atılmıştır. Mastektomi ve kemoterapi, meme kanseri hastalarının sağkalımını büyük 

ölçüde iyileştirmiştir ve tedavi sonrası psikolojik etkiyi en aza indirmek için artık daha 

zarif cerrahi prosedürler uygulanmaktadır [39-41]. 
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Meme kanseri, meme lobüllerinde, tüplerinde veya bağ dokusunda tümör yapısı 

oluşturur. Birkaç sınıflandırması mevcuttur ama en temsili meme kanseri türleri, 

moleküler alt tiplere dayalı olarak dört türe ayrılabilir: lümen A, lümen B, insan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (Her2) pozitif ve üçlü negatif meme kanseri 

(TNBC). Bu alt tiplerin farklı bölgelere metastazları, prognozları ve tedavi yöntemleri 

vardır [42]. Meme kanserine yönelik moleküler hedefleme yaklaşımları açısından, 

tirozin reseptör kinazı olan Her2'yi hedefleme, Her2-pozitif meme kanseri hastaları 

için başarılı bir şekilde tedavi yöntemi olarak kullanılmaktadır [43-45]. Her2, meme 

kanserlerinin %20-25'inde aşırı eksprese edildiği rapor edilmiştir ve bu durum kanser 

hücresinin agresifliği ile ilişkilendirilir [46-48]. En agresif meme kanseri olan TNBC 

ise, östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve Her2'yi ifade edemez. 

TNBC, meme kanserlerinin sadece %15-20'sini oluşturur. Bununla birlikte, genellikle 

tanı anında ileri bir aşamada tanımlanır, bu da yüksek nüks oranı ve düşük sağkalım 

oranı ile sonuçlanır [49, 50]. Ayrıca TNBC'nin etkili bir hedefe yönelik henüz tedavisi 

yoktur ve genel beyin, kemikler, akciğerler ve karaciğere metastaz yapar [51]. 

Metastaz, orijinal bir primer tümörün distal bir sekonder tümöre dönüştüğü çoklu bir 

süreçtir. Kanserin temsili bir özelliğidir ve tedavi başarısızlığına yol açarak birçok 

hastanın ölümüne neden olur [52]. Bu nedenle, hastanın prognozu metastaz ile 

yakından ilişkilidir. Metastatik kanser tanısı, çoğu kanser türünde son aşama olarak 

kabul edilir. Metastaz oldukça karmaşıktır ve primer tümörden bölünme, invazyon, 

immün gözetimden kaçınma ve doku mikroçevresinin düzenlenmesi gibi çok sayıda 

hücresel mekanizmayı içerir. Özellikle epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT) çoğu 

kanserde metastaz için gereklidir [53]. SNAIL, TWIST ve çinko parmak E-kutu 

bağlama (ZEB) dahil olmak üzere pleiotropik transkripsiyon faktörleri, EMT'nin 

düzenlenmesinde önemli moleküllerdir. Son araştırmalar, GATA3'ün ekspresyon 

kaybının veya işlev bozukluğunun, ZEB2 tarafından alınan G9A ve metastatik tümör 

antijeni (MTA) ailesi proteinlerini düzenleyerek meme kanseri metastazını 

desteklediğini göstermiştir [54]. İnterlökin-6 (IL-6) dahil olmak üzere inflamatuar 

sitokinler, meme kanseri metastazında önemli rolü vardır. IL-6, IL6R/gp130 

kompleksine bağlanır ve sinyal dönüştürücüleri ve transkripsiyon aktivatörlerini 3 

(STAT3) etkinleştirmek için Janus kinaz (JAK) sinyallerinin aşağı akışını aktive eder 

[55]. Buna karşılık, IL-6/STAT3 sinyali, meme kanseri metastazı için gerekli olan 

östrojen reseptörü α'yı (ERα) düzenleyerek EMT'yi teşvik eder. Ayrıca, hücre yüzeyi 

proteinleri meme kanseri metastazında önemli bir rol oynamaktadır [55]. 
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Kanser hücreleri ve hücre yüzeyi arasındaki etkileşimler, metastazı başlatmak için 

hücre yapışmasına ve invazyonuna aracılık eder [56]. Bağışıklık hücreleri ve tümör 

mikroçevresi (TME) de meme kanseri metastazına katkıda bulunabilir. Tümörle 

ilişkili makrofajlar (TAM'lar) çeşitli mikroçevresel sinyallerde farklı roller 

oynamaktadır. Meme kanserinde, bir makrofaj alt tipi olan M2 (TAM), genellikle 

CD4+ T hücreleri tarafından salgılanan IL-4 tarafından aktive edilir [57]. Kemokinler, 

enflamatuar faktörler ve büyüme faktörlerini içeren TAM salgılayan sitokinler, 

ekstraselüler matrise (ECM) yapışmayı artırarak metastaz ile güçlü bir şekilde 

ilişkilidir [57]. Bu nedenle, bu bağışıklık hücreleri ve salgılanan faktörler metastatik 

meme kanserinin tedavisi için hedef olabilir. 

2.2.2 Tümör mikroçevresi 

Tümör oluşumu ve ilerlemesi süreci, tümör hücrelerindeki genetik/epigenetik 

değişiklikler ve tümör mikroçevresinin (TME) bileşenlerinin karşılıklı ve dinamik 

çapraz etkileşim yoluyla yeniden düzenlenmesi olmak üzere iki faktörden 

etkilenmektedir [58]. TME, tümör hücreleri, stromal fibroblastlar, endotel hücreleri ve 

mikroglia, makrofajlar ve lenfositler gibi immün hücreler dahil olmak üzere tümör 

stromal hücreleri ve kolajen, fibronektin, hiyalüronan, laminin gibi hücre dışı matris 

bileşenlerinden oluşur [59, 60]. TME'nin kalbi olan tümör hücreleri, malign olmayan 

hücreleri kendi tarafına kullanmak üzere, karmaşık sinyal ağ yolakları aracılığıyla 

hücresel ve hücresel olmayan bileşenlerin işlevini kontrol eder. Bu tür çapraz 

bağlantıların sonucu ise tümör oluşumu ve devamlılığının yanı sıra tedaviye yetersiz 

yanıt ve çoklu ilaç direnci (MDR) olarak yansımaktadır. TME'deki malign olmayan 

hücrelerin kanser gelişimi ve metastazın tüm aşamalarında tümör oluşumunu 

desteklediği bilinmektedir [61, 62]. Hücreler arası iletişimin kaynağı sitokinler, 

kemokinler, büyüme faktörleri, enflamatuar aracılar ve matris yeniden şekillendirme 

enzimlerinden oluşan karmaşık bir ağdır, ancak artık yeni etkileşim mekanizmaları da 

ortaya çıkmaktadır. Bunlar arasında dolaşımdaki tümör hücreleri (CTC'ler), 

eksozomlar, hücresiz DNA (cfDNA) ve tümör hücrelerinden türetilen, dokular gibi 

uzaktaki hedef hücrelere bilgi ileten yatay gen transferi (HGT) aracıları olarak 

apoptotik yapılarda yer almaktadır [63, 64]. Tümör biyolojisindeki son gelişmeler, 

tümör büyümesi ve metastazın altında yatan farklı mekanizmaları anlamak için tümör 

hücreleri ve komşu mikro çevreleri arasındaki çoklu değişimlerin kapsamlı bir 

analizinin gerekli olduğunu göstermiştir [65]. Doku bütünlüğünün kaybı, karsinogenez 
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ve ilerleme, tümör hücreleri ile ECM ve hücresel bileşenleri arasındaki karşılıklı 

etkileşimlerin bir sonucu olarak ortaya çıkar [58, 66]. Bu bağlamda, reaktif neoplastik 

olmayan hücreler, genetik olarak değiştirilmiş tümör hücreleri ve ECM'deki 

etkileşimler, klonal evrim, kanser heterojenliği, EMT, migrasyon, invazyon, metastaz 

gelişimi, neovaskülarizasyon, apoptoz ve kemoterapötik ilaç direnci dahil olmak üzere 

tümör oluşum aşamalarının çoğunu etkili bir şekilde kontrol eder [67-70]. 

 

Şekil 2.2 : Tümör mikroçevresi [64]. 

Tümör mikroçevresinde çok sayıda bağışıklık hücresi bulunmaktadır. İmmün 

hücreleri-tümör hücreleri arasındaki etkileşim ve immün hücreleri- immün hücreleri 

arasındaki etkileşim, tümör mikroçevresi ve hücre yüzeyi immün kontrol noktaları 

tarafından düzenlenir. Tümör kök hücreleri (CSC’ler) tümör büyümesini yönlendirir 

ve tümörlerin içsel heterojenliğini etkiler [54]. Mast hücreleri (MC), tümörigenez 

sırasında tümörlerin yakınında toplanır ve çeşitli sitokinleri, kemokinleri salgılar [71]. 

Doğal öldürücü hücreler (NK), sitotoksiktir ayrıca tümör hücrelerini öldürmek için 

tümör nekroz faktörü ve perforin salgılar [72]. Tümörle ilişkili makrofajlar (TAM), 

tümör hücrelerinin etrafına sızan makrofajlardır ve temel olarak iki kategoriye ayrılır: 

klasik olarak aktive edilmiş makrofajlar (M1 tipi) ve alternatif olarak aktive edilmiş 

makrofajlar (M2 tipi). M2 tipi makrofajlar, tümörlerin immün sistemden kaçmasını 

teşvik edebilir [73]. Dendritik hücreler (DC), antijen sunan hücrelerdir ve immün 

yanıtları indükleyebilir ancak TME'de genellikle işlevsiz ve apoptoza neden olmaz 

[74]. Miyeloid türevli baskılayıcı hücreler (MDSC) immünosupresif etkilere sahiptir, 
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immünoterapiyi engelleyebilir ve tümörün korunması ve ilerlemesinde rol oynar [75]. 

T hücrelerinin bir alt popülasyonu olan düzenleyici T hücrelerinin de (Treg), bağışıklık 

sisteminin baskılanmasında rolü vardır. Treg, T hücresi indüksiyonunu ve 

proliferasyonunu azaltabilir ve TME'deki çok sayıda Treg genellikle kötü prognozu 

öngörür [76]. Normal fibroblastlar, TME'de kanserle ilişkili fibroblastlara (CAF) 

aktive olabilir ve CAF'ler tümör hücreleri için elverişli bir mikroçevre sağlayarak 

tümör büyümesini ve metastazı teşvik edebilir [77]. 

2.3 Hücresel Yaşlanma 

Yaşlılık terimi etimolojik olarak Latince yaşlı anlamına gelen “senex” kelimesinden 

türemiştir. 1961 yılında Hayflick ve Moorhead “yaşlanma” terimini ilk olarak, 

embriyonik dokulardan türetilen kültürde seri pasajlamalardan sonra insan diploid 

hücre suşlarının geri dönüşü olmayan büyüme durması olgusunu tanımlamak için 

kullanmıştır [78]. Daha sonra, bu özel yaşlanma türü (replikatif yaşlanma), 

kromozomal instabiliteye yol açan ve tümörigenezi destekleyen bir süreç olan telomer 

yıpranmasıyla nedensel olarak ilişkilendirilmiş ve yaşlanmanın hasarlı hücrelerin 

sınırsız büyümesine karşı koruma sağladığı yönündeki orijinal hipotezi desteklemiştir 

[79]. Daha sonraki çalışmalar, kansere karşı bir koruma olarak hücresel yaşlanmanın 

önemini pekiştirmiştir [80]. Ortaya çıkan kanıtlar, hücresel yaşlanmanın fizyolojik 

öneminin tümör baskılamanın ötesinde embriyonik gelişim [81-83], yara iyileşmesi 

[84], doku onarımı [85] ve organizmanın yaşlanması [86, 87] gibi biyolojik süreçlere 

kadar uzandığını göstermektedir. Günümüzde hücresel yaşlanma terimi genellikle 

hücre morfolojisi, salgı profili ve epigenetik değişikliklerle ilişkili geri dönüşü 

olmayan bir hücre döngüsü durmasını ifade etmek için kullanılmaktadır [88, 89]. 

Hücrelerin sürekli olarak çoğalmaya (çoğalmaya) teşvik edildiği uzun süreli birincil 

hücre kültürleri bağlamında, bir hücre kültürünün ulaşabileceği maksimum nüfus ikiye 

katlanma sayısı "Hayflick limiti" olarak adlandırılır, bunu izleyen geri dönüşü 

olmayan hücre döngüsü durması ve bu tüm süreç "replikatif yaşlanma" olarak 

adlandırılır [90]. 

Hücresel yaşlanma, yanıt verdiği farklı uyaranlara ve hücresel bağlamlara bağlı olarak 

değişen çok heterojen bir programdır. Hücresel yaşlanma, onkojenik aktivasyon, 

oksidatif ve genotoksik stres, mitokondriyal disfonksiyon, ışınlama veya 

kemoterapötik ajanlar dahil olmak üzere çok çeşitli içsel ve dışsal hasarlarla 
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indüklenebilen bir stres tepkisidir. Yaşlanmaya maruz kalan hücreler mitojenler 

tarafından uyarılsalar bile bölünemezler, ancak metabolik ve sentetik olarak aktif 

kalırlar ve morfolojide genişlemiş ve düzleşmiş hücre şekli ve artmış granülarite gibi 

karakteristik değişiklikler gösterirler [91]. Yaşlanan hücrelere önemli ölçüde 

özgüllüğü olan ve en yaygın kullanılan belirteç, pH 6.0'da X-gal boyama ile tespit 

edilebilen SA-β-gal'dir [92]. SA-β-gal, yaşlanan hücrelerin artmış lizozomal kütlesini 

yansıtıyor gibi görünmektedir [93]. Yaşlanan hücreler ayrıca komşu hücrelerin 

büyümesini ve doku organizasyonunu etkileyen birçok ECM bileşeni ve salgılanan 

faktör üretir. Özellikle, yaşlanan hücreler tarafından üretilen parakrin faktörler, in vitro 

ve in vivo olarak tümör hücrelerinin büyümesi ve hayatta kalması üzerinde önemli 

etkilere sahiptir [94, 95]. Bu nedenle, yaşlanma sadece bir hücrenin yaşam 

döngüsündeki bir son nokta olarak değil, çok hücreli bir organizmanın homeostatik 

programları tarafından belirlenen fizyolojik bir durum olarak görülmelidir. 

Yaşlanan hücreler genellikle stres kaynaklı sinyal iletim aşamalarının bir sonucu 

olarak düzleşmiş, genişlemiş ve değiştirilmiş sitoplazmik bileşimlerle anormal 

morfolojiler de dahil olmak üzere bazı yapısal değişiklikler edinir. Bununla birlikte, 

yaşlanan hücrelerin bazı özellikleri (örneğin, hücre döngüsünden kararlı bir şekilde 

çekilme ve spesifik morfolojik değişiklikler) hücresel durumlarla paylaşılır. 

Uluslararası Hücre Yaşlanma Derneği, aşağıdaki dört özelliğe dayalı olarak yaşlanma 

fenotiplerinin tanımlayıcı özelliklerine ilişkin bir fikir birliği seti önermiştir: (a) hücre 

döngüsünün geri çekilmesi; (b) makromoleküler hasar; (c) salgı fenotipi ve (d) 

düzensiz metabolizma [89] (Şekil 2.3). Bunlar farklı hücresel özellikler olmakla 

birlikte, karmaşık etkileşimlere ve karşılıklı bağımlılığa sahiptirler. 
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Şekil 2.3 : Hücresel Yaşlanmanın Ayırt Edici Özellikleri.  

Hücre Döngüsünden Çekilme: Memelilerin hücre döngüsü ilerlemesi, doğru faz 

geçişini sağlayan siklinler ve siklin bağımlı kinazlar (CDK'ler) tarafından 

yönlendirilir. Siklin D/CDK4-6 kompleksleri hücre döngüsünün G1'e ilerlemesini 

teşvik eder, bunu G1/S faz geçişini ortaya çıkaran siklin E/CDK2 kompleksleri izler; 

S fazına ilerleme ve ardından S/G2 fazına geçiş yetkisini de siklin A/CDK2 kompleksi 

gerektirir ve siklin B/CDK1 G2/M faz geçişini kolaylaştırır [96, 97]. Siklin/CDK'ların 

aktivitesinin çeşitli CDK inhibitörleri (CKI'ler) tarafından dikkatli bir şekilde modüle 

edilmesi, hücresel durgunluk ve yaşlanmada olduğu gibi, hücre döngüsünün sonuca 

bağlı olarak etkili bir şekilde kontrol edilmesini sağlar [98]. Artan p27KIP1 seviyeleri, 

durgun hücrelerde G0'da hücre döngüsünün durmasına aracılık ederken [99, 100], 

mitojenik uyarım üzerine p27KIP1 seviyelerindeki düşüş olması bu durmayı tersine 

çevirir ve hücre döngüsüne yeniden girmesine yol açar [101]. Buna karşın, 

p21WAF1/CIP1 (CDKN1A) ve p16INK4A'nın (CDKN2A) yukarı regülasyonu 

genellikle hücre proliferasyonunu durdurarak hücresel yaşlanmaya yol açar. 

p21WAF1/CIP1 ve p16INK4A birikimi ilk olarak retinoblastoma proteininin (RB) 

hipo-fosforilasyonuna yol açar, ardından nükleotid metabolizması ve DNA sentezinde 
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yer alan E2F genlerinin transaktivasyonunu inhibe ederek [102, 103] kararlı bir hücre 

döngüsü durmasına neden olur [104]. 

Makromoleküler Hasar:DNA ve protein hasarı gibi makromoleküler hasarın önemli 

ölçüde birikmesi, hücresel yaşlanmayı hücre farklılaşmasından ayıran bir diğer ayırt 

edici özelliktir. Ardışık hücre bölünmeleri nedeniyle ilerleyen telomer kısalması, 

sonunda DNA hasarı yanıtı (DDR) mekanizması tarafından DNA hasarı olarak tanınır 

ve işlenir. Çözümlenmeden bırakıldığında, bu hücresel yaşlanmayı indükler [105].  

Onkogen kaynaklı stres (OIS) durumunda, onkogen kaynaklı hiperproliferasyon, 

replikasyon çatallarının çarpışmasına ve ardından çökmesine yol açarak DNA çift iplik 

kırıkları (DSB'ler) oluşturur [106, 107] ve yaşlanmanın indüklenmesine yol açar. 

Yaşlanan hücreler metabolik olarak aktiftir ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

birikimi, telomerik G-zengin tekrarlarında oksidatif DNA hasarına katkıda bulunarak 

DDR yanıtının bir parçası olan telomer disfonksiyonu ile indüklenen odaklar (TIF'ler) 

oluşturur [108-110]. DDR süreçleri H2AX (γH2AX) ve H3K9me3 histonlarının 

fosforilasyonuna yol açarak DNA onarım mekanizmalarının veya DDR sinyalizasyon 

kaskadında yer alan proteinlerin bağlanmasını ve bir araya gelmesini kolaylaştırır. Bu 

modifikasyonların tespiti, DNA hasarına bağlı yaşlanmayı tanımlamak için yaygın 

olarak kullanılmaktadır [111, 112]. 

Salgı Fenotipi: SASP, yaşlanma fenotiplerinin güçlendirilmesi ve yayılmasında 

önemli bir rol oynar [113], doku homeostazına katkıda bulunur [114]. Bununla birlikte, 

uyaranın şekline, spesifik hücre tiplerine ve yaşlanan hücrelerin dokularda kalıp 

kalmadığına bağlı olarak zararlı etkileri de olabilir [115]. SASP çeşitli pro-enflamatuar 

sitokinlerden, kemokinlerden, büyüme faktörlerinden ve matris metaloproteinazlardan 

(MMPs) oluşur ve hücre-otonom (otokrin) veya hücre-otonom olmayan (parakrin) 

şekillerde işlev görebilir, bağlama bağlı olarak belirli fizyolojik veya patolojik etkiler 

gösterebilir [17, 116]. SASP'nin düzenlenmesi, aktif B hücrelerinin nükleer faktör 

kappa hafif zincir arttırıcısı (NF-κB) [117], CCAAT/ arttırıcı bağlayıcı protein beta 

(C/EBPβ) [118], rapamisinin memeli hedefi (mTOR) [119, 120] ve NOTCH1 [121] 

dahil olmak üzere farklı etkenleri içeren karmaşık bir süreçtir. Sitoplazmik kromatin 

fragmanları (CCF'ler), pro-enflamatuar yanıtların ve SASP düzenlemesinin 

yönlendirilmesine katılan, doğuştan gelen bağışıklığa önemli bir katkıda bulunan 

interferon genlerinin, sitozolik DNA algılayıcı GMP-AMP sentaz uyarıcısı (cGAS-

STING) yolunu da aktive eder [122, 123]. Yaşlanmayla ilişkili belirtecin yüksek 
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hareketlilik grubu kutusu 1 (HMGB1) proteini de SASP düzenlemesine dahil 

edilmiştir. HMGB1, p53'e bağımlı bir şekilde yaşlanan hücrelerin çekirdeğinden hücre 

dışı ortama ihraç edilir. HMGB1'in yok edilmesi, kanonik SASP faktörü interlökin-

6'nın (IL-6) salgılanmasını zayıflatır [122]. 

Düzensiz Metabolizma: Yaşlanan sekretomun üretimi oldukça enerji gerektirir ve 

yaşlanan hücreler ATP ihtiyaçlarını karşılamak için büyük ölçüde artmış 

mitokondriyal metabolizmaya ve glikolize güvenirler [124]. Onkogen BRAFV600E 

ile indüklenen yaşlanan hücreler, mitokondriyal denetçi piruvat dehidrojenaza (PDH) 

bağımlı metabolik yeni bir programlamaya tabi tutulur. Bu süreçte PDH inhibitör 

enzim piruvat dehidrojenaz kinaz 1'in (PDK1) eş zamanlı olarak baskılanması ve 

trikarboksilik asit döngüsünde piruvat kullanımını teşvik etmek için PDH aktive edici 

enzim piruvat dehidrojenaz fosfataz 2'nin (PDP2) üretiminde bir artış eşlik ederek, 

yaşlanan hücrelerin daha yüksek enerji gereksinimlerini karşılamalarına yardımcı 

olunur[125]. Bozulmuş mitokondriyal metabolizma ve buna eşlik eden proteotoksik 

stres durumu göz önüne alındığında, yaşlanan hücrelerin anabolizma ve katabolizma 

arasındaki dengeyi korumaları çok önemlidir. Bunu, Golgi organelinin trans tarafında 

bulunan TOR-otofaji uzamsal bağlanma kompartmanı olarak bilinen farklı bir hücresel 

bölmede mTOR'u otolizozomlara bağlayan bir süreçle yaparlar [126]. Günümüzde 

artmış lizozomal β-galaktosidaz aktivitesi gösteren yüksek sayıda lizozom, 

yaşlanmanın tespiti için en yaygın ve yoğun olarak kullanılan belirteçtir. Bu, β-

galaktosidaz aktivitesinin kısıtlayıcı bir pH'da (pH 6) kromojenik bir reaktif 

kullanılarak değerlendirilebildiği (hem in vitro hem de in vivo) yaşlanmayla ilişkili β-

galaktosidaz (SAβG) deneyi kullanılarak tespit edilebilir [92]. Yaşlanan hücrelerdeki 

lizozomlar ayrıca lizozomal sindirimin çözünmeyen lipid içeren agregalarından oluşan 

daha yüksek lipofusin seviyelerine sahiptir. Boyalar kullanılarak bu agregatlar da 

yaşlanmanın bir göstergesi olarak görselleştirilebilir [127]. 

Hücresel yaşlanma temel olarak üç tipte sınıflandırılır. Birinci hücre yaşlanması türü, 

telomer yıpranması ve erken aşamada p53/p21 yolunun aktivasyonu olarak ortaya 

çıkan replikatif yaşlanmadır (RS) [128, 129]. İkinci hücre yaşlanma türü, oksidatif 

stres ve ultraviyole ışınları gibi çeşitli stres faktörleri tarafından indüklenen stres 

kaynaklı erken yaşlanma meydana gelmesidir (SIPS) [57, 77, 130, 131]. Üçüncü hücre 

yaşlanma türü ise onkogen kaynaklı yaşlanma (OIS) olup belirli onkogenlerin, 

özellikle de ras geninin aşırı aktivasyonu ile tetiklenmesidir [132-134]. Genel olarak, 
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SIPS ve OIS önemli bir telomer yıpranmasına sahip değildir, ancak p16/p38 yolağının 

aktivasyonunda telomer yıpranması ortaya çıkmaktadır [135, 136].  

2.3.1 Hücresel yaşlanma ve fibroblast arasındaki bağlantı 

Fibroblastlar doku homeostazında, kanser progresyonunda, inflamasyonda ve 

fibroziste kritik bir rol oynar. Fibroblastlar ECM'nin çoğunu sentezler ve kanser 

hücrelerinin ve normal epitel hücrelerinin büyümesini etkileyen parakrin büyüme 

faktörlerini salgılar [137]. Tümör mikroçevresinin önemli bir bileşeni olan kanserle 

ilişkili fibroblastlar (CAF'ler), tedavi direnci ve tümör modülasyonunda rol oynayan 

kalıcı olarak aktive olmuş fibroblastlardır [138, 139]. İnsan göğüs stromal 

fibroblastlarında erken yaşlanmayı indüklemek için iyonlaştırıcı radyasyon kullanan 

bir in vitro çalışma, bu erken yaşlanan fibroblastların, meme kanseri için olumsuz 

prognostik faktörleri artıran küçük lösin açısından zengin proteoglikan decorin'in aşağı 

regüle edilmiş bir ekspresyonuna sahip olduğunu bulmuştur [140]. Farklı hücre tipleri, 

yaşlanmaya neden olan maddelere farklı tepki verir. Aynı koşullar altında, meme 

lümen hücreleri H2O2 veya gama ışınları tarafından indüklenen erken yaşlanmaya 

komşu stromadaki fibroblastlardan daha duyarlıdır. Yaşlanmış lümen hücreleri 

(SLC'ler), meme stromal fibroblastlarını birincil olarak IL-8'in aracılık ettiği parakrin 

bir şekilde JAk2/STAT3 yolu aracılığıyla aktive eder. Aktive edilmiş fibroblastlar, 

hem in vivo hem de in vitro olarak meme kanseri hücrelerinde EMT'yi ve gövdeyi 

geliştirebilir [141]. 

Kültürde yaşlanan fibroblastlarda, in vivo epitel hücrelerinde ve DNA'ya zarar veren 

terapötik ajanlara maruz kalan tümör hücrelerinde gelişen genotoksik strese karşı 

oldukça korunmuş yanıta yaşlanmayla ilişkili salgı fenotipi (SASP) neden olmaktadır 

[14]. Yaşlanan hücreler gen ifadesinde kapsamlı değişikliklere uğrar [142], bu 

değişiklikler sadece hücre döngüsü düzenlemesinde yer alan genlerle sınırlı kalmaz, 

aynı zamanda salgılanan proteinlerin bir spektrumunun artan ifadesini de içerir [113, 

143]. Spesifik olarak, yaşlanan hücrelerin parakrin tümör uyarıcı etkileri olan bir dizi 

pro-inflamatuar kemokin ve sitokin salgıladığı bildirilmiştir [113] ve bu durum genç 

kanserden kurtulanlarda bile metastatik ilerlemeye ve yaşa bağlı hastalıklara katkıda 

bulunmaktadır [14]. Bununla birlikte, kemoterapi tarafından indüklenen SASP'nin 

hücre-otonom olmayan etkilerinin yanı sıra tümör mikroçevresi üzerindeki hücre-

otonom etkileri tam olarak aydınlatılmayı beklemektedir. 
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2.4 Yaşlanma ile İlişkili Salgı Fenotipi (SASP) 

Hücresel yaşlanma, bir salgı fenotipinin gelişmesi yoluyla doku mikroçevresini etkiler. 

Hücresel yaşlanmaya; çeşitli salgılanan proteinler, sitokinler, kemokinler, büyüme 

faktörleri ve proteazlar üreten farklı bir salgı fenotipi olan SASP eşlik eder [113, 144]. 

SASP faktörleri otokrin ve parakrin olmak üzere iki farklı şekilde etki eder [12]. 

Otokrin bir şekilde, SASP faktörleri yaşlanan hücrelerin hücresel yaşlanmasını 

yeniden güçlendirir. Ayrıca SASP, parakrin bir şekilde hareket ederek çevredeki 

hücrelerin yaşlanmasını indükleyebilir ve bu parakrin yaşlanma olarak adlandırılır 

[145]. SASP faktörleri olarak yaşlanan hücrelerden salınan kemokinlerin, yaşlanan 

hücreleri temizleyebilen NK hücreleri ve makrofajlar gibi bağışıklık hücreleri üzerinde 

etkili olduğu bildirilmektedir [85]. Son zamanlarda, memelilerde organ gelişimi 

sırasında yaşlanan hücrelerin geçici olarak ortaya çıktığı ve SASP faktörlerinin 

çevredeki hücrelerin farklılaşmasına ve gelişim sırasında gereksiz hücrelerin 

uzaklaştırılmasına katkıda bulunduğu anlaşılmıştır. Dolayısıyla, SASP faktörleri hücre 

kaderini yeniden programlama yeteneğine de sahiptir [82, 83]. 

 

Şekil 2.4 : SASP Faktörlerinin Hücrelere Etkisi [146]. 

2.4.1 Yaşlanma ile ilişkili salgı fenotipinin (SASP) etki mekanizması 

Yaşlanan hücreler hücre döngüsüne yeniden girmek için mitotik uyarılara yanıt 

vermezler [78]. Hasarlı veya stres altındaki hücreler, durmuş halde iken tümör 

oluşturmak üzere bölünemezler; dolayısıyla hücresel yaşlanma tümör baskılayıcıdır 
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[133]. Bu fikiri destekleyecek şekilde, çeşitli kanserlerde mutasyona uğrayan veya 

inaktive olan birçok tümör baskılayıcı da TP53, CDKN2A (p16'yı kodlayan) ve RB 

dahil olmak üzere doğrudan yaşlanma programında yer almaktadır [91, 147]. 

Bu tümör baskılayıcı yollar, aksi takdirde normal bir hücrenin kanser hücresine 

dönüşümünü teşvik edebilecek stresler tarafından aktive edilir. Bu streslerden bazıları 

telomer kısalması, DNA hasarı ve mutant Ras'ın neden olduğu gibi uygunsuz 

onkojenik sinyalleri içerir [148]. Tümör baskılanması yaşlanmanın birincil işlevi gibi 

görünse de, yaşlanan hücrelerin birikimi yaşlanma fenotiplerine katkıda bulunabilir 

[149]. Yaşlı bireylerde, yaşlanmış hücrelerin varlığında ve yaşa bağlı hastalıklarda bir 

artış vardır [150]. Fare modellerinde yaşlanan hücrelerin ortadan kaldırılması bazı 

yaşlanma fenotiplerini iyileştirebilir [87, 151]. 

Normal hücrelere benzer şekilde, birçok kanser hücresi kemoterapi veya radyasyon 

tedavilerinin neden olduğu DNA hasarı gibi streslere maruz kaldıktan sonra yaşlanma 

benzeri bir duraklama geçirme yeteneğini korur [152, 153]. Kalıcı olarak tutuklanan 

bir kanser hücresi varsayımsal olarak artık nüksetme tehdidi oluşturmazken, aslında 

yaşlanmaya uğrayabilen tümörler genellikle hücre ölümüne uğrayanlardan daha erken 

nüksetmektedir [147]. 

Yaşlanma strese karşı bir yanıt olarak etki eder, kemoterapötik, radyasyon ve oksidatif 

stres gibi çeşitli uyarıcılar tanımlanmıştır (Şekil 2.5). Yaşlanma mekanizmasının 

aktivasyonu, proliferasyonun durması, kromatinin yeniden şekillenmesi, hücre 

döngüsü inhibitörlerinin (p16INK4A veya p21CIP1 gibi) artan ekspresyonu, DNA 

hasar yanıtının aktivasyonu, lizozomal kompartmanın büyümesi ve yaşlanmayla 

ilişkili salgı fenotipinin (SASP) aktivasyonu gibi hücresel ve moleküler değişikliklere 

yol açar [88, 154]. SASP, sitokinler ve kemokinler (örneğin IL1α, IL1β, IL6, IL8, 

CXCL1, CXCL2), büyüme faktörleri (örneğin amphiregulin, EGF, BMP'ler, FGF'ler, 

VEGF, WNT'ler)) dahil olmak üzere sayısız faktörün salgılanması yoluyla yaşlanan 

hücrelerin parakrin faaliyetlerine aracılık eder. SASP yanıtının kompozisyonu ve 

yoğunluğu, senesens indükleyici mekanizma, hücre tipi ve senesensin başlamasından 

bu yana geçen süre gibi çeşitli faktörlerden etkilenebilir ve bu da SASP'nin tek 

olmadığını gösterir [12, 155-157]. 
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Şekil 2.5 : Yaşlanma ile İlişkili Salgı Fenotipi Aktivasyon Mekanizması[23]. 

SASP, doku onarımını teşvik etmesi [85, 114], embriyonik yapıların gelişimine ilişkin 

hassas düzenleyici etki etmesi [82, 83, 158], ve bağışıklık sistemini uyarması gibi bazı 

fizyolojik süreçlerde yer almaktadır [145, 159]. Bununla birlikte, yaşlanan hücrelerin 

etkisiz bir şekilde ortadan kaldırılması, dokularda aşırı birikiminden kaynaklanan 

zararlı sonuçlar, yaşa bağlı hastalıkları ve kanseri teşvik edebilir [8, 95, 144, 160, 161]. 

Bu bağlamda dokulardaki yaşlanan hücrelerin etkisi farelerde, primatlarda ve 

insanlarda yaşla birlikte önemli ölçüde artmaktadır[8] ve bu hücreler hem bening hem 

de malign tümörlerde bulunabilmektedir. [162-164]Ayrıca farede yaşlanan hücrelerin 

genetik veya kimyasal olarak yok edilmesi, kanser de dahil olmak üzere yaşa bağlı 

hastalıkların başlangıcını geciktirmekte, yaşam süresinin uzamasına yol açmakta ve 

yaşamın son dönemlerinde doku gençleşmesini teşvik etmektedir[151, 165]. 

2.4.2 Yaşlanma ile ilişkili salgı fenotipinin (SASP) parakrin etkisi 

SASP faktörlerinin çoğu salgılandığında, otokrin ve parakrin bir şekilde hareket 

edebilirler. Örneğin, insan fibroblastlarında replikatif yaşlanmanın indüklenmesi 

üzerine, SASP faktörleri IL-1α, IL-6, CXCL1 ve CXCL2'nin salgılanması, NF-κB 

yolunun otokrin veya parakrin bir şekilde sürekli aktivasyonu yoluyla yaşlanmayı 

desteklemek için pozitif geri bildirim döngüsünde hareket edebilir[17, 144, 166]. 

Bleomisin ile muamele edilerek yaşlanmaya teşvik edilen fibroblastlarda, yüzeye bağlı 

IL-1α'nın ekspresyonu, otokrin bir şekilde yaşlanmayı desteklemişti [166]. IL-1α'nın 
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yaşlanmayı indükleme aktivitesi fibroblastlarla sınırlı değildir. Replikatif veya 

bleomisin tedavisi yoluyla yaşlanmaya teşvik edilen vasküler düz kas hücreleri, diğer 

SASP faktörlerinin ekspresyonunu otokrin bir şekilde yönlendiren IL-1α'yı eksprese 

etmiştir [167]. 

 

Şekil 2.6 : SASP Faktörleri ve Yaşlanma Sinyali [168]. 

SASP faktörleri, parakrin veya otokrin bir şekilde yaşlanmayı uyarabilir ve yaşlanma 

fenotipinin yayılmasına, güçlenmesine, tümör baskılanmasına, yaşlanmaya katkıda 

bulunabilir [113, 166]. Onkogen kaynaklı yaşlanmaya yanıt olarak, insan fibroblastları 

komşu hücrelerde yaşlanmayı indüklemek için büyüme faktörü β (TGFβ) 

salgılayabilir ve aynı zamanda parakrin bir şekilde SASP'yi indükleyen IL-1α eksprese 

edebilir [113, 121]. IL-6 ayrıca onkogen kaynaklı yaşlanan fibroblastlarda sinyal 

iletimi, transkripsiyon aktivatörü 3 (STAT3) ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

üretimini aktive ederek parakrin bir şekilde yaşlanmayı indükleyebilir [113, 169]. 

Parakrin bir şekilde yaşlanmayı indükleme yeteneği, yeni başlayan tümör hücreleriyle 

sınırlı değildir. Bağışıklık hücreleri de tümör hücrelerinde doğrudan yaşlanmayı 

indükleyebilir [170, 171]. Myc proto-onkogen proteini (Myc) kaynaklı, bir T hücreli 

akut lenfoblastik lenfoma modelinde, onkogen inaktivasyonu tümörün gerilemesiyle 

sonuçlanır. Bu etki CD4+ T hücrelerine, hücresel yaşlanmanın indüklenmesine ve 

anjiyogenezde azalmaya bağlıdır bu durumda da CD4+ T hücrelerinin, toplanmasının 

veya polarizasyonunun tümör hücrelerinde yaşlanmayı indükleyen faktörlerin 

salgılanmasıyla sonuçlandığı fikrini desteklemektedir [170]. Ayrıca, CD4+ T helper 1 
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hücrelerinin interferon γ ve tümör nekroz faktörü (TNF) salgılayarak, pankreas ve 

meme kanseri hücrelerinde yaşlanmaya yol açtığı gösterilmiştir [171]. Dolayısıyla, 

çeşitli hücre tipleri ve SASP faktörleri komşu hücrelerde yaşlanmayı ve SASP'yi 

indükleyebilir dolayısıyla tümörün baskılanmasına yol açabilir. Parakrin 

sinyalleşmenin ve yaşlanmanın indüklenmesinin bir başka avantajı da, birçok SASP 

faktörünün yapısı gereği enflamatuar olması nedeniyle, yaşlanma sinyalinin artmasına 

ve bağışıklık sistemini, temizlenmesi gereken işlevsiz hücrelerin varlığı konusunda 

uyarması olabilir.  

2.5 Flavonoidler 

Flavonoidler önemli bir doğal ürün sınıfıdır; özellikle meyve, sebze ve bazı 

içeceklerde yaygın olarak bulunan polifenolik yapıya sahip bir bitki ikincil 

metabolitleri sınıfına aittirler. Kanser, Alzheimer hastalığı (AD), ateroskleroz gibi 

çeşitli hastalıklarla ilişkili çeşitli olumlu biyokimyasal ve antioksidan etkilere 

sahiptirler . Flavonoidlerin, insan sağlığını düzenleyici etkileri olduğu gözlemlenmiş 

ve çeşitli nutrasötik, farmasötik, tıbbi ve kozmetik uygulamalarda sıklıkla bir 

bileşendir. Bunun nedeni antioksidatif, anti-inflamatuar, anti-mutajenik ve anti-

kanserojenik özelliklerinin yanı sıra temel hücresel enzim fonksiyonlarını modüle 

etme kapasiteleridir. Ayrıca ksantin oksidaz (XO), siklo-oksijenaz (COX), 

lipoksijenaz ve fosfoinozitid 3-kinaz gibi çeşitli enzimler için güçlü inhibitörler 

oldukları bilinmektedir [172-174]. 

Doğada flavonoid bileşikler bitkilerden elde edilen ürünlerdir ve bitkinin çeşitli 

kısımlarında bulunurlar. Flavonoidler sebzeler tarafından büyümeleri ve plak 

oluşumuna karşı savunmaları için kullanılır [174]. Bitkiler aleminde yaygın olarak 

dağılmış olan, düşük molekül ağırlıklı fenolik bileşiklerin bir sınıfına aittirler. Birçok 

flavonoid, çoğu angiosperm familyasında çiçek pigmentleri olarak kolayca 

tanınır.Ayrıca oluşumları çiçeklerle sınırlı değildir, bitkilerin tüm kısımlarında 

bulunurlar [175]. Flavonoidler ayrıca meyve, sebze, çay, kakao ve şarap gibi bitki 

kökenli yiyecek ve içeceklerde de bol miktarda bulunur; bu nedenle diyet flavonoidleri 

olarak adlandırılırlar. Flavonoidler, kalkonlar, flavonlar, flavonoller ve izoflavonları 

içeren çeşitli alt gruplara sahiptir. Bu alt grupların kendine özgü temel kaynakları 

vardır. Örneğin, soğan ve çay, flavonol ve flavonların başlıca diyet kaynaklarıdır. 
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Flavonoidler bitkilerde, hayvanlarda ve bakterilerde çeşitli biyolojik faaliyetlerde 

bulunur [176]. Flavonoidler bitkileri farklı biyotik ve abiyotik streslerden korur [177], 

sinyal molekülleri, allopatik bileşikler, fitoaleksinler, detoksifiye edici ajanlar ve 

antimikrobiyal savunma bileşikleri olarak işlev görür. Flavonoidler dona karşı 

dayanıklılık, kuraklığa karşı direnç ve bitkinin ısıya alışması ve donmaya karşı 

toleransında işlevsel bir rol oynayabilir [178]. İnsan sağlığı üzerine yapılan 

araştırmalarda ise, flavonoidlerin moleküler işlevlerinin, hastalığın aktivitesinin 

modüle edilmesi, antibiyotik direncinin azaltılması ve iltihaplanmanın azaltılması 

dahil olmak üzere birçok sağlık yararı sağlayabileceği öne sürülmüştür [179]. Bu tür 

araştırmaların bir konusu da flavonoidlerin kanser oluşumu riski üzerindeki potansiyel 

etkisidir.  

2.5.1 Flavonoidlerin sınıflandırılması 

Tüm flavonoidler, bir heterosiklik piran halkası (C) ile birbirine bağlanan iki aromatik 

halka (A ve B) oluşturan 15 karbonlu fenilpropanoid zincir (C6-C3-C6 sistemi) olan 

temel flavan iskeletine sahiptir (Şekil 2.7). Kimyasal yapılarına, oksidasyon 

derecelerine ve zincir doymamışlığına bağlı olarak flavonoidler 6 ana grupta 

sınıflandırılabilir: izoflavonoidler, flavanonlar, flavanoller, flavonoller, flavonlar ve 

antosiyanidinler [180, 181]. 

 

Şekil 2.7 : Flavonoidlerin Sınıflandırması [179]. 
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Flavonlar: Flavonlar, flavonoidlerin önemli alt gruplarından biridir. Flavonlar 

yapraklarda, çiçeklerde ve meyvelerde glukozitler halinde yaygın olarak bulunur. 

Kereviz, maydanoz, kırmızı biber, papatya, nane ve karahindiba başlıca flavon 

kaynakları arasındadır. Luteolin, apigenin ve tangeritin flavonoidlerin bu alt sınıfına 

aittir.Bu flavonların 2. ve 3. pozisyonları arasında bir çift bağ ve C halkasının 4. 

pozisyonunda bir keton bulunur. Sebze ve meyvelerdeki flavonların çoğunda A 

halkasının 5. pozisyonunda bir hidroksil grubu bulunurken, diğer pozisyonlardaki 

hidroksilasyon, çoğunlukla A halkasının 7. pozisyonunda veya B halkasının 3′ ve 4′ 

pozisyonlarında, belirli sebze veya meyvenin taksonomik sınıflandırmasına göre 

değişebilir [179]. 

Flavonoller: Keton grubuna sahip flavonoidlerdir. Proantosiyaninlerin yapı taşlarıdır. 

Flavonoller çeşitli meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur. En çok çalışılan 

flavonoller kaempferol, kuersetin, mirisetin ve fisetindir. Soğan, lahana, marul, 

domates, elma, üzüm ve çilek zengin flavonol kaynaklarıdır. Meyve ve sebzelerin yanı 

sıra çay ve kırmızı şarap da flavonol kaynağıdır. Flavonol alımının, antioksidan 

potansiyeli ve vasküler hastalık riskini azalttığına dair çalışmalarda sağlığa yararlı 

olduğu bulunmuştur. Flavonlarla karşılaştırıldığında, flavonoller C halkasının 3. 

pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahiptir ve bu grup da glikozillenmiş olabilir. 

Flavonlar gibi flavonoller de metilasyon ve hidroksilasyon modellerinde çok çeşitlidir 

ve farklı glikosilasyon modelleri göz önüne alındığında, belki de meyve ve 

sebzelerdeki en yaygın ve en büyük flavonoid alt grubudur [179]. 

Flavanonlar: Genellikle portakal, limon ve üzüm gibi tüm turunçgillerde bulunan bir 

diğer önemli sınıftır. Hesperitin, naringenin ve eriodictyol bu flavonoid sınıfının 

örnekleridir. Flavononlar, serbest radikal tutucu özellikleri nedeniyle yararlıdır. Bu 

bileşikler, turunçgillerin suyunun ve kabuğunun acı tadından sorumludur. Narenciye 

flavonoidleri antioksidan, anti-enflamatuar, kan lipit düşürücü ve kolesterol düşürücü 

ajanlar olarak ilginç farmakolojik etkiler gösterir. Dihidroflavonlar olarak da 

adlandırılan flavanonların C halkası doymuştur; bu nedenle flavonlardan farklı olarak 

2. ve 3. pozisyonlar arasındaki çift bağ doymuştur. Son 15 yılda flavanonların sayısı 

önemli ölçüde artmıştır [182]. 

İzoflavonoidler: Flavonoidlerin büyük ve çok farklı bir alt grubudur. İzoflavonoidler 

bitkiler aleminde sadece sınırlı bir dağılıma sahiptir ve ağırlıklı olarak soya fasulyesi, 

diğer baklagil bitkilerinde bulunur. Bazı izoflavonoidlerin mikroplarda da bulunduğu 
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bildirilmiştir [183]. Ayrıca bitki mikrop etkileşimleri sırasında fitoaleksinlerin gelişimi 

için öncü olarak önemli bir rol oynadıkları bulunmuştur [180]. İzoflavonoidler bir grup 

hastalıkla savaşmak için etkili bir potansiyel göstermektedir. Genistein ve daidzein 

gibi izoflavonlar, belirli hayvan modellerinde östrojenik aktiviteleri nedeniyle yaygın 

olarak fito-östrojenler olarak kabul edilmektedir. Szkudelska & Nogowski, 

genisteinin, hormonal ve metabolik değişikliklere yol açarak çeşitli hastalık yollarını 

etkileyebilme etkisi olduğunu göstermiştir [184]. 

Kalkonlar: Flavonoidlerin bir alt sınıfıdır. Temel flavonoid iskelet yapısının 'C 

halkasının' bulunmaması ile karakterize edilirler. Bu nedenle, açık zincirli flavonoidler 

olarak da adlandırılabilirler. Kalkonların başlıca örnekleri arasında phloridzin, arbutin, 

phloretin ve chalconaringenin bulunur [181]. Kalkonlar domates, armut, çilek, ayı 

üzümü ve bazı buğday ürünlerinde önemli miktarlarda bulunur. Kalkonlar ve türevleri, 

sayısız besinsel ve biyolojik faydaları nedeniyle büyük ilgi görmüştür. Gıda kaynakları 

yoluyla flavonoid alımı, hastalıklarla mücadele etmenin yanı sıra aktiviteleri modüle 

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

Antosiyaninler: Bitkiler, çiçekler ve meyvelerdeki renklerden sorumlu pigmentlerdir. 

Siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin ve peonidin en yaygın olarak çalışılan 

antosiyaninlerdir. Bunlar ağırlıklı olarak kızılcık, siyah kuş üzümü, kırmızı üzüm, 

merlot üzümü, ahududu, çilek, yaban mersini, bilberries ve böğürtlen gibi çeşitli 

meyvelerin dış hücre katmanlarında bulunur. Bu bileşiklerin sağlık yararları ile 

stabilitesi, gıda endüstrisinde çeşitli uygulamalarda kullanılmalarını 

kolaylaştırmaktadır[179] . Antosiyaninin rengi pH'a, A ve B halkalarındaki hidroksil 

gruplarındaki metilasyon veya asilasyona bağlıdır [182]. 

2.5.2 Flavonoidler ve kanser 

Flavonoidlerin serbest radikalleri yok etme, hücresel metabolizmayı düzenleme ve 

oksidatif stresle ilişkili hastalıkları engelleme özelliği çok sayıda çalışmada 

gösterilmiştir [186, 187]. Birçok flavonoidin antikanser aktivite gösterdiğine dair 

kanıtlar birikmektedir, ancak bu etkiden sorumlu moleküler mekanizmalar henüz tam 

olarak aydınlatılamamıştır. Kanser, anormal hücrelerin büyümesine yol açan 

kontrolsüz çoğalma ve bozulmuş hücre döngüsü ile karakterize edilen heterojen bir 

hastalıktır [188, 189]. Oksidatif stres, hipoksi, genetik mutasyonlar ve apoptotik 

fonksiyon eksikliği kanserin başlıca iç nedenleriyken, dış nedenleri ise stres, çevre 
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kirliliği, sigara, radyasyon ve ultraviyole ışınlarına uzun süre maruz kalmaktır [190]. 

Kanserin çeşitli düzeylerde mitokondriyal işlev bozuklukları ve metabolik 

değişiklikler tarafından belirlenen metabolik bir hastalık olduğuna dair yeni kanıtlar 

ortaya çıkmaktadır [188, 189, 191]. Mitokondri, hücresel enerji kaynağı, 

metabolizmanın düzenlenmesi, hücre ölümü sinyali ve reaktif oksijen türleri (ROS) 

üretiminde önemli roller oynamaktadır.Tümör hücrelerinin başlıca metabolik 

değişiklikleri arasında artan aerobik glikoliz [192], düzensiz pH [191], bozulmuş lipid 

metabolizması [193], artan ROS üretimi [194] ve bozulmuş enzim aktiviteleri yer 

almaktadır [191, 192]. Dolayısıyla hücre dışı ortam asidik hale gelir ve inflamasyona 

daha yatkın hale gelir [195], glutamin kaynaklı lipid biyosentezi artar ve tümör 

gelişimi başlar ve metastazda rol oynayan yolakları düzenler [196], membranlarda 

kardiyolipin seviyeleri düşerek enzim aktivitelerinin bozulmasına neden olur [197, 

198], mitokondri hiperpolarize olur [188] ve bu durum kanser hücrelerinin malignitesi 

ve invazivliği ile ilişkilidir [188]. Flavonoidler çok çeşitli antikanser etkiler gösterirler. 

ROS giderici enzim aktivitelerini modüle ederler, hücre döngüsünü durdurmaya 

yardımcı olurlar, apoptozu ve otofajiyi indüklerler, kanser hücresi proliferasyonunu ve 

invazivliğini baskılarlar [187, 199, 200]. Fenolik hidroksil gruplarının varlığından 

dolayı serbest radikalleri stabilize etme özellikleri bulunur, flavonoidler doğrudan 

ROS'u temizleyebilir ve metal iyonlarını şelatlayabilir [201, 202]. Antioksidan 

enzimlerin aktive edilmesi, pro-oksidan enzimlerin baskılanması, antioksidan 

enzimlerin ve faz 2 detoksifikasyon enzimlerinin uyarılması flavonoidlerin dolaylı 

antioksidan etkileridir [203]. Flavonoidlerin antikanser etkileri, hem antioksidan hem 

de pro-oksidan aktiviteyi içerir [204]. 
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Tablo 2.1 : Flavonoidlerin Kanser Hücreleri Üzerindeki Aktivitileri [205]. 

Flavonoidler Anti-Kanser Aktiviteleri Kanser Türü 

İsorhamnetin, 

Genkwanin 

ve Asasetin 

Hücre proliferasyonunu inhibe eder ve 

apoptozu ve otofajiyi indükler(43) 
Meme kanseri 

Silimarin 
Apoptozu indükleyen proliferasyonu 

baskılar(55) 

Yumurtalık 

kanseri 

Kaempferol 

Proliferasyonu indükleyin ve hücre döngüsü 

durmasını, apoptozu ve DNA hasarını 

indükleyin(38) 

Meme kanseri 

Eriositrin 
Hücre büyümesini inhibe etti ve ölümü teşvik 

etti(5) 
Meme kanseri 

Luteolin ve 

Apigenin  
Proliferasyonu engelle(20) Meme kanseri 

İcariin 
Apoptoz ve anti-tümör bağışıklığını 

iyileştirme(48) 
Meme kanseri 

Silibinin 
Otofaji, ROS'a bağlı mitokondriyal 

başarısızlık tarafından tetiklenir.(49) 
Meme kanseri 

2.6  Luteolin ve Moleküler Yapısı 

Luteolin (3’,4’,5,7-tetrahidroksiflavon), meyveler, sebzeler ve şifalı otlar dahil olmak 

üzere birçok bitki türünde yaygın olarak bulunan bir flavonoiddir. Luteolin açısından 

zengin olan bitkiler, geleneksel Çin tıbbında hipertansiyon, inflamatuar bozukluklar 

ve kanser hastalıklarının tedavisinde kullanılmıştır. Luteolin ayrıca 3', 4', 5' ve 7' 

karbon pozisyonlarında hidroksil gruplarına sahiptir [206]. Hidroksil grupları ve 2-3 

çift bağının, luteolinin biyokimyasal ve biyolojik aktiviteleri ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir [207]. Diğer flavonoidlerde olduğu gibi, luteolin bitkilerde genellikle 

glikozillenir ve glikozit emilim sırasında serbest luteoline hidrolize olur [208]. 

Luteolinin yapısının bir kısmı bağırsak mukozasından geçerken glukuronidlere 

dönüşür [209]. Luteolin ısıya dayanıklıdır ve sıcaklığa bağlı kayıplar nispeten azdır 

[210].  
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Şekil 2.8 : Luteolin’in Molekül Yapısı [211]. 

Luteolin, apoptozun indüklenmesini, hücre döngüsünün durdurulmasının 

aktivasyonunu, anjiyogenezin azaltılmasını, metastaz ve hücre proliferasyonu yoluyla 

karsinogenezin tedavisinde kullanılan, önemli bir terapötik potansiyele sahip 

flavonoidlerin flavon sınıfına ait fenolik bir fitokimyasaldır [212]. Luteolinin 

antikanser etkileri, tümör oluşumunu göstermek için birlikte çalışan çok yönlü 

onkolojik yolakların ekspresyonunu etkili bir şekilde modüle ettiği malignitelerde 

gözlemlenmiştir. Luteolin mitokondriyal disfonksiyonu indükler ve glioblastoma 

hücrelerinde endoplazmik retikulum stres yanıtını aktive ederek hücre içi reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) oluşumunu tetikler [213]. Bu olaylar PERK, ATF4, eIF2α ve 

kesilmiş kaspaz 12'nin fosforilasyonuna aracılık ederek stresle ilişkili proteinlerin 

ekspresyonunu daha da aktive eder. Luteolinin, kanser hücresinin gelişmesi ve 

metastazı ile ilişkili olan EMT’yi tersine çevirdiği bilinmektedir. Bu olaylara hücre 

iskeletinin azalması ve biyobelirteç olan E-cadherinin ifadesinin yukarı regüle 

edilmesi, ardından N-cadherin ve vimentin ifadesinin önemli ölçüde aşağı regülasyonu 

neden olmaktadır [206]. Ayrıca, luteolin kusursuz nöroprotektif özellikleri nedeniyle 

1-metil-4-fenilpiridinyumun neden olduğu spinal hasarı ve beyin travmasını 

iyileştirme potansiyeline sahiptir. Kanser hücrelerinin luteolin aracılı 

hassaslaştırılması, nükleer faktör kappa B (NF-kB), fosfatidilinositol 3'-kinaz 

(PI3K)/Akt ve X'e bağlı apoptoz proteini inhibitörü (XIAP) gibi hücresel yolaklarının 

aşağı regülasyonu ve baskılanması nedeniyle kemoterapinin neden olduğu 

sitotoksisiteyi iyileştirir [207]. Etkili antikanser profili nedeniyle luteolin, yaklaşan 

antikanser ilaçların geliştirilmesi için hedef bir molekül olarak hizmet etmektedir. 
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Şekil 2.9 : Luteolin Anti-Kanser Etki Mekanizması ve Sinyal Yolakları [214]. 

2.7 Luteoli’in Meme Kanseri Hücrelerine Etkisi 

Luteolin'in kansere karşı etkilerinin üzerine yapılan araştırmaların büyük bir 

çoğunluğu meme kanseridir. Luteolinin meme kanserine karşı özellikler gösterdiğini 

tespit eden mekanizmalar, farklı sinyal yolakları aracılığıyla oluşan apoptoz ve 

anjiyogenezin modülasyonudur. Luteolinin meme kanseri için umut verici bir 

terapötik ajan olduğu gösterilmiştir [215], Luteolin'in kanser hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ettiği ve MCF-7 meme kanseri hücrelerinde EGF'nin 

indüklediğini, p-STAT3, p-EGFR, p-Akt ve p-Erk1/2 ekspresyonlarında baskılanmaya 

neden olduğu bir çalışmada gösterilmiştir [216]. Luteolin'in insan meme kanseri hücre 

hatlarında EGFR sinyalinin EGF ile indüklenen aktivitelerini baskılayabildiğini 

göstermiş olup STAT3, MAPK/ERK1/2 ve PI3K/Akt sinyal yolaklarının da 

Luteolin'in EGFR sinyaline karşı etkilerini düzenlediği ana yolaklara dahil olduğunu 

fikri öne sürülmüştür [216]. Ayrıca, Luteolin'in insülin büyüme faktörü-1 (IGF-1) ile 

uyarılmış MCF-7 hücrelerinde proliferasyonu büyük oranda inhibe ettiği, hücre 

döngüsünü durdurduğu ve apoptozu indüklediği gözlemlenmiştir [193]. Erk1/2 

fosforilasyonuna müdahale etmeden IGF-1'e bağlı, IGF-1R fosforilasyonunda ve 

fosforile-Akt seviyelerinde çarpıcı bir şekilde azalmaya neden olmuştur [193]. 

Luteolin'in ERα ekspresyonunu büyük ölçüde azaltan, hücre büyümesi üzerindeki 

IGF-1 kaynaklı inhibitör aktivitelerine östrojen reseptörü alfa'nın (ERα) doğrudan 

dahil olduğu vurgulanmıştır. Bu bağlamda da Luteolin'in inhibitör aktivitesini ERα 

ekspresyonuna bağlı olan, IGF-1 aracılı PI3K/Akt yolunu inhibe ederek başardığı 
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düşünülmektedir [193]. Luteolin'in MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde 

apoptotik ve nekrotik hücre ölümünü indüklediği, bu etkilerinin HIF-1 aktivasyonu ile 

bozulmadığı bulunmuştur [217]. Luteolinin bu hücrelerde otofajiyi uyardığı, ancak 

sitotoksik olarak etkisinin bulunmadığını gösterilmiştir.Luteolin, HIF-1’in 

transkripsiyonel aktivitesinde azalmaya, tümörün köklenmesini engelleme, invazyon 

ve metastazı baskılama gibi bazı etkiler göstermiştir.  

Luteolin'in MDA-MB-231 ER-negatif meme kanseri hücrelerinin büyümesini inhibe 

ettiğini ve bunu G2/M ve S aşamalarında hücre döngüsünü durdurması, apoptoza 

indüklenmesiyle ilişkilendirmişlerdir [218]. Luteolin tarafından hücre döngüsünün 

durdurulması ve apoptoz indüksiyonunu, Luteolin'in; Akt, polo benzeri kinaz 1 

(PLK1), siklin B1, siklin A, CDC2, sikline bağımlı kinaz 2 (CDK2) ve Bcl-xL'yi 

azaltma ve p21 ve Bax ekspresyonlarını artırmayla bağlantılı olduğunu ve bu durumun 

Luteolin'in EGFR yolu üzerindeki inhibitör etkisi ile açıklandığını ortaya koymuştur 

[218]. MCF-7 meme kanseri hücrelerinde, Luteolin'in sub-G1 ve G1 fazlarında hücre 

döngüsünün durmasına neden olduğu ve DR5 gibi ölüm reseptörlerinin 

ekspresyonlarını indüklediği ve kaspaz-8/-9/-3 aktivitelerini ve PARP'ın bölünmesini 

teşvik ettiği tespit edilmiş olup, kaspaz sinyal yolaklarını aktive ettiği belirlenmiştir 

[205]. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklarında Kaspaz-8 ve Kaspaz-9'un 

indüklerken, Kaspaz-3 aktivasyonunu sağladığı gözlenmiştir. Ayrıca, Luteolin'in 

mitokondriyal membran potansiyeli kaybına neden olduğu, sitokrom c salınımını 

indüklediği ve Bcl-2 ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla Bax ekspresyonunu 

artırdığı bulunmuştur [218]. Yapılan bir çalışmada, Luteolin'in MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerinde doza bağlı şekilde siklin D1 ve Survivin ekspresyonlarını aşağı 

regüle ederek proliferasyonu baskıladığı ve S fazında hücre döngüsünün durmasına 

sebep olduğu belirtilmiştir [190]. Luteolinin meme kanseri hücrelerinde Bax/Bcl-2 

oranını ve Kaspaz-3 seviyelerini artırdığını, böylece apoptozu indüklediği 

bulunmuştur. Çalışmada ekstra Luteolin'in telomeraz seviyelerini doza bağlı olarak 

inhibe ettiği ve telomerazın katalitik alt birimini kodladığı bilinen insan telomeraz ters 

transkriptaz (hTERT) ekspresyonunu baskılamak için NF-κB ve NF-κB'nin hedef geni 

c-Myc'nin fosforilasyonuna neden olduğu bulunmuştur [190]. 

Luteolin'in meme kanseri hücrelerindeki metastazı ve anjiyogenezindeki rolü kapsamlı 

bir şekilde araştırılmış olup, proliferasyonun baskılanmasına neden olmuş ve astrosit 

yükseltilmiş gen-1 (AEG-1) ve MMP-2 seviyelerinin ifade düzeylerini azaltarak MCF-
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7 hücrelerinin metastazını engellemiştir [197]. Luteolin tedavisinin meme kanseri 

hücrelerinin canlılığında, meme kanseri hücrelerinden progestine bağlı VEGF 

salgılanmasında ve sentetik progestin olan medroksiprogesteron asetata bağlı insan 

meme kanseri ksenograft modelinde tümör büyümesinde azalmaya neden olduğunu 

gösterilmiştir [219]. Ayrıca, Luteolin ksenograft tümör VEGF ekspresyonunda ve kan 

damarı yoğunluğunda bir azalmaya neden olmuş ve meme kanseri hücreleri tarafından 

kök hücre benzeri özelliklerini, medroksiprogesteron asetat ile indüklenen kazanımını 

inhibe etmiştir. [215]. 

Tablo 2.2 : Luteolinin meme kanseri hücre hatlarında hedef moleküler mekanizması. 
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3.  GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Malzemeler 

Dimetilsulfoksit (DMSO, Merck), DMEM medyumu (Gibco), Fetal Bovin Serum 

(FBS, Capricon Scientific), fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS, Sangen Biotech), 

Penisilin/Streptomisin (Capricon Scientific), saf etanol (Sigma-Aldrich), tripsin-

EDTA (Multicell), primocin (İnvivogen), BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix (ABM 

Scientific), DNase/ RNase Free Su (ZYMO Research), hidrojen peroksit (H2O2, 

Merck), luteolin (Sigma), izopropil alkol (Sigma), Kloroform (Merck), etil alkol 

(EtOH, Sigma) alındığı gibi kullanıldı. 

3.2 Kullanılan Cihazlar 

3T3 fibroblast ve MCF-7, MDA-MB-231 meme kanser hücreleri CO2 Nuve 

inkübatöründe kültürlendi. Hücrelerin morfolojik yapıları invert mikroskopta 

gözlemlendi. Hücrelerin polimeraz zincir reaksiyonları SAGEM PCR cihazında 

yapıldı. Hücrelerin RNA izolasyonunda Biocute Vorteks ve RNA’ nın ölçümü için 

Thermo Scientific Multiskan Spektrofotometre kullanıldı. Gen ekspresyonlarını 

incelemek için Bio-Rad Real-Time PCR cihazı kullanılarak ekspresyon seviyeleri 

incelendi. 

3.3 Deneysel Kısım 

3.3.1 Hücre kültürü ve hidrojen peroksit (H202) kaynaklı hücresel yaşlanma  

Çalışmada fare embroyonik fibroblastı 3T3 ve insan meme kanseri hücreleri 

(MCF7, MDA-MB-231- ATCC) kullanıldı. Hücreler, 1.0 g/L glukoz (5.5mM) ve 

HEPES (25mM) içeren DMEM (Dulbecco'nun modifiye edilmiş Eagle) ortamında, 

%10 FBS (Hyclone), %1 oranında Penisilin/Streptomisin (100 U/ml penisilin ve 

100 μg/ml streptomisin) ve 1/1000 oranında primocin eklenerek kültürlendi. 

İnkübasyon 37 °C'de ve %5 CO2 atmosferinde gerçekleştirildi. 
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H2O2 kaynaklı hücre yaşlandırma deneylerinde, hücrelerin yarısını (3T3) 4 saat 

boyunca H2O2 (100uM) ile muamele edilip, sonra PBS ile yıkandı ve 92 saat 

boyunca H2O2 içermeyen hazırlanmış DMEM medyumunda inkübasyona bırakıldı. 

Bu işlem bir kez daha tekrarlandı ve yaşlanmış hücre modeli elde edildi [220-222]. 

Fibroblastlar H202 içermeyen medyumda 92 saat inkübe olduktan sonra hücrelerin 

yarısı hidrojen peroksit ile yaşlanarak ve 10 uM, 25 uM ve 50 uM 

konsantrasyonlarında luteolin içeren serumsuz (FBS) ortama verilerek inkübe 

edildi. Hücrelerin yarısı da yaşlandırılıp luteolin içermeyen ortama verilerek inkübe 

edildi. 24 saat sonra yaşlandırılmış luteolinsiz ortamdaki, hücreler yaşlandırılmış 

ortamdan kaldırıldı. H202 ile yaşlanan hücrelerin ise her 48 saatte bir ortamı 

değiştirilerek inkübasyona bırakılıp, 9. günde bu hücrelerde luteolin içermeyen 

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

3.3.2 Yaşlanma ile ilişkili Beta-galaktosidaz (SA-B-gal) aktivitesinin incelenmesi 

Beta-Galaktozidazın (SA-B-gal) mRNA ifadeleri, Real-time PCR ile ölçülecektir. 

Fibroblast kültürü hücrelerinden total RNA, üreticinin talimatlarına göre TRIzol 

reaktifi (Invitrogen, ABD) kullanılarak izole edilir. RNA konsantrasyonu, 

MultiscanGO Spektrofotometre (Thermo Scientific) ile ölçüldü ve RNA kalitesi, OD 

260/280 oranı ile kontrol edilir. Total RNA, cDNA revers transkripsiyon kiti 

(Invitrogen) kullanılarak komplementer DNA üretilir. Aday genler için mRNA 

ekspresyonunun kantifikasyonu, CFX Connect Real-Time PCR Tespit Sistemi 

(Biorad) kullanılarak qPCR ile gerçekleştirilecektir. Real-time PCR her bir gen için 

spesifik primerler ile Sybr Green içeren Real-time PCR Mastermix (Biorad, ABD) ve 

cDNA kullanılarak gerçekleştirilecektir. Her reaksiyon 2 dakika boyunca boyunca 

95°C ve ardından 15 saniye 95°C, 20 saniye 60°C ve 60 saniye 72°C 40 döngüden 

oluşacaktır. Göreceli gen ekspresyon seviyeleri, Beta-Aktin ekspresyonuna göre 

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 (qPCR) analizi 

TNF-α, IL-6, Bax, Bcl-2’nin mRNA ifadeleri, Real-time PCR ile ölçülecektir. 

Fibroblast kültürü hücrelerinden total RNA, üreticinin talimatlarına göre TRIzol 

reaktifi (Invitrogen, ABD) kullanılarak izole edilir. RNA konsantrasyonu, 

MultiscanGO Spektrofotometre (Thermo Scientific) ile ölçüldü ve RNA kalitesi, OD 

260/280 oranı ile kontrol edilir. Total RNA, cDNA revers transkripsiyon kiti 

(Invitrogen) kullanılarak komplementer DNA üretilir. Aday genler için mRNA 

ekspresyonunun kantifikasyonu, CFX Connect Real-Time PCR Tespit Sistemi 

(Biorad) kullanılarak qPCR ile gerçekleştirilecektir. Real-time PCR her bir gen için 

spesifik primerler ile Sybr Green içeren Real-time PCR Mastermix (Biorad, ABD) ve 

cDNA kullanılarak gerçekleştirilecektir. Her reaksiyon 2 dakika boyunca boyunca 

95°C ve ardından 15 saniye 95°C, 20 saniye 60°C ve 60 saniye 72°C 40 döngüden 

oluşacaktır. Göreceli gen ekspresyon seviyeleri, Beta-Aktin ekspresyonuna göre 

normalize edilir. 

Tablo 3.2 : Real-time PCR amplifikasyonu için kullanılacak primerler. 

Primer Sekans bp 

IL-6-FW AACGATGATGCACTTTGGCAGA 23 

IL-6-RW TGTGACTCCAGCTTATCTCT 21 

TNF-α -FW CTCAGCCTCTTCTCATTCC 20 

TNF-α -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 Çizik deneyi 

Luteolinle şartlandırılmış yaşlanmış fibroblastların, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerindeki prolifreasyonu gözlemlemek için ayrıca yara iyileşme deneyi 

yapılacaktır. Pozitif (luteolinle şartlandırılmış yaşlanmış fibroblastların bulunduğu 
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ortam) ve negatif kontrol (yaşlanmış fibroblastların bulunduğu ortam) olarak iki adet 

grup oluşturulacaktır. MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri 48 oyuklu platelere ekildi 

ve iki farklı ortamla dolduruldu (Pozitif ve negatif kontrol). Pipet ucuyla kuyunun 

ortasından dikine bir çizik atıldı. 37 Co’de , 5 CO2’de 24 saat, 48 saat ve 72 saat 

inkübasyona bırakıldı. Üç saat diliminde de invert mikroskopta yara açıklığı ölçüldü. 

3.3.5 Hücre canlılığı testi (MTT) 

Luteolinle şartlandırılmış yaşlanmış fibroblastların, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücreleri üzerindeki canlı hücre sayısını nasıl etkilediğini gözlemek için hücre canlılığı 

testi yapılacaktır. Pozitif ve negatif kontrol olarak oluşturulan gruplar 96 oyuklu 

platelere ekilecektir. Oyukların her birine 10 ul MTT reaktifi eklenip 4 saat inkübe 

edilecektir. İnkübasyondan sonra kuyulardaki medyum aspire edilip, kuyu üzerine 100 

ul DMSO eklenecek, 15 dakika inkübe edilecektir ve 570 nm’ absorbansı ölçülecektir. 
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4.  BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1 Hidrojen Peroksitin Konsantrasyonuna Bağlı Yaşlandırma Modelinin 

Oluşması 

3T3 fibroblastları, hidrojen peroksitin 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 

150 uM ve 200 uM konsantrasyonları ile muamele edilmiştir. Hücrelerin hidrojen 

peroksitle 2 saat muamele edilmesi, 200 uM konsantrasyonu hariç diğer 

konsantrasyonlarda yaşlandırma modeli oluşumu için yeterli olmuştur. Lakin 200 uM 

konsantrasyonu hücrelerin %98 ini öldürmüştür. Yaşlanan hücrelerin ise morfolojik 

olarak değişiklikleri mikroskobik olarak gözlemlenmiştir. Normal 3T3 fibroblastları 

ile karşılaştırıldığında yaşlanan hücreler düzensiz, düzleştirilmiş bir morfoloji 

dönüşmesi ve artan sitoplazmik artış görülmüştür. 

 

                   Normal 3T3 Fibroblast                        Yaşlanmış 3T3 Fibroblast 

Şekil 4.1 : Normal 3T3 fibroblast ile yaşlanmış 3T3 fibroblast karşılaştırması. 
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Şekil 4.2 : Hidrojen peroksitin konsantrasyouna bağlı hücre canlılığı. 

Bu çalışmada elde edilen bulgular kapsamında literatürdeki çalışmalarda hidrojen 

peroksit konsantrasyonuyla benzerlik ve farklılar bulunmuştur. Literatürde bir 

çalışmada hidrojen peroksit 20 uM konsantrasyonun hücre canlılığına etki etmediği 

gözlemlenmiş, 50 uM konsantrasyonun az etki ederken diğer 100 uM ve 150uM 

konsantrasyonun hücrelerde hücrelerde önemli ölçüde azalmaya etki ettiği 

belirlenmiştir [223]. Çalışmadaki hidrojen peroksit konsantrasyonlarının hücre 

canlılığına etkileri (Şekil 4.2) literatürü desteklemektedir. 

Başka bir çalışmada peroksit kaynaklı yaşlanma modeli oluşturmak için MRC-5 ve 

H8F2p25LM hücre hatları kullanılmış olup, iki hücre hattı için kullanılan 

konstrasyonlar farklıdır. MRC-5 hücre hattında 500 uM hidrojen peroksit 

konsantrasyonu hücrelerde kontrole kıyasla hücre sayısını azaltırken, H8F2p25LM 

hücre hattında 100 uM konsantrasyonun sitotoksik etkiye neden olduğu belirtilmiştir 

[224]. Çalışmada kullanılan 3T3 fibroblastlarında ise 200 uM konsantrasyonu ciddi 

sitotoksisiteye sebep olmuştur. Elde edilen bulguların verilerine göre yaşlanma modeli 

için belirlenecek hidrojen peroksit konsantrasyonu hücre tipine göre farklılık 

gösterdiği düşünülebilir. 

4.2 Yaşlanan Fibroblastların Meme Kanseri Hücreleri Üzerindeki Etkisi 

24 oyuklu plate ekilmiş MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri plate oyuğunun tam 

ortasından çizilerek yara açıklığı oluşturulmuştur. Bu yara açıklığına Luteolin ile 

muamele edilmiş yaşlanmış fibroblastların müdahelesi ile yaşlanmış fibroblastların 

müdahalesi karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırmaya göre yara açıklığına MDA-MB-231 
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hücreleri üzerinde daha iyi ettiği gözlemlendiği için sonuçlar bu hücreler üzerinden 

değerlendirilmiştir. Luteolin ile mualeme edilmiş fibroblastların bulunduğu 

oyuklardaki, kanser hücrelerinin yara açıklığı kapanmamış ve 48 saat sonunda yara 

açıklığı genişlemiştir, yaşlanmış fibroblastların bulunduğu oyuklar ise 72 saat sonunda 

tamamen kapanmıştır. 

 

Şekil 4.3 : Yaşlanmış fibroblastların MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki etkisi. 

 

Şekil 4.4 : Luteolin ile muamele edilmiş yaşlanmış fibroblastların MDA-MB-

231 hücreleri üzerindeki etkisi. 

 

Şekil 4.5 : Yaşlanmış ortam ile luteolinli ortamın kanser hücrelerinde yara 

açıklıkları. 
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Yaşlanmış hücrelerin kanser hücreleri üzerinde proliferasyonu arttırdığı literatürdeki 

çalışmalarla gösterilmiştir. Yayınlanan bir çalışmada MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinde tamoksifen kaynaklı oluşturulan yaşlanma modelinde yapılan çizik 

deneyinde yaşlanan hücrelerin bulunduğu ortamda kanser hücrelerinin 

proliferasyonun arttırdığı ve çizik açıklığını kapattığı gösterilmiştir [225]. Çalışmada 

yaşlanmış hücrelerin çizik açıklığını kapattığını ve proliferasyonunu arttırdığı 

gözlemlenmiş ve literatürü desteklemiştir. 

Yapılan bir çalışmada luteolinin konsantrasyonuna bağlı meme kanseri hücreleri 

üzerindeki proliferasyonu baskılayıcı etki ettiği belirlenmiştir [216]. Ayrıca luteolinin 

yaşlanmış hücreler üzerindeki etkilerinin araştırıldığı bir yayında luteolinin 2 uM 

konsantrasyonu HEI-OC1 hücre hattında proliferasyonu baskıladığı belirtilmiştir 

[226]. Oysa çalışmada luteolin 10 uM konsantrasyonu önemli ölçüde proliferasyonu 

baskılayıcı etki göstermeyip, 25 uM konsantrasyonu proliferasyonu baskılamış ve 

çizik açıklığının kapanmasını engellemiştir. Luteolin konsantrasyon etkilerinin 

farklılıklarının hücre hattının karakteristik özelliklerinden faydalandığı 

düşünülmektedir. 

4.3 Yaşlanan Fibroblastlar ve Luteolinle Muamele Edilen Fibroblastlardaki 

Beta-Galaktozidaz Aktivitesi 

Yaşlanan hücreler beta-gal aktivitesi artma gözlemlenmiştir. DNA hasarı sonucu 

kendini yaşlanma modeline sürükleyen hücreler hasara bağlı bir aktivite artışı 

göstermiştir. Beta-galaktozidaz artışı aktivitesi en çok 150 uM H202 iken en az Luteolin 

ile muamele edilen 20 uM H202 gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.6 : Beta-galaktozidaz aktivitesinin ölçümü. 

Literatür araştırıldığında yaşlanmayla ilişkili beta-galaktosidaz (SA-β-gal) sadece 

yaşlanan hücrelerde β-galaktosidlerin monosakkaridlere hidrolizini katalize eden bir 

hidrolaz enzimidir. Bundan dolayı da yaşlanan hücrelerin belirteci olarak kabul 

edilmektedir [227]. Ayrıca yapılan çalışmada luteolinin yaşlanmış hücrelerin 

aktivitesini baskıladığı gösterildiği için beta-galaktozidaz aktivitesini de baskılayacağı 

fikrini desteklemiştir. Çalışmada yaşlanmış hücrelerde beta-galaktozidaz aktivitesinin 

artması gözlemlenmiş ve luteolinin yaşlanmış hücrelerin aktivitelerini baskıladığı 

gösterilmiştir. 

4.4 Yaşlanma Fenotipinin Parakrin Etki Ekspresyonları 

Hidrojen peroksitin farklı konsantrasyonlarda yaşlandırılması, SASP’ın parakrin 

etkisinin yayılmasından etkili olan önemli bir sitokin IL-6 ekspresyonunu artırmıştır. 

Konsantrasyona bağlı olarak IL-6 sitokin seviyesi en yüksek 150 uM H202 ve sırasıyla 

diğer konsantrasyonlar da takip etmiştir. TNF-a, Bcl-2 hücre yaşlanması ilerledikçe 

ekspresyon seviyesinde bir artış gösterirken, Bax seviyesinde azalma 

gözlemlenmektedir. Luteolinle muamele edilmiş hücrelerde ise IL-6 sitokini azalma 

gözlemlenirken. Bax ekspresyonu artış göstermiştir. Ayrıca luteolinle muamele edilen 

hücrelerde Bax baskılanmıştır. 
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Şekil 4.7 : Real-time PCR ile yaşlanmış ortamdaki sitokinlerin ve proteinlerin 

ekspresyon analizleri. 

IL-6 sitokinin hücresel yaşlanmaya etkisinin incelendiği çalışmalarda yaşlanmış 

hücrelerde ekspresyonun arttırdığı belirtilmiştir [14, 116]. Ayrıca pleiotropik 

özelliğinden dolayı kanser hücreleri üzerinde yaşlanma aktivitesi, metastazı ve 

protümörojeniteyi desteklediği gösterilmiştir [228]. Yapılan çalışmada IL-6 aktiviteyi 

literatürü destekler sonuç vermiştir. 

Yaşlanmış hücrelerdeki proinflamatuvar sitokin olan TNF- α’ nın ekspresyon etkisinin 

araştırıldığı bir çalışmada hem beta-galaktozidaz aktivitesinde hemde 

proliferasyonunda artış olduğu belirtilmiş hemde sitokinin arttığı gösterilmiştir [229]. 

Bu bulgu çalışmada elde edilen artan TNF- α ekspresyonunu desteklemiştir. Ayrıca 

anti-inflamatuvar özelliğe sahip luteolinin de bu sitokini baskılaması fikri de bulgular 

sonucunda desteklenmiştir. 

Bcl-2 ve Bax literatürde kanserle ilişkili bir protein aileleridir. Bcl-2 kanserli 

hücrelerin apoptazdan kaçmasına imkan sağlayarak tümörogenezi destekleyici etki 

gösterirken, Bax aktivitesi arttığında hücreyi apoptoza teşvik ettiği belirlenmiştir. Bu 

sonuçlar doğrultusunda çalışmada yaşlanmış hücreler aracılığıyla desteklenen 

tümörogenezde Bcl-2 ekpsresyonu artmış ve luteolin bu ortamı baskılaması sonucu 

ekspresyonu azalması fikri desteklenmiştir. Ayrıca luteolinli ortamda Bax 

ekspresyonunda aşırı ekpresyonu artması da hem luteolinin apoptoza indüklemesi 

hemde Bax’ın apoptoza teşvik etmesi kanser hücrelerinde belirgin bir artışı literatürde 

desteklemiştir. 
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4.5 Yaşlanmış Fibroblastların Meme Kanseri Hücrelerinde Hücre Canlılığına 

Etkisi 

50 uM, 75 uM, 100 uM ve 150 uM H202 konsantrayonlarının, MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücreleri üzerindeki hücre proliferasyonuna etkisini incelenmiştir. 100 uM ve 150 

uM H2O2 24.saat 48.saat 72.saat ve 96.saatte kültüre bırakıldığında hücre 

proliferasyonunu baskılanmıştır. 50 uM ve 75 uM H2O2 konsantrayonları ise 100 uM 

ve 150 uM H2O2 konsantrasyonlarına göre daha düşük hücre proliferasyonu baskılama 

gözlemlenmiştir. 20 uM, 30 uM ve 40 uM konsantrasyonlarında ise anlamlı bir fark 

gözlemlenmedi. 

 

Şekil 4.8 :  H202 konsantrasyonlarıyla yaşlanan hücrelerin, MDA-MB-231 

hücrelerinin proliferasyonuna etkisi. 
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Şekil 4.9 : H202 konsantrasyonlarıyla yaşlanan hücrelerin, MCF-7 hücrelerinin 

proliferasyonuna etkisi. 

Literatürde yapılan çalışmalarda yaşlanmış ortamın tümörogenezi destekleyici etkisi 

olduğu belirtilmiştir[8]. Luteolinin ise anti-tümörojenik özelliği olduğu 

belirtilmiştir[190]. Çalışmada kullanılan MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatlarında 

yaşlanmış hücrelerin bulunduğu ortamda proliferasyon artışı gözlemlenirken, 

luteolinin bulunduğu ortam proliferasyonu baskılamıştır. 
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5.  SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak H2O2 konsantrasyonu yaşlanma modelinde kullanılacak DNA hasarı için 

önemlidir. Bu nedenle 200 uM konsantrasyonu DNA hasarını ileri boyuta taşımış ve 

hücre döngüsünü durdurarak hücre ölümüne yol açmıştır. Ayrıca 20 uM, 30 uM, 40 

uM, 50 uM,75 uM, 100 uM ve 150 uM konsantrasyonlarında da hücre morfolojik 

görünümü de etkili olduğu belirlenmiş olup 75 uM, 100 uM ve 150 uM yaşlanan 

hücrelerin sitoplazması daha yoğun artış ve hücreler düzleşmiş formdadır. Luteolin ile 

muamele edilem yaşlanmış hücreler morfolojik bozukluklarına rağmen yapılarında 

kısmı bir düzelmeye yol açmıştır. MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinde yaşlanmış 

fibroblastlar yara açıklığını daha hızlı sürede kapattığı için kanser hücrelerinde 

metaztaz yapma yetkinliğini desteklemiştir. Luteolin ile muamele edilen yaşlanmış 

hücreler ise MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinde metastaz yapma yetkinlikleri 

baskılanmıştır ve Luteolin’in yara açıklığına en etkili olan konsantrasyonu 25 uM 

olarak belirlenmiştir. 

Hücre canlılıkları karşılaştırıldığında kontrole göre luteolin ile muamele edilen 

yaşlanmış hücreler, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücrelerinin proliferasyonunda belirgin 

azalmaya neden olmuştur. Yaşlanmış fibroblastlarda beta-galaktozidaz aktivitesi 

artmaktadır. Artan beta-galaktizadaz aktivitesi hücreye verilen ajan hidrojen peroksitin 

konsantrasyonuyla bağlantılıdır. Luteolin ile muamele edilmiş fibroblastlarda artan 

beta-galaktozidaz baskılanmıştır. Luteolin yaşlanma belirteci olan beta-galaktozidaz 

ekpsreyonunu aşağı regüle etmiştir. Yaşlanmış fibroblastlar IL-6 seviyesinde 

ekpsresyon artışına neden olurken, luteolin bu artışı baskılamaktadır.  

Sonuç olarak yaşlanmış fibroblastlar tümörgenez oluşumunu desteklemektedir. 

Yaşlanma fenotipi olan SASP parakrin etkileriyle metastazı destekleyip hücre 

proliferasyonunu artırır. Luteolin yaşlanmış fibroblastlardaki morfolojik değişimleri 

baskıladığı ve beta-galaktozidaz aktivitesini baskıladı. SASP’ın parakrin etkilerinden 

IL-6 ekspresyonunu baskıladı. İlerideki aşamalarda sitokin ve kemokinlerin detaylı 
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ekspresyonlarının araştırılması ve SASP’ın parakrin etki mekanizmasının in vivo 

ortamda luteolinle muamelesinin incelenmesi öngörülür. 
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