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OZET

Hiicresel senesens, hiicre dongiisiiniin kalic1 olarak durmasi ve senesensle iligkili
sekretuvar fenotip (SASP) olarak adlandirilan proinflamatuvar faktorlerin salinimi ile
karakterizedir. SASP bilesenleri, doku homeostazinin bozulmasinda ve yaslanma ile
iligkili patolojik siireclerin gelisiminde onemli rol oynamaktadir. Bu ¢calismada, cay
agaci yaginin (Tea Tree Oil, TTO), L929 fibroblast hiicrelerinde hidrojen peroksit
(H20) ile indiiklenen senesens iizerindeki olas1 koruyucu etkilerinin, 6zellikle SASP
proteinleri agisindan degerlendirilmesi amac¢lanmastir.

Hiicre canliligit MTT testi ile belirlendi, morfolojik degisiklikler 1sik mikroskobisi ile
incelendi, IL-6 ve IL-8 protein ifadeleri immunohistokimyasal yontemle analiz edildi.
Ayrica toplam protein diizeyleri spektrofotometrik yontemle olgiildli ve senesens
belirteci olarak [B-galaktozidaz aktivitesi degerlendirildi. MTT sonuglarmma gore,
TTO’nun 24. saatte 1Cso degeri 10 pL/mL olarak saptandi ve koruyucu etkinin
incelenmesi amaciyla sitotoksik olmayan 1 pL/mL konsantrasyon kullanildu.
Morfolojik degerlendirmede, H0: uygulanan hicrelerde belirgin dejeneratif
degisiklikler gozlenirken, TTO + H20O: grubunda bu degisikliklerin kismen azaldigi
belirlendi. Immiinohistokimyasal analizlerde, IL-6 ve IL-8 ifadelerinde H.O:
grubunda anlaml sekilde arttigi, TTO + H20: grubunda ise yalnizca H-O- uygulanan
gruba kiyasla anlamli derecede azaldigi saptandi (p<0,05). B-galaktozidaz aktivitesi,
H-0: grubunda en yiiksek diizeyde bulunurken, TTO + H20- grubunda belirgin sekilde
azaldi.

Sonug olarak, elde edilen bulgular ¢ay agaci yaginm, oksidatif stres ile induklenen
fibroblast senesensinde SASP protein ekspresyonlarini ve senesens belirteglerini
kismen baskilayarak koruyucu bir etki gosterebilecegini diislindiirmektedir. Bu
nedenle TTO, hiicresel senesens ve yaslanma ile iliskili siireclerde potansiyel bir
modiilator olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Cay agac1 yagi, Hidrojen peroksit, Hicresel senesens, L929
fibroblast hucreleri, Hucresel senesens, IL-6, IL-8, Oksidatif stres, SASP, B-
galaktozidaz,



EVALUATION OF THE EFFECT OF TEA TREE OiL. ON INDUCED
SENESCENCE OF L1929 FiBROBLAST CELLS IN TERMS OF SASP
PROTEINS

Tugce SANCAR

Afyonkarahisar University of Health Sciences
Institute of Graduate Education Department of Histology and Embryology
Master’s Thesis
January 2026
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatma FIRAT

ABSTRACT

Cellular senescence is characterized by the permanent arrest of the cell cycle and the
release of proinflammatory factors known as the senescence-associated secretory
phenotype (SASP). SASP components play an important role in the disruption of tissue
homeostasis and the development of aging-related pathological processes. In this
study, we aimed to evaluate the potential protective effects of tea tree oil (TTO) on
hydrogen peroxide (H20:) induced senescence in 1929 fibroblast cells, particularly in
terms of SASP proteins.

Cell viability was determined by the MTT assay, morphological changes were
examined by light microscopy, and IL-6 and IL-8 protein expressions were analyzed
by immunohistochemical methods. In addition, total protein levels were measured by
spectrophotometric methods and [-galactosidase activity was evaluated as a
senescence marker. According to the MTT results, the ICso value of TTO was
determined to be 10 uL/mL at 24 hours, and a non-cytotoxic concentration of 1 puL/mL
was used to investigate the protective effect.

In the morphological evaluation, while significant degenerative changes were
observed in cells treated with H-O-, it was determined that these changes were partially
reduced in the TTO + H20: group. In immunohistochemical analyses, IL-6 and I1L-8
expression was significantly increased in the H-O- group, while it was significantly
decreased in the TTO + H20: group compared to the H.O:-treated group (p<0.05). B-
galactosidase activity was highest in the H>O- group and decreased significantly in the
TTO + H20: group.

In conclusion, the findings suggest that tea tree oil may exert a protective effect by
partially suppressing SASP protein expression and senescence markers in oxidative
stress-induced fibroblast senescence. Therefore, TTO can be considered a potential
modulator in cellular senescence and aging-related processes.

Keywords: Cellular senescence, Hydrogen peroxide, IL-6, IL-8, L929 fibroblast cells,

Oxidative stress, SASP, Tea tree oil, B-galactosidase.
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KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

SASP: Senescence-associated secretory phenotype
SIPS: Strese Bagli Indiiklenen Prematiir Senesens

OIS: Onkogene Bagli Senesens

MIDAS: Mitokondriyal Disfonksiyonla iliskili Senesens
TIS: Teraip Kaynakli Senesens

TP53/P53: Tumor Protein 53

DNA: Deoksiribo nukleik asit

DDR: DNA Hasar Tepkisi

DNA-SKARS: Yaslanmay1 Giiglendiren Kromatin Degisiklikleri Olan DNA
Segmentleri

TNF: Tumor Nekroz Faktor

ROS: Reaktif oksijen turleri

VEGF: Vaskiler Endotelyal Biiyime Faktor(
MMP: Matriks Metalloproteinaz

NADP: Nikotinamid adenin dintkleoitit fosfat
ul: Mikrolitre

TTO: Tea Tree Oil

mL: Mililitre

cm: Santimetre

mm: Milimetre

DMSO: Dimetil Sulfoksit

CO:: Karbondioksit

DAB: 3,3-diaminobenzidin

PBS: Fosfat Salin Tapmon

PAI-1: Plazminojen Aktivatdr Inhibitorii
DCR2: Death Receptor 2

CCNL1: Cysteine-rich 6

HRAS: Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog



AER: Apikal Ektodermal Sirt

HLAG: Human Leukocyte Antigen-G

IC50: Inhibitory Concentration 50

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromr
OC: Santigrat Derece

uUNK: Uterus Dogal Oldiiriici

HDMEC: Insan Dermal Mikrovaskiiler Endotel Hiicreleri
BET: Bromodomain ve Ekstraterminal Domain
GM-CSF: Granulosit-Makrofaj Uyaric1 Faktor
CTGF: Bag Dokusu Faktorii

STAT3: Transkripsiyon Aktivatori 3

SirT1: Histon Deasetilaz

Fe: Demir

Cu: Bakir

IL-6: Interlokin 6

IL-8: Interldkin 8

IFN: Interferon

SAHF: Senescence-Associated Heterochromatin Foci
IGFB7: Insiilin Biiyiime Faktorii 7

MTOR: Rapamisin Memeli Hedefi

NF1: Norofibromin

HP1: Heterokromatin protein 1

JAK: Janus Kinase

CDK: Cyclin-Dependent Kinase

VHL: von Hippel-Lindau hastaligi

CXCL: C-X-C motif ligand

HPV: Human Papillomavirus

CHKZ2: Checkpoint Kinase 2



BrdU: 5-bromodeoksiuridin
UV: Ultraviyole
FMA: Farnesyltransferase Methyltransferase

MAPK/ERK: Mitogen-Activated Protein Kinase / Extracellular signal-Regulated
Kinase yolaklar1

B-gal: Beta Galaktozidaz
TAD: Topolojik Olarak Iliskili Alanlar
RB: Retinoblastoma

ATM: Ataksi teleanjiektaziye ugramis gen

ATR: Ataksi-telenjiektazi ile iliskili Rad3
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1. GIRiS VE AMAC

Hiicrelerde yaslhilik, replikatif tiilkenme, anormal onkogen aktivasyonu (onkogen
kaynakli yaslanma) veya kemoterapdtiklerle tedavinin neden oldugu gibi molekiiler
hasar tarafindan tetiklenen hiicresel bir stres tepkisidir. Yaslanan hiicreler stabil bir
sekilde durur, karmasik bir sekretom iiretir (yaslanmayla iliskili salg1 fenotipi, SASP)
ve transkripsiyonel, epigenetik, morfolojik ve metabolik degisiklikler dahil olmak
tizere karakteristik degisikliklere ugrar (Gorgoulis ve ark.,2019). Senesens, hicre
yaslanmasi olarak kabul edilir. Senesens hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin durmasi,
cogunlukla siklin bagimli kinaz inhibitdrleri olan p16INK4a ve p21CIP1 proteinlerinin
artan seviyeleri ile iliskilidir. Bu proteinler, CDKN2A ve CDKNI1A genleri tarafindan
kodlanir ve hiicre boliinmesini engelleyerek yaslanmaya neden olurlar (Alimonti ve
ark., 2010). 1961'de Hayflick ve Moorhead, birincil fibroblastlarin kiiltiir ortaminda
belli bir sayida boliinmeden sonra ¢ogalma kapasitelerini yitirdigini bildirmistir
(Hayflick ve Moorhead, 1961). Bu sireg, her hiicre bdlinmesinde telomerlerin
kisalmasiyla baglantilidir. Telomerler kritik bir uzunluga ulastiginda, hiicrelerin
cogalmasi durur ve bu durum "replikatif senesens" olarak adlandirilir. Replikatif
senesens, hiicreleri hem blyilmeyi tetikleyici sinyallere hem de hiicre 6lim
sinyallerine kars1 duyarsiz hale getiren kalic1 bir hiicre dongiisii durmasidir. Hiicresel
yaslanma, lizozomal aktivitenin artisi, mitokondriyal islev bozuklugu, kromatin
yapisinin yeniden diizenlenmesi ve senesensle iliskili salgi fenotipi (SASP) gibi
biyolojik degisimlerle karakterize edilir. Telomerlerin kisalmasi, hiicresel oksidatif
stres, DNA hasar1 ve onkojenik aktivite, mikro ¢evrede yer alan senesentetik komsu
hiicrelerin parakrin etkileri, hiicre boliinmesinin kalict olarak duraklatilmasi
senesensin nedenleri arasmdadir. Yaslanan hiicreler, uzun stireli ve genellikle geri
doniisii olmayan bir hiicre dongiisii durmasiyla karakterize edilir. Hiicresel yaslanma,
iyonlastirici radyasyon, UV 1sinlari, oksidatif stres ve epigenetik degisiklikler gibi agir1
stres faktorleriyle tetiklenebilir. Yaslanmanin kagmilmaz etkileri arasinda tiimor
baskilanmasi, doku onarimi ve geligim siiregleri yer alirken, paradoksal olarak tiimor
ilerlemesine de katki saglayabilir. Ozellikle SASP, yaslanmanm hem olumlu hem de
olumsuz etkilerinin temelinde yer alan baslica mekanizmalardan biridir. Hiicreleri
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etkileyen faktorlere gore senesens gesitlerini dokuz grup altinda inceleyebiliriz.

Bunlar;
. Replikatif senesens,
. Strese Bagh Indiiklenen Prematiir Senesens (SIPS)

. Onkogene Bagli Senesens (OIS)

. Oksidatif Stres ile Indiiklenen Senesens

. Epigenetik Olarak Indiiklenen Senesens

. Mitokondriyal Disfonksiyonla Iligkili Senesens (MiDAS)
. Kemoterapiye Bagli Senesens

. Desidual Senesens

. Terapi Kaynakli Senesens (TIS).

Biz ¢alismamizda hiicrelerimize oksidatif stresle indiiklenen senesensi uygulayacagiz.
Oksidatif stresle indiiklenen senesens, hicrelerin H2O2, demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi
metal iyonlari, Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalleri olusturmasiyla, Ultraviyole
(UV) 1smlar1 veya iyonize radyasyon gibi yiiksek enerjili radyasyonlar, Glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin inhibitorleri kullanilarak oksidatif strese maruz
kalmasi sonucu yaslanma siirecine girmesi olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres, hiicre
icindeki serbest radikallerin birikimi ve antioksidan savunma sisteminin yetersizligi
nedeniyle olusan bir diizensizliktir. Bu durum, hiicresel bilesenlere (DNA, proteinler,
lipidler) zarar vererek hiicrenin normal islevlerini bozar ve sonunda hiicre 6liimiine
veya hiicre yaslanmasina yol agar. Hiicrelerin senesenste oldugunu belirtmek i¢in
cesitli biyobelirtecler gereklidir. Bu biyobelirteglerden ilki durmus hiicre dongiisiiniin
belirlenmesidir. Senesense giren hiicreler hasarli hiicreler olarak kabul edilirler.
Hasarl hiicreler, hiicre dongiisii kontrol proteinleri tarafindan tespit edilir ve hiicre
dongusu G1 fazinda durdurulur. Hiicrelerde ¢ekirdek boyamalarinda dogal olmayan

heterokromatik bdlgelerin varligi tespit edilmistir. Senesensin bir diger belirteci,



senesensteki hiicrelerin ¢evrelerine senesensle ilgili salg1 proteinleri (SASP) olarak
bilinen proteinleri salgilamalaridir. SASP lerden en yaygin bilinenler interlokin-8 (IL-
8), interlokin-6 (IL-6), insulin blyume faktori (IGF) ve insulin benzeri biylme
faktorii baglayict protein-7 (IGFB7)’dir. SASP molekiillerinin hiicreden salgilanarak
cevredeki hiicrelerin senesensini de indiikledikleri bildirilmistir. Yaslanan hiicrelerin
biiylimesinin istikrarl bir sekilde durdurulmasma ragmen, SASP’lerin esas olarak pro-
inflamatuar sitokinler ve kemokinler, yeniden modelleme enzimleri ve biylmeyi
tesvik eden molekiillerden olusan karmasik bir salgt programmi indiikledigi
bilinmektedir. Bu SASP'nin yaslanmanin koruyucu aktivitesine katildig1 ancak ayni
zamanda yaslanma sirasinda yaslanan hiicrelerin patolojik birikimi ile iliskili zararh
etkilerden de sorumlu oldugu gostermektedir. Bu nedenle senesentetik hicrelerin
isaretlenebilmesi hem yaglanma siirecini duraklatmak ya da yavaslatmak adina hem de
yaslilikla birlikte hiicrelerde gelisen patolojik birikimi engellemek acisindan
onemlidir. Hiicre senesensiyle ilgili caligmalar degerlendirildiginde, senesentetik
hiicrelerin isaretlenmesinde ve kalitatif olarak belirlenmesinde B-Gal aktivitesi

kullanilabilir.

Epidermis, ¢ogunlukla keratinositlerden olusan ve siirekli yenilenen bir tabakadir.
Dermis ise kan damarlari, sinirler ve c¢esitli hiicreleri barindiran daha kalin bir
tabakadir. Hem epidermisteki keratinositler hem de dermiste bulunan fibroblastlar
yaslandik¢a, ciltte kirisiklik, kuruluk ve elastikiyet kaybi1 gibi yaslanma belirtileri
ortaya ¢ikar. Yani hem epidermal keratinosit hem de dermal fibroblast senesensi cilt
yaslanmasina neden olur (Gruber ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020; Fitsiou ve ark.,
2021). Deri yaslanmasi igsel ve digsal birgok faktérden etkilenmektedir. UV etkisi,
sigara, alkol, stres ve maruz kalinan kimyasallar gibi digsal nedenler keratinosit ve
fibroblast hiicrelerinde yaglanmay tetikleyen ve hizlandiran faktorlerdir. Bu tezde de
kullanilmis olan 1929 hiicreleri fare hipodermisinden elde edilmis ve ylizeye yapisan
coklu morfolojiye sahip huicrelerdir. L929 fibroblast hiicreleri, sitotoksisite testlerinde
en sik kullanilan hiicre tiirlerinden biridir. Kolayca kiiltiirlenebilmeleri, hizli
cogalmalar1 ve rahatlikla saklanabilmeleri nedeniyle birgok maddenin sitotoksisite
degerlendirmesinde tercih edilmektedir. Bilimsel ¢alismalarda fare fibroblasti (L929)
hiicre hatlar1, sitotoksisite testlerinde kullanilmak iizere standart hiicre kiltiirii hatt1

olarak Onerilmektedir (Theerakittayakorn ve Bunprasert, 2011). Yara iyilesmesinde

3



proliferatif faz1 baglatmada (Cinar ve ark., 2020) 6zellikle kollajen sentezine katkida
bulunan L929 fibroblast hucreleri, 6zellikle deneysel hiicre kiiltiirii calismalarinda
siklikla kullanilan hiicrelerdir. Ayrica, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin son yillarda doku
rejenerasyonu arastirmalarinda artan bir nemi vardir (Sevim ve ark., 2024). Oksidatif
stresin H2O» ile indiiklendigi sitotoksisiteyi incelemek i¢in en ¢ok kullanilan
hiicrelerden biri de L929 fibroblastlaridir.

Camellia sinensis, Kunzea ericoides, Leptospermum scoparium, Leptospermum
petersonii ve Melaleuca alternifolia gibi ¢esitli bitki tiirleri ¢ay agaci olarak
adlandirilabilir. Bu bitkiler arasinda en yaygin olarak bilinen ve kullanilan Melaleuca
alternifolia'dir. Cay agaci yagi (tea tree oil, TTO) esas olarak Avustralya'nin endemik
bitkisi Melaleuca alternifolia’dan elde edilen ugucu bir yagdir. M. alternifolia'nin
esansiyel yagi, ikincil metabolitler olarak M. alternifolia’dan u¢ dallarinin ve
yapraklarm buhar veya hidrodistilasyon yoluyla elde edilir ve monoterpen agisindan
zengin, gl¢lii bir koku ile karakterize edilen ugucu bir yagdir. M. alternifolia'nin
yapraklarindan elde edilen ¢ay agaci esansiyel yagi, iic ana kemotipe ayrilabilir:
terpinen-4-ol, terpinolen ve 1,8-sineol (Padovan ve ark., 2017). Terpinolen ve 1,8-
sineol, ¢esitli bilesimlere sahip baskin ve baskin olmayan bilesenlerin birlesiminden
olusur (Homer ve ark., 2000). Terpinen-4-ol kemotipi baskindir ve tibbi agidan ¢ok
daha fazla ragbet goriir (Doran ve ark., 2006). Antioksidan ve biiyiimeyi tesvik edici
islevleriyle 1yi bilinir. Biiylik ol¢iide antimikrobiyal 6zellikleri i¢in kullanilan TTO,
cilt enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanilan bir¢ok formiilasyona da dahil
edilmistir. M. alternifolia'dan elde edilen ugucu yagin giiclii serbest radikal temizleme
Ozellikleri sergiledigini ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini gdsteren bir¢cok
calisma mevcuttur (Zhang ve ark., 2018). Ayrica potansiyel bir antikanser ajan olarak
da etki gosterebilir (Shapira ve ark., 2016).

Cay agaci yagmin bilinen antimikrobiyal ve anti-inflamatuvar etkilerinin yaninda, son
zamanlarda dermo-kozmetik alanda siklikla kullanildigi ve yaslanmayi geciktirici
etkilerinden bahsedilmektedir. Cay agaci yagi inflamasyonu azaltmaya (Chen ve ark.,
2020; Yang ve ark., 2022), oksidatif stresi diisiirmeye ve yara iyilesmesini artirmaya
(Song ve ark., 2022), yardimci olabilir ve biyomedikal alanlarda yaygin olarak
uygulanmaktadir. Bunlardan yola ¢ikarak biz de cay agac1 yagmin L929 deri fibroblast



hlcrelerini senesensten dolayisiyla yaslanmadan olasi koruyucu etkisini ortaya

¢ikarmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hicresel Senesens

Giinliik hayatta sik sik kullandigimiz ‘yaslanma ve yashlik’ kelimeleri aslinda es
anlamli degildir (Rodier ve Campisi, 2011). Yaslanma, tiim yiliksek organizmalarin
artan morbidite ve mortalite olasiligiyla iligkili olarak etkinlik ve yeniden
iretilebilirliginde zamanla kalic1 degisiklik olarak tanimlanan bir siiregtir (HO6hn ve
ark., 2017). Yaglanma, biyolojik ve fizyolojik degisimlerin kademeli olarak ilerledigi
bir siireci ifade ederken; yashlik, bu silirecin belirli bir evresini, yani yasam
dongusundeki ileri bir dénemi tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Insan cildi, ilerleyen
yasla birlikte kirisiklik olusumu, cilt kurulugu, bariyer biitiinliigiiniin azalmasi1 ve
epidermisin incelmesi gibi islevsel degisikliklere ugramakta; bu durum cildin i¢ ve dis
etkenlere siirekli olarak maruz kalmasina neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalar,
hiicrelerin telomer kisalmasindan bagimsiz mekanizmalar da dahil olmak tizere, ¢ok
sayida ve farkli sinyalin etkisiyle organizmanin kronolojik yasindan bagimsiz olarak
hiicresel yaslanmaya girebildigini gostermektedir. Bu dogrultuda yasli hiicreler,
embriyogenez sirasinda doku gelisimine katki sagladiklar1 donemlerden, hasarh
hiicrelerin yayilimini smirladiklari, doku onarimina ve tiimor baskilanmasima destek
olduklar1 siireclere kadar yasamin herhangi bir evresinde tespit edilebilmektedir. Bu
nedenle hiicresel yaslanma, evrimsel acidan antagonistik pleiotropinin, yani hem
yararli hem de zararh etkiler barindiran bir hiicresel programin tipik bir 6rnegi olarak
degerlendirilmektedir. Hayflick ve Moorhead tarafindan bulunan ve hiicrelerin
biyolojik ve degistirilmez Olim orani, Peter Medawar ve George C. Williams’in
yaslanma modeliyle uyumluluk gosterir (Hayflick ve  Moorhead, 1961). Hcresel
yaslanma, organizmanm iireme doneminin sona ermesinden sonra zararli etkiler
gosterebilmesine ragmen, yasamin erken evrelerinde bireyin hayatta kalma olasiligin1
arttrmasi nedeniyle evrimsel siiregte korunmus bir mekanizmadir. Bu mekanizma
sayesinde organizmalar, genglik doneminde ¢evresel zorluklara karsi daha direncli
hale gelmekte ve iireme basarisini artirmaktadir. Hiicresel senesens ise, ortamda
mitojenik etkenlerin varlig1 s6z konusu olsa dahi, hiicre dongiisiiniin geri doniisiimsiiz
ve kararli bir sekilde durmasi ile karakterize edilmektedir (Mufioz-Espin ve Serrano,
2014; Hernandez-Segura, Nehme ve Demaria, 2018). 1961 yilinda Hayflick ve



Moorhead, kiiltiir ortamindaki birincil fibroblastlarin artan pasaj sayisindan sonra
proliferasyon potansiyellerini kaybettiklerini bildirmistir. Hiicresel yaslanma;
genotoksik maddelere maruz kalma, beslenme yetersizligi, hipoksi, mitokondriyal
fonksiyon bozukluklar1 ve kanser olusumu gibi durumlarin yani sira, bu siiregleri
tetikleyen genlerin aktive olmasi dahil olmak {izere bir¢ok stres faktorinun etkisiyle
ortaya ¢ikan bir siirectir. Bu ¢alismalar dogrultusunda, kararli hiicre dongiisii
durmasinin birden fazla mekanizma tarafindan diizenlenebildigi ve farkl: fenotipler ile
islevlerle iligkilendirilebilen, son derece karmagik ve heterojen bir olguyu kapsadigi

belirlenmistir. (Hayflick ve Moorhead, 1961).

Hiicresel senesensi, hiicresel bliyiimenin korundugu ancak hiicre dongiisiiniin durmasi
olarak kabul edersek; hiicre sayisi, proliferasyon belirteci olarak Ki67, hiicre dongiisii
fazlar1 gibi belirtecler veya proliferasyona isaret eden Olclimler ve senesensi diger
hiicre durmasi1 durumlarindan ayiran biiylimiis hiicre boyutu, B-galaktozidaz veya
lipofuksin igerigine yansiyan lizozomal genisleme gibi biliyiime ve metabolik
aktiviteyi gosteren belirtegler kullanilarak belirlenebilir. Asir1 miktarda stres hiicresel
yaglanmaya neden olabilir (Ben-Porath ve Weinberg, 2004, 2005). Hicresel
yaglanmaya, kemoterapi veya X-isinlar1 gibi dis faktorlerin yani sira, viicut i¢indeki
normal metabolik siire¢ler sonucu olusan oksidatif stres ve mitokondriyal hasar gibi i¢
faktorler de sayilabilir. Hayat boyu maruz kaldigimiz kimyasal maddeler, radyasyon
ve diger cevresel faktorler de hiicresel yaslanmayi1 hizlandirabilir. Hiicresel yaslanma,
hiicre i¢i veya hiicre dis1 strese yanit olarak in vitro ve in vivo olarak gozlenebilir.
Hiicresel yasglanmanin in vivodaki ilk c¢aligmalar1 yasli hiicrelerin yasla beraber
arttigint  gostermistir. Yaslanan hiicrelerin yapilan ¢aligmalarla kemirgenlerde,
primatlarda ve insanlarda hayatlar1 boyunca biriktigi gézlemlenmistir (Dimri ve ark.,
1995).

Campisi yaptig1 arastirmalar sonucunda hiicresel yaslanmanin katkida bulundugunu

diisiindiigii siirecleri

e Tiimor baskilanmasi,
e Yaslanma,

e TUmMOr ilerlemesi,



e Doku onarimi
olarak belirtmistir (Rodier and Campisi, 2011).

Hiicresel yaslanmayla iliskili mekanizmalarin incelenmesinde, 6zellikle insan birincil
fibroblastlar1 tizerinde olmak iizere, biiyiik 6lgiide ex vivo modeller kullanilmaktadir.
Cesitli yaglanma indiikleyicileri tarafindan aktive edilen bazi ortak 6zellikler olsa da,
yaslanma fenotipinde biiyiik bir degiskenlik gézlemlenmekte ve hiicre tipi, uyaran ve
zaman noktasi gibi ¢esitli faktorlere baglidir (Sharpless ve Sherr, 2015; Marthandan
ve ark., 2016). Hiicrelerin ¢esitli stres faktorlerine maruz kalmasi sonucu meydana
gelen hiicresel senesens siirecinde p53 gibi tiimor baskilayici genler tarafindan aktive
edilen p21, pl16, p15 ve p27 gibi CDK inhibitorleri, hicre dongusuni diizenleyen
onemli bir protein olan Rb'yi fosforilasyondan alikoyar. Fosforile olamayan Rb, E2F
transkripsiyon faktoriine bagh kalarak hiicrenin Gi’den S fazina ge¢cmesini engeller.
Bdylece hicre, bolinme potansiyelini kaybeder. Bu durum, hicrenin blylime
faktorleri gibi uyarici etkenlere karsi duyarsizlagsmasina neden olarak, hiicrenin
durgunluk halinden farklilasir. Durgunlukta hiicre, uygun kosullar saglandiginda
boliinme potansiyelini korurken, senesentetik hiicre bu potansiyeli kalict olarak
kaybeder. Hiicresel senesens telomer kisalmasi, DNA hasari, genotoksik stres ve
inflamatuar sitokin salinimi gibi mekanizmalar tarafindan yonlendirilen ve p53 ve
siklin bagimli kinaz inhibitorii pl16°’nin aktivasyonuyla sonuglanan kalict bir hiicre
dongiisii durmasi olarak da ifade edilebilir (Collins ve Sedivy, 2003; Coppé ve ark.,
2008; Li ve ark., 2016).
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Sekil 2.1: Hiicresel yaglanmanin ayirt edici 6zelliklerinin gdsterimi.

Hiicre yaslanmasiin nedenleri: Telemor Kisalmasi; Her hiicre bélinmesi telomer
kisalmasina yol acacaktir (Watson, 1972; Harley, Futcher ve Greider, 1990; Hastie ve
ark., 1990; Gorgoulis ve ark., 2019). Bu kisalma, hiicrenin yaslanmasi ve boliinme

yeteneginin azalmasiyla iligkilendirilir.

Genomik Hasar: Telomer disfonksiyonu, potansiyel onkojenik uyaricilar arasinda yer
alarak senesens tepkisini indiikleyebilir. Hiicreler, genomik konumdan bagimsiz
olarak ciddi DNA hasarlarina senesens ile yanit verir (Nakamura ve ark., 2008).
Oksidatif stres gibi faktorler sonucu olusan DNA lezyonlar1 da hiicreleri senesense
strukleyebilir (Chen ve ark., 1995; Parrinello ve ark., 2003; Nogueira ve ark., 2008;
Barascu ve ark., 2012). Bu durum, genellikle DNA baz hasarina veya tek zincirli

kiriklara neden olur.

Mitogenler ve Proliferasyonla Iligkili Sinyaller: Hucresel yaslanma, tiimér
supresyonundaki roliyle uyumlu olarak, guclu, kronik veya dengesiz mitojenik
sinyallerle de induklenebilir (Blagosklonny, 2011).



Epigenomik Hasar: Hiicresel senesens, kromatin organizasyonunda yaygin
degisiklikler gerektirir (Adams, 2009) bu durum proproliferatif gen lokuslarinda
baskilayic1 heterokromatin olusumunu igerir (Narita ve ark., 2003). Epigenomdaki
bozulmalar da senesens tepkisini indiikleyebilir.

Mitokondriyal Disfonksiyon: Mitokondriler, hiuicrenin enerji Gretim merkezleridir.
Yasla birlikte mitokondrilerde hasar birikir ve bu da enerji liretimini azaltir, oksidatif

stresi artirir ve hiicresel senesense neden olur.

Timor Baskilayicilarin  Aktivasyonu: Hucresel senesensi indikleyen uyaranlar,
cogunlukla p53/p21 ve p16INK4a/pRB tiimor supresor yollarindan en az birini aktive
ederek senesens biiyiime durmasini olusturur veya devam ettirir (Collins ve Sedivy,
2003; Campisi ve D’Adda Di Fagagna, 2007; Adams, 2009). p53, pRB, p21 veya
pl6INK4a'nin siirekli veya asir1 aktif olmasi, hiicresel senesense yol acabilir
(McConnell ve ark., 1998; Beauséjour ve ark., 2003). Glclu bir senesens indlkleyicisi,
dogrudan DNA hasari, islevsiz telomerler, bozulmus kromatin veya belirli
onkogenlerin neden oldugu gibi giiglii mitojenik sinyallerden kaynaklanabilen
(epi)genomik strestir (Campisi ve D’Adda Di Fagagna, 2007). Bu stres sebepleri,
stabil, sitolojik olarak tespit edilebilir niikleer odaklardan (Zglinicki ve ark., 2005)
veya (senesensi giiclendiren kromatin degisikleri olan DNA segmentleri) DNA-
SKARS'lardan (Coppé ve ark., 2011) yayilan kalic1 bir DNA hasar tepkisi (DDR)
sinyali tiretir. Bu kalict DDR odaklari, hiicre dongiisii ilerlemesini engelleyen genlerin
transkripsiyonunu uyararak senesensi siirdiiren p53 timor baskilayicisinin (Rodier ve
ark., 2009; Coppé ve ark., 2011) aktivitesini devam ettirir (Campisi ve D’Adda Di
Fagagna, 2007).

Hiicresel senesensin klasik ayirt edici 6zelligi, genellikle onkojenik uyaranlara tepki
olarak ortaya ¢ikan ve genellikle geri dondiiriilemez bir biiyiime durmasidir (Campisi
ve D’Adda Di Fagagna, 2007). Hucre biiyiime durmasinin geri doniisiimsiiz olmasi ve
senesensin onkojenik bir stres yaniti olmasi, senesentetik hiicreleri durgun ve

farklilagmis hiicrelerden ayirir.

Senensentetik hiicreler morfolojik olarak incelendiginde genellikle genislemis olarak

goralur (Hayflick, 1965) ve dokularda veya hiicrelerde sitolojik olarak tespit edilebilen
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yaglilikla iligkili bir beta-galaktozidaz (SA-Bgal) aktivitesi gosterir (Dimri ve ark.,
1995). Senesentetik hiicrelerde bazi mikroRNA'larin (miRNA'lar) seviyesi artar ve

biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler ve proteazlar gibi bir¢cok faktor salgilanir.
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Sekil 2.2: Hucresel senesens (Calcinotto ve ark., 2019).

Deri fibroblast hiicrelerinde yaslanma; Hipertrofi ve artan granularite: Senesentetik
hiicrelerde, boyutta gézlemlenebilir artis meydana gelir (Campisi, 2013; Davalos ve
ark., 2013). Buna, mTOR (rapamisin memeli hedefi) sinyal yolunun aktivasyonu
neden olur (Bent, Gilbert ve Hemann, 2016). Senesense giren fibroblastlarda dokuz
kata kadar boyut artig1 bulunmustur (Campisi, 2013). Yaslanma ile artan boyut, yash
keratinositlerde (Brégégere ve ark, 2003) ve insan melanositlerinde UVB ile
indiiklenen yaglanma modelindeki (Martic ve ark., 2020) gibi diger yaslanma
belirtecleriyle dogrulanmistir. Hiicre biiylimesine ek olarak, yaslanan deri hiicrelerinin
cekirdeklerinde de hipertrofi go0zlemlenmistir. Yapilan c¢alismalarda ozellikle

fibroblast hiicrelerinin ortalama niikleer alanmin geng pasajlarda 255 pm? oldugu, gec
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pasajlarda ise 293 pm? oldugu gosterilmistir (Mehta ve ark., 2007). Senesentetik
hiicrelerdeki graniiler icerik artigi, transmisyon elektron mikroskobuyla hiicre i¢i
elektron yogun partikiillerin birikimi olarak gézlemlenebilir (Hwang, Yoon ve Kang,
2009).

Lizozomal kiitlede artis ve SA-B-Gal boyama; Senesentetik hiicrelerde lizozom
miktarmin artmasi, eski lizozzomlarm birikmesi ve artan lizozomal biyogenez ile
iligkilidir. Lipofuskin birikimi, lizozomal déniisiim mekanizmasindaki disfonksiyon
ile uyumlu bir bulgudur (Georgakopoulou ve ark., 2012). Lipofuksinin anlami
Yunanca “lipo” (yag) ve “fuscus” (koyu) kelimelerinden olusmustur (H6hn ve ark.,

[3

2017). Aym zamanda, “yaslanma floroforu” veya “yaslanma pigmenti” olarak da
isimlendirilir. Lipofuksin, yiiksek oranda oksitlenmis ve ¢apraz baglanmis proteinler,
lipitler ve sekerlerden olusan ¢oziinmeyen bir substrattir. Lizozomal boyut ve sekil
artig1, senesensle iligkili B-galaktozidaz (SA-B-Gal) aktivitesindeki artigla iliskilidir.
SA-B-Gal, senesentetik hiicrelerde yukari1 regiile oldugundan, rezidiiel aktivitesi
suboptimal pH 6.0'da izlenebilir. SA-B-Gal, kiltur ve doku drneklerinde senesensin en
yaygin kullanilan belirtecidir (Gary ve Kindell, 2005). Ancak, hiicre kiiltiirii sirasinda
konfluens gibi artefaktlar, yanls pozitif sinyal tespitine katkida bulunabilir (Holt ve

Grainger, 2012).

Mitokondri birikimi; Yaslanan hiicrelerde daha fazla sayida mitokondri bulunur ve
organel buytimesi gézlemlenir. Yasl insan siinnet derisinden alinan diploid fibroblast
hiicrelerinde, mitokondrilerin boyutunun arttigi ve sayilarinin iki katina ¢iktigi
gozlemlenmistir (Yoon ve ark., 2006). Buna ragmen, mitokondrilerin enerji tiretme
kapasitesi azalir ve bu durum, reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi zararli molekiillerin
ve endoniikleaz G gibi enzimlerin salimimina neden olur (Passos ve ark., 2007;
Studencka ve Schaber, 2017). Go6zlemlenen mitokondri birikimi, esas olarak
mitokondriyal otofaji (mitofaji) defektinden kaynaklanmakta ve islevsiz
mitokondrilerin birikmesine yol agmaktadir (Korolchuk ve ark., 2017). Yash
hiicrelerde, bozuk mitokondri fonksiyonlarini telafi etmek ve onlar1 hiicre 6liimiinden
korumak igin mitokondri boliinmesi azalirken, mitokondri flzyonu artar (Correia-
Melo ve Passos, 2015), mitokondri biiyiimesine katkida bulunur (Dalle Pezze ve ark.,

2014). Disfonksiyonel mitokondriler, yasl hiicrelerde artmig ROS {iiretiminin dnemli
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bir kaynagini temsil eder ve bu, senesensin 6nemli bir fenotipik 6zelligidir (Victorelli
ve Passos, 2019). ROS ile iliskili mitokondriyal hasar ve fotoyaslanma arasida giiglii

bir korelasyon bulunmaktadir.

Niikleer degisiklikler; Senesentetik hiicre ¢ekirdekleri, H3K9me3 ve heterokromatin
protein 1 (HP1) ile birlikte bulunan ve hucre proliferasyonunda rol oynayan genleri
transkripsiyonel olarak baskilayarak hiicreleri senesentetik bir durumda kilitleyebilen
sessiz bolgeler olan senesensle iligkili heterokromatin odaklarini (SAHF'ler) igerebilir
(Watanabe ve ark., 2018). SAHF'ler, 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile boyanarak
gorsellestirilebilir ve proliferasyon icin gerekli genleri transkripsiyonel olarak
baskilayan yogunlastirilmis kromatin alanlarini temsil eden floresan odaklar1 olarak
gorinur (Aravinthan, 2015). In vitro kosullarda senesentetik hiicrelerin uzun sireli
takibi, DNA kayb1 olmaksizin histon 3 ve 4'in kademeli proteolizini ortaya koymustur.
SAHF'ler, niikleer lamina/membranin yapisal bir proteini olan lamin Bl'in asagi
regulasyonunda da rol oynar (Salama ve ark., 2014; Hernandez-Segura, Nehme ve
Demaria, 2018). SAHF'ler, senesensin evrensel bir belirteci degildir, ancak 6zellikle
OIS durumunda goézlemlenir (Sharpless and Sherr, 2015). Lamin B1 asag1 regiilasyonu
oncelikli olarak p53 ve pl6'ya baghdir, ancak p38 mitogenle aktive edilen protein
kinazlar1 (MAPK), NF-kB ve DNA hasar tepkisi (DDR) gibi diger senesensle iliskili
sinyal yollarindan bagimsizdir (Freund ve ark., 2012).

Senesens belirte¢ analizi, in vivo sensesensi genel olarak (¢ grupta incelenebilecegini
gosterir. Bunlar;

e Akut senesens,
e Embriyonik senesens,
e Kronik senesens.

Akut senesens, doku hasari, yara iyilesmesi veya timor olusumu gibi belirli streslere
yanit olarak ortaya ¢ikar. Bu siire¢, doku homeostazinin korunmasi i¢in gereklidir.
Yara iyilesmesinde CCN1 proteini tarafindan indiiklenen miyofibroblast senesensi
(Jun ve Lau, 2010), plasentada HLAG ile induklenen notrofil senesensi (Rajagopalan,

2014) ve neoplaztik lezyonlarda onkogen ile indiiklenen senesens (OIS) (Dhomen ve
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ark., 2009) dahil olmak iizere doku homeostaz1 igin gerekli olan ayr1 streslere yanit

olarak meydana gelir.

Embriyonik senesens, geligim siirecinde gerek olmayan dokularm gelisimini durduran
ve ortadan kalkmasinda rol oynayan faydali bir siirectir. Embriyonik senesens, klasik
olarak yaslanma ile iliskili olan senesens modelinden farkli bir siirectir. Bu siiregte,
p21 veya p15Ink4b gibi proteinler tarafindan hiicre dongiisii duraksamasi gerceklesir
ve pl6Ink4a'nin katilimi olmadan doku sekillenmesi yonlendirilir (Mufioz-Espin ve
ark., 2013; Storer ve ark., 2013). Bu durum, kanonik senesensin genellikle hiicresel
hasar veya stres sonucu olugmasinin aksine, embriyonik gelisimin normal bir
parcasidir. pl6Ink4a'nin embriyonik senesens sirasinda gerekli olmamasinin nedeni,
farkl hiicre tiplerinde farkli diizenleyici mekanizmalarin islemesidir. Hem akut hem
de embriyonik senesens hiicreleri, organizma i¢in faydali olabilir ve bagisiklik sistemi
tarafindan apoptoz veya fagositoz gibi mekanizmalarla programlanmis bir sekilde
ortadan kaldirilabilir. Bu siire¢, embriyonik gelisimin diizgiin ilerlemesi ve

organizmanin hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir.

Kronik senesens, hiicrelerin uzun siireli maruz kaldigi stresler sonucu gelisen bir
yaslanma siirecidir. Proteinlerin yanlis katlanmasi, DNA hasar1 ve telomer kisalmasi
gibi c¢esitli makromolekiiler hasarlar, hiicrelerin normal fonksiyonlarini yerine
getirmesini engelleyerek senesense yol acar. Bu siireg, normal yaglanmanin yani sira
bazi hastaliklarin da patogenezinde Onemli bir rol oynar. Terapiyle indiiklenen
senesens ise kanser gibi hastaliklarm tedavisinde kullanilan radyoterapi ve kemoterapi
gibi yontemlerin bir yan etkisi olarak ortaya c¢ikar. Bu tedaviler, kanser hiicrelerini
6ldlirmenin yani sira saglikl hiicrelerde de dnemli 6l¢iide hasara neden olarak erken
yaslanmaya yol agabilir. Ozellikle kanserden sag kurtulanlarda siklikla gézlemlenen
yorgunluk, sa¢ dokilmesi gibi sorunlar, terapiyle indiklenen senesensin bir sonucu
olabilir (Marcoux ve ark., 2013; Ness ve ark., 2015).

Hem kronik hem de terapiyle indiiklenen senesens, hiicrelerde ortak bir mekanizma
olan makromolekiiler hasar lizerinden gerceklesir. Bu nedenle, senesensi hedef alan
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi, yasa bagl hastaliklarin ve kanser tedavisinin

yan etkilerinin azaltilmasi i¢in 6nemli bir arastirma alanidir.
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Senesens ve apoptoz, her ikisi de hasarli veya potansiyel olarak zararli hiicreleri
ortadan kaldirmak amaciyla evrimlesmis, temel hiicresel siireglerdir. Bu nedenle,
kanser ve yaglanma gibi hiicresel hasarin birikimiyle karakterize durumlar i¢in oldukga
onemli mekanizmalardir. Senesens, 6zellikle, hasarli DNA veya onkojenik sinyaller
gibi streslere yanit olarak hiicrelerin biiyiimeyi durdurdurur ve senesentetik hicreler
yaslanmayla beraber hiicrede birikir. Bu durum, kanser gelisimini 6nlemek i¢in 6nemli

bir bariyer olusturur (Mufioz-Espin ve Serrano, 2014).

Senesensi tetikleyen faktorler ve bu siirecin molekiiler mekanizmalari, hiicre tipinin
ve ¢evresel kosullarin karmasik etkilesimleri sonucu oldukga ¢esitlilik gosterebilir. Bu
durum, farkl hiicrelerde senesensin farkli yollarla ve farkli hizlarda gerceklesmesine

neden olabilir.

Yaglanma, kanser ilerlemesine karsi koyar; kanser gelisiminin erken evrelerinde
koruyucu bir mekanizma olarak gorev yapar. Kanser olusumunda, onkojenik
sinyallerin yogunlugu zamanla artar ve belirli bir esige ulastiginda p16 ve p53 gibi
timor baskilayict genler aktive olur. Bu durum, hiicre dongiisiinii durdurarak
hiicrelerin yaglanmasina neden olur ve boylece tiimor olusumunu engeller. Bu nedenle,
yaslanma, adenom, tiimor in situ gibi iyi huylu tiimorlerin erken evrelerinde siklikla
g6zlemlenir (Collado, Blasco ve Serrano, 2007). Bu sonuclar; yaslanmanin, doku
hasarmi onarirken ayn1 zamanda kansere kars1 bir savunma mekanizmasi olarak islev

gordiigiinii gdstermektedir.

Uzun slre senesens durumunda kalan hucrelerin, hTERT lokusunun baskilanmasinin
kaldirilmasi, (Patel ve ark., 2016) demetilazlarin asag1 diizenlenmesi, (Yu ve ark.,
2018; Zampetidis ve ark., 2021) topolojik olarak iliskili alanlarin (TAD'ler) yeniden
dizenlenmesi (Zampetidis ve ark., 2021) ve kok hiicreyle iliskili yeniden
programlamay1 iceren mekanizmalarla ¢ogalmaya devam edebilecegini ve kanser

hiicrelerinin 6zelliklerini gelistirebilecegini gostermistir (Milanovic ve ark., 2018).

B-gal boyama, DNA hasar yanitinin aktivasyonu i¢in bir belirte¢ olan YH2AX gibi ek
belirtecler icin boyama ile kombine edilebilir. Ek olarak, senesentetik hiicrelerde
bulunmamasi gereken negatif belirtegler, senesentetik olmayan hiicreleri dislamak igin

kullanilabilir. Bu belirtegler, Ki67 veya BrdU katilimi gibi hiicre proliferasyonunu
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veya senesentetik hiicrelerden salgilanan ve bu nedenle ¢ekirdeklerinde bulunmayan
HGMBL1 gibi proteinleri gosterir (Davalos ve ark., 2013). B-gal ve diger belirteglerin
ardisik bolimlerde ayri ayri1 degerlendirilmesi, zahmetli ve pahali bir prosedur
olmasinin yani sira, ayni hiicre i¢inde birden fazla senesens biyobelirtecinin tespit
edilmesine izin vermez ve dokulardan turetilen senesentetik hicrelerin kantitatif

degerlendirilmesi olasiligmi sinirlar.
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Sekil 2.3: Yaglanmanin temel bir géstergesi senesens (Maduro, Luis ve Soares, 2021).
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ve Soares, 2021)

2.2. Senesens Cesitleri

2.2.1. Replikatif Senesens

Hayflick ve Moorhead (Hayflick ve Moorhead, 1961) tarafindan kesfedilen ilk
senesens ¢esidi olan replikatif senesens, hiicrelerin boliinme sayisinin smirlanmasiyla
ortaya c¢ikar. Replikatif senesens, hiicreleri hem ¢ogalmay1 uyaran mitojenlere hem de
programlanmis hiicre 6liimiinii tetikleyen apoptotik sinyallere karsi direngli hale
getiren, geri doniisii olmayan bir hiicre dongiisii durmasi durumudur (Mufioz-Espin ve
Serrano, 2014; Sharpless ve Sherr, 2015). Hiicre her boliindiigiinde telomerleri kisalir
ve kritik bir uzunluga ulastiginda DNA hasar1 tepkisi (DDR) tetiklenir. Bu durum,
hiicrenin senesense girmesine ve tiimor olusumunun 6nlenmesine yol acar (Collado,
Blasco ve Serrano, 2007). Benzer sekilde, onkogenlerin veya tiimor baskilayici
genlerin aktive veya inaktive olmasi gibi genetik degisiklikler de DDR" tetikleyerek
senesensi baslatabilir. Ozellikle p53 ve pl6 veya p2l gibi tiimdr baskilayict

proteinlerin aktivasyonu, bu suregte 6nemli bir rol oynar. Onkogen kaynakli bu
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senesens ilk olarak HRAS geni igin ve daha sonra PTEN, MYC, BRAF, TP53, RAC1
gibi birgok gende (Gorgoulis ve Halazonetis, 2010) meydana gelen mutasyonlar,
onkogen kaynakli senesensi tetikleyebilir. Bu mekanizma, tiimor olusumunun erken

evrelerinde etkili bir koruyucu sistem olarak gorev yapar.

Replikatif senesens, p53 proteininin yani sira, p21, RB (Retinoblastoma) timor
baskilayici gen ailesi ve onlarin sinyal ortagi olan p16INK4A (RB genlerinin 5' ucunda
gorev alan siklin bagimli kinaz inhibitorii) tarafindan da diizenlenir. p53 ve RB-
pl6INK4A yollari, insan hiicrelerinde senesens mekanizmasminda kritik Oneme
sahiptir (Kuilman ve ark., 2010). Bu replikasyon sinirinin nedenlerinden biri telomer
kisalmasidir. Telomerler, her hiicre boliinmesi sonucu kademeli olarak azalan ve tiim
kromozomlarin sonunda bulunan TTAGGG niikleotidinin ardisik tekraridir (Hemann
ve Greider, 1999).

Hiicresel senesens, hiicre dongiisiiyle iliskilidir. Kisalan telomerler kritik bir uzunluga
geldiginde, hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina kadar kontrol noktalarini diizenlemede
rol oynayan p53/siklin E/CDK2/RB yollar1 aracilifiyla hiicre proliferasyonun
durmasma neden olan DNA hasar cevabin1 (DDR) indiikler. Telomer kisalmasi
saglikl hiicrelerde geri doniilmez ve onarilmaz oldugu i¢in, bu olay senesensi indiikler

(Wyld ve ark., 2020).

2.2.2. Strese Bagh Indiiklenen Prematiir Senesens (SIPS)

UV 1sinlary, hidrojen peroksit, kemoterapétik ilaglar, iyonizan radyasyon gibi ¢esitli
hiicresel stresler replikatif senesense benzer bir duruma, uyarilmis senesense (SIPS)
yol acabilir. Her iki durumda da hiicre boliinmesi durur ancak SIPS, telomer kisalmasi
yerine, hiicrenin disaridan gelen zararli uyaranlara verdigi bir tepkidir. Replikatif
senesens, telomerlerin kritik bir uzunluga ulagmasiyla tetiklenen programli bir
stirecken, SIPS, bu tiir bir telomer disfonksiyonu olmaksizin ortaya ¢ikar (Russell ve
ark., 2006; Suzuki ve Boothman, 2008).

2.2.3. Onkogene Bagh Senesens (OIS)

Saglikl hiicreler bircok onkogenin aktivasyonuna hiicresel senesens gegirerek yanit

verir.  Onkogenlerin aktivasyonu, hucrelerde proliferatif stres ve senesens
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indiiksiyonuna yol agarak tiimor gelisimini sinirlar. Bu mekanizma, 'onkogen kaynakli
senesens' (OIS) olarak adlandirilir ve kanser gelisimini engelleyen 6nemli bir
fizyolojik bariyer olusturur. OIS'nin ilk deneysel kaniti, insan fibroblastlarinda
onkojenik HRAS ©2V'nin asir1 ekspresyon deneylerinden geldi ve bu da kalic1 bir
hiicre dongiisii durmasiyla sonugland1 (Courtois-Cox ve ark., 2006), HRAS 'V agir1
ekspresyonuna p19 ARF | Pml, p53, retinoblastoma ve p16 ™N&4™n eg zamanh yukari
regiilasyonuyla iligkilidir (Serrano ve ark., 1997; Palmero, Pantoja ve Serrano, 1998)
ve bu genlerin inaktivasyonu HRAS ©'2V kaynakli hiicresel yaslanmanim
onlenmesinde rol oynar. Benzer sekilde, c-MYC, E1A veya DRIL1 gibi onkogenlerin
koekspresyonu RAS 2V kaynakl1 yaslanmay atlatir (Peeper ve ark., 2002). HER?2,
EGFR ve PI3K gibi ek biiylime faktorii reseptorlerinin asir1 aktivasyonu da birincil ve
timor hiicrelerinde yaslanmay1 tetikleyebilir ve bunlarin sinyallemesi SASP'yi
degistirir (Angelini ve ark., 2013; Garbers ve ark., 2013). Onkogen kaynakl1 senesens,
baslangicta insan fibroblastlarinda onkogenik bir RAS formu ifade edildiginde
gbzlemlendi (Serrano ve ark., 1997). Onkogenik stres altinda, hiicreler telomer
kisalmasindan bagimsiz olarak akut bir senesens siirecine girebilir. Bu, timor
olusumunu Onlemek amaciyla asir1 onkogen ekspresyonuna karsi bir savunma
mekanizmasidir (Braig ve Schmitt, 2006). Onkogenik sinyallerle kars1 karsiya kalan
hicreler senesensi indikler ve hiicresel senesensin bozulmasi tiimor gelismesine yol
acar. SV40 large T antijeni (LT), HPV onkoproteinleri E6 ve E7 gibi faktorler, p53 ve
Rb gibi tiimor baskilayici proteinleri inhibe ederek bu senesens mekanizmasini
bozabilir. Bu durum, hicresel senesensin yetersiz kaldigi durumlarda premalign
lezyonlarin ve nihayetinde tiimorlerin olusmasma zemin hazirlar (Jha ve ark., 1998;
Dimri, 2005). Timor baskilayict PTEN (Alimonti ve ark., 2010) NF1 (ndrofibromin)
genlerin veya von Hippel-Lindau hastaligi (VHL) (Young ve ark., 2008) kaybi da
senesensi tetikleyebilir. Bu durum, onkogenlerin asir1 aktiflesmesiyle benzer bir
sekilde, hiicrenin kontrolsiiz biiylimesini Onleyici bir mekanizma olarak c¢alisir.
Onkogen kaynakli senesensin canli organizmalarda gerceklestigi ve timdr olusumunu
erken evrelerde engelledigi gosterilmistir. Bu siireg, CDKN2A lokusunun
baskilanmasimnin ortadan kaldirilmasiyla karakterize edilir (Gil ve Peters, 2006; Kim
ve Sharpless, 2006). Ayrica, anormal DNA replikasyonu (Bartkova ve ark., 2006; Di
Micco ve ark., 2006) ve reaktif oksijen turlerinin (ROS) (Passos ve ark., 2009;
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Debacg-Chainiaux ve ark., 2010) artis1 gibi mekanizmalar da onkogen kaynakli
senesensi tetikleyebilir.

2.2.4. Oksidatif Stres ile indiiklenen Senesens

Hiicreler, oksidan ajanlara maruz kaldiklarinda veya oksijen yetersizligi (hipoksi) gibi
stres kosullarinda tutuldugunda, mitokondriyal fonksiyon bozulur ve erken yaslanma
(prematiire senesens) gozlenir (von Zglinicki ve ark., 1995; Chen ve ark., 2001).
Oksidatif stres ile indiiklenen senesens, hicrelerin reaktif oksijen turlerinin birikimi
nedeniyle geri doniigii olmayan proliferasyon arrestine ugramasidir. Bu siire¢ hem
normal yaglanma hem de ¢esitli patolojik durumlarda 6nemli bir rol oynar. Bu suregte,
oksidatif stresin tetikledigi p53 ve pRB gibi tiimor baskilayici proteinlerin
aktivasyonu, prematiire senesensi hizlandirici 6nemli bir mekanizmadir (Liu ve Xu,

2011; Estrada ve ark., 2013).

2.2.5. Epigenetik Olarak Indiiklenen Senesens

Epigenetik olarak indiiklenen senesens, gen ifadesinde DNA sekansinda degisiklik
olmadan meydana gelen kalitsal degisikliklerin (epigenetik modifikasyonlarin) neden
oldugu hiicresel yaslanma siirecidir. Bu senesens formu, cevresel faktorlerin ve
yaslanmanin hiicre fonksiyonlarin1 nasil etkiledigini agiklayan kritik bir
mekanizmadir. DNA metilaz (5-aza-20-deoksisitidin) ve histon deasetilaz
(suberoilanilid hidroksamik asit ve sodyum butirat) inhibitérlerinin epigenomda

degisikliklere yol agarak hiicreleri senesense siiriikleyebilir (Petrova ve ark., 2016).

2.2.6. Mitokondriyal Disfonksiyonla iliskili Senesens (MiDAS)

Mitokondriyal disfonksiyon olarak bilinen, mitokondrilerin normal islevlerini yerine
getirememesi durumu, hiicresel yaslanmayi tetikleyen 6nemli bir faktordiir. Bu
sliregte, yaslanan hiicreler, gevrelerine zararh etkileri olan gesitli maddeler (SASP)
salgilar, bu tip senesenste one ¢ikan 6zelligin bu oldugu diisiiniilmektedir.(Wiley ve
ark., 2016).

2.2.7. Kemoterapiye Bagh Senesens

Kanser tedavisinde kullanilan bleomisin, doksorubisin gibi DNA hasar indiikleyiciler

veya abemaciclib, palbociclib gibi kemoterapdtik ajanlar hicresel senesensi
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indUkleyebilir (Petrova ve ark., 2016). Bu ilaglar, sitotoksisite olmadan p21 proteininin
upregiilasyonu ve hiicre proliferasyonunun durmasina neden olarak senesensi tetikler
(Bojko ve ark., 2019). Yapilan ¢alismalarda doksorubisin, irinotekan, metotreksat, 5-
florourasil, oksaliplatin veya paklitaksel gibi ilaglarin A549, SH-SY-5Y, HCT116,
MDA-MB-231 ve MCF-7 gibi farkli kanser hiicre hatlarinda senesensi indiikledigi
gosterilmistir (Bojko ve ark., 2019). Doksorubisin, irinotekan ve metotreksat en giicl
senesens indukleyicisi olurken; paklitaksel orta etkiye sahip oldugu ve oksaliplatin ve
5-florourasil senesense neden olmadigi gosterilmistir (Bojko ve ark., 2019).
Doksorubisin gibi kemoterapdtik ajanlar, kanser hiicrelerinde DNA hasarini
indiikleyerek ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iretimini artirarak antitimor aktivite
gosterirler (Gewirtz, 1999). DNA hasarinin ve toplam ROS iiretiminin derecesi, hiicre
olimiine, G1 veya G2 hiicre dongiisii durmasina veya senesense neden olabilir (Lu ve

Finkel, 2008).

2.2.8. Desidual Senesens

Desidualizasyon,

(1) endometrial fibroblastlarin desidual hiicrelere transdiferansiyasyonu ;

(2) endometrial stromanin kapsamli yeniden sekillenmesi;

(3) maternal-fetal capraz konusmay1 diizenleyen ¢ok ¢esitli molekiillerin iiretimi;

(4) anjiyogenez , embriyoya besin kaynagi gorevi goren kapsamli bir kan damar1 ag1

olusturma;

(5) maternal-fetal arayiizde bagisiklik diizenlemesine ve plasentasyon sirasinda
endometrial kan damarlarmin yeniden sekillenmesine katkida bulunan genis ve segici
bir uterus dogal oldiriicii (uNK) hiicresi akisi ile karakterize edilir (Favaro,
Abrahamsohn ve Zorn, 2014).

Desidual senesens uterinal siklusun sekretuvar fazinda, yani déllenmis yumurtanin
rahime yerlesmeye hazirlandig1 donemde, desidualizasyon siireciyle birlikte baglayan
dogal bir senesens durumudur (Deryabin ve ark., 2020). Bu suregte gorilen

senesentetik desidual hiicreleri ortama ¢agirilan immiin hiicreler vasitasiyla temizlenir,
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boylece ortamin enflamatuvar dengesinin de korunmasinda rol oynar. Senesentetik
hiicrelerin kisa zamanli varligi ve ardindan temizlenmesi, doku iyilesmesinde dnemli
bir rol oynar. Bu sureg, pro-enflamatuvar fazin sonlanip anti-enflamatuvar fazin
baslamasmi tetikler (Lucas ve ark., 2020). Uterinal siklusun proliferatif evresindeki
hizl1 endometrial biiylimesi, baz1 endometriyal stromal hiicrelerde replikatif strese yol
acar. Bu stres altindaki hiicreler, sekretuvar evrede olgun desidual hiicrelere degil,
senesentetik desidual hiicrelere doniisiir. Bu senesentetik hiicreler kisa dmiirliidiir ve
uterus dogal dldiiriicii (uNK) hiicreleri tarafindan temizlenir. Strese direngli stromal
hiicreler ise olgun desidual hiicrelere dontigserek ve IL-15 salgilayarak uNK hiicrelerini
ortama ¢eker. Boylece senesentetik hiicrelerin temizlenmesi saglanir (Brighton ve ark.,
2017; Remziye KATIRCI, 2024). Senesentetik hiicre sayisindaki artis ve bu hiicrelerin
ortamdan temizlenmemesi sonucunda erken doguma yol acar. Bu yiizden senesentetik
hiicrelerin bu yoniinden dolay1 desidual senesense literatiirde ‘iki ucu keskin kili¢’

denilmektedir (Marquez, Ibana ve Velarde, 2017).

2.2.9. Terapi Kaynakh Senesens (TIS)

Hiicresel yaslanma, DNA hasari, telomer kisalmasi, oksidatif stres, endoplazmik
retikulum stresi, interferon yanitlar1 ve iyonize radyasyon gibi ¢esitli stresorlere maruz
kalmanm bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir (Packer ve Fuehr, 1977; Chen ve ark.,
1995; Campisi ve D’Adda Di Fagagna, 2007; Acosta ve ark., 2008). UV, y-isinlamasi,
tert-batil hidroperoksit (Acosta ve ark., 2008) veya antikanser kemoterapi ajanlar1
(Sanchez-Prieto ve ark., 2000; Benhar, Engelberg ve Levitzki, 2002; Caldwell ve ark.,
2011) gibi DNA hasar1 ajanlariyla uygulanan tedavinin hem normal hiicrelerde hem
de kanser hiicrelerinde senesense neden oldugu bilinir; bu fenomene "terapi kaynakli
yaslanma" (TIS) denilir (Chang ve ark., 2002; Courtois-Cox, Jones ve Cichowski,
2008; Ewald ve ark., 2010; Soto-Gamez ve Demaria, 2017; Vanpouille-Box ve ark.,
2018). TIS, kanser ¢ogalmasini durdursa da normal hiicrelerde senesens siirecini
hizlandirir. TIS, replikatif yaglanma ve stres kaynakli yaslanmay1 birbirinden ayirmak
oldukca zordur ¢iinkii isimlendirme yalnizca hiicreleri yashi bir fenotipe
yonlendirebilecek farkli uyaranlarin spektrumunu yansitir. Kanser tedavilerinde klinik

kullanimda olan ¢esitli ilaglar TIS'ye aracilik edebilir; bunlara docetaxel, bleomycin,
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siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin, etoposid ve sisplatin dahildir (Ewald ve ark.,
2010).

2.3. Senesens lliskili Salg1 Fenotipi (Senescence-Associated Secretory Phenotype-
SASP)

SASP, karmasik ve c¢ok yonlii biyolojik aktivitelere sahiptir. SASP bilesenleri
arasinda yer alan biiyiime ile iliskili onkogenler ve amfiregulin gibi faktorler,
cevredeki hiicrelerin proliferasyonunu uyarmada rol oynar. Ayni zamanda, vaskiiler
endotelyal blyume faktorii (VEGF) gibi anjiyogenik proteinler araciligiyla yeni kan
damarlarinm olusumu desteklemede gorev alir. Bu 6zellikleriyle SASP hem fizyolojik
hem de patolojik stureclerde 6nemli roller Ustlenmektedir (Campisi, 2013). Ayni
zamanda, bazi SASP faktorleri duyarli hiicrelerde epitelden mezenkimale gecisi
tetikler. Bu nedenle, SASP faktorleri cogalmasini ve farklilasmasini degistirebilir veya
kok hiicre nislerini degistirebilir (Coppé ve ark., 2010); Bunlara ek olarak, birgok
SASP bileseni dogrudan veya dolayli olarak iltihabi tesvik eder; bu da hiicresel
senesensin, yaslanma ve yasa bagl hastaliklarda rolii agisindan kritik bir dneme
sahiptir. Bu faktorler arasinda IL-6 ve IL-8 gibi sitokinler, inflamasyonun
baslangicinda 6nemli bir rol oynarken, monosit kemotaktik proteinleri ve makrofaj
inflamatuar proteinleri gibi faktorler, immiin yanit1 yonlendirir ve mikrogevreyi
degistiren giiglii etkilere sahiptir. Ayrica, granllosit-makrofaj koloni uyaric1 faktor
(GM-CSF) gibi proteinler hem hematopoietik hiicreleri hem de immin hicrelerin
fonksiyonlarmi etkileyerek inflamasyonu daha da tetikleyebilir. Bu ve benzeri
proteinlerin senesentetik hiicreler tarafindan salgilanmasinin, en azindan lokal ve
muhtemelen sistemik olarak kronik inflamasyona neden olmasi diisiiniilmektedir

(Hiicresel Yaslanma: Nedir, Neden ve Nasil, no date)

Yaslanan hiicre fenotipi sadece hiicre ¢ogalmasmin durmasiyla smirli degildir.
Aslinda, yaslanan bir hiicre metabolik olarak aktif olan ve protein ekspresyonu ve
salgilanmasinda genis ¢apl degisiklikler ge¢irmis ve sonunda SASP’nin gelisimine
yol agmus, potansiyel olarak kalict bir hicredir. Geng saglikli dokularda, SASP
salgilanmasi genellikle gecicidir ve doku homeostazinin korunmasina veya yeniden
saglanmasma yardimct olur (Neves ve ark., 2015). Ancak, yaslanmayla birlikte

yaslanan hiicrelerin sayisindaki artig ve kronik bir SASP'nin kronik inflamasyon,
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tiimor olusumu ve bozulmus kok hiicre yenilenmesi dahil olmak iizere yaslanmanin
birgok patolojik 6zelliginin temel itici giicli oldugu diistiniilmektedir (Neves ve ark.,
2015; Tominaga, 2015).

SASP, ilk tanimlandiginda, pro-inflamatuar sitokinler, proteazlar, proteaz inhibitorleri
ve bliylime faktorleri gibi smirli sayida molekiilii belirlemek i¢in kullanilan antikor
tabanli yontemlerle gosterilmistir. Kullanilan yontemlerin smirhiliklar1 nedeniyle,
SASP'in tiim bilesenlerini ve islevsel ¢esitliligini detayl bir sekilde ortaya koymak
her zaman miimkiin olmamaktadir (Acosta ve ark., 2008; Coppé ve ark., 2008;
Kuilman ve ark., 2008; Rodier ve ark., 2009). SASP, zaman icerisinde dinamik bir
sekilde gelisen bir siirectir (Coppé ve ark., 2008). Hicreler, senesens indikleyici bir
uyarana maruz kaldiktan yaklasik 5 giin sonra tam bir SASP fenotipi kazanirken, hiicre
biliylimesinin durmasi genellikle hasardan 24 saat sonrasinda gerceklesir. Bu kademeli
stireg, farkl hiicre tiplerinde ve ¢esitli senesens indiikleyicileri altinda benzer sekilde
gozlenir. Ozellikle, p53 mutasyonlar1 veya onkogenlerin aktivasyonu gibi genetik
degisiklikler, SASP'nin daha hizli gelismesine neden olur. Bu bulgu, SASP'in
genotoksik strese karsi hiicrenin gelistirdigi  spesifik bir cevap oldugunu
diistindiirmektedir. SASP, genellikle genomik hasar, epigenetik bozulmalar veya bu
gibi faktorlerin yol actigi yaslanma siirecinde gozlenen bir hiicresel yanit olarak ortaya

cikar. Sadece p21 veya pl16/NK4

gibi belirli timdr baskilayici genlerin yapay olarak
asir1 ifade edilmesiyle yaslandirilan hiicreler, yaslanmanin baz1 6zelliklerini
gosterseler de, tipik SASP profilini sergilemezler (Coppé ve ark., 2011). Bunun aksine,
DNA hasari, telomer kisalmasi, epigenetik degisiklikler, mitojenik sinyaller ve
oksidatif stres gibi cesitli yaslanma tetikleyicileri, hiicrelerde farkli niteliklerde ve
daha giiclii bir SASP yanitini tetikler. Kanser, kronik inflamasyon ile sik1 bir iligki
icindedir (Grivennikov, Greten ve Karin, 2010). Yaslanan hiicrelerden salinan
SASP'in 6nemli bir bileseni olan inflamatuvar sitokinler, bu baglamda yasa baglh
kanser gelisimini tetikleyebilir ve ilerletebilir. Ayrica, IL-6 wve IL-8 gibi
proinflamatuvar sitokinler, epitelden mezenkimale geg¢is gibi invaziv Ozelliklerin
kazanilmasina katkida bulunur. Bu mekanizmalar, SASP'nin yasa bagli kanser riskini

artiran 6nemli bir faktor oldugunu gostermektedir (Coppé ve ark., 2008; Young ve
Narita, 2009).
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Sekil 2.5: SASP Ornekleri

SASP'min temel unsurlari, proinflamatuar sitokinler olan interlokin-6 (IL-6),
interlokin-8 (IL-8) ve interlokin-1a'dir (IL-1a). IL-8 reseptorit CXC motif kemokin
reseptorii 2'ye (CXCR2) baglanan CXCL-2, CXCL-3 ve CXCL-5 gibi ek kemokinler,
OIS'de SASP'nin dnemli bilesenleridir. CCL-2 (MCP-1), CCL-20 (MIP-3a), CCL-7
(MCP-3), CXCL-4 (PF-4), CXCL1 (Gro-a) ve CXCL-12 (SDF-1), OIS ve replikatif
senesens geciren hiicrelerin SASP'sinde tanimlanmustir (Coppé ve ark., 2010).
Senesentetik hiicreler ayrica insiilin benzeri biliylime faktorii (IGF) yolunu modiile
edebilen bircok insiilin benzeri biiylime faktorii baglayict protein (IGFBP) gibi
biiyiime faktorleri salgilar. SASP'nin 6nemli unsurlar1 arasinda, IL-8, IL-1, VEGF ve
diger CXCL/CCL ailesi kemokinlerini pargalayabildikleri icin, senesensin diizenleyici
unsurlar1 olarak da hareket edebilen MMP-1 ve -3 gibi matris metalloproteinazlar
(MMP'ler) da bulunur (Coppé ve ark., 2010).

SASP salgisinin bir diger onemli diizenleyicisi, bromodomain ve ekstraterminal
domain (BET) ailesinin bir Gyesi olan bromodomain iceren protein 4 (BRD4)'tir.
BRDA4, senesens salgisini pozitif yonde diizenlerken ayn1 zamanda senesens bagisiklik
temizligini de destekler. SASP'nin diizenlenmesinde rol oynayan bir diger faktor ise,

baz1 dokularda sinyal doniistiirlicli ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3)'tiir.
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Gergekten de, JAK yolunun inhibisyonu, bu faktdrlerin negatif bilesenlerini ortadan
kaldiran SASP'nin yeniden programlanmasiyla sonuglanir (Toso ve ark., 2014). SASP
araciligiyla, senesentetik hiicreler parakrin mekanizmalar yoluyla doku mikrogevresini
etkileyebilir (Di Mitri ve Alimonti, 2016). Yasamin erken donemlerinde yararli ancak
ilerleyen donemlerde zararli olabilecek siiregler olabilir. Hiicresel yaglanma, yasamin
erken donemlerinde kanser gelisimini baskilayan ancak yasamimn ilerleyen
donemlerinde yaslanmay1 ve yasa bagli patolojiyi yonlendiren evrimsel antagonistik

pleiotropinin bir 6rnegi olabilir

Bu aktiviteler, yash hiicrelerin doku mikro c¢evresini degistirebilecegi giiglii
mekanizmalar saglar (Coppé ve ark., 2010). SASP yara iyilesmesi i¢in de 6nemlidir
(Demaria ve ark., 2014). SASP genlerinin transkripsiyonu epigenetik mekanizmalarla
kontrol edilir. Ornegin, histon deasetilaz SirT1 seviyeleri senesens sirasinda azalir. Bu
durum, promotor bdlgelerindeki histon asetilasyonunun artmasma ve sonug olarak
sitokinler olan interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) ifadesinin artmasina neden
olur (Hayakawa ve ark., 2015). Ayrica, matris metalloproteinazlarm (MMP'ler),
kemokin reseptorlerinin (6rnegin CXCR2), sitokinlerin (6rnegin IL-6 ve IL-8)
(Kuilman ve ark., 2010; Acosta ve ark., 2013; Cmar ve ark., 2020) ve instllin benzeri
biliylime faktorii baglayici protein 7'nin (IGFBP7) (Wajapeyee ve ark., 2008) varligi,
in vitro kosullarda yaslanan dermal fibroblastlar ve melanositler igin belirte¢ olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.6: SASP farkli seviyelerde diizenlenir (Ghosh ve Capell, 2016).
2.3.1. Iinterlokin-6 (1L-6)

SASP'nin en belirgin sitokinlerinden biri, pleiotropik proinflamatuar bir sitokin olan
interlokin-6'dir.  Yapilan c¢alismalar, IL-6'min fare ve insan keratinositleri,
melanositleri, monositleri, fibroblastlar1 ve epitel hiicrelerinin DNA hasar1 ve
onkojenik stres kaynakli yaslanma siiregleriyle iligkili oldugu yapilan ¢aligmalarla
ortaya konulmustur (Coppé ve ark., 2008; Kuilman ve ark., 2008). IL-6'nin
ekspresyonu, p53 yolaklarindan bagimsiz olarak, DNA hasaria yanit veren ATM ve
CHK2 gibi proteinler tarafindan dogrudan regiile edilir (Rodier ve ark., 2009). Bu
durum, IL-6 salgilanmasmim DNA hasari ile giiglii bir iligkili i¢erisinde oldugunu
gosterir. Salgilanan IL-6, hiicre yuzeyinde IL-6R gp80 ve gp130 reseptorlerini tagtryan
tiplerini epitel, endotel gibi ¢esitli hiicre tiplerini vb. etkileyerek, yaslanma siirecini
cevre dokulara da yayabilir (Coppé ve ark., 2010). IL-6, temel olarak proinflamatuar

bir sitokin olarak tanimlansa da, belirli kosullar altinda anti-inflamatuar 6zellikler de
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gosterebilmektedir. 1L-6 reseptori (SIL-6R) araciligiyla gerceklesen trans-sinyalleme
mekanizmasi, IL-6"nin klasik reseptore sahip olmayan hiicrelerde de etki gostermesini
saglayarak daha genis bir hlicre yelpazesinde proinflamatuar ve profibrotik sirecleri
indiklemesine neden olur (Baran ve ark., 2018). Bu baglamda IL-6, sitokin Ureten
hiicrelerden komsu hiicrelere inflamatuar sinyalleri yayarak cesitli stres faktorleri
tarafindan aktive edilen, kendi kendini besleyen bir dongii olusturabilir ve bu siire¢
DNA hasar1 gelisimine neden olur (Rodier ve ark., 2009; Fang ve ark., 2014; Storci ve
ark., 2019). Senesense giren cilt hiicreleri tarafindan salgilanan SASP, 6zellikle 1L-6
gibi inflamatuar sitokinlerin plazma diizeylerinde yasla birlikte artisa neden olabilir.
Bu durum, ilerleyen yasla beraber gozlemlenen kronik inflamasyonun énemli bir
nedenidir ve cesitli dejeneratif hastaliklarin yani sira kanser riskini de artirabilir
(Kiecolt-Glaser ve ark., 2003; Maggio ve ark., 2006; Naugler ve Karin, 2008).
Proinflamatuar bir sitokin olan IL-6, hem onkogen kaynakli senesens (OIS) hem de
replikatif senesens (RS) ge¢irmis hiicrelerin senesensle iliskili sekretuvar fenotipinde
(SASP) kanonik olarak yukari regiile edilir (Ghosh ve Capell, 2016).
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Sekil 2.7: IL-6 reseptor sistemi ve sinyal iletim yollar1 (Kojima ve ark., 2013).

28



2.3.2. interlokin-8 (IL-8)

Interlokin-8 (IL-8), baslica fibroblastlar, endotel hiicreleri ve immiin hiicreler
tarafindan salgilanan, giiclii kemotaktik ve proinflamatuvar 6zelliklere sahip bir
sitokindir. Ozellikle nétrofil kemotaksisi, anjiyogenez ve inflamatuvar yanitin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Baggiolini ve Clark-Lewis, 1992). IL-8
antikorlari, IL-8’in biyolojik aktivitesini notralize ederek sitokinin hiicre yiizeyindeki
CXCR1 ve CXCR2 reseptorlerine baglanmasini engeller. Bu etki sonucunda
inflamatuvar hiicre gocii, oksidatif stres yanit1 ve sitokin aracili hiicresel aktivasyon
baskilanmaktadir (Murphy ve Tiffany, 1991). Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda 1L-8’in
inhibisyonunun, inflamasyonla iligkili hiicresel hasarin azalmasma ve hiicresel
morfolojinin korunmasima katki sagladigi bildirilmistir (Waugh ve Wilson, 2008). Bu
nedenle IL-8 antikorlari, inflamasyon ve oksidatif stres temelli hiicresel yanitlarin

incelendigi deneysel ¢calismalarda 6nemli bir diizenleyici ajan olarak kullanilmaktadir.

2.3.3. interlokin-1 (1L-1)

Yaslanan hiicreler tarafindan ekspresyonunun arttigi gosterilen bir diger interlokin
sinyal yolu IL-1'dir (Garfinkel ve ark., 1994; McLachlan ve ark., 1995). Hem IL-1a
hem de -B, yaslanan endotel hiicreleri (Maier ve ark., 1990), fibroblastlar (Kumar,
Millis ve Baguoni, 1992; Palmieri, Watson ve Rinehart, 1999) ve kemoterapi kaynakli
yaglanan epitel hiicreleri (Chang ve ark., 2002) tarafindan asir1 ifade edilir ve
salgilanir. Bu sitokinler, dncelikle nikleer faktor kappa B'yi tetiklemek ve protein 1
yollarmi aktive etmek igin hareket eden hiicre yiizeyi reseptorleri (IL-1 reseptori/Toll
benzeri reseptor siiper ailesi) araciligiyla komsu hiicreleri etkileyebilir (Mantovani ve
ark., 2001). IL-1 ailesinden IL-1a ve IL-1B, SASP kapsaminda daha diisiik ekspresyon
gosteren faktorlerdir (Coppé ve ark., 2008). IL-1a, hucresel senesensin, endotel
hiicrelerinde ve damar sisteminde yaygin olarak kullanilan karakteristik bir belirtecidir
(Mariotti ve ark., 2006). Yapilan c¢aligmalarda IL-1 ekspresyonunun insan
fibroblastlar1 senesens gecirdigi zaman arttig1 tespit edilmis ancak senesens
yanitindaki iglevsel rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Kumar, Millis ve Baguoni,
1992).
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2.3.4. IGF Yolu

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)/IGF reseptor agi, senesentetik hiicrelerin
mikrogevreleri lizerindeki etkisine de katkida bulunabilir. Senesentetik endotel, epitel
ve fibroblast hiicreler, IGFBP-2, -3, -4, -5 ve -6 (Wang ve ark., 1996; Grillari ve ark.,
2000; Coppé ve ark., 2008) ve dizenleyicileri IGFBP-rP1 ve -rP2 ayrica bag dokusu
blytme faktorii (CTGF) olarak da bilinir (Lopez-Bermejo ve ark., 2000; Kim ve ark.,
2004). Son zamanlarda, birincil fibroblastlarda BRAF onkogeninin aktivasyonunun,
komsu hiicrelerde senesens ve apoptozu indiiklemek i¢in otokrin/parakrin yollarla etki
eden IGFBP-7 salgilanmasina yol agtig1 gosterilmistir (Wajapeyee ve ark., 2008). IGF-
1 sinyal iletimi, IGF-1 reseptoriine B alt biriminin baglanmasiyla baslar ve reseptoriin
IGF-1RB tirozin kalintilarinin fosforilasyonunu tetikler. Bu 6nemli olayin baslangici,
hiicre i¢inde cesitli sinyal kaskadlarinin aktivasyonunu saglar. Bu kaskadlar, hiicre
dongusu progresyonu ve protein biyosentezinin duzenlenmesi gibi temel hiicresel

stireclerde gorev alir.

Yaglanmayla artan siiperoksit anyonlar, IGF-1 sinyal iletim yolaklarini baskilar. Bu
durum, fibroblastlarin proliferatif kapasitesinin azalmasina ve anormal kolajen
birikimine sebep olur (Singh ve ark., 2015). JunB transkripsiyon faktéri 1GF-1
promotor aktivasyonunu baskilayarak, hem IGF-1'in hem de PI3K/AKT yolunun
aktivitesini azaltir. Sonug olarak, bu durum deri kok hiicrelerinin yapisal ve metabolik
niglerinde bozulmaya ve dolayisiyla deri yaslanmasmin hizlanmasma neden olur

(Singh ve ark., 2015).

2.3.5. Vaskuler Endotelyal Biyume Faktort (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), bugiine kadar tanimlanmis en giiclii ve
etkili anjiyojenik faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir VEGF, anjiyogenez
strecinin temel duzenleyicilerinden biridir. Vaskler endotel hiicrelerinde VEGF
tarafindan uyarilma; artmigs damar gecirgenligi, hiicre proliferasyonu, gogii ve
invazyonu ile sonuglanmaktadir (Dallas ve ark., 2007). VEGF’e (Watanabe ve ark.,
1997) maruz birakilan insan dermal mikrovaskuler endotel hiicreleri (HDMEC'ler) ile
yapilan arastirmalar, anjiyogenez lizerindeki etkisine ek olarak, bunun ayni1 zamanda
senesensin baglangicint da geciktirebilecegini diisiindiirmektedir. Senesentetik
hlcrelerde vaskuler endotelyal buyiime faktorii (VEGF) etkisi ile damar olusumunda
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rol oynayarak dokuda meydana gelen hasar sonrasi rejenerasyona tesvik edilir (Coppé

ve ark., 2010; Campisi, 2013).

2.3.6. MMP Ailesi

Replikatif veya stres kaynakli senesens gegiren insan ve fare fibroblastlarinda siirekli
olarak yukari diizenlenen MMP ailesi iiyeleri stromelisin-1 ve -2 (sirastyla MMP-3 ve
-10) ve kolajenaz-1'dir (MMP-1) (West, Pereira-Smith ve Smith, 1989; Kumar, Millis
and Baguoni, 1992; Zeng ve Millis, 1996; Liu ve Hornsby, 2007). Baz1 durumlarda,
senesentetik hiicreler tarafindan tiretilen MMP-1 ve -3 (Hornebeck ve Maquart, 2003).
SASP'de bulunan ¢oziiniir faktdrlerin aktivitesini de diizenleyebilir. Ornegin, bu
MMP'ler MCP-1, -2 ve -4 ve IL-8' kesebilir (Angus McQuibban ve ark., 2002).
SASP'yi olusturan diger gesitli CXCL/CCL ailesi iiyeleri de MMP-9, -2 veya -7
tarafindan kesilebilir. Bu CXCL ve CCL sitokinleri, 16kositler veya tiimor hiicreleri
gibi komsu hiicrelerden kaynaklanabilir(Van Den Steen ve ark., 2003). Bu kisir bir
dongiiye isaret eder. Hiicre senesense girer, SASP salgis1 baglar, MMP salgis1 artar
ECM yikimi baglatilir, doku yapis1 ve mekanik biitiinliik bozulur ve komsu hiicrelerde

olusan stres nedeniyle yeni hiicre senesense siiriiklenir.

2.4. Senesens ve Kanser

Yaglanma bir hastalik olmasa da yashilik belirli problemler ve bunlara bagl
hastaliklarla iligkilidir (Pitt ve Kaeberlein, 2015). Kronik yaslanma sirasinda telomer
kisalmasi, UV ve oksidatif sres gibi etkenler dokulardaki eriskin kok/progenitor
hicrelerinde DNA hasar birikimine neden olur. P16INK4A, p19ARF, ATM (ataxia-
telangiectasia mutated) ve p53 gibi tiimor baskilayici gen iirlinlerinin aktivasyonun
yant sira erigkin kok/progenitdr hiicrelerin rejenerasyon yeteginde rol oynayan
biiyiime faktorii sinyal kaskadlarmin asagi regiile edilmesi islev bozukluklarina yol
acar ve senesens, apoptoz gibi yolaklar indiklenir (Rossi, Jamieson ve Weissman,
2008; Mimeault ve Batra, 2009). Yaslanma, timor gelisimini ve ilerlemesini
baskilayarak kansere karsi onemli bir koruma mekanizmasi sunar. Farkli timor
tiplerinde yapilan ¢aligmalar, yaslanmanin timor biiyiimesini durdurabildigi ortaya
koymustur. Bu gii¢lii antitiimor etkisi, kanser tedavisinde yaslanmayi artirict

yontemlerin gelistirilmesine 151k tutmustur. 'Prosenesens tedavisi' olarak adlandirilan
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bu yenilik¢i yaklasim, kanser hiicrelerini senesense sokarak cogalmalarini engellemeyi

amaclar (Calcinotto ve ark., 2019).

2.5. Cay Agaci Yagi (Tea Tree Oil)

Bilimsel ad1 Melaleuca alternifolia olan ¢ay agaci bitkisi 1770 yilinda ilk kez Kaptan
James Cook tarafindan kesfedilmistir. O zamana kadar ¢ay agaci bitkisi Avusturalya
yerlileri  (Aborginler) tarafindan deri enfeksiyonlarmi tedavi etmek igin
kullanilmaktaydi. Cay agac1 yagi, renksiz veya agik sari renkli ve toprakli baharatl bir
kokuya sahiptir. Cay agaci yagi, esas olarak Avustralya’nin yerli bitkisi olan
Melaleuca alternifolia'dan tiiretilen ugucu bir yagdir (Carson, Hammer ve Riley, 2006;
Patri ve Sahu, 2017). 18. ylizyillarda Avustralya'da bilimsel arastirmalar yapilmustir.
Esansiyel yag ilk kez 1925'te damitilmis ve antiseptik, antibakteriyel ve antifungal
etkileri dis hekimligi ve tipta aciklanmis ve yayimlanmistir. Cay agaci yagi, ozellikle
dis cerrahisi i¢in standart bir antiseptik ajan haline gelmistir (Saller ve ark., 1998).
Tibbi olarak kullanilan yapraklar basit, 1-2.5 cm uzunlugunda ve derimsi 6zellikte olan
bu yapraklar “cay agaci yagi’’olarak bilinen degerli terapotik yagin kaynagidir (Tezgul
Cakir ve ark., 2005). Avusturalya’nin yazi olan ekim-mayis arasinda olusur. Cay agaci

bitkisi yagmurlu iklim sever.

Sekil 2.8: Cay Agaci. https://myplantin.com/plant/2660 erisim tarihi: 02.12.2025

Yapilan ¢aligmalarda ¢ay agact yaginm yliksek terpinen-4-ol igerigine atfedilen genis

spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Tezgll Cakir ve
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ark., 2005). Cay agaci yagina antimikrobiyal 6zellik kazandiran asil bilesenler 1,8-
sineole, terpinen-4-ol ve a-terpilenol olarak bildirilmistir (Sharifi-Rad ve ark., 2017).

Cay agac1 yagi, gliclii antiseptik etkisi ve yaygin kullanim alani nedeniyle, diinyanin
dort bir yanma ihra¢ edilmekte ve siklikla kullanilmaktadir. Cay agaci yagi,
mikroorganizmalara kars1 genis spektrumlu bir antimikrobiyal etki gostermesi ve ciltte
irritasyon yapmamasi nedeniyle haricen kullanilan bir ¢esit dezenfektan olarak

kullanilir (Tezgul Cakir ve ark., 2005).

Cay agac1 yagi gilinlimiizde yaygin olarak sivilce, tirnak mantari, yaralar ve
enfeksiyonlar, bitler, oral kandidiyazis (pamukguk), ucuklar, kepek ve cilt lezyonlar1
gibi cesitli sorunlar i¢in ilag olarak kullanilmaktadir. Ayrica dis macunu gibi kisisel
hijyen driinlerinde lezzet verici olarak ve kozmetikte de antiseptik madde olarak
kullanimi yaygindir (Tezgul Cakir ve ark., 2005). 2015 yilinda (Falci ve ark., 2015)
Falci ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, cay agaci yaginin alt ekstremite
yaralarindan izole edilen staphylococcus aureusa direcli bakterilere etkili oldugu

raporlanmstir.

Cay agac1 yaginin ana bilesigi olan terpinen-4-ol’iin, insan epidermisine ¢ok kolay
niifuz ettigi rapor edilmistir (Reichling ve ark., 2006). Terpenler TTO'da bol miktarda
bulunur ve pozitif biyolojik aktiviteleriyle iyi bilinir. Ornegin, TTO'nun ana
bilesenlerinden biri olan terpinen-4-ol, insan melanom hiicrelerinin biylimesinin in
vitro inhibisyonuyla iliskilendirilmistir (Calcabrini ve ark., 2004). TTO biyoaktif
kimyasal matrisi nedeniyle, bazi ¢alismalar yiizeysel kanser tiplerini tedavi etmek igin
kullanimin1 da varsaymistir. Bazi arastirmalar, tropikal olarak uygulandiginda
TTO'nun, muhtemelen deriye niifuz eden antioksidan bilesenleriyle iliskili
mekanizmalar ve sitotoksik etkisi yoluyla tiimor biiyiimesini engelleyebilecegini
bildirmistir (Sara J. Greay ve ark., 2010; Ireland ve ark., 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul

Calismamiz kapsaminda oncelikle Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi

Miidahale Olmayan Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik c¢alisma onay1

(19.04.2024-2024/33) alind1.

3.2. Kimyasal Maddeler

Caligmamda kulladigim kimyasal maddeler tablo 3.1°de, sarf maddeler tablo 3.2°de

gosterildi

Tablo 3.1: Kimyasallar

RPMI 1640

RPMI-A, Capricorn Scientific

Penicilin-Streptomycin

CAPRICORN, CP23-6343

L-glutamin

CAPRICORN, CP23-6174

Fetal Bovine Serum

CAPRICORN, CP21-4024-HI

Tripsin EDTA 325-043-EL. Multicell
DMSO 190046, Serva
MTT A015B, ABP Biosciences

%4 Paraformaldehit

Sc-281692, Chemcruz — Santa

Hidrojen Peroksit

K48739200714, Merck

Triton X-100

BS084-100ml, Biosharp

PBS

P3A82970, Biobasic

Mayer’s Hematoksilen

Sigma, HX14931949

DAB

Thermo, HD47396

PBS

BioBasic, P3A82970

Primer antikor IL-8

Santa Cruz sc-8422

Primer antikor IL-6

SantaCruz sc-28343

B-Galactosidase (B —GAL) Activity Assay Kit

(Elabscience, E-BC-K631-M

Tripsin EDTA

325-043-EL. Multicell

Seconder kit

Thermo Scitentific, PHL129127

Cay Agact Yag1 (TTO)

SHBQ5927, Sigma Aldrich
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Tablo 3.2: Sarf Malzemeler

25 cm? Kltur flask 707003, Nest Scientific
15 mL Santriftij Tupu 601002, Nest Scientific
50 mL Santriftij Tupu 602002, Nest Scientific
Steril Ca Siringa Filtersi 0,22 pm ASF33CA22S

3.3. Besiyeri ve Hiicre Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi, T1p Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali hiicre kiiltlir laboratuvarinda daha 6nce gerceklestirilen

calismalardan temin edilen 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanild1.

L929 hiicrelerinin kiltiiri igin, %10 fetal bovin serum (FBS), %1 L-glutamin ve %1
Penisilin-Streptomisin (PAA) iceren RPMI 1640 besiyeri hazirlandi ve 0,22 pm
gbzenek capina sahip membran filtreden siiziilerek kullanima hazir olarak muhafaza
edildi.

Hiicreler kiiltiir yiizeyinin yaklasik %70-80’in1 kapladiginda, laminar akimli kabin
altinda mevcut besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi. Ardindan hiicrelerin ayrilmasi amaciyla 37°C’de Tripsin-EDTA ¢0zeltisi
eklenerek 2-3 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin ylizeyden ayrildigi faz kontrast

mikroskop (Zeiss) ile kontrol edildi.

Hiicre ayrilmasinin ardindan, tripsin miktarmin iki kat1 hacminde besiyeri eklenerek
enzimatik aktivite durduruldu ve hiicre siispansiyonu falkon tiiplere alindi. Numuneler
25°C’de, 1000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi. Bu asamalarda otomatik pipetler ve
5—-10 mL hacimli steril serolojik pipet uglar1 kullanildi.

Santriflij sonrasinda dibe ¢oken hiicrelerin tizerindeki siipernatant uzaklastirildi ve
hicre pelletleri homojen bir stispansiyon elde edilene kadar yeniden stispanse edildi.
Son olarak, 25 cm?’lik kiiltiir flasklar: igin 5 mL, 75 cm?’lik kiiltiir flasklar1 i¢in ise

12,5 mL besiyeri eklenerek hiicreler kiiltiire alind1.
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3.4. Cahsma Gruplarimin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 hiicre kiiltiirii ortaminda incelenmek
Uzere dort gruba ayrildi: kontrol grubu, ¢ay agaci yagi uygulanan grup, ¢ay agaci yagi
ve H:20: birlikte uygulanan grup ve yalnizca H-0: uygulanan grup. Boylece ¢alisma
kapsaminda toplam dort deney grubu olusturuldu. Hiicrelere H-O: ile SIPS modeli
olusturuldu (Gerasymchuk ve ark., 2022). Olusturulan ¢alisma gruplar1 Tablo 3.3’te
belirtildi.

Tablo 3.3: Caligma Gruplari

KONTROL H.0> CAY AGACI YAGI | CAY AGACI YAGI+
H20:
IHC IHC IHC IHC
B-Galaktozidaz B-Galaktozidaz B-Galaktozidaz B-Galaktozidaz
Boyama Boyama Boyama Boyama

3.5. MTT Metodu ile Hiicre Canhihg Tayini

L929 hiicre kiiltiirlerinde ¢ay agaci yagmin farkli dozlarinin hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkilerini degerlendirmek ve IC50 dozunu belirlemek amaciyla MTT (3-
(4,5-methylthiazol-2-yl)-2,5-diaphenyltetrazolium-bromide) testi kullanildi. Hiicreler,
96 kuyucuklu kiiltiir plakasima her bir kuyucuga 2 x 10* hiicre gelecek sekilde dagitilda.
Hiicreler yapistiktan sonra, ¢ay agaci yagmin 1,5,10, 20 ve 50 pL/mL dozlar1 24 saat
stireyle uygulandi, sekil 3.2°de gosterildi. Uygulama siiresinin ardindan, her kuyucuga
treticinin talimatlarma goére hazirlanmis MTT (Sigma-Aldrich) kitindeki regeant
A’dan 10 pl eklenerek 4 saat 37°C’de inkiibe edildi ve siire sonunda regant B’den 100
ul eklenerek 2 saat 37°C’de inkiibe edildi ve siirenin sonunda kolorimetrik olarak 570
nm'de absorbans 6l¢timii yapildi (Almasoud ve ark., 2022). Her bir konsantrasyon igin
iicer kuyucuk kullanilarak deney ii¢ kez tekrarlandi. Kontrol hiicrelerinin canliligy,
tedavi uygulanmayan durumda %2100 olarak kabul edildi ve deney hicrelerinin
canlilik oranlar1 bu referansa gore yiizde olarak ifade edildi. Bu deneyler, ICso dozunu
saptamak amaciyla uyguland1 ve ¢alismanin sonraki asamalarinda kullanilacak olan

doz bu sekilde belirlendi.
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Sekil 3.1: TTO MTT Canlilik Deneyi

3.6. immiinohistokimyasal Boyama Metodu

12 gozli kiltiir kaplarina ekilen hiicreler dort gruba ayrildi. Kontrol grubu, H202
grubu, TTO grubu ve TTO+ H202 uygulama gruplar: i¢in hiicreler ekilip 24 saat
stireyle inkibe edildi. Hucreler tutunduktan sonra H202 grubuna 1 saat 50 uM H20-
uygulandi, TTO ve TTO+H20: gruplarina belirlenen dozda cay agaci yag: 24 saat
uygulanarak hiicreler 37 °C sicaklikta ve %5 CO2 iceren etiivde inkiibe edildi. 24 saat
sonra cay agact bulunan besiyeri gekilerek TTO+H>O2 grubuna 50 pM H20»
uygulanarak 1 saat boyunca inkilbe edildi, TTO grubuna ise sadece taze besiyeri
uygulandi. 1 saat sonra TTO+H.0; ve H,O; gruplarindan H,0,’yi uzaklastirmak i¢in
kuyucuklardaki besiyeri yerine taze besiyeri eklendi. Uygulamasi1 tamamlanan hiicre
gruplar1 %4’ liik Paraformaldehit soliisyonunda 30 dk fikse edildikten sonra PBS ile
3x5 dk olacak sekilde yikandi. Permeabilizasyon igin %0,1°lik Triton-X 100 ile 15 dk
inkiibe edilip ve tekrardan PBS ile yikandiktan sonra 5 dk hidrojen peroksit (H202)
uygulamasi yapildi. Yikama yapilip 10 dk protein blok isleminin ardindan da SASP’yi
degerlendirmek i¢in anti-1L-6 ve anti- IL-8 antikorlar1 ile 1 gece inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra sekonder antikorlar uygulamp DAB kromojeniyle
immunoreaktivitelerin goériiniirliigii saglandi, sekil 3.4’de gosterildi ve kapatma
mediumu ile kaplanarak kapatilip 151k mikroskobu altinda degerlendirildi. Isik
mikroskobu altinda rastgele segilen 10 alanda 500 hiicre sayilarak H-Score
degerlendirmesi yapildi. Elde edilen veriler SPSS veri analizi programinda

degerlendirildi.

Sekil 3.2: Immiinohistokimya Asamalar1
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3.7. p-Galaktozidaz Boyama I¢in Protein Konsantrasyonu Belirleme

Hiicre kiiltiirii protein diizeyleri Brilliant Blue G boyas1 yontemi ile Sigma marka ticari
kitler kullanilarak (Saint Louis, Missouri, USA) iireticinin belirledigi talimatlara gore

gerceklestirildi. Sonuglar pg/ml protein olarak verildi.

BSA Standart soliisyonu konsantrasyonlar: 0, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 ve 4000
olarak hazirlandi. Her standarttan 5 pl eklendi, tzerine 250 pl Coomassie Brilliant
Blue G soliisyonu eklendi. Calisma gruplari icin 5 pl 6rnek eklendi 250 pul Coomassie
Brilliant Blue G soliisyonu eklendi. Sekil 3.3’te gosterildi. 600 nm’de okutuldu.

Stamdarr TTQ TTO «  H.0: Koot
H.0.

Sekil 3.3: Protein Ornekleri
3.8. p-Galaktozidaz Boyama

Hiicrelerin senesense girdiginin dogrulanmasi amaciyla B-galaktozidaz boyamasi
uygulanmistir. Deney Oncesinde, kullanilan tiim reaktifler ve sarf malzemeleri oda
sicakligina getirilmistir. Substrat ¢aligma tamponunun hazirlanmasi i¢in dncelikle su
banyosu 90-100 °C’ye ayarlanmustir. Bir vial substrat, 2 mL tampon soliisyonu ile
¢oziindiiriilmiis ve su banyosunda 90-100 °C’de sitilmigtir. Hazirlanan substrat

soliisyonu, kullanim Oncesinde oda sicakligina sogutulmustur. Standart c¢ozelti
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hazirlig1 kapsaminda, 1 mmol/L konsantrasyonda standart ¢ozelti elde etmek amacryla
40 pL 20 mmol/L standart ¢ozelti, 760 uL bidistile su ile karistirilmistir. Standart
egrisinin olusturulmasi i¢in ise, hazirlanan 1 mmol/L standart ¢dzelti bidistile su
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda seyreltilmis ve elde edilen standart soliisyonlar

Tablo 3.4’te sunulmustur.

Tablo 3.4: B-Galaktozidaz Uygulama Oranlari

Ogeler @ 66 ® 6 66 |0
Konsantrasyon | 0 0.1 0.2 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
(mmol/L)

1 mmol/L | 0 20 40 80 100 120 140 160
standart (ul)

Bidistile su (ul) | 200 180 160 120 100 80 60 40

Orneklerin hazirlanmasi asamasinda, her bir kuyucuga 1x10° adet hiicre eklenmistir.
Hiicreler, 0,01 M ve pH 7,4 olan fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmistir. Yikama
isleminin ardindan, 1x10° adet hiicre 200 uL tampon (buffer) soliisyonu igerisinde, 4
°C’de ultrasonik hiicre parcalayici kullanilarak homojenize edilmistir. Elde edilen
hiicre homojenatlari, 4 °C’de 10.000xg hizda 10 dakika siireyle santrifiij edilmis;
santrifiij sonrasinda silipernatant dikkatlice ayrilarak buz iizerinde protein tayini
gergeklestirilmistir. Siipernatantin protein konsantrasyonu belirlenmis ve analizlerde

bu degerler esas alimustir.

Analiz yontemi kapsaminda, standart kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda 20 pL
standart ¢ozelti eklenirken, 6rnek ve kontrol kuyucuklarma 20 pL hiicre siispansiyonu
ilave edilmistir. Takiben, standart ve kontrol kuyucuklarma 30 pL tampon soliisyonu,
ornek kuyucuklarma ise 30 uL substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Tiim kuyucuklara 10 pL
aktivator ajan ilave edilerek plakalar karigtirmali tabla tizerinde 37 °C’de 40 dakika
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 140 pL kromojenik
ajan eklenmis, karistirma iglemi sonrasi plakalar karanlik ortamda 37 °C’de 10 dakika
daha inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonunda absorbans degerleri, 400 nm dalga

boyunda mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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3.9. istatiksel Analiz

Deneysel c¢alismalardan elde edilen veriler SPSS (Stastistical Package for Social
Sciences) istatistiksel veri analiz programinda nicel veriler i¢cin Kruskal-wallis analizi
ile nitel verilerin analizi icin ise Ki-Kare Testi yapilarak degerlendirildi. Istatistiksel

olarak p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Sonuglan

L929 hiicrelerinde farkli dozlarda ¢ay agaci yagi verilerek yagin konsantrasyonunu
hiicre canlilig: testi ile belirlendi. Yapilan MTT testinde, L929 hiicrelerine 1ul, Spl,
10ul, 20ul, 50 ul konsantrasyonlar1 24 saat siireyle uygulandi. L929 hiicrelerinde ¢ay
agac1 yagimnin ICsodegeri 24.saatte 10 pL/mL olarak saptandi. Ancak biz ¢alismamizda
cay agaci yaginin koruyucu etkisine baktigimiz i¢in 1 pL/mL konsantrasyonu

uyguladik. Sonugclar sekil 4.1°de gdosterildi.

Cay Agac Yag MTT Sonug

S0
80
70
60

*
30
4
3
2
1
0

1 plcayagac 5 pl gay agact 10 pl gay agact 20 pl cay agaci 50 pl gay agac
yagi yagi yag yag yag

o o o o

Sekil 4.1: Cay Agact Yagt MTT Grafigi
4.2. Hiicrelerin Morfolojik Degerlendirilmesi

Hiicre kiiltlirii ¢aliymalarimda gerceklestirilen morfolojik degerlendirmede, kontrol
grubundaki fibroblastlarin normal hiicresel morfolojilerini korudugu; igsi uzantilara
sahip, uzamig ve hiicre-hiicre baglantilarmin belirgin oldugu tipik fibroblast yapisinin
gozlendigi belirlendi. TTO (Tea Tree Oil) uygulanan grupta ise, kontrol grubuna
kiyasla fibroblastlarin normal morfolojik ozelliklerini kaybettigi; igsi uzantilarin
belirgin sekilde azaldig1 ve hiicrelerin daha yuvarlak bir yap1 kazandig1 gézlemlendi.

H:0: uygulanan grupta, hiicrelerde belirgin morfolojik degisiklikler saptanmis olup
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sitoplazmanin genisledigi, hiicresel sisme ile birlikte vakuolizasyonun arttigi goriildi.
Bu bulgular, oksidatif stresin hiicresel yapi lizerinde belirgin bir hasar olusturdugunu
diisiindiirmektedir. TTO + H20: uygulanan grupta ise, yalnizca H.O2 uygulanan grupla
karsilastirildiginda morfolojik degisikliklerin daha smirli oldugu gézlemlendi. Ancak
bu gruptaki hiicrelerin, kontrol grubuna kiyasla yine de daha genis sitoplazmaya sahip

oldugu ve tipik fibroblast morfolojisine 6zgii igsi yapiyr biiylik Olciide kaybettigi

belirlendi.
A ey SR o

Sekil 4.2: Hiicrelerin Morfolojik Degerlendirilmesi (A: Kontrol B: H:O. C: TTO D: TTO+Hz0-)

4.3. Immunohistokimyasal Boyama Degerlendirilmesi

Cay agac1 yag1 uygulamasi sonrasinda H20- ile senesense giren L929 fare fibroblast
hiicrelerinde SASP proteinlerine etkisi degerlendirmek i¢in immiinohistokimya

metodu ile boyama gergeklestirdik.
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Tablo 4.1: immunohistokimyal Istatistiksel Parametrelerin Istatistiksel Analiz Sonuglari

ANTIKOR GRUP Ort. ¥SS

KONTROL 109,08078,4577

M0, 14128054, 1680

IL-6 TTO 130,36075,3449
H,0+TTO 1226607 22,6642

KONTROL 108,04075,9505

H202 143,680%7,7390

IL-8 TTO 121,680%3,8951
H,0.+TTO 122.600722,2841

Kontrol grubunda IL-6 ifadesi 109,08 + 4,46, TTO grubunda 130,36 * 6,34, H.0:
grubunda ise en yuksek seviyeye 141,28 + 4,17 H-Score olarak belirlendi. TTO

grubunda IL-6 kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek, ancak H20-

grubundan disiiktiir. H20.+TTO kombinasyon grubunda IL-6 dlzeyi 122,66 +

22,66, H-0. grubuna kiyasla belirgin sekilde diisiikk, fakat kontrol grubundan

yuksektir.
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Sekil 4.3: Hiicrelerin Immunohistokimyal Degerlendirilmesi (A: Kontrol B: H.0. C: TTO

D: TTO+H:0z)

Kontrol grubunda IL-8 ifadesil08,04 + 7,95 H-Scoreolarak olcildi. TTO
grubunda IL-8 diizeyi 121,68 + 3,90, kontrolden yiiksek, ancak H.O-’den diisiiktiir.
H20: grubunda IL-8 ifadesi en yiiksek degere (143,68 + 7,74) ulagsmistir. H2O>+TTO
kombinasyon grubunda IL-8 ifadesi (122,60 + 22,28), H.O. grubuna kiyasla belirgin
diistis gostermistir. Bu da TTO’nun, H2O2’nin tetikledigi IL-8 asir1 ifadesini de kismen
engelledigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.4: Hiicrelerin Immunohistokimyal Degerlendirilmesi (A: Kontrol B: H.0. C: TTO
D: TTO+H202)

Boyama sonucunda; IL-6 ve IL-8 protein ifadelerinde; kontrol grubuna kiyasla H2O»
grubunda anlamli bir artis goriildii. IL-6 ve IL-8 protein ifadelerinde; kontrol grubuna
kiyasla TTO grubunda anlamli bir artig goriildi (p<0,05). IL-6 ve IL-8 protein
ifadelerinde; kontrol grubuna kiyasla TTO+H202 grubunda anlamli bir artis goriildi
(p<0,05). IL-6 ve IL-8 protein ifadelerinde; H.O> grubuna kiyasla TTO+H,0>

grubunda anlaml1 bir azalma goriildi (p<0,05).
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4.3. Protein Konsantrasyon Sonuclari

Tablo 4.2: Protein Konsantrasyon Sonuglar1 (Sonuglar pg/ml protein olarak belirlenmistir.)

STANDART KONTROL H202 TTO TTO+H202
0 363,877 1,318 895,621 54,671

62.5 476,876 64 769,511 55,25

125 460,176 24,273 1893,493 67,75

250 546,694 111,55 795,548 70,25

500 357,421 69,337 2228,524 75,25

1000 223,725 45,854 848,798 80,737
2000 243,365 70,463 982,604 64

4000 182,637 68,027 1649,257 35,415

TTO grubunda, tum konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla

belirgin sekilde

yiiksek protein degerleri gozlemlendi. En yiiksek deger 500 pg/mL’de 2228,524

pg/mL olarak Olculdi. Kombinasyon grubunda, protein degerleri H.O. grubuna

kiyasla belirgin sekilde yiiksek, ancak kontrol ve TTO gruplarina kiyasla

disiik bulundu.

Yapilan iki yonli ANOVA testi sonucunda, gruplar arasindaki farklarin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001). Post-hoc Tukey testine gore:

TTO grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 500 pg/mL’de anlamhdir (p<

0,01).

H20: grubu, tiim gruplardan anlamli derecede diisiiktiir (p < 0,001).

TTO + H:0: grubu, H>0: grubundan anlamli derecede yiiksektir (p < 0,05).
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4.4. B-Galaktozidaz Boyama Sonuclar

B-Gal activite hesaplama: (AAs00-b)/a/Cp/ T x f x 1000

Tablo 4.3: B-Gal Sonuglar

Kontrol H:202 TTO TTO+H202
607,199 84.194,787 123,856 2.029,071
232,531 1.733,291 144,193 2.007,735
240,970 4.569,428 58,601 1.637,757
202,834 994,309 139,474 1.579,329
310,245 1.599,632 49,791 1.474,393
495,638 2.418,903 130,721 1.373,842
455,648 1.547,157 112,922 1.733,061
607,156 1.630,896 67,273 3.131,951

Raw data

Sekil 4.5: B-Gal Sonug Grafigi
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L.929 fibroblast hiicrelerinde kontrol, ¢ay agact yagi (TTO), hidrojen peroksit (H202)
ve TTO + H20: kombinasyon gruplarinda hiicresel senesensin gostergelerinden biri
olan B-galaktozidaz aktivitesi kolorimetrik yontemle 6lculdi. Elde edilen sonuglar,
uygulanan farkli deneysel kosullarin $-galaktozidaz diizeyleri Gizerinde belirgin etkiler

olusturdugunu gosterdi.

B-galaktozidaz aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla yalnizca ¢ay agact yagi uygulanan
grupta daha diigiik bulundu. Hidrojen peroksit uygulanan grupta (-galaktozidaz
diizeyinin belirgin sekilde arttig1 saptanmistir. TTO + H202 kombinasyon grubunda
ise B-galaktozidaz duzeyinin yalnizca H2O: uygulanan gruba kiyasla belirgin sekilde

diistik oldugu gorildu.

Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda, en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesinin H20-
grubunda, en diisiik aktivitenin ise kontrol grubunda gézlendigi; TTO uygulamasmnin
hem tek basina hem de H20Os: ile birlikte kullanildiginda B-galaktozidaz diizeylerini

azalttig1 belirlendi.
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5. TARTISMA

Bu tez cay agac1 yaginin hiicre senesensinde SASP proteinlerinden IL-6 ve 8 Gizerinden
olas1 yaglanma karsit1 etkilerini degerlendirmistir. Bu etkileri degerlendirmek i¢in ¢ay
agact yaginin ICso degeri MTT yontemi kullanilarak belirlenmis ve olast koruyucu
etkisinden faydalanmak i¢in bu degerden daha diisiik olan doz 1 pL/mL kullanilmistir.
Caligma gruplar1 higbir uygulama yapilmayan kontrol, H20: ile olusturulan yaslanma
grubu, H20, 6ncesinde ¢ay agaci uygulamasi yapilan kombine grup ve sadece ¢ay
agaci uygulamast yapilan grup olmak iizere tasarlanmistir. H.O, yaslanma modeli
sonrast hiicrelerdeki yaglanmanin varhigimi gostermek i¢in kalorimetrik f-galaktozidaz
enzim yontemi ile B-galaktozidaz enzimindeki artis gruplar arasinda karsilastiriimali
olarak degerlendirilmistir. Tiim gruplar deney sonunda morfolojik olarak faz-kontrast
mikroskop altinda degerlendirildi. Gruplar arasinda SASP proteinlerinden IL-6 ve IL-
8’in protein ifadelerini imminohistokimyasal olarak H-score yontemiyle
degerlendirdik ve gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak yorumlandi. Bu
calismada, 1929 fibroblast hiicreleri lizerinde ¢ay agaci yaginin (Tea Tree Oil, TTO)
sitotoksik ve koruyucu etkileri degerlendirilmis; 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
TTO’nun ICso degeri 10 pL olarak belirlenmistir. 1Cso degerinin belirlenmesi,
TTO’nun hicreler Gzerindeki doz-bagimli sitotoksik etkisini ortaya koyarken,
koruyucu etkiyi degerlendirmek amaciyla bu degerin olduk¢a altinda bir
konsantrasyon olan 1 uL tercih edilmistir. Literatiirde, ugucu yaglarm ve 6zellikle
TTO’nun diisiik konsantrasyonlarda antioksidan savunma mekanizmalarini aktive
edebildigi, buna karsin yiiksek dozlarda hiicre membran biitiinliigiinii bozarak
sitotoksisiteye yol acabildigi bildirilmektedir (Carson ve ark., 2006; Hammer ve ark.,
2012). Bu baglamda, ¢alismamizda kullanilan 1 pLL TTO konsantrasyonu, hicre
canliligini baskilamadan oksidatif strese kars1 koruyucu etki gdsterebilecek fizyolojik
olarak anlamli bir doz olarak degerlendirilmistir. Kim ve arkadaslar1 da yaptiklar
calismalarda fibroblast hiicrelerinde diisiik doz TTO uygulamalarinin hiicresel
proliferasyonu destekleyebildigi ve reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicresel toleransi
artirabildigi yoniindeki bulgular, elde etmislerdir (Kim ve ark., 2004). Bu sonuglar
calismamizda kullanilan TTO dozunun hiicre yaslanmasina karsi koruyucu olarak

potansiyele sahip oldugunu desteklemektedir.
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Calisma gruplarinda deney sonrast morfolojik degisiklikler degerlendirildiginde
kontrol grubunda hiicrelerin tipik fibroblast morfolojisini korudugu, igsi ve uzamis
yapida oldugu goézlenmistir. Bu morfolojik o6zellikler, saglikli fibroblastlarin aktin
iskelet biitiinliigiinii ve adezyon kapasitesini yansitan normal fenotip ile uyumludur
(Capes-Davis ve ark., 2021; Welter ve ark., 2024).Hiicresel senesens, fibroblastlarda
proliferasyonun durmasiyla birlikte belirgin morfolojik degisikliklerle karakterizedir.
Senesentetik fibroblastlar artmis hiicre alani, yassi ve diizensiz hiicre sekli, graniiler
sitoplazma ve nikleer reorganizasyon gosterir (Dimri ve ark., 1995; Campisi ve
D’Adda Di Fagagna, 2007). H20: ile yaslandirilan hiicrelerde literatiirdeki bu bilgi ile
uyum gosterecek sekilde hiicrelerin belirgin sekilde genisledigi, sitoplazmanin arttigi,
hiicre seklinin diizensizlestigi ve vakuolizasyon benzeri yapisal de§isimlerin ortaya
¢iktig1 goruldld. Bu morfolojik degisimler, oksidatif stres altinda fibroblastlarda sik¢a
bildirilen hiicresel senesens ve stres yaniti ile iliskilendirilmektedir. H.O2’nin reaktif
oksijen tlirlerini artirarak sitoskeletal organizasyonu bozdugu, hiicre yayilimini
artirdigr ve “flattened” senesens fenotipini indiikledigi gosterilmistir (Toussaint,
Medrano ve VVon Zglinicki, 2000; Chen, Ozanne ve Hales, 2007). Calismamizda H20-
grubunda gozlenen morfolojik bozulmalarin oksidatif hasar ve senesensle iliskili
olabilecegi diistinlilmektedir. TTO uygulanan grupta hiicre morfolojisinin kontrol
grubuna yakin ozellikler sergiledigi, H.O. grubuna kiyasla iyilesme yoOniinde
degisiklikler sergiledigi i18si uzantilarinin daha normale yakin oldugu, hiicre
smirlarmin belirgin yapismi korudugu ve sitoplazma igerisindeki vakuol benzeri
yapilarin H20O: grubuna gore daha az oldugu goriilmiistiir. Bu durum, ¢ay agac1 yaginin
hiicre membrani ve sitoskeleton iizerinde koruyucu biyolojik etkiler gosterebildigini
diistindiirmektedir. TTO’nun diisiik konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu
destekleyebilecegi, ancak hiicresel stres olusturabilecek diizeylerde membran
gecirgenligini artirarak morfolojik degisimlere yol agabilecegi bildirilmektedir
(Hammer ve ark., 2012; Carson ve ark., 2006). Yapilan arastirmalara bakildiginda
TTO’nun kanser hicreleri tzerinde morfolojik olarak etkisini hicrenin 6liime
stiriiklenmesi yoniinde gosterdigini sdyleyen ¢alismalar mevcuttur (S. J. Greay ve ark.,
2010). Greay ve arkadaglar1 yaptiklar: caligmada kanser hiicrelerine TTO uygulamasi
sonrasinda tek hiicre morfolojisi degerlendirdiklerini ve bu degerlendirme neticesinde

hiicrelerde organel sigsmesi ve cekirdek/sitoplazma oraninda sitoplazma lehine artis
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oldugunu bildirmislerdir. Ayni1 c¢alismada hiicrelerde hiicre = dongilisiiniin
durdurulduguna ve hiicrelerin nekroza siirliklenerek hiicre oliimiinde artis olduguna
dikkat g¢ekilmistir. TTO uygulamasi sonrasi hiicrelerin dliime ve senesentetik hale
dogru degismelerinin sebebi zaten kanserlesmis hiicreler {izerinde etkisinin
degerlendirilmesi ve tam ICso dozunun kullanilmasindan kaynakli olabilir. TTO bir
sekilde saglikli olmayan hiicreleri olime siiriiklerken saglikli hiicrelerde bu etkiyi
gostermemesi koruyucu potansiyelinin olmast konusunda bulgularimizi destekler
niteliktedir (Assmann ve ark., 2018). TTO+ H.0. kombinasyon grubunda ise hucre
morfolojisinin yalnizca H20: uygulanan gruba kiyasla daha iyi korunmus oldugu,
ancak TTO ve kontrol gruplarma gore saghkli fibroblast morfolojisinin tam
sergilenmedigi goriilmistiir. Bu morfolojik bulgular yine TTO nun koruyucu etkisye
sahip olabilecegi yonde literatiire uyum saglamaktadir. Bu bulgu, TTO’nun stres
kosullar1 altinda hiicre morfolojisini kismen stabilize edebildigini ve sitoskeletal hasar1
smirlayict  bir etki gosterebilecegini  diistindiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda
TTO’nun antioksidan 6zelliklerini gosteren sinirli sayida ¢alisma olmasina ragmen,
reaktif oksijen tiirlerini baskilayarak hiicresel hasar1 azalttigi ve hiicre yapisal
biitiinliiglinii koruyabildigi rapor edilmistir (Miguel ve Miguel, 2010). Dolayisiyla,
kombinasyon grubunda goézlenen ilimli morfolojik degisimlerin, TTO’nun hicre
yaslanmasina kars1 koruyucu etkisi olabilecegi yoniinde yorum yapilmasini miimkiin
kilmaktadir. Literatirde TTO nun yaslanma karsit1 ya da hiicre senesensine olan
engelleyici atkisini konu alan az sayida ¢alismanin olmasi bu konunun etraflica
tartigilmasini sinirlamaktadir. Bu agidan bakildiginda ¢alismamiz TTO nun senesensi

Onleyici etkisini degerlendiren 6ncii calismalar arasinda yer almaktadir.

L1929 fibroblast hiicrelerinde ¢ay agaci yaginin (Tea Tree Oil, TTO) hicre
yaslanmasina kars1 SASP proteinleri Gzerindeki etkileri Gzerindeki etkisini IL-6 ve IL-
8 ifadesi Uizerinden immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Boyama sonucunda;
IL-6 ve IL-8 protein ifadelerinde; kontrol grubuna kiyasla H2O2 grubunda anlamli bir
artig gortildii. IL-6 ve IL-8 protein ifadelerinde; kontrol grubuna kiyasla TTO grubunda
anlamli bir artig goriildi. IL-6 ifadesindeki yiikselis ile IL-8 ifadesindeki artisin
paralellik gdstermesi H.O2’nin fibroblast hiicrelerinde SASP ile iliskili
proinflamatuvar proteinlerin genis ¢apta aktive ettigini diisiindiirmektedir (Coppe ve

ark., 2010; Freund ve ark., 2010). IL-6 ve IL-8 protein ifadelerinde; kontrol grubuna
52



kiyasla TTO+H2O> grubunda anlamli bir artig gorildi. I1L-6 ve IL-8 protein
ifadelerinde; H202 grubuna kiyasla TTO+H>0> grubunda anlamli bir azalma goriildi.
Yapilan c¢alismalarda H>O2’nin fibroblast hiicrelerinde gilighii bir oksidatif stres
olusturarak proinflamatuvar sitokin ekspresyonunu artirdigini ve IL-6’nin bu siiregte
onemli bir mediyator rol oynadigmi gosterilmistir(Mittal ve ark., 2014; Tanaka,
Narazaki ve Kishimoto, 2014). Yalnizca TTO uygulanan grupta IL-6 ifadesinde
kontrol grubuna kiyasla artig gostermesi, cay agaci yagmin tek basma uygulandiginda
hicrelerde  hafif diizeyde Dbir inflamatuvar yaniti indiikleyebilecegini
diistindiirmektedir. TTO’nun diisiik ve orta konsantrasyonlarda immiin yanit1 modiile
edebildigi, bu etkinin hiicresel adaptasyon veya hormetik yanit mekanizmalariyla
iligkili olabilecegi bildirilmektedir (Carson, Hammer ve Riley, 2006; Hammer, Carson
ve Rileya, 2012). Bu durum, TTO’nun dogrudan antiinflamatuvar bir ajan olmaktan
ziyade, hiicresel stres yanitini diizenleyici ¢ift yonlii bir etkiye sahip olabilecegini
diisindiirmektedir. TTO+ H>02 kombinasyon grubunda IL-6 diizeyinin H20-
uygulanan gruba kiyasla daha diisiik olmasi, cay agac1 yaginin oksidatif stres kosullar1
altinda IL-6 aracili inflamatuvar yanit1 baskilayic1 bir etki gosterebildigini ortaya
koymaktadir. Bu sonug, TTO’nun antioksidan 6zellikleri sayesinde reaktif oksijen
turlerini notralize ederek NF-xB gibi inflamasyonla iligkili sinyal yolaklarmnin
aktivasyonunu smirlayabilecegi yoniindeki literatiir bilgileriyle uyumludur (Miguel ve
Miguel, 2010). Dolayisiyla, TTO’nun H,O; ile indiiklenen inflamatuvar yaniti
tamamen ortadan kaldirmasa da IL-6 ifadesini azaltarak hiicresel hasar1 6leyici bir rol
oynadigi soylenebilir. Ancak TTO’nun tek basina uygulandiginda IL-6 dizeylerini
kontrol grubuna goére bir miktar artirabilmesi, bu ajanin biyolojik etkilerinin
konsantrasyon, uygulama siiresi ve hiicresel mikrogevreye bagl olarak degiskenlik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. IL-8’in fibroblast kdkenli inflamatuvar yanitin
onemli bir duzenleyicisi oldugu ve notrofil kemotaksisini artirarak  doku
mikrocevresinde inflamasyonun siirdiiriilmesine katki sagladigi bilinmektedir
(Baggiolini ve Clark-Lewis, 1992). Benzer sekilde, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
H:0: ile indiiklenen fibroblast senesensi sirasinda IL-8 ifadesinin belirgin sekilde
arttig1 ve bu artisin NF-xB ve p38 MAPK yolaklariyla iliskili oldugu gosterilmistir
(Acosta ve ark., 2008). Ote yandan, baz1 ¢aligmalarda antioksidan veya dogal
bilesiklerin oksidatif stres altinda IL-8 ifadesini baskilayabildigi bildirilirken, bu
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etkinin hiicre tipi ve uygulama kosullarina baglh olarak degiskenlik gosterebildigi
vurgulanmaktadir (Miguel ve Miguel, 2010). Dolayisiyla, mevcut ¢alismada IL-6 ve
IL-8 ifadelerinin H.O. grubunda es zamanli olarak artmasi, 1929 fibroblast
hiicrelerinde senesens ve inflamasyon eksenini giiglii bigimde aktive ettigini ortaya
koyarken, bu bulgular literatiirde bildirilen SASP temelli mekanizmalarla genel olarak
uyumludur ancak tim SASP proteinlerinin immunohistokimyasal ifadelerinin ayr1 ayr1
degerlendirilmesiyle birlikte hiicresel senesense TTO nun koruyucu etkisi agisindan
daha dogru olacaktir. Bu nedenle, ¢ay agaci yaginin terapdtik potansiyelinin daha net
anlagilabilmesi i¢in farkli doz ve zaman noktalarinda yapilacak iler1 molekiiler
caligmalarin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. L929 fibroblast hiicrelerinde kontrol,
cay agacit yagr (TTO), hidrojen peroksit (H20:) ve TTO+H20: kombinasyon
gruplarinda hiicresel senesensin biyokimyasal gostergelerinden biri olan -
galaktozidaz aktivitesi kolorimetrik yontemle ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglarimiza
gore, TTO grubunda B-galaktozidaz aktivitesi en diisiik derecede 6lgiilmiistiir. TTO
nun uygulamasinin kontrol, TTO+ H20; ve H:O: gruplarinda sirasiyla daha ylksek
seviyelerde 6lglilmesi TTO uygulamasinin B-galaktozidaz enzim aktivitesini azaltici
yonde etki ettigini gostermistir. Bu azalis TTO nun hiicrede yaslanma geciktirici etkiye
neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Yalnizca ¢ay agaci yagi uygulanan grupta -
galaktozidaz aktivitesi kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bulunmasi hiicrede
yaslanmaya bagli gelisen hasarin 6nlenmesi ve stres yanitinin olusmasinda geciktirici
etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan in vitro senesens ¢aligmalarinda
beta galaktozidaz enzim yontemi hiicresel yaslanmanin gostergesi olarak kabul
edilmektedir ancak tek basina yeterli degildir. Destekleyici olarak p53/p2l ve
p1l6INK4a/pRB timor supresor genlerinin ekspresyonlarmin da degerlendirmesi daha
givenilir bilgi sunmaya yardimci olacaktir. Cay agact yagi (TTO), Melaleuca
alternifolia bitkisinden elde edilen, genis spektrumlu biyolojik aktiviteleri nedeniyle
hem geleneksel hem de modern tipta ilgi géren kompleks bir esansiyel yagdir.
TTO'nun antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antiprotozoal ve antioksidan etkileri,
onu dermatolojik ve enfeksiyoz hastaliklar baglaminda 6nemli bir dogal {iriin haline
getirmistir (Pazyar ve ark., 2013). TTO'nun son yillarda en ¢ok dikkat ¢eken
Ozelliklerinden biri, in vitrove hayvan modellerinde gosterilen antikanser

aktivitesidir. Arcella ve Sanchez, TTO uygulamasmin glioblastomlu farelerde timor
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boyutunu %80 oraninda azalttigini bildirmistir (Arcella ve Sanchez, 2021). Daha
mekanistik ¢alismalar, bu etkinin altinda yatan siiregleri aydinlatmaktadir. Ramadan
ve aradaglari, TTO'nun malign melanom (A-375) ve skuamdoz hicreli karsinom (HEp-
2) hucrelerinde, p53 ve  pro-apoptotik Bax protein ifadesini artirrken,  anti-
apoptotik Bcl-2 ifadesini azaltarak apoptotik mekanizmay1 tetikledigini gostermistir
(Ramadan ve ark., 2019). Bu, TTO'nun apoptotik yolagi yeniden aktive ederek timor
hiicrelerini kemoterapiye daha duyarli hale getirebilecegini diisiindlirmektedir.
Yapilan bu c¢alismalar incelendiginde TTO nun etkisinin hiicrelerde P53 ifadesini
etkilemesi hucrenin bolinme siklusunda diizenleyici etkisi olabilecegine dikkat
cekmektedir. Diizenleyici mekanizmalar1 etkilemesi ve antioksidan siipiiriicii
ozellikleri birleserek saglikli hiicrelerde senesense karsi koruyucu olarak daha etkili

olacagi yoniinde yorum yapilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin bulgulari, mevcut literatiirle birlikte degerlendirildiginde, ¢ay agaci
yagmin (TTO) hiicresel diizeyde karmasik ve ¢ok yonlii bir biyolojik aktivite profiline
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Elde edilen veriler, TTO'nun potansiyel terapotik
etkilerinin yani sira, etki mekanizmalar1 ve giivenli kullanim parametreleri hakkinda

kritik sonuglara isaret etmektedir.

6.1. Sonug

Proliferatif ve Sitoprotektif Potansiyel: Calismada, TTO'nun L929 fare fibroblast
hlcrelerinde hiicre gogalmasini (proliferasyonu) tesvik edebilen bir ajan olarak 6ne
ciktig1 gozlemlenmistir. Daha da 6nemlisi, TTO, H:0:'nin neden oldugu giiclii
sitotoksik etkiye ve hiicresel protein kaybma karst kismen koruyucu bir etki
sergilemistir. Bu bulgular, TTO'nun antioksidan kapasitesi veya hiicre hayatta kalma
yollarini1 aktive etme yetenegi ile iliskili olabilecek bir hiicre koruyucu (sitoprotektif)

potansiyelini ortaya koymaktadir.

Anti-inflamatuar ve SASP Modulasyonu Etkisi: Deneysel bulgularimiz, TTO'nun,
hidrojen peroksit (H20:) ile indiiklenen hiicresel senesens (yaslanma) ile iligkili
sekretuar fenotipin (SASP) dnemli belirtecleri olan IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin asir1
ifadesini anlamli derecede baskiladigmi gostermistir. Bu sonug, TTO'nun, oksidatif
stres kaynakli inflamatuar yanit1 modiile ederek anti-inflamatuar ve koruyucu bir
rol tistlenebilecegini desteklemektedir. TTO'nun tek bagina hafif bir inflamatuvar
uyarict etki gstermesine ragmen senesensi baskilamasi, onun homeostatik dengeyi
destekleyici bir ajan olarak davranabilecegine isaret etmektedir. Mevcut verilerimiz,
TTO'mun literatiirde yaygm olarak  belgelenen antimikrobiyal ve  anti-
inflamatuar 6zelliklerini destekler niteliktedir. Bununla birlikte, elde edilen proliferatif
ve SASP-modile edici etkiler, TTO'nun farmakolojik portféyiinin daha &nce
yeterince vurgulanmamis yonlerini (6rn., doku onarimim destekleyici, yaslanma ile
iliskili kronik inflamasyonu hafifletici) aydinlatmaktadir. Bu etkilerin, TTO'nun
geleneksel dermatolojik kullanim alanlarinin (akne vulgaris, ylizeysel enfeksiyonlar)
Otesine gecen, yara iyilesmesi ve dermokozmetik gibi yeni terap6tik uygulamalar i¢in

bir temel olusturabilecegi diistintilmektedir.
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TUm bu olumlu potansiyele ragmen, literatiir TTO'nun etkilerinin dar bir terapotik
pencerede kaldigin1 ve kesinlikle doza bagimli oldugunu gdstermektedir. Diisiik
dozlarda anti-inflamatuar, antioksidan ve proliferasyonu destekleyici etkiler
gOzlemlenirken, yiksek dozlar toksisite, siddetli irritasyon ve paradoksik olarak
oksidatif strese yol acabilmektedir. Bu hormetik yanit, TTO'nun ayni anda hem
terapotik bir ajan hem de potansiyel bir toksin olabilecegini gostererek, kullaniminda

mutlak bir titizlik gerektirmektedir.

6.2. Oneriler

Elde edilen sonuglar ve mevcut literatiir 151¢81inda, TTO'nun bilimsel temelli ve giivenli
kullanimini saglamak ve terapotik potansiyelini tam olarak degerlendirmek icin ileri
arastirma ve gelistirme ¢alismalarmin yapilmasi 6neririz. TTO'nun hiicresel senesans,
proliferasyon ve inflamasyon (zerindeki etkileri igcin  kesin doz-yanit
egrilerinin ¢ikarilmas1 esastir. /n vitro ve preklinik in vivo modeller kullanilarak,
maksimum terapotik fayda saglayan minimal toksik dozun (terapotik indeks)
belirlenmesi gerekmektedir. TTO'nun SASP baskilama (IL-6, IL-8 azaltimi),
proliferasyonu tesvik ve sitoprotektif etkilerinin altinda yatan sinyal yollarmin
(6rnegin, Nrf2, NF-kB, MAPK, PI3K/Akt yollar1) aydinlatilmas1 gerekmektedir.
Ayrica, ana aktif bilesen terpinen-4-ol'lin ve oksidasyon drunlerinin bu sireclerdeki
spesifik rolleri izole edilerek incelenmelidir. Bu ¢alismada elde edilen umut verici in
vitro bulgularin, kronik yara, foto-yaslanma veya deri atrofisi modelleri gibi
ilgili hayvan modellerinde dogrulanmasi kritik 6neme sahiptir. TTO'nun etkinliginin,
farkl tasiyict sistemler (krem, jel, nanoformiilasyonlar) ile birlikte degerlendirilmesi,

klinik 6ncesi gegis i¢in gereklidir.
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