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Glioblastoma multiform (GBM), beynin yaygin olarak gozlenen kotii huylu primer
tiimorlerinden biridir. Diislik sag kalim oran1 ve yiiksek niiks riskiyle karakterize edilen
GBM bir merkezi sinir sistemi tiimordiir. GBM geleneksel tedavisi kapsaminda
temozolomid (TMZ) kemoterapisi ve radyasyon tedavisi ile cerrahi timor rezeksiyonu
yapilmaktadir. Ancak bu tedavilerle bile sag kalim oramn ilk bes yi1lda %5 civarindadir.
Kullanilan tedavi yontemlerinin se¢ici olmamasi ve yiiksek doz gereksinimi nedeniyle
flavonoidlerin tedaviye yonelik etkileri giincel ¢alismalarda arastirilmaya baslanmistir.
Flavonoidler sebze, meyve ve bitkisel iceceklerde bulunan dogal bilesiklerdir ve
antioksidan, antimutajenik ve antiproliferatif 6zelliklere sahiplerdir. Flavonoidlerin alt
siiflarindan biri olan izoflavon grubunda yer alan Biochanin A’nin glioblastoma, agiz
ve meme kanseri gibi c¢esitli kanser hiicrelerine karsi potansiyel kemopreventif ve

antikanser ozelliklerine sahip oldugu bilinmektedir.



Bu tezin amaci literatiirde ¢esitli kanserler tizerinde etkisi oldugu bilinen Biochanin A’nin
GBM’de kullannominin  Endoplazmik  Retikulum  Stresi {izerindeki etkisinin

arastirilmasidir.

Bu tez kapsaminda, yapilan deneysel calismalarda T98G glioma hiicre hatti
kullanilmistir. Deneylerde uygulanacak Biochanin A konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin MTT yontemi ile % hiicre canliliklar1 hesaplanmis ve 48 saat ve 100uM
konsantrasyonda uygulama yapilmasi planlanmistir. Biochanin A uygulanmasi sonrasi
apoptotik hiicre oranlart Annexin V-FITC kullanilarak akis sitometresi ile tespit
edilmistir. Elde edilen veriler, Biochanin A uygulamasi sonrasi, uygulama yapilmayan
hiicrelere gbére uygulama yapilan hiicrelerde ge¢ apoptozun indiiklendigi
gozlemlenmistir. Kontrol olarak kullanilan DMSO uygulanmis hiicreler ile Biochanin A
uygulanmis hiicreler arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamastir.
Biochanin A uygulamasinin ER stresi ile iligkisinin arastirilmasi i¢in Kantatif Gergek
zamanli PZR yontemi kullanilarak ER stresi ile iliskili GADD153, GRP78, ATF4, elF2S1
ve XBPI genlerin ifadelerine bakilmistir. Gen ifadelerinde 48 saat icin ATF4 gen
ifadesinde anlamli bir artis gdzlemlenmistir. Son olarak hiicre i¢i Ca™? miktarlar1 Calcium
flux assay ile tespit edilmistir. Uygulama sonrasi hiicre i¢i Ca*? salinimi seviyelerinde

herhangi bir degisim gozlenmemistir.

Tez kapsaminda elde edilen sonucglar Biochanin A’nin T98G hiicrelerinde ATF4 gen
ifadesinde anlamli bir degisiklige neden oldugunu ve hiicrelerde uygulama yapilmayan

normal hiicrelere gore gec apoptozu indiikledigi gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, flavonoidler, izoflavon, Biochanin A, ER stresi
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Glioblastoma multiform (GBM) is one of the commonly observed malignant primary
tumors of the brain. GBM is a central nervous system tumor characterized by a low

survival rate and a high risk of recurrence.

Surgical tumor resection is performed with temozolomide (TMZ) chemotherapy and
radiation therapy as part of the traditional treatment of GBM. Though even with these
treatments, the survival rate is around 5% in the first five years. Due to the lack of
selectivity of the treatment methods used and the high dose requirement, the effects of
flavonoids on treatment have begun to be investigated in current studies. Flavonoids are
natural compounds found in vegetables, fruits and herbal beverages and have antioxidant,
antimutagenic and antiproliferative properties. Biochanin A, which is included in the
isoflavone group, one of the subclasses of flavonoids, is known to have potential
chemopreventive and anticancer properties against various cancer cells such as

glioblastoma, oral and breast cancer.
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The aim of this thesis is to investigate the effect of the use of Biochanin A in GBM, which
is known to have an effect on various cancers in the literature, on Endoplasmic Reticulum

Stress.

Within the scope of this thesis, the T98G glioma cell line was used for the experimental
studies. In order to determine the optimal concentration of Biochanin A to be applied in
the experiments, % cell viability was calculated using the MTT method and it was planned
to apply at a concentration of 100uM for 48 hours. Apoptotic cell ratios after treatment
of Biochanin A were determined by flow cytometry using Annexin V-FITC. The data
obtained showed, after the treatment of Biochanin A, late apoptosis was induced in the
treated cells compared to the normal cells without treatment. No statistically significant
difference was found between the DMSO-treated cells that were used as controls and the
Biochanin-A-treated cells. In order to investigate the relationship of Biochanin A usage
on ER stress, the expressions of GADDI153, GRP78, ATF4, EIF2S] and XBP1 genes
associated with ER stress were examined using the Quantitative Real-time PCR method.
A significant increase in 47F4 gene expression was observed for 48 hours. Finally,
intracellular Ca*? amounts were determined by Calcium flux assay. No change in

intracellular Ca*? release levels was observed after treatment.

The results obtained within the scope of the thesis showed that Biochanin A causes a
significant change in the expression of the ATF4 gene in T98G cells and induces late

apoptosis in treated cells compared to non-treated normal

Keywords: Glioblastoma, flavonoids, isoflavones, Biochanin A, ER stress
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1. GIRIS

Diinya saglik orgiitiiniin (DSO) verilerine gore kanser dnde gelen 6liim nedenlerinden
biridir [1]. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi'na (IARC) gore, 2018'de 17 milyon
yeni kanser vakasi ortaya ¢ikmistir ve kanser kaynakli 9,5 milyon 6liim yasanmistir. 2040
yilina kadar, kiiresel niifus yaslanmasi ve biiyiimesi nedeniyle 27,5 milyon yeni kanser
tanis1 konulacagi ve 16,3 milyon kanser kaynakli 6liim yasanacagi dngoriilmektedir[2].
Kanser, hiicre sagkalimi, proliferasyon ve DNA onarimi gibi hiicrenin yasamsal siirecini
kontrol eden 6nemli yolaklarin diizensizligi sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir [3].
Normal bir hiicrenin tiimor hiicresine doniisiimii, ilerlemesi ve metastaz siireci, onkogen
ve timor baskilayict genlerde olusan genetik ve epigeetik degisiklikler ile c¢evresel
faktorlerin maligniteyi indiiklemesiyle gergeklesir [4]. Kanser i¢in geleneksel tedavi
yontemleri kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapidir. Ancak, kullanilan tedavi
yontemlerinin seg¢ici olmamasi ve yiiksek doz gereksinimi, farkli tedavi yontemlerinin
arastirilmasina sebebiyet vermistir. Farkli bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin,
aralarinda kanserin de bulundugu cesitli rahatsizliklara karsi terapdtik ve antikanser
etkisinin oldugu bilinmektedir [5]. Epigenetik degisiklikler, DNA dizisinde herhangi bir
degisiklige neden olmadan gen ifadesini etkileyen kalitsal degisikliklerdir. Gen ifadesi ve
kromozomal stabilite ile iligkili rolii nedeniyle, epigenetik bozulmalar kanser basta olmak
tizere bir¢ok hastalikla iligkilendirilmistir. Epigenetik degisikliklerin dogas1 geregi geri
dontisiim potansiyelinin olmasi kanser ve ¢esitli hastaliklar i¢in yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir [6]. Polifenol ailesindeki en biiyiik ikincil metabolit
grubu olan flavonoidlerin, biyolojik aktiviteleri sayesinde sagliga yararli olduklari ve
hastalik riskini azalttiklar1 bilinmektedir. Kanser tedavisine yonelik olarak flavonoidler,
ozellikle epigenetik modifikasyonlar {izerindeki etkileri nedeniyle gilincel aragtirmalarda
kullanilan dogal bilesikler arasinda yer almaktadir. Bunlara 6rnek olarak brokoli ve diger
bazi bitkilerde bulunan Kaempferol, ¢esitli kanserlerde histon deasetilazin (HDAC)
aktivitesini diizenlemesi veya yonca, soya gibi bitkilerde bulunan Biochanin A'nin
DNMT enzimlerini inhibe etmesi verilebilir [ 7]. Glioblastoma Multifrom (GBM) , yiiksek
malignitesi, diisiik sag kalim oran1 ve yiiksek niiks riski ile karakterize olan bir merkezi
sinir sistemi tiimoriidiir. Glioblastomalar primer malign beyin tiimorlerinin %57,3' {inii
olusturur ve yaklasik 5 yil olan sagkalim siiresi tan1 konulduktan sonra %6,8'dir[8].

Giliniimiizde GBM un standart tedavisi temozolomid (TMZ) kemoterapisi ve radyasyon



tedavisi ile tiimoriin cerrahi olarak ¢ikartilmasidir. Ancak GBM’nin heterojenitesi, bu
tedavilerin etkisini ciddi derecede azaltmaktadir. Bu nedenle klinik dncesi aragtirmalarda
anti-GBM ozellikleri gosteren, diyetle alinabilen flavonoidler alternatif bir tedavi

yontemi olarak arastirilmaktadir[9].

Tez ¢alismasinda giincel tedavi yontemleri arasinda arastirilan dogal bilesiklerden biri
olan Biochanin A kullanilmistir. Biochanin A uygulamasinin T98G glioma hiicre hattinda
ER stresi ve hiicre canlilif iizerindeki etkisi,apoptoz analizi, hiicre i¢in Ca* ve ER stresi
ile iliskili olan bazi genlerin (GRP7S8, elF2S1, ATF4, GADDI153, XBPI) ekspresyon

seviyelerine bakilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Diinya saglik orgiitiiniin (DSO) verilerine gore kanser, 2020'de yaklasik 10 milyon 6liime
sebep olmasi nedeniyle diinya genelinde en Onemli hastaliklardan birisi olarak
belirlenmistir. Kanser normal bir hiicrenin, genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle
meydana gelen mutasyonlar ve degisiklikler sebebiyle normal islevini kaybetmesidir ve
kiigiik bir lezyon olusumundan tiimor hiicresine kadar uzanan ¢ok asamali bir siireg ile
olugmaktadir. Kanser, biiyiime hizina, invaziv olmasina, prognozuna ve tedaviye verilen
yanita gdre farkli 6zelliklerde ortaya ¢ikabilmektedir[1]. DSO ve Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajans1 (IARC) topladig1 veriler ile kansere neden olan etmenleri
siiflandirmistir. Bu veriler, kanserin ortaya ¢cikmasinda rol oynayan genetik faktorler ile
tic dis etkenin arasindaki etkilesimin 6nemini vurgulamaktadir. Bu etkenler arsenik, tiitiin
dumani, alkol ve aflatoksin gibi kimyasal kanserojenler; ultraviyole ve iyonlastirici
radyasyon gibi fiziksel kanserojenler ve son olarak bazi viriislerden, parazitlerden veya
bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlar gibi biyolojik kanserojenler olarak

siralanabilirler [1,10].

Kisinin yas1 arttik¢a kansere yakalanma riski carpici bir sekilde artmaktadir. Yasi artist
ile hiicresel onarim mekanizmalarinin daha az etkili olma egilimi, hiicre igerisindeki
mutasyonlarin onarilamamasina sebebiyet vermektedir. Kanser riskini arttiran bir diger
faktor ise ailesel kalitimdir. Genetik degisikliklerin ebeveynden ¢ocuga gecmesi, bazi
kanser tiirlerinin popiilasyona oranla ailelerde daha sik goriilme olasiligini
arttirmaktadir[11]. Ayrica, DSO’niin 2020 verilerine gore kanser dliimlerinin iigte biri
tiittin ve alkol tiiketimi, yiiksek viicut kitle indeksi ve fiziksel aktivite eksikliginden

kaynaklanmaktadir [1]

2000 yilinda kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri, Hanahan ve arkadaglari tarafindan
hiicre temelinde yarattiklar1 fenotipik ve genotipik degisikliklere gore ayrilmistir. Bu
caligma ile kanserin alti ayirt edici 0zelligi ortaya komulmustur. Bunlar; proliferatif

sinyalizasyonu siirdiirmek, replikatif 6liimsiizliigli saglamak, hiicre 6liimiine direnmek,



biiylime baskilayicilardan kaginmak, anjiyogenezi indiiklemek ve invazyon ile metastazi
aktive etmektir. Siralanan 6zelliklere ek olarak Hanahan ve arkadaslari, kanserin ayirt
edici Ozelliklerini aktiflestiren veya aktiflesmesinde rol oynayan ozellikleri de
belirlemislerdir. Genom biitlinliiglinii korumak i¢in bir veya daha fazla mekanizmanin
kayb1 sonucunda c¢oklu mutasyonlarin elde edilmesi aktiflestirici bir 6zellik olarak
tanimlanmistir [12]. 2011 yilinda, hiicresel metabolizmay1 yeniden programlamak ve
bagisiklik sisteminin yikimin1 6nlemek de kanserin ayirt edici 6zelliklerine eklenmistir.
Ayrica timdér indiikleyici enflamasyon, aktiflestirici bir 6zellik olarak tanimlanmistir
[13]. Yakin zamanda, fenotipik plastisite ve bozulmus farklilasma kanserin ayirt edici
ozelliklerine eklenirken mutasyona sebep olmayan epigenetik programlama, polimorfik
mikrobiyom ve hiicre yaglanmasi aktiflestirici 6zellikler arasinda tanimlanmistir (Sekil

2.1) [14].
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Sekil 2.1 Hanahan ve arkadaglar tarafindan belirlenen kanserin ayirt edici 6zellikleri ile

aktiflestirici 6zelliklerinin semalar1 [14] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir.

Hiicre dongiist, bir hiicrenin biiyiimesi ve boliinmesi ile meydana gelen olaylar dizinidir.
Bu dongii, dort farkli evreden olugmaktadir ve {i¢ farkli kontrol noktasi ile denetimi
saglanmaktadir. Hiicre dongiisii kontrolii, temel olarak iki olay akisini diizenler; genomik
DNAin replikasyonu ve replike edilmis genomik DNA'nin yavru hiicreler arasinda

ayrimi. Yapilan c¢aligmalar dogrultusunda, kanser hiicrelerinin boliinmeye devam



edebilmesi i¢in hiicre dongiisii kontrol noktalarinin belirli islevlerini yapamiyor olmasi
gerektigi  bulunmustur.Yapilan bir ¢aligmada, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
boliinmesinden ziyade hiicre dongiisiinden ¢ikma yeteneklerini kaybederek, boliinmeye

devam ettikleri gozlemlenmistir[15].

Hiicre déngiisii iki ana evreden olusmaktadir; interfaz ve mitotik evre. Interfaz evresi G1,
S (sentez) ve G2 fazlarindan olusmaktadir. Mitoz evresi M fazindan olugmaktadir.
Mitozun ilk evresi, bes asama ile hiicre ¢ekirdeginin béliinmesinden olusmaktadir. Ikinci
evresi ise, sitokinez ile sitoplazmasinin bdliinerek iki yavru hiicre olusturmasidir. Hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi, dnceki dongiiniin uygun bir sekilde tamamlanmasina baglidir.
Hiicreler belirli ekstraseliiler sinyallerin yoklugunda GO fazina girebilir. GO fazinda olan
bir hiicre, metabolik olarak aktif haldedir ancak hiicre dongiisiinden ¢ikmistir ve durgun

bir evrededir[15, 16].

Hiicreler G1 fazina, M fazindan ya da GO fazindan girebilmektedir. GO fazindan G1
fazina gecisi ise hiicre dis1 mitojenik sinyaller ile ger¢eklesmektedir. G1 agamasi biiyiime
faz1 olup hiicreler bir¢cok proteini sentezler ve ribozom ve mitokondri de dahil olmak
tizere organeller cogaltir. Hiicre boyut olarak biiyiitken G1 fazinda c¢evreden gelen
sinyaller, hiicrenin gelisimini kontrol etmektedir. Gelen sinyallere bagl olarak hiicrede
cogalma ve boliinme, farklilasma veya olim karar1 verilebilir ancak bdliinme igin
hiicrenin kontrol noktasindan gecerek S fazina gelmesi gerekmektedir[17]. S fazinda,
DNA sentezi gerceklesmektedir. Her kromozom, replikasyon sonrasi iki kardes
kromatidden olusur ve DNA miktar1 iki katina ¢ikar. S faz1 boyunca, gen ifadesi ve
protein sentezi aktiviteleri diisiik seviyede devam etmektedir. S faz1 kontrol noktasinda,
eger DNA hasarli ise veya replikasyona bagli bir hata var ise hasarli DNA’nin

replikasyonunu 6nlemek i¢in, hiicrenin kontrol noktasindan geg¢isi engellenir[18].

Hiicre S fazim1 tamamladiktan sonra, G2 fazinda kendini mitoza hazirlar. G2 fazinda
hiicrede 6nemli proteinler ve lipit sentezi ile hiicre biiyiimesi gergeklesmekte olup bu
evrede G2/M kontrol noktasi bulunmaktadir. DNA ¢ift zincir kiriklari, bu kontrol
noktasinda hiicre mitoz evresine gegmeden dnce onarilmaktadir[19]. M fazi, mitoz evresi

ve hiicre sitoplazmasinin boliinerek iki yavru hiicre olusturuldugu sitokinez evresinden



olugmaktadir. Mitoz evresinin ilk asamasi profazdir. Profaz asamasi, kromozom
yogunlagmasi, sentrozom ayrimi ve c¢ekirdek membran parcalanmasi ile karakterize
edilmektedir. Sentrozomun iki zit kutba gog¢ii ve 1§ ipliklerinin olusumu sonraki adimlar
icin Onemlidir. Prometafaz asamasinda ¢ekirdek zarfinin pargalanmasi tamamlanir.
Mikrotiibiillerin ve ig ipliklerinin olusumu ile kardes kromatidler, kinetekor ad1 verilen
proteinlerle ig ipliklerine baglanir[19,20]. Metafaz asamasinda, kardes kromatidler,
kinetekor mikrotiibiilleri tarafindan metafaz diizleminde siralanmaktadir. Devaminda
gelen anafaz asamasinda, kardes kromatidler birbirlerinden ayrilarak, ig iplikleri
tarafindan hiicrenin kutuplarina dogru ¢ekilmektedir. Telofaz asamasinda ise kromozom
yogunlagsmasi ve cekirdek zarfinin olusumu ile kromozomlar etrafinda hiicre zari
olusmaktadir. Mitotik evrenin ikinci evresi olan sitokinez evresinde hiicre sitoplazmasi

ayrilarak, iki yavru hiicre olusmaktadir[19].

Hiicre dongiisiinde, fazlar aras1 ge¢is, serin/treonin kinazlar, siklin bagimli kinaz (CDK)
ailesi, siklinler, CDK inhibitorleri (CKI) ve retinoblastom protein ailesi tarafindan
diizenlenmektedir. Hiicre dongilisiiniin ilerlemesini CDK’in siklinlerle veya CKI ile
baglanmas1 sonucunda, aktif veya inaktif olma durumu kontrol etmektedir. CDK'larin ve
CKTI'larin aksine siklin seviyeleri sentez ile degismektedir ve bu sayede siklinler
CDK'lar1, dongiisel olarak aktive edebilmektedir [21]. 20'den fazla CDK tanimlanmistir.
Bunlar arasinda CDK 1, 2, 4 ve 6, hiicre dongiisii ilerlemesinin diizenleyicileri olarak
onemli rol oynamaktadir. Memeli hiicrelerinde CDK 1, hiicre dongiisii ilerlemesi i¢in
gerekli olan tek CDK’dir. Bunun nedeni ise CDK 1’in, hiicre dongiisii ilerlemesi i¢in
gerekli olan tiim temel siklinlerle kompleksler olusturabilmesidir. Ayn1 zamanda CDK 1,
diger CDK’larin yoklugunda hiicre dongiisiiniin ilerlemesini negatif olarak diizenleyen
bir tiimdr baskilayict protein olan Retinoblastom proteinini (pRb) dongiiniin farkli
asamalarinda kismen fosforile ederek hiicre boliinmesini devam ettirmektedir [22, 23].
Hiicre dongiisiinde bahsi gecen GI1/S, G2/M ve M kontrol noktalarinda DNA
replikasyonunun dogrulugu, kromozomlarin diizgiin ayrilip ayrilmadigi ve hasar varsa
tamir edilip edilmedigi test edilir. Bu sayede, normal c¢ogalan hiicrelerde onarim
mekanizmalarinin devreye girmesine olanak saglanarak mutasyonlarin birikmesi ve
kromozomal anomalilelerin sayisinin artmasi engellenmis olur ancak, DNA veya
kromozomal hasar onarilamayacak kadar ciddi ve siddetliyse, hiicre ikinci bir savunma

olarak programlanmis hiicre 6liimiinii baglatir [24].



Apoptoz, programlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasi olup gereksiz veya zararl
hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar. Apoptotik yolun aktive olabilmesi i¢cin DNA
hasar1 veya kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi gibi cesitli kosullarin mevcut olmasi
gerekmektedir. Apoptotik yolun aktivasyonu ve siireci, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller
ile yonetilmektedir. Aktivasyon siireci iki yol {izerinden gergeklesmekte olup bunlar
sinyal tiiriiyle iliskili i¢ ve dis yollar. i¢ yol mitokondriyal olarak adlandirilirken, dis yol
Oliim reseptdrii olarak adlandirilir [25]. Basaril1 bir apoptoz i¢in bir sistein sinifinda yer
alan kaspazlar, cesitli proteinleri parcalamak icin gereklidirler. Kaspazlar baglatici ve
efektor olarak iki gruba ayrilmaktadir. Baglatici kaspazlar, dort kaspazdan olugmaktadir;
kaspaz 2, 8, 9 ve 10. Kaspaz 3,6 ve 7 ise efektor kaspazlardir. Cellat kaspazlar1 hedef

proteinleri keserek, hiicrenin 6liimiine yol acar[25].

Apoptozun i¢sel yol mekanizmast mitokondriyi ve mitokondriyal proteinleri
kullanmaktadir. I¢sel yol, ifadesi artmis onkogenler veya hasarli DNA’ya sahip hiicreler
tarafindan uyarilabilmektedir. Biiyiime faktorii yoksunlugu, fazla Ca*? miktar1 veya
DNA'ya zarar veren molekiiller, igsel yol aktivasyonunu gerceklestirmektedir[26]. Icsel
yol, B hiicreli lenfoma-2 (BCL-2) protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir.
Proapoptotik BH3 proteinlerinin apoptotik uyaranlar sonucu ifadesi artar ve BCL-2 ile
iliskili X proteini (BAX) ile BCL-2 homolog antagonistini (BAK) aktive eder[25].
Timdr baskilayici olarak gecen p53 tarafindan BAX diizenlenir. BAX ve BAK
aktivasyon sonrast oligomerize olur ve bu sayede mitokondriyal dis zar
gecirgenlesmesine (MOMP) sebep olur. MOMP, sitokrom ¢ ve kaspazin, ikinci SMAC
gibi zarlar arasi proteinlerin gecigine olanak saglar. Sitokrom c salimini ile beraber
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1), dATP ve prokaspaz-9 birleserek
apoptozomu olusturmaktadir. Prokaspaz-9, apoptozom i¢inde kaspaz-9'a doniisiir ve
cellat kaspazlar1 olan kaspaz 7 ve 3’ii aktive eder. Cellat kaspazlar1 proteinlerin yikimini

saglayarak, hiicre 6limiinii ger¢eklestirmektedir[26, 27].

Apoptozu indiiklemekte kullanilan bir diger yol ise hiicre dis1 sinyal yoludur. Hiicre
6limdii sinyalleri (6liim ligandlar1), timor nekroz faktorii (TNF) ailesi 6liim reseptorlerine

baglanmaktadir. Oliim reseptorlerinde, Fas ligand1 (Fas-L), TNF’ye bagli apoptozu



indiikleyen ligand (TRAIL) ve TNF bulunmaktadir. Oliim reseptdriine, Fas ile iliskili
6lim alan1 (FADD) ve TNF reseptdriiyle iligkili 6liim alan1 (TRADD) bulunan bir adaptor
proteini baglanir. Baglatic1 prokaspazlar 8 ve 10, adaptor proteinine baglanarak oliime
neden olan sinyal kompleksini (DISC) olusturur. Prokaspazlarda bulunan 6liim efektor
alan1 (DED), adaptor proteininin 6liim efektdr alanina baglanir. DISC, prokaspaz 8 ve 10
tarafindan aktif hale getirilir. Cellat kaspazlar1 3,6 ve 7 aktive edilerek hem proteinleri

hem de hiicre iskeletini keserek, hiicrenin 6liimiine yol acar[28, 29].

2.1.1 Glioblastoma Multiform (GBM)

Glioblastom, ABD ve Avrupa lilkelerinde en sik goriilen primer merkezi sinir sistemi
(MSS) tiimoriidiir [30]. Amerika Birlesik Devletleri Merkezi Beyin Tiimorii Kayit
Sistemi (CBTRUS) verilene gore 2020°de primer malign beyin ve diger MSS
tiimdrlerinin diinya ¢apindaki insidans orani her 100.000 kiside 3,5’tir [31]. Gliomlar,
glial hiicreler tarafindan iiretilen MSS tiimorleri olarak tanimlanirlar. Glioblastoma
multiform (GBM), beynin en yaygin ve en kotii huylu primer timorlerinden biridir. En
yaygin primer malign beyin kanseri olarak kabul edilen GBM multimodal tedavinin
varligina ragmen kotii prognoz ile karakterizedir. Cerrahi rezeksiyon, lokal radyoterapi
ve sistemik kemoterapiyi iceren tedaviye ragmen tani1 sonrasi ortalama sagkalim siiresi

sadece 12 aydir [30,32].

DSO, glioma tiimérlerini morfolojik olarak grade I-IV olarak smiflandirir. Grade I iyi
huylu tiimorler sinifini igerir ve derecesi arttik¢a tiimorlerin agresifligi artmaktadir. Bu
siniflandirma hiicrenin anaplazma derecesine bagli olarak bes kritere ayrilmaktadir;
hiicresel yogunluk, niikleer atipi, mitoz, nekroz ve endotel proliferasyon. GBM bu
derecelendirmeye gore grade IV smifindadir. Grade IV ise hiicresel yogunlugun yiiksek
olmasi, niikleer atipinin ve yiiksek mitotik aktivitenin belirgin olmasi, endotel

proliferasyon ile nekrozun mevcut olmasi ile karakterize edilmistir[33].

GBM primer ve sekonder olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir. Primer GBM tanist yash
hastalarda daha fazla goriilmektedir ve var olan bir tiimoriin degisime ugramasindan
olusmazlar (de novo). Sekonder GBM’ler daha az yaygindir ve grade II (diisiik dereceli

diffiiz astrositom) veya III (anaplastik astrositom)’ten kalan gliomalardan niiks ederler.



Sekonder GBM'lerin ¢ogu geng hastalarda goriilmekte olup ( <45 yas), primer GBM’lere
gore daha iyi prognoza sahiptir. Hastalik insidansi yasla birlikte artmaya devam

etmektedir ve tanidaki ortalama yas 64 olarak belirlenmistir [34, 35].

GBM teshisi konmus hastalarda en sik goriilen semptomlar; ilerleyici bas agrilari,
ndbetler ve odaksal norolojik eksikliklerdir. GBM tanisi i¢in bilgisayarli tomografi (BT)
veya manyetik rezonans goriintiileme (MRI) taramas1 yapilmaktadir. Eger hasta GBM’ye
sahip ise MRI’da kullanilan gadolinyum kontrasti ile GBM vakalarina 6zel diizensiz bir
nekroz merkezi goriiliir. DSO smiflandirma sistemine goére bir beyin tiimériiniin grade IV
olmast i¢in bu nekroz varligi gerekmektedir. GBM vakalar1 multifokal (ikiden fazla
lezyon), uzak fokaller (primer lezyona bitisik olmayan ikinci lezyon) veya yaygin hastalik

olarak ortaya ¢ikabilmektedir[36].

GBM vakalarinin neden ortaya ¢iktig1 giinlimiizde hala kisithi olan bir bilgidir. GBM
olumunda ti¢ farkli mekanizmanin tiimoér olusumuna katki saglayabilecegi bilinmektedir.
Bu ii¢ mekanizma alerji, ailesel kalitim ve ¢evresel faktorlerdir [37]. Ayrica, ndral kok
hiicrelerin, astrositlerin ve oncii oligodendrositlerin GBM olusumunda rol oynadigi
diisiintilmektedir [38]. Bu hiicreler siiriici mutasyon birikmesi ile timér i¢i ve tiimorler
arast heterojeniteyi olusturmaktadir. Kanser Genom Atlas1 (TCGA) veri taban1t GBM’leri
genetik ve epigenetik Ozelliklerine gore dort sinifa ayirmistir; mezenkimal, klasik,
prondral ve noral[39]. Mezenkimal GBM’ler ndrofibromin 1 (NF1), fosfataz ve tensin
homologunu (PTEN) ve TP53 tiimor baskilayici gen mutasyonlar1 ile karakterize
edilmistir. Klasik GBM’ler epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) nin ifade artisi
ile karakterize edilirler ve hiicre proliferasyonlar1 oldukga yiiksektir bu tiimorlerde TP53
mutasyonu yoktur. Pronéral GBM’ler de izositrat dehidrogenaz 1 (IDHI) ve trombosit
tiirevli bliytime faktorii reseptorii A (PDGFRA) ile iligkilendirilmektedir. Noral GBM’ler
beynin normal kanserli olmayan néronlarinda bulunan birgok gen ile karakterize

edilmektedir (Sekil 2.2.) [40].
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Sekil 2.2 Glioblastoma multiform (GBM) hiicresel olusumu ve heterojenligi gosterimi.
Noral kok hiicreler, astrositler ve oncii oligodendrositler GBM olusumunun hiicresel
kokeni oldugu diisiiniilmektedir. GBM tiimor igi ve tiimorler arasi heterojenligi ile
karakterize edilmektedir. Bu nedenle dort alt gruba ayrilmaktadir; mezenkimal, klasik,

pronoral ve noral. [40] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmastir.

2.1.2 Kanserde Tedavi Yaklasimlari

GBM tedavisinde en temel zorluklar tiimoriin yeri ve karmasik heterojen biyolojisidir.
Cerrahi yaklagimlar, radyoterapi ve kemoterapi tedavileri, GBM hastalarinin sag
kaliminda ve yasam kalitelerinde kademeli iyilesme gostermistir; ancak prognoz
acisindan hala verimli sonuglar alinamamistir. Cerrahi yaklasimin, tiimoér tipine bagh
olarak tiimor yikiliniin azaltilmasi, lokal terapotik ajanin uygulanmasi ve yasam
kalitesinin iyilestirilmesi gibi bir¢ok yonii bulunmaktadir. Fakat, GBM cerrahi yontemler
ile tamamen tedavi edilememektedir. Sahip oldugu invaziv 6zelliginden dolay1, vakalarin
%80'inde orijinal lezyonun kenarindan 2-3 cm igerisinde, niikks meydana getirmektedir.
Cerrahi miidahaleyi takiben yapilan radyoterapinin yiiksek dereceli gliomalarda yasam
beklentilerini yiikselttigi goriilmiistiir. Bazi tiimorlerin radyasyona karsi direnci ve
radyasyona bagli kalic1 ndronal hasar, radyoterapinin verimliligini sinirlamaktadir. GBM
tedavisinde, kemotorapik ajan olarak Temozolomid (TMZ) kullanilmaktadir. TMZ
disinda, klinik ¢alismalarda kullanilan diger alkilleyici ajanlar hem yiiksek seviyede
toksisite hem de erken direng gelisimi gostermektedir. TMZ'nin sitotoksisitesinden
sorumlu ana mekanizma, DNA nin yapisinda bulunan guanin bazi tizerindeki, N7 ve O6
konumunun metillenmesidir. Bu metilleme ile DNA yanlis eslesme onarim mekanizmast,
metillenmis guanin i¢in tamamlayici bir baz bulamaz ve DNA’da ¢entikler olusur. Hiicre

dongiisii, G2-M kontrol noktasinda bloke olur ve hiicre apoptoza girer [41].

10



2.1.3 Epigenetik Mekanizmalarin Kansere Etkisi

Epigenetik, 1942 yilinda Conard Waddington tarafindan, ¢evresel etkiler ile uyarilan
fenotip modifikasyonlar1 olarak tanimlamistir [42]. Epigenetik, DNA dizisindeki
degisikliklerden bagimsiz, cevresel faktorlerin tetiklenmesi ile olusan fenotipik
diizenlemelerdir. Epigenetik degisiklikler, cogunlukla geri doniisiimlii olmakla beraber,
bu degisiklikler gen ifadelerinin aktiflesmesine veya sessizlesmesine sebep olmaktadir.
Epigenetik mekanizmalarin ¢esitli kanser tiplerinde ve Frajil X sendromu gibi bir¢cok
hastalikta rolii oldugu bilinmektedir[43,44] . Epigenetik mekanizmalar, {i¢ ana gruba
ayrilmaktadir. Bunlar; histon modifikasyonlari, kodlanmayan RNA’lar ve DNA

metilasyonudur[45].

Kanser ve epigenetik arasindaki baglanti, DNA metilasyonu ve gen ifadesi ile ilgili
caligmalar sirasinda kesfedilmistir. DNA metilasyonu memelilerde diizenleyici
bolgelerde, sentromerlerde, telomerlerde, inaktif X kromozomlarinda ve tekrarlanan
DNA dizilerinde goriilen bir mekanizmadir. Malign hiicre genomunda, yaygin olarak
hipometilasyon (gen ifadesinin aktivasyonu) gozlense de 6zellikle promotor bdlgelerdeki
CpG adaciklarinda, hipermetilasyon (gen ifadesinin inaktivasyonu) varligi da
bilinmektedir. CpG adas1 metilasyonu, transkripsiyonel diizenlemede 6nemli bir rol oynar
ve malign transformasyon sirasinda bazi genlerde gerceklesir. Ornegin, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi ve hiicre adhezyonu gibi gorevleri olan, APC proteininin
hipermetilasyon ile inaktivasyonu, akciger, meme ve kolorektal kanserlerine neden
olmaktadir [46] Histon modifikasyonlarinda asetil grubunun, histon lizin kuyruklarina
eklenmesi, kromatinin sahip oldugu formu degistirebilecegi gibi, ayn1 zamanda hiicre ici
pH’1 da diizenler. Yapilan ¢aligmalarda, tiimdr hiicrelerinin diisiik histon asetilasyonuna
sahip olmasiyla beraber hiicre ici pH’1nin da diisiik oldugu tespit edilmistir. Ozellikle, H4
histonunda lizin 16 asetilasyon kaybi1 ve yine H4'te lizin 20'nin trimetilasyonu ¢esitli
kanserlerle iliskilendirilmistir[47,48]. Kanser hiicrelerinde ncRNA’larin  bir¢ok
varyasyonu ve RNA modifikasyonu bulunmaktadir. Ozellikle anormal miRNA’lar, cogu
kanser tliriinde bulunmaktadir. Onko-miRNA’lar (6rnegin miR-21, miR-210, vb.),
onkogenlerin aktivasyonu ile tiimor baskilayict genlerin baskilanmasini hedefleyerek
kanser hiicrelerini indiiklemektedir. Buna karsilik tiimor baskilayict miRNA’lar (6rnegin

miR-34 ailesi) kanserlerde tam tersi islev goOstermektedir [49].miRNA’larin ve
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IncRNA’larin diizensizligi, kanser patogenezi ile iligkilidir ve bu iliski IncRNA’larin
kansere bagli genlerin diizenleyicileri olarak islev gosterdigi bilinmektedir. Yapilan
cesitli arastirmalar, anormal sinyal iletiminin IncRNA diizensizligini indiikledigini

gostermistir [50].

Kanser insidansi, diinyanin farkli bolgeleri arasinda degismektedir. Gozlemsel olarak
yapilan ¢aligmalarda, beslenme ve yasam tarzinin 6nemli bir risk faktorii oldugu 6ne
stiriilmektedir. Bu gozlemler ile kansere bagli bir¢ok 6liimiin, diyet veya beslenmedeki
degisiklikler ile 6nlenebilecegi tahmin edilmektedir. Ayn1 zamanda yapilan arastirmalar,
beslenme diyetinin hiicrenin epigenetik modifikasyonunu yani hiicrelerin anormal veya
degistirilmis gen ekspresyon modellerinin  6nemli bir modiilatérii oldugu

diistiniilmektedir[51].

2.1.4 Kanser Metabolizmasim Etkileyen Dogal Bilesikler

Dogal bilesikler olan flavonoidler, kan-beyin bariyerinden (KBB) hiicre i¢i tagimayla ya
da endotel hiicreleri arasindaki bariyer yoluyla difiize olabilirler. Her iki difiizyon
tiriinde, molekiiller boyutu kiicik olan flavonoid molekiillerin gegisine izin
vermektedir.Bazi flavonoidlerin, GBM iizerindeki etkisi hiicre kiiltiirii ¢aligmalan ile

gosterilmistir[52].

Quercetin; brokoli, sogan gibi ¢esitli sebzelerde bol bulunan bir flavonoiddir ve giiclii bir
antikanserojen flavonolu olarak kabul edilmistir. Quercetin, tirozin kinaz inhibitoriidiir
ve kanserde MAPK/ERK 1 ve Rafl kinaz aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn
zamanda, U87 ve U251 glioblastoma hiicre hatlarinda kemoterapiye direng saglayan, 1s1
soku proteini 27'nin ifadesini baskilayarak hiicreleri temozolomidinin sitotoksik
etkilerine kars1 hassaslastirmaktadir. C6 glial hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda, 1s1 soku
protein ailesine ait olan heme oksijenaz 1 (HO-1) indiiklenmesi ile apoptoz inhibe
edilmistir. Quercetin insan glioblastoma multiform T98G hiicrelerinde ise apoptozu
indiiklemistir. T98G hiicrelerinde, Quercetin uygulamasi kaspaz 3 ve 9'un aktivasyonuna,
sitokrom C'nin mitokondriden salinmasina ve mitokondriyal membran potansiyelinde bir

azalmaya yol agmaktadir[53, 54].

Genistein polifenolik bir izoflavondur ve yalnizca Leguminosa ailesi tarafindan tiretilir.

Bol miktarda Genistein soya fasulyesinde bulunmaktadir. Genistein, meme kanseri ve
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prostat kanseri gibi hormonlara bagl kanser riskini azalttig1 bilinen bir fitodstrojendir.
Yapilan caligmalarda, Genistein ve Rapamisin ile kombinasyon tedavisi sonucunda insan
GBM U87 hiicrelerinde Akt ve mTOR fosforilasyonunun inhibe edildigi
gozlemlenmistir. Genistein, yalnizca A172 ve ONS76 gibi radyasyona duyarli hiicrelerde
hiicre biiytimesini durdururken KNS60 ve U251MG gibi radyasyona direngli hiicrelere
etki etmemektedir. Bu durum, Genistein’in sitotoksik etkisinden ziyade kemopreventif
potansiyeli oldugunu ve 6zellikle kombinasyon kemoterapileri i¢in kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir. Genistein ile yapilmis olan bagka bir ¢alismada ise Genistein’nin
beyin timor hiicrelerinin proliferasyonunu 6nledigi ve telomeraz aktivitesini inhibe ettigi

bulunmustur [55, 56, 57].

2.2. Polifenoller

Modern beslenme multidisipliner bir alandir. Biyoloji, gida bilimi, biyokimya ve benzeri
birgok alan1 kapsayan bir ¢alisma alanidir. insanlarin yasam boyu yedikleri yiyecekler,
bedenlerinde potansiyel olarak bir birikime neden olmaktadir. Yiyecek seg¢imi,
bulunabilirligi, genetik faktorler, tiiketilen kalori ve enerji harcamast modern beslenme
icin goz Oniinde bulundurulmas: gereken faktorlerden bir kagidir. Biyokimya tiim
beslenme etkilesimlerinin temelini olusturur. Kisinin uyguladigi diyetin viicutla nasil bir
etkilesime girdigini anlayabilmek i¢in ilk olarak metabolizma, enzim etkisi ve hiicresel
regiilasyonun anlasilmasi gerekmektedir. Besinler, viicutta sindirilen ve depolanan makro
besinler ve viicutta depolanan veya gegici olarak tutulan mikro besinler olarak iki ayri
kategoriye ayrilmaktadir. Makro besinler karbonhidrat, yag ve proteinler olarak, mikro
besinler ise vitaminler ve mineraller olarak siralanirlar. Mikro besinler, viicutta
depolanmayan diger bir¢cok bilesigi icerir ve temel biyokimyasal siire¢lere dogrudan
katkida bulunmaz ancak hiicreleri strese karst korur, uzun vadeli sagligin

tyilestirilmesinde yardime1 olur[58].

Polifenoller, mikro besin grubunda yer almaktadirlar. Sadece bitki bazli gidalarda
bulunurlar ve bitkilerde ikincil metabolitler olarak rol oynarlar. Polifenoller, vitaminler
ve omega-3 yag asitleri gibi biyoaktif bilesikler c¢esitli kronik hastaliklarin
onlenmesindeki rolleri nedeniyle giincel arastirilan konular arasinda yer almaktadir.
Polifenollerin, sadece kronik hastaliklarin 6nlenmesi i¢in degil ayn1 zamanda dejeneratif

hastaliklarin, kanserin, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve norodejeneratif hastaliklarin
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onlenmesinde de rol oynadigi bulunmustur [59]. Polifenoller, meyve, sebze, sarap, ¢ay,
sizma zeytinyagl, ¢ikolata ve diger kakao iiriinlerinde yaygin olarak bulunurlar [60].
Polifenoller kimyasal olarak fenolik yapiya sahip bilesikler olarak bilinmektedir.
Polifenollerin 8000'den fazla fenolik yapis1 bulunmaktadir. Bu grup igerisinde 4000'den

fazla flavonoid tanimlanmustir.

Bitkilerdeki, cesitliligi ve genis dagilimindan dolayi, polifenoller bulunduklar
kaynaklara, biyolojik islevlerine ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmistir [61].
Polifenoller, kimyasal yapilarina gore, flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olarak iki

gruba ayrilir.

2.2.1 Flavonoidler

Flavonoidler, insan diyetinde meyveler, sebzeler, baklagiller, ¢ay, bitter cikolata ve
benzeri gidalarda bulunurlar. Baz1 gidalarin belirli bolgelerinde daha fazla bulunurlar.
Ornegin meyvelerin kabuk kisimlar1 gibi. Flavonoidlerin tiiketimi iilkelerin mutfak
aliskanliklarma bagli olarak degisebilmektedir. Ornegin, soya fasulyesi tiiketimi tarihsel
olarak dogu kiiltiirleriyle iliskilendirilmistir ancak ¢ay tiiketimi Irlanda veya Tiirkiye gibi
iilkelerde daha yiiksektir [62]. Flavonoid tiiketiminin giinlik 140 grama kadar
kullanilmasinda toksik bir etkiye rastlanmadigi ve 6nemli yan etkileri olmadigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda, farmakolojik etkileri arasinda antioksidan, antienflamatuar,
kardiyoprotektif,  hepatoprotektif, = antimikrobiyal ve antikanser  &zellikleri
bulunmaktadir[63]. Kimyasal olarak flavonoidler, iki fenil halkast (A ve B) ve bir piran
halkasindan (C) olusan 15 karbonlu difenilpropan (C6 — C3 — C6) ortak iskeleti paylasir.
Temel iskelet disinda kalan kisimlar, flavonoidlere farkli 6zellikler kazandirmaktadir.
Flavonoidler, B ve C halkalar1 arasindaki baglantiya, B halkasinin yapisina ve ii¢ halkanin
hidroksilasyon ile glikosilasyon modellerine bagli olarak farkli alt siniflara ayrilabilirler.
Bu alt gruplar ise s0yledir; flavanoller, flavanonlar, flavonlar, izoflavonlar, flavonoller ve

antosiyanidinlerdir (Sekil 2.3) [64].
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Subsclas Stacture Type Foucedd

Flavonod GQuercetin, Apples, chorries,
karmpfrrnl Terries . ordnna,
pgalandie, romaoes, broceoli,

myTieetin tea, read wine
Flavone Lotectin Fruits, vepetable
apigenin, chysin ceveals
Isadlavone = Geniazein, Legumes mch m
daideein, soybean
glyciiein
Flavanone Naringenin, Cirrus fruies
hesperetin
eniodictyod
Flavanol Canechin, Apples, red grapes,

rpicatrchin tra
galluwatrehin

Anthocyanidin Cyamidin Frsiin

Sekil 2.3 Flavonoidlerin alt siniflari, yapist ve besin kaynaklari[62] kaynagindan

alinmustir.

2.2.2 Biochanin A (BCA)

Biochanin A (CisH1205) ilk olarak Fabaceae olarak da bilinen, Leguminosae
familyasindan Trifolium pretense L.nin yapraklarindan ve gévdelerinden izole edilmistir.
Biochanin A (BCA), basta kirmiz1 yonca olmak iizere bircok yonca tiiriinde ve ayrica
soya, yonca, yer fistig1 ve nohut gibi diger bitkilerde de bulunan bir izoflavondur [65].
Ayni zamanda Genisteinin metoksi formu olarak da bilinmektedir. BCA’nin yapisi,
ostrojenlere benzerlik gdstermektedir. Izoflavonlarin yapisindaki 7. ve 4. pozisyonda
bulunan hidroksil gruplart nedeniyle estradiole benzerlik gosterirler ve Ostrojen
reseptorlerine baglanabilirler. BCA’nin ndroprotektif, anti-kanser, antioksidan, anti-
enflamatuar, anti-alerjik, anti-hiperglisemik ve antihiperlipidemik etkiler dahil olmak
tizere ¢esitli farmakolojik 6zellikleri oldugu bilinmektedir (Sekil 2.4) [66]. BCA'nin ¢ok
sayida faydali etkisine ragmen zayif biyoyararlanimi nedeniyle klinikte kullanimi
siirlidir. Besinlerin biyoyararlanimi “emilebilen ve kullanima veya depolamaya hazir bir

besinin oran1” olarak tanimlanir ve besinlerin emilimini, dagilimini, metabolizmasini ve
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eliminasyon kinetigini etkileyen faktdrlere baglidir. Tiiketildikten sonra glikosile edilmis
izoflavonlar, intestinal enterositler ile karacigerde emilir ve metabolize edilir. Cesitli
arastirmalar, flavonlarin insanlarda uygulandiktan sonra biyoyararlanimini <% 1 pmol /
L olarak bildirmistir. Farelerde yapilan ¢aligmalar, diisiik dozda verilen ilaclarin sadece
sinirli bir kisminin sistemik dolagimda emildigini bu sebeple yiliksek dozda oral yoldan

verilmesi gerektigi gdstermistir[67].

OH
OH

0 &
)\/‘\/ R I
uo/l\/l\f)J

Genistein

| |
Jen
H X ())

Biochanin A

Sekil 2.4 Genistein ve Biochanin A molekiillerinin kimyasal yapisi [68]

2.2.3.Biochanin A (BCA)’min Antikanser Ozellikleri

Biochanin A’nin kanserojen aktivitesini inhibe ettigi ilk olarak 1988 yilinda, hamster
embriyosu {lizerinde yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda bulunmustur [69]. Daha sonra
ise BCA’nin ¢esitli kanser tiirleri listiindeki etkisi hem hiicre kiiltiiriinde hem de hayvan
modellerinde arastirilmistir. Calismalar sonucunda BCA’nin akciger, gastrointestinal
sistem, prostat, meme, pankreas ve merkezi sinir sistemi tlimdrlerini inhibe ettigi

bulunmustur [70].

Bazi kanser tiirlerinde BCA’nin kanser biiylimesi iizerindeki inhibisyon etkisinin
Genistein’den az oldugu gozlenmistir [71]. Bununla beraber yapilan c¢alismalar

dogrultusunda BCA’nin 6zellikle malign beyin tiimdrlerinde antikanser aktivite
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gostererek glioma hiicrelerine toksik oldugu bulunmustur [72] Baska bir ¢alismada ise
Ki-67°nin BCA tarafindan inhibe edilerek, akciger kanserinde kaspaz 3 ve kaspaz 9'un
aktivasyonu ile apoptozu indiikleyebilecegi gézlemlenmistir. Bununla beraber, matriks
metalloproteinaz-2'yi (MMP-2) ve vaskiiler endotel biiyiime faktoriinti (VEGF) ifadesini
azaltarak hiicre gogiinii baskilayabildigi bilinmektedir(Sekil 2.5)[70, 73]

DNA O Malignantiye O O Apoptozu
hasan doniisiim i indiikler
—2 - D)=
O Oksidatif strese O O invasiv enzim
Tt knaegocai inhibasyonu ile
Normal Hilcreler . .
’ . BCA Malinant timor hiicresi
inhibasyonu Tiimér hiicreleri
BCA
Ar taz Hag etkisini artirir
s e ]
( ) Yan etkilerini
Kaldirarak
Karsinojenler Antikanserojen

Sekil 2.5 BCA'min antikanser etkisinin semasi. —, dogrudan stimiilasyon; 1, dogrudan

inhibisyon [70] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir.

2.3 Endoplazmik Retikulum Stresi ve Kanserdeki Rolii

Endoplazmik Retikulum (ER), 6karyotik hiicre i¢erisindeki en biiyiik organeldir. Niikleer
ER veya niikleer zarf (NE), iki tabakadan olusur; bunlar ise ribozomsuz diiz endoplazmik
retikulum (DER) ve ribozom ile kapli graniilli endoplazmik retikulum (GER)
yapilaridir[74]. ER, sahip oldugu yapilar ile sitoplazmanin biiyiik bir kismin1 kaplayan,
uzun tiibiiller ve keseler halinde birbirine bagli, a§ benzeri, labirent bir yap1 halinde
diizenlenmistir (Sekil 2.6) [75]. ER zari, Golgi aparati, lizozomlar, endozomlar, salgi
vezikiilleri ve plazma zar1 dahil olmak {izere, hiicrenin ¢ogu organeli ic¢in tim
transmembran proteinlerin ve lipitlerin tiretim bolgesidir. ER ayn1 zamanda karbonhidrat
metabolizmasi, lipit ve steroid sentezi, protein sentezi ve taginmasi, protein katlanmasi ve
kalsiyum depolamasinin yapildigi bolgedir [76]. ER yapisinda bulunan, ribozom
icermeyen DER’in bir¢ok islevi vardir. Triagilgliseroller ve fosfolipitler gibi bir¢ok

lipidin sentezi i¢in enzimler igerir [77] .Bunlarla beraber, DER sitokrom P450 enzimlerini
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icerir. Sitokrom P450 enzimleri hiicre zarlarinda, toksik seviyelerde biriken ve suda
coziinmeyen ilaglarin veya metabolitlerin, hiicreyi terk etmesi ve idrarla atilmasi i¢in suda
¢Oziinlir hale getirildigi bir dizi reaksiyonu katalize eden enzim ailesidir[78] . Ribozomla
kapl graniillii endoplazmik retikulum (GER) ise protein sentezinde rol oynar. GER zarina
bagli ribozomlar, graniillii bir gériiniim saglar. Sentezlenen proteinler, GER’un liimenine
girer ve buradan vezikiiller halinde Golgi kompleksine tasinirlar. Golgi kompleksinde bu
proteinler, lizozomlar gibi membranla ¢evrili organel i¢inde tutulup plazma zarina
gomiiltirler veya hiicreden salinirlar. Sentezlenen proteinlerin N bagh glikozilasyonunun

baslatilmasi gibi translasyon sonras1t modifikasyonlar GER’de gerceklesir [75] .

Cekirdeksel Gozenek
Cekirdek Zar
Sivi Deposu

Graniillil Endoplazmik

Depo Alani
Retikulum

Ribozom
Graniilsiiz Endoplazmik

Retikulum Cevresel Tabaka

Tiibiiller

Sekil 2.6 Endoplazmik Retikulum Yapisi [79] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir.

Proteinler, ER’ye katlanmamis polipeptit zincirleri olarak girerler; ancak ER’deki akislar
degiskendir. Akis dinamigi, cevresel kosullara ve hiicrenin fizyolojik durumuna bagh
olarak degisebilir. Bu durumu kontrol etmek icin hiicreler, ER protein katlama
kapasitesini gereksinimlerine gore ayarlar bdylece hiicre ylizeyinin ve salgilanan
proteinlerin kalitesinin yiliksek dogrulukla korunabilmesi saglanir [80] . Fakat yeni
sentezlenen proteinler, stabil degildir. Potansiyel olarak, toksik tiirler olusturan, yanlis
katlanma ve devaminda da agregasyon olusumuna sebebiyet verebilirler. Proteinlerin
yanlis katlanmalarini 6nleyebilmek ve ER homeostazini koruyabilmek i¢in kalite kontrol
sistemleri vardir. Bu sistemler Golgi kalite kontrol (GQC) ve ER ile iliskili bozunma

(ERAD), plazma membran kalite kontroliinii (PMQC) icermektedir[81]. Homeostazin
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bozulmasi, yanlis katlanmig proteinin birikmesine ve hiicrede toksik etki yaratilarak,

metabolik hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarin olusmasina yol agar.

Kanser hiicrelerinin ¢evredeki dokulara lokal olarak veya metastaz ile yayilmalari,
hipoksi, diisiik glukoz, biiytime faktorii eksikligi, oksidatif stres ve amino asit eksikligi
gibi cesitli stres durumlar1 ER’da protein katlanmasinin dogrulugunu azaltir. Hem
kanserli hiicrelerin besin ihtiyacit hem de normal kosullara gore fazla besin bulunmas1 ER
stresine neden olur. Bu birikim, ER’da metabolik ve enflamatuar tepkiler olusmasina
sebebiyet vermektedir. ER stresinin tiimorler lizerinde ikili bir etkisi vardir. TUmor
biiylimesini artiran bir uyaran olarak gérev yaparken ayni1 zamanda apoptozu indiikleyen
sitotoksik etkilere sahiptir. Kanser hiicreleri, UPR aktivasyonu ile mikrogevreye uyum
saglayarak, bulundugu ortama biiyiime faktorleri ve anjiyojenik faktorler salgilayarak

kanser hiicresi gelisimi ve yayilmasi i¢cin daha uygun bir ortam yaratir [82, 83].

2.3.1 Katlanmamis Protein Cevabi (UPR)

UPR ii¢ sinyal yolagindan olusmaktadir; PERK (PRK benzeri ER kinaz),IRE1 (Inositol
gerektiren enzim 1) ve ATF6 (Aktif transkripsiyon faktor 6). IRE1a ile aktive olan X-box
baglayict protein-1(XBP-1) proteini kanser gelisimine katki saglamaktadir. Aktive
edilmis XBP-1’in yiiksek ifadesi, artan tiimor sagkalimi ile iliskilendirilirken inaktif
XBP-1’in yiiksek ifadesi, tiimor hiicrelerinde apoptozu arttirmaktadir. Benzer sekilde
UPR’nin baska bir kolu olan PERK/elF2a (6karyotik baslatma faktorii 2 alfa), tiimor
baslangici ile sagkaliminda diizenleyici olarak rol oynamaktadir. Ayn1 zaman diizenleyici
rolii sayesinde hipoksi ve oksidatif stres gibi farkli durumlarda ortam adaptasyonuna katki1
yapabilmektedir. Bunlarla beraber, ER stres refakatgileri olarak bilinen BiP / GRP78 (78-
kDa glukoz diizenleyici protein veya BiP) ve GRP94 (Glukozla Diizenlenen Protein 94),
cesitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese edilmektedir. Hem GRP78 hem de GRP94’iin,
hepatit C viriisii ve insan papilloma viriisii dahil olmak iizere ¢esitli onkojenik viriisler

tarafindan da ifadesi arttirilabilmektedir[82, 83].
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UPR aktivasyonu, ER’un hatali katlanmis veya katlanmamis proteinlerin birikmesi
sonucu homeostazinin bozulmasiyla tetiklenir. Bu tetiklemenin altinda yatan, birkag
faktor bulunmaktadir. Bunlar; protein katlanmasinda ER’nin boyut, sekil ve
bilesenlerinin degisen ¢evreye adaptasyonunu saglamak, ER katlama kapasitesini
arttirarak limenine gelen katlanmamis protein miktarini azaltmak, yanlis katlanmis ve
katlanmamig  proteinlerin  degredasyonunu  saglayarak ER  fonksiyonlarinin

diizenlenmesini saglamak. [84, 85]

Okaryot hiicrelerde, ii¢ ER transmembran sinyal proteini, ER stres sensorii olarak gdrev

yapmaktadir. Bunlar; PERK , IRE1 ve ATF6 olarak siralanabilirler.

PERK bir Ser/Thr (serin-treonin) protein kinazdir ve katalitik alan1 elF2a ailesinin
kinazlariyla benzerdir. GRP78 salinimi ile PERK, ER membraninda oligomerize olur. Bu
PERK’in otofosforilasyonunu indiikler ve kinaz alanimi aktive eder. PERK, elF2a’y1
fosforilize ederek inhibisyonunu saglar. elF2a fosforilasyonu, mRNA translasyonunu
durdurur ve ER {iizerindeki protein yiikiinii azaltir. eIF2a fosforilasyonu mRNA kodlayan
transkripsiyon faktorii ATF4 {in translasyonuna yol agabilir. ATF4, ER islevinde yer alan
genlerin ekspresyonunu, ER stresine bagli apoptozu, reaktif oksijen tiirlerinin ER stres
aracilt iiretimini ve UPR'nin hiperaktivasyonunu 6nlemek i¢in elF2a fosforilasyonu

yoluyla, inhibe edici bir geri bildirim dongiisiinii indiikler(Sekil 2.7).

IRE1, GRP78 salinim1 ile ER membraninda oligomerize olur. IREla proteini, hem bir
Ser / Thr kinaz alani, hem de bir endoriboniikleaz alani igceren bir tip I transmembran
proteinidir. Aktive edilmis IREla, XBP-1'i kodlayan mRNA'dan 26 bazlik bir parcay1
ayirir. Boliinmiis XBP-1, bir transkripsiyon faktorii olan 41-kDa XBP-1, proteininin
translasyonunu baslatir ve XBP-1 aktif hale getirir. XBP-1, ER membran biyogenezinde,
ER protein katlanmasinda, ERAD’da ve hiicreden protein salgilanmasinda rol oynayan,

proteinleri kodlayan ¢esitli genlerin promotorlerine baglanir ve aktive eder(Sekil 2.7).

ATF6B, ATF6a'nin uzaktan bir homologudur, ancak her ikisi de tiim dokularda eksprese
edilir. GRP78 salinim1 ile ATF6a, PERK ve IREI1 yollaklarina gore farkli bir protein
aktivasyon mekanizmasina sahiptir. PERK ve IRE1 gibi oligomerize olmak yerine,
GRP78 salinnmi ile ATF6a N-terminalinden salinir. Golgi aparatinda bulunan serin
proteaz bolgesi-1 (S1P) ve metaloproteaz bolgesi-2 (S2P) tarafindan kesilir. Bu kesilme
sonrast ATF6’nin transkripsiyon aktive edici formu olan ATF6a(N) elde edilir.
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ATF6a(N) sitozole salinir ve gen ekspresyonunu diizenlemek icin ¢ekirdege gecisi
saglanir. ATF6 ayni zamanda IRE1 ile beraber calisarak, XBP-1’in mRNA’sinin
transkripsiyonunu ve IREI1’in endoriboniikleaz aktivitesini arttirarak tiretilen XBP-1
mRNAs1’nin translasyonunu saglar ve dolayisiyla XBP-1’1 indiikler. ATF6, saperonlar
gibi  UPR  proteinlerini  hedefler. ~XBP-1 disinda GADDI53 (DNA
hasarini indiikleyen gen-153) yani CHOP’u da indiikleyebilir (Sekil 2.7) [86, 87, 88]

Sekil 2.7 Katlanmamis Protein Cevabinin ii¢ kolu. Ug transmembran sinyal proteinleri
(ATF6, PERK ve IRE1), ER liimenindeki protein birikimi ile BiP tarafindan salinir. Bu
sayede UPR hedef genlerinin transkripsiyonunu yonlendirmek i¢in ¢ekirdege giren bZIP
transkripsiyon diizenleyicilerinin iiretilmesi saglanir. Her bir sinyal yolagi farkli protein
aktivasyon mekanizmasi kullanir: ATF6 proteoliz ile diizenlenir, PERK translasyon yolu
ile diizenlenir ve son olarak IRE1 geleneksel olmayan mRNA boliinmesi ile diizenlenir

[86] kaynagindan Tiirkcelestirilerek alinmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez ¢alismasi kapsaminda, agresif malignant kanserlerden biri olan glioma kanseri T98G
hiicrelerinde, bir metoksi izoflavonu olan Biochanin A (BCA)’ nin sitotoksik ve bazi gen
ifadeleri diizeyinde etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglarin varolan
tedavilerden daha az toksik etkiye sahip olan flavonoidlerin glioblastama gibi tedavisi zor
ve niikksetme olasiligi yiiksek olan kanserler i¢in yenilik¢i ilag arastirmalarinda

kullanilabilirligi degerlendirilmesiyle literatiire katk: saglamasi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda deneysel ¢caligsmalar sirasiyla;

1. Biochanin A stok ¢Ozeltisinin hazirlanmasi,
2. Hiicre kiiltliri ¢aligmalariyla T98G hiicre hattinin ¢ogaltilmasi ve devamliliginin
saglanmasi,
3. T98G hiicrelerine uygulanacak olan Biochanin A konsantrasyonunun sitotoksisite
deneyleri ile belirlenmesi;
* Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) Analizi
» Tripan Mavisi ile boyama metodu
4. Akis Sitometresi ile Biochanin A uygulamasi sonrasi hiicrelerdeki apoptoz
evrelerinin belirlenmesi
5. Biochanin A uygulamasi sonrast T98G hiicrelerinden RNA izolasyonu yapilmasi
ve ardindan cDNA sentezi
6. ER stresi ile iligkilendirilen GRP78, GADD153, ATF4, elF2S1, XBPI genlerinin
ifade seviyelerinin kantitatif gercek zamanli PZR kullanilarak belirlenmesi
7. Biochanin A uygulamasi sonrasi hiicre icerisinde meydana gelen kalsiyum

birikiminin tespit edilmesi
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3.1 Biochanin A konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Cayman Chemical Biochanin A (Cas:491-80-5) 100mg toz halinde -20 °C’de
saklanmistir. Stok Biochanin A dimethyl sulfoxide (DMSO) igerisinde 1M
konsantrasyonunda olacak sekilde c¢oOziilmistir. Hazirlanan Biochanin A 1M
konsantrasyonu, DMSO ile seyreltilerek 100 mM konsantrasyonu hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢ozeltiler alikotlanarak kullanim i¢in -20 °C’de saklanmustir.

3.2 T98G Hiicrelerinin Kiiltiirasyonu

Deneylerde kullanilan T98 hiicre hatti, glioblastoma multiform beyin tiimdriine sahip 61
yasindaki erkek bir hastadan elde edilmis hiicre hattidir. T98G hiicreleri, T98 hiicre
hattinin poliploid bir tiirevidir. T98G hiicreleri fibroblast benzeri ve poligonal bir sekle
sahip tliimor hiicreleridir.Bu hiicreler 6zelliklerinden dolay1 ¢ok hizli ¢ogalabilirler ancak
serumdan yoksun birakildiginda veya kiiltiir kab1 ¢ok yogun oldugunda, hiicreler GO

evresine girer[89, 90].

T98G hiicrelerinin hiicre kiiltiirlinde pasajlanmasi asagidaki gibidir;

1. T98G hiicre hattr hiicre kiiltiirii kaplarida (25 cm? veya 75 cm?) %10 fetal bovine
serum (FBS), 100 pug/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin iceren DMEM
besiyerinde 37°C’de %5 COz igeren inkiibatérde 2-3 giin boyunca ¢ogaltildi.

2. Hiicrelerin %70-80 konfluent olup olmadiklart 151k mikroskobu altinda kontrol
edildi.Konfluent olan hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi.

3. Olii hiicreleri ve besiyeri kalintilarini1 uzaklastirmak igin 1XDPBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline) ile yikama yapildi. 25 cm? kiiltiir kab1 i¢in 2 ml, 75
cm? kiiltiir kab1 i¢in 5 ml 1XDPBS kullanildi. DPBS, hiicre kabinin kdsesinden
birakildi.

4. Yikama islemi tamamlandiktan sonra 1XDPBS c¢ekildi.

5. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak igin 25 cm? kiiltiir kabma 0,5 ml, 75 cm? kiiltiir
kabima 1,5 ml %0,25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi ve inkiibatérde 2 dakika
inkiibe edildi.
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6. 2 dakika sonra inkiibatdrden alinan hiicrelerin kalkip kalkmadig1 151k mikroskopu
ile kontrol edildi.

7. 25 cm? kiiltiir kabina 4,5 ml, 75 cm? kiiltiir kabina ise 13,5 ml DMEM eklenerek
hiicreler homojenize edildi.

8. 1 ml’deki hiicre miktar1 Thoma lami kullanilarak hesapland1 ve plateler

hazirlandi.

3.3. Hiicre Sayim ve Hiicrelerin Deney I¢in Hazir Hale Getirilmesi

T98G hiicre hatti deneylerde kullanilmadan 6nce Thoma lami kullanilarak 1 ml’deki
hiicre miktar1 hesaplanir. Thoma laminda sayilan hiicre miktarina gore kullanilacak olan
miktar DMEM ile siispanse edilerek hazirlanir. Yapilan deney setlerinde ekilen hiicre

miktarlar ile kullanilan hiicre kiiltiir kab1 boyutlar1 Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel Calismalara Gore Ekilen Hiicre Miktarlar1 ve Deney Kosullar

Deneyler Kullanilan Kiiltiir Kab1 Ekilen Hiicre Miktar1

MTT 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 50.000 hiicre/kuyu
Triphan Mavisi ile Boyama

Hiicre ici sitozolik Ca™

Akis Sitometrisi 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 400.000 hiicre/kuyu

RNA izolayonu
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3.4. T98G hiicrelerine Biochanin A Uygulanmasi

Biochanin A 100 mM konsantrasyonu DMSO igerisinde seyreltilerek 1mM stok
hazirlanmistir. T98G hiicrelerine literatiir taramalar1 sonucu belirlenen 100, 50 ve 0 uM
konsantrasyonlarinda Biochanin A uygulanmistir. 0 uM konsantrasyonu i¢in sadece
DMSO uygulamasi yapilmistir. Bunun yani sira kontrol 6rnekleri olarak 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda DMSO ve hicbir uygulama yapilmamis 6rnekler de deneylere dahil
edilmistir. Uygulama yapildiktan sonra hiicreler 24 ve 48 saat boyunca %5 COz iceren
37°C etiivde inkiibe edilmistir.

3.5 Biochanin A Uygulama Sonrasi Hiicre canlili@inin belirlenmesi

3.5.1 MTT analizi

Hiicrelere toksik olmayan Biochanin A konsantrasyonunu ve yari-maksimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 ICso degerini belirlemek i¢in sitotoksisite testi olan MTT uygulamasi
yapilmistir.  ICso degeri bir bilesigin biyolojik etkinligini inhibe etme derecesini
Olcmektedir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT, metabolik olarak aktif olan hiicreler
tarafindan mor renge sahip suda ¢Oziinmeyen formazan kristallerine indirgenir ve
formazan kristalleri izopropil alkol igerisinde ¢ozdiiriilerek spektrofotometrede absorbans

Ol¢ctimii yapilir. Hiicre canlilig1 % olarak hesaplanir[91, 92].

24 ve 48 saat i¢in uygulanan protokol asagida yer almaktadir:

1. 1 ml’deki hiicre miktar1 Thoma cam kullanilarak hesaplandi ve 96 kuyucuklu
kiiltiir kabina 50.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

2. Ekimden 24 saat sonra, hiicrelere 0 uM , 50 uM ve 100 uM Biochanin A (DMEM
icerisinde) uygulandi ve hiicreler 24 ve 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edildi.
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3.

24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda hiicrelere ayr1 ayr1 100 pl MTT ¢ozeltisi
eklendi (1:9 = MTT : serumsuz DMEM). Inkiibatorde 4 saat inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonrast MTT ¢ozeltisi uzaklastirildi ve kuyulara %100°liik 100 pl
izopropanol eklendi.

570 nm’de absorbans degerleri dlciildii. Elde edilen veriler GraphPad Prism

programi kullanilarak hesaplandi.

3.5.2 Tripan Mavisi Analizi

Hiicrelere toksik olmayan Biochanin A (DMSO igerisinde 1 M stok olarak hazirlanmistir)

konsantrasyonunu ve ICso degerini belirlemek i¢in tripan mavisi ile boyama islemi

gerceklestirilmistir. Triphan mavisi hiicre zar1 dagilmis olan 6lii hiicrelerin i¢ine girerek,

onlar1 maviye boyarken canli olan hiicreler ise renksiz olarak goriiniir. 24 ve 48 saat i¢in

uygulanan protokol asagida yer almaktadir:

1.

1 ml’deki hiicre miktart Thoma cami kullanilarak hesaplandi ve 96 kuyucuklu
kiiltiir kabina 50.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

Ekimden 24 saat sonra, hiicrelere 0 uM , 50 uM ve 100 uM Biochanin A (DMEM
icerisinde) uygulandi ve hiicreler 24 ve 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO; igeren
inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 100ul 1X PBS ile yikandi.

Hiicreler 20 ul Tripsin-EDTA ile tripsinize edildi ve iizerine 180 ul DMEM
eklenerek pipetaj yapildi ve mikro santrifiij tiip igerisine aktarildi.

Farkl1 bir mikro santrifiij tiipii i¢erisine 50 pl hiicrelerden aktarilarak {izerine 50
ul PBS igerisinde seyreltilen %0,2’lik Tripan Mavisi ¢ozeltisi eklendi ve pipetaj
yapildiktan sonra hiicreler thoma caminda konularak 11k mikroskobu altinda

sayildi

26



3.6 Biolegend Annexin V-PE/FITC ile Akis Sitometrisi Apoptoz Tayini

Biochanin A’nin MTT analizi ve tripan mavisi ile boyanmasi sonucu belirlenen sitotoksik
olmayan konsantrasyonu T98G glioma hiicrelerinde apoptoz ve nekroz agisindan
etkilerinin arastirilmast i¢in Biolegend Annexin V-PE/FITC (Cat:640914) kiti
kullanilarak akis sitometrisi yapilmistir. Annexin V, spesifik olarak fosfatidilserine (PS)
baglanabilen bir proteindir. Ancak saglam yapida olan hiicre plazma zarindan gecemez.
Apoptoz sirasinda zar asimetrisi kaybolur ve PS’lerin hiicre plazma zar disina
translokasyonu gergeklesir. Annexin V, floresein izotiyosiyanat (FITC) ile konjilige
edilerek apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanilir. Fakat, Annexin V sadece FITC ile
kullanildiginda nekrotik hiicrelerde de plazma zar biitiinliigii bozuldugu i¢in apoptotik
ve nekrotik hiicre ayrimi yapilamaz. Propidyum iyodiir (PI) DNA’ya baglanan floresan
bir boyadir. PI, FITC ve Annexin V ile kullanildiginda nekrotik, erken apoptotik ve gec
apoptotik hiicrelerin ayirt edilmesini saglar[93].  Akis sitometresi sonuglarina
bakildiginda nekrotik ve gec¢ apoptozda olan hiicrelerin FITC Annexin V ve PI pozitif,
canli olan hiicrelerin FITC Annexin V ve PI negatif, erken apoptozdaki hiicrelerin ise
FITC Annexin V pozitif ve PI negatif oldugu bilinmektedir. Deney diizeneginde hiicreleri
kaldirmak icin Tripsin-EDTA ¢ozeltisi yerine Biolegend Accutase Cell Detachment
soliisyonu kullanilmigtir. Accutase Cell Detachment soliisyonu, Tripsin-EDTA
¢Ozeltisine gore hiicre yiizeyi i¢in daha az toksik kabul edilen ve hiicrelerin daha nazik
bir sekilde ylizeyden kalkmasini sagladigi bilinen bir irlindiir. Biochanin A
konsantrasyonlarinin hiicrelerde apoptozu tetikledigi bilinmektedir. Annexin V-PE/FITC
kiti ile hiicrelerin erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz miktarlar 6l¢iilmiistiir. Annexin
V-PE/FITC kiti kullanilarak gerceklestirilen akis sitometrisi protokolii asagida yer

almaktadir:

1. 1 ml’deki hiicre miktar1 Thoma cami kullanilarak hesapland: ve 6 kuyucuklu
kiiltiir kabinda e 400.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.

2. Ekimden 24 saat sonra, kuyularda bulunan besiyerleri uzaklastirildi. Hiicrelere 0
pM ve 100 uM Biochanin A ile 0 uM ve 100 pM DMSO (DMEM igerisinde)
uygulandi ve hiicreler 24 ve 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO: iceren inkiibatorde
inkiibe edildi.
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10.
11.

12.
13.

24 ve 48 saat sonunda kuyularda bulunan besiyerleri uzaklastirilip, temiz bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Mikrosantrifiij tiiplerine alinan besiyerleri 1000x g’de 10 dakika santrifuj edildi
ve siipernatan uzaklastirildi ve tiipler 5. basamak i¢in saklandi.

Besiyeri uzaklastirilan hiicrelere yilizeyden ayrilmalari i¢in 400 pl Accutase Cell
Detachment soliisyonu ilave edildi. Etiivde inkiibasyon sonrasi hiicrelerin tizerine
800 ul DMEM eklendi ve pipetaj yapilarak hiicreler toplandi. 4. basamakta
saklanan tiiplerin lizerine eklendi.

Tiipler 1000x g’de 10 dakika santrifuj edildi ve silipernatan dikkatli bir sekilde
uzaklagtirildi.

Hiicreler 500 pl soguk Cell Staining Buffer ile yikandi ve tekrar 1000 x g’de 10
dakika santrifuj edilip siipernatan uzaklastirildi. Bu islem iki defa tekrarland.
Akis sitometrisi i¢in hazirlanan boyasiz hiicreler (uygulama yapilmamais) 200 pl
PBS ile toplanip, 5 ml’lik akis sitometrisi tiiplerine aktarildi. Cell Staining Buffer
ile ikinci yikama bu hiicrelere uygulanmadi.

Santrifiij sonras1 hiicrelerin lizerine 100 pl Annexin V Binding Buffer ile eklendi
ve pipetaj yapilarak drnekler Sml’lik akis sitometrisi tiiplerine aktarildi.

Tiip icerisindeki 6rneklere 5 pul FICT Annexin eklendi (Boyasiz 6rnekler harig).
Tip icerisindeki drneklere 10 pl Propidium iodide soliisyonu eklendi (Boyasiz
ornekler harig).

Tiip icerisindeki hiicreler hafifice vortekslenip 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras her tiipe 200 pl Annexin V binding buffer eklendi ve BD
FACSCANTO II cihazinda 6l¢iim islemi gerceklestirildi.

3.7 Kantatif Gercek Zamanh PZR (qRT-PZR)

Akis sitometrisi deneylerini takiben gercek zamanli PZR deneyleri yapilmistir. Gergek
zamanli PZR i¢in RNA izolasyonu Thermo Fisher Scientific PureLink RNA Mini Kit
(Cat no:12183018A) tiiketici firmanin prokolliine gore 48 saat kimyasal uygulamasi
yapilmis olan T98G hiicrelerinden RNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen RNA’lar
Qiagen QuantiTect Reverse Transcription Kit (Cat no:205311) kullanilarak cDNA’ya
donistiiriilmiistiir. ER stresi ile iligkili genlerden GRP78, elF2S1, ATF4, GADDI153 ve
XBP] ifade seviyelerine Thermo Fisher Scientific Applied Biosystems 7500 Real-Time
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PCR cihazi kullanilarak bakilmistir. Gen ifadelerinin belirlenebilmesi i¢in Ampliqon
RealQ Plus 2x Master Mix Green (Cat. No.: A324402) kiti kullanilmistir. Referans olarak
B2M (Beta-2 mikroglobulin) ve Efla (Alfa-Okaryotik translasyon uzama faktorii 1)

genleri se¢ilmistir. Primer dizileri Cizelge 3.4’te veilmistir. Reaksiyon kosullar ile

kullanilan kit bilesenleri Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’ da verilmistir.

3.7.1 Invitrogen PureLink RNA Mini Kit izolasyonu

1.

10.

1 ml’deki hiicre miktar1 Thoma lami1 kullanilarak hesaplandi ve 6 kuyucuklu
kiiltiir kabina 400.000 hiicre/kuyu seklinde ekildi.

Ekimden 24 saat sonra, kuyularda bulunan besiyerleri uzaklastirildi. Hiicrelere, 0
uM ve 100 uM Biochanin A ile 0 uM ve 100 uM DMSO (DMEM igerisinde)
uygulandi ve hiicreler 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras besiyeri uzaklastirild1 ve her bir kuyudaki hiicreler ayr1 ayri
300 pl taze hazirlanmus liziz buffer ile pipetaj yapilarak toplandi ve mikrosantrifiij
tiiptine aktarildi.

Hiicre lizatlarinin iizerine es hacim olacak sekilde %70 etanol eklendi ve tiipler
nazikge vortekslendi.

Karisim, kit i¢eriginde bulunan spin kolon tiipiine aktarildi ve oda 1sisinda 12.000
x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Tiipiin dibindeki sliziintii uzaklastirildi.

Spin kolona 700 ul Wash Buffer I eklendi. Tiipler oda 1sisinda 12.000x g’de 15
saniye santrifiij edildi. Tiiplin dibindeki siizlintii atild1. Kolon yeni toplama tiipiine
yerlestirildi.

Spin kolona 500 pul Wash Buffer II eklendi. Tiipler oda 1sisinda 12.000x g’de 15
saniye santrifiij edildi. Tiipilin dibindeki siiziintii atild1.

Tekrar Spin kolona 500ul Wash Buffer II eklendi. Tiipler oda 1sisinda 12.000x
g’de 15 saniye santrifiij edildi. Tiipiin dibindeki siiziintii atild1.

Tipler 12.000x g’de 1-2 dakika santrifiijj edildi. RNA’ya bagli membrani
kurutmak i¢in spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Spin kolonuna 30-100 pl RNaz icermeyen su eklendi, 1 dakika boyunca oda
1s1sinda inkiibe edildi ve 12.000x g’de 2 dakika santrifiij edildi. izole edilen RNA
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kullanilmak {izere buz iistiine alindi. Konsantrasyonlar1 6lciilen RNA’lar cDNA

doniigiimii i¢in kullanildi.

3.7.2 Quigen Quantitect Reverse Transcription Kit ile cDNA sentezi

Kit protokolii i¢in kullanilan genomik DNA Wipeout reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.2°de
ve Reverse Transkripsiyon reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.3te verilmistir. Bu reaksiyon

ile izolasyon sonrasi olas1 genomik DNA’lar uzaklastirilmistir.

Cizelge 3.2 Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu bilesenleri

Cozelti Hacim Konsantrasyon
7x genomik DNA temizleme | 2 ul 1x

Tamponu

RNA 06rnegi Farklilik gostermekte

H>O Farklilik gostermekte

Son Hacim 14 ul -

Cizelge 3.3 Reverse Transkripsiyon reaksiyonu bilesenleri

Cozelti Hacim Konsantrasyon
Reverse Transkriptaz Il

5x RT tamponu 4 ul

RT Primer Karisimi Il 1x

RNA 06rnegi 14 ul

Son Hacim 20 ul -
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1. Cizelge 3.2’ye gore genomik DNA Wipeout reaksiyonu buz iistiinde hazirlandi.

Her bir RNA 06rnegini konsantrasyonu 1000 ng/ml olacak sekilde Reaksiyon

karisimi1 hazirlandi.

2. Genomik DNA Wipeout reaksiyonu 42°C’de 2 dakika boyunca inkiibasyon ile

gerceklestirildi. Islemden sonra 6rnek karisimlar buz iistiinde sakland.

3. Cizelge 3.3’e gore cDNA doniisiimii reaksiyonu hazirlandi. Tiipler 42°C 20

dakika inkiibe edildikten sonra Quantiscript Reverse Transkriptazi in aktive

olabilmesi i¢in 95°C’ de 3 dakika inkiibe edildi. Elde edilen ¢cDNA’larin

konsantrasyonlari dl¢iildiikten sonra -20°C’de sakland.

Cizelge 3.4. qRT-PCR yontemiyle ER stresi ile iligkili genlerin ifade diizeylerini

belirlemek icin kullanilan primer dizileri. Primer dizileri, grubumuz tarafindan ekzon ve

intron atlamalarina dikkat edilerek tasarlanmistir.

EIF2S1 Ileri primer 5°- AAGCATGCAGTCTCAGACCC -3
Geri primer 5’- AGCCACTTCAATATCTGCTC -3’
Ileri primer 5°- ATCAACGAGCCTACGGCAGC -3’
GRP78 Geri primer  5°- AATGGTGAGAAGAGACACATCG C-3°
Ileri primer 5°- ACAGCAAGGAGGATGCCTTC -3’
ATF4 Geri primer 5’- AGGTCATCTGGCATGGTTTC -3’
lleri primer 5>-TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG -3’
XBPI Geri primer 5’-GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG -3’
GADDI 53 fleri primer 5°- AGCTGAGTCATTGCCTTTCTC -3

(CHOP)-Eski

Geri primer 5’- TTGATTCTTCCTCTTCATTTCC -3’

GADDI153
(CHOP)-Yeni

lleri primer 5’- GGTATGAGGACCTGCAAGAGGT-3’
Geri primer 5’- CTTGTGACCTCTGCTGGTTCTG -3’

B2M

fleri primer 5°- CTATCCAGCGTACTCCAAAG -3’
Geri primer 5’-GTCAACTTCAATGTCGGATGG -3’
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Ileri primer 5’-CTGAACCATCCAGGCCAAAT-3’
EFla Geri primer 5’- GCCGTGTGGCAATCCAAT-3’

3.7.3 Kantitatif Real Time ile Genlerin ifadesinin Belirlenmesi

Sentezlenen cDNA’lar ve sekanslanan primer dizileri kullanilarak GRP78, elF2S1, ATF4,
GADDI153 ve XBP1 genlerinin ifade seviyeleri Ampliqgon RealQ Plus 2x Master Mix
Green kiti ve Thermo Fisher Scientific Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR cihazi

ile belirlenmistir.

1. Ampligon RealQ Plus 2x Master Mix Green kit bilesenleri ile mix hazirlamak
icin ilk olarak su ve daha sonra diger bilesenler dagitildi.

2. 96 kuyucuklu Real-Time PCR kiiltiir kaplarina ilk olarak cDNA’lar ve negatif
kontroller i¢in sular dagitildi.

1. Hazirlanan karisim 6rneklere dagitildi ve kit protokolii dogrultusunda Applied

Biosystems 7500 Real-Time PCR cihazina reaksiyon kosullar girilip,¢alistirildi.

Cizelge 3.5 Gergek Zamanli PZR Reaksiyon Kosullari

Asama Zaman Sicaklik Dongii Sayisi
Bagslangig 1s1s1 15 dakika 95°C 1
Denatiirasyon 30 saniye 95°C 40
Baglanma 30 saniye 60°C
Uzama 30 saniye 72°C
Erime Egrisi 15 saniye 95°C -

1 dakika 60°C -

30 saniye 95°C -

15 saniye 60°C -
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Cizelge 3.6 Ampligon RealQ Plus 2x Master Mix Green kit bilesenleri

Cozelti Hacim Konsantrasyon
RealQ Plus 2x Master Mix | 10 pl Ix

Primer A (10uM) 0.5 pl (0.25-2ul) 0.2 uM (0.1-0.8uM)
Primer B (10uM) 0.5 ul (0.25-2ul) 0.2 uM (0.1-0.8uM)
PCR-grade H,O 12 ul -

DNA (200ng/1) 2ul

Total Hacim 25 ul -

3.8 Abcam Fluo-8 Calcium Flux Assay ile hiicre i¢i kalsiyum birikiminin

belirlenmesi

Biochanin A uygulamasi sonrasi hiicre igerisinde meydana gelen kalsiyum birikimini
tespit etmek amaciyla Abcam Fluo-8 Calcium Flux Assay Kit (Cat. No: ab112129)
kullanilmistir. Kit protokoliinde kullanilan, Fluo-8 kalsiyuma baglanan floresan bazli bir
boyadir. Fluo-8 hiicre plazma zarindan gegerek, bulundurdugu lipofilik bloke edici
gruplar1 bir esteraz tarafindan parcalanir. Negatif yiikli kismi hiicre i¢inde kalarak,
kalsiyuma baglanir. Hiicre i¢i kalsiyum salinimi ne kadar yiiksek ise, Fluo-8 1s1masi da o
kadar yogun olmaktadir[94]. Calcium flux assay uygulamasi sirasinda kalsiyum

salinimini indiiklemek i¢in kontrol amacli Carbachol kullanilmistir[95].

1. 1 ml’deki hiicre miktar1 Thoma lam1 kullanilarak hesaplandi ve 96 kuyucuklu
kiiltiir kabina 50.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.

2. Ekimden 24 saat sonra, kuyularda bulunan besiyerleri uzaklastirildi. Hiicrelere 0
uM ve 100 uM Biochanin A ile 0 uM ve 100 uM DMSO (DMEM igerisinde)
uygulandi ve hiicreler 24 ve 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO: iceren inkiibatorde
inkiibe edildi
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. Inkiibasyon sonrasi besiyeri uzaklastirilarak, hiicreler 50ul HHBS soliisyonu ile

yikandi.

. Daha 6nceden hazirlanmis olan 1X assay buffer, Fluo-8 ve HHBS soliisyonu, her

kuyuya 33.3 ul olacak sekilde dagitildi.

. Plate’ler bir aliiminyum folyoya sarilarak 30 dakika inkiibatorde inkiibe edildi.
Sonrasinda tekrardan bir 30 dakika daha oda sicakliginda inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonrasi farkli konsantrasyonlarda (10,104,10° ve 10°) hazirlanmis
olan Carbachol , her kuyuya 33.3 ul olacak sekilde dagitildi.

Uygulama yapildiktan sonra 0.dakika, 30.dakika ve 60.dakika olarak EnSight™
Multimode plate reader (Perkin Elmer) cihazinda Ex/Em=490/525 nm’de 3’er kez

Olgiim alindi.
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4.SONUCLAR

4.1 T98G Hiicrelerinin Uretilmesi ve Biochanin A Uygulamasi Sonuclar

Calisma kapsaminda kullanilan T98G hiicreleri %10 fetal bovine serum, 100 pg/ml
streptomisin ve 100 U/ml penisilin iceren DMEM besiyerinde 37°C’de %5 CO?’li etiivde

cogaltilarak pasajlanmistir. Deney protokolleri geregince hiicre hazirliklari yapilmistir.

Sekil 4.1. T98G hiicrelerinin 151k mikroskobu altinda alinmig goriintiileri

Biochanin A’nin toksik olmayan dozlarinin belirlenmesi i¢in 1mM konsantrasyondaki
stok kullanilarak Biochanin A’nin 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1t DMEM igerisinde
hazirlanmistir. Kontrol olarak 50 pM DMSO uygulamas1 yapilan ve Biochanin A
uygulanmayan hiicreler kullanilmistir. Biochanin A 100 mg stok hassas terazide
tartilarak, pipetaj yontemi ile DMSO igerisinde seyreltilerek hazirlanmistir. Uygulama

yapildiktan sonra hiicreler 24 ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
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24 Saat Normal 24 saat BCA 50 pM 24 saat BCA100 pM

48 Saat Normal 48 saat BCA 50 uM 48 saat BCA 100 uM

Sekil 4.2. 50 ve 100 uM Biochanin A uygulamasi yapilmig T98G hiicrelerinin 24 ve 48

saat inkiibasyon sonrasi 151k mikroskobu goriintiileri

4.2. Biochanin A Uygulama Sonrasi Hiicre canlilik testlerinin Sonuglari
4.2.1 MTT Analizi Sonuc¢lar

T98G hiicrelerine uygulanan Bioachanin A‘nin toksik olmayan konsantrasyonlarini
belirleyebilmek i¢in olan MTT sitotoksitite testi uygulanmistir. MTT analizi ile % hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuc¢lar dogrultusunda 24 ve 48 saat i¢in 100 uM
hesaplanan ICso degerine uygun bulunmustur. Ayn1 zamanda Biochanin A’nin 48 saat
inkiibasyonda daha etkin oldugu goriilmiistiir. MTT analizi sonuglari GraphPad Prism

8.4.3 uygulamasi ile hesaplanip, grafikleri ¢izilmistir.

Cizelge 4.1. Biochanin A konsantrasyonlari i¢in MTT uygulamasinin % sonuglar1 (Her
bir bagimsiz deney seti 3 tekrarli gergeklestirilmistir.)S.D.: Standart sapma, n: Bagimsiz

deney seti
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Biochanin A 24 Saat (n: 5) Biochanin A 48 Saat (n: 5)
% Ortalama| S.D. % Ortalama S.D.
50 uM 99,39 1,355 99,34 1,471
100 uM 60,68 9,262 45,62 13,58
Kontrol 100 0 100 0

24 ve 48 Saat MTT Biochanin A uygulamasi

150
= Biochanin A 24 Saat

W Biochanin A 48 Saat
100

50

% Canlihk Orani

Molar Konsantrasyon

Sekil 4.3. 50 ve 100 uM Biochanin A uygulamasi sonrasi 24 ve 48 saat inkiibe edilen

hiicrelerde MTT testi sonuglarin1 gosteren grafik
4.2.2 Tripan Mavisi Analizi Sonuclar

T98G hiicrelerine uygulanan Biochanin A‘nin toksik olmayan konsantrasyonlarini
belirleyebilmek i¢in tripan mavisi boyamasi yapilarak % hiicre canlilig1 tespit edilmistir.
Tripan mavisi analiz sonuglar1 GraphPad Prism 8.4.3 uygulamasi ile hesaplanip,
grafikleri ¢izilmistir. MTT analiz sonuglari ve tripan mavisi analiz sonuglar
degerlendirildiginde bu c¢alisma i¢cin MTT analizinin daha anlamli oldugu sonucuna
varilmistir ve tripan mavisi boyama yonteminde elde edilen sonuglar kapsama

alinmamustir.
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Cizelge 4.2. Biochanin A konsantrasyonlari i¢in triphan mavisi analizi % Sonuglar1 (Her

bir bagimsiz deney seti 3 tekrarli gergeklestirilmistir.)S.D.: Standart sapma, n: Bagimsiz

deney seti
Biochanin A 24 Saat (n: 5) Biochanin A 48 Saat (n: 5)
% Ortalama S.D. % Ortalama S.D.
50 uM 24 43.35 40 54.77
100 uM 2 4.47 20 44.72
Kontrol 100 0 100 0

24 ve 48 Saat Tripan Mavisi Biochanin A uygulamasi

150 - . .
El Biochanin A 24 Saat
z B Biochanin A 48 Saat
il
o 100 - e
=
=
S 504
X
0- T
» » N
N N O
S K\ O\Q
&
+O

Molar Konsantrasyon

Sekil 4.4. 50 ve 100 uM Biochanin A uygulamasi sonrasi 24 ve 48 saat i¢in elde edilen

tripan mavisi analiz grafigi
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4.3 Akis Sitometrisi Sonuclari

Akis sitometrisi siispansiyon halindeki hiicrelerin veya partikiillerin biiytikliik,
graniilarite gibi karakteristik 6zelliklerinin ol¢iilmesidir. Akigskan bir sivida bulunan
hiicreler lazer algilama alanindan gegcirilerek, gec¢is sirasinda verdikleri sinyallerin
toplanarak analiz edildigi bir sistemdir [96]. Annexin V-PE/FITC kiti ile alinan

sonuglarda elde edilen veriler dort bolge olarak ayrilmistir. Bunlar ise:

QI: Erken apoptoz bolgesidir ve sadece FITC Annexin V pozitif hiicreleri
gostermektedir.

Q2: Geg apoptoz bolgesidir. Hem FITC Annexin V hem PI pozitif hiicreleri
gostermektedir.

Q3: Nekrotik bolgesidir. Sadece PI pozitif hiicreleri gostermektedir.

Q4: Canli hiicre bolgesidir. Hem FITC Annexin V hem PI negatif hiicreleri
gostermektedir.

Elde edilen grafikler dogrultusunda kimyasal uygulamasi yapilmayan hiicrelerde 48 saat
icin Q4 bolgesinde yogunluk gozlemlenmistir. Kontrol olarak 0 uM ve DMSO 100 uM
konsantrasyonu kullanilmistir. 48 saat i¢in kontrol amacl kullanilmis konsantrasyonlarda
erken ve gec¢ apoptoz miktarlarinin, Biochanin A 100 uM konsantrasyonuna gore daha
diisiik oldugu goriilmiistiir ancak Biochanin A 100 uM konsantrasyonunda, DMSO
konsantrasyonlarina gore daha az nekrotik hiicrelerin oldugu gézlemlenmistir. Veriler,

Biochanin A’nin apoptozu kontrol 6rneklerine gore daha fazla tesvik ettigini gostermistir.

Normal (Kontrol) Biochanin A 100 uM DMSO 100 uM

. et o2
W 3105 529

Comp-FTC-A
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Sekil 4.5. T98G hiicrelerine 48 saat Biochanin A uygulamasi sonras1t Annexin V-PE/FITC
kiti kullanilarak gergeklestirilen akis sitometrisi deneyi sonuglari. Grafiklerde her bolgede
bulunan sayilar, hiicrelerin yiizde kaginin o bolgede toplandigini gostermektedir. Q1:
sadece FITC Annexin V pozitif (erken apoptoz), Q2: hem Pl hem FITC Annexin V pozitif
(geg apoptoz), Q3: sadece PI pozitif (nekroz), Q4: hem Pl hem FITC Annexin V negatiftir

(canl).

100- : = ,

90 | — ' s  Erken

80 I - Apoptoz
5 70— | ! — Geg
% 60— * Apoptoz
E 50 ! ! ==  Nekroz
Q401
s

30

20+

10 i

0- mii -

Normal 100 uM DMSO 100 uM BCA

Sekil 4.6 Biochanin A uygulamas1 yapilan T98G hiicrelerine ait yiizde ortalama apoptoz
ve nekroz oranlart. Normal 6rnekler Biochanin A uygulamasi yapilmayan hiicrelerdir. 3
bagimsiz deney kendi i¢inde ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklesmistir. Veriler standart
sapma degerleri ile sunulmustur. Two-way ANOVA sonucu istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar isaretlenmistir (P degerleri *0,0115, **0,011, ****<(0,0001). BCA:
Biochanin A. 48 saat Biochanin A uygulamasi sonrasi nekrotik hiicre yogunlugunda
anlamli bir artig goriilmektedir. 48 saat 100 uM Biochanin A uygulanan 6rneklerdeki geg

apoptoz orani istatistiksek olarak anlamlidir.

4.4 Kantitatif Real-Time PZR sonuclari

Kantatif Real-Time PCR (qPCR) deneyinde ER stresi ile iliskili genlerin ifade
seviyelerinin incelenmesi i¢in GRP7S, elF2S1, ATF4,GADDI153 , XBP1 ve iki referans
gen olarak B2M ile EFla’nin primer dizileri tasarlanmistir. RNA izolasyonlar1 ve cDNA
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sentezi i¢in T98G hiicrelerine 50 ve 100 pM Biochanin A ve DMSO uygulamasi
yapilmistir.  Invitrogen Purelink RNA Mini kit ve Quigen Quantitect Reverse
Transcription kit ile RNA ve cDNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ancak tasarlanan
primer dizilerinden GADD153 (CHOP) primer dizisi iki defa tasarlanip sentezlenmesine

ragmen ¢aligmamastir.

Sekil 4.7. Agaroz jelde yiiriitiilmiis PCR 6rneklerinin goriintiileri

Pozitif kontrol: cDNA igeren drnekler Negatif kontrol: steril su i¢eren ornekler.

Kantatif Real-Time PCR (qPCR) deneyinde 48 saat olacak sekilde GRP7S, elF2S1 ,
ATF4 , XBPI ve referans genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Referans gen
olarak sadece EF/a kullanilmistir. 100 uM Biochanin A uygulamasiyla gen ifadesindeki
degisimler AACt degerleri hesaplanarak belirlenmistir.Genlerin ifade seviyelerinde
anlamli bir farklilik olup olmadigi GraphPad Prism 8 for macOS (Version 8.4.3.,
GraphPad Software, LLC) ile Tukey’s multiple comparisons test yapilarak analiz
edilmistir (p<0,05). 100 uM Biochanin A’nin 48 saat uygulandig1 orneklerde sadece
ATF4 geninin ifade seviyesinde anlamli bir artis gézlenmistir (p: 0,0002) (Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10). PCR ayrica agoroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip kontrol edilmistir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.8 T98G hiicrelerine 48 saat Biochanin A uygulamasi sonrast RealQ Plus 2x
Master Mix Green kiti kullanilarak gerceklestirilen kantatif real-time PCR deney

sonugclart.

4.5 Sitozolik Ca*? degerler Sonuclar:

Calcium flux assay uygulamasi sirasinda Carbachol kullanilmistir. Carbachol 103,107,
10° ve 10° konsantrasyonlarinda kalsiyum salmim standardini belirlemek igin
kullanilmistir. Bu amagla, Biochanin A uygulamasi disinda ayr bir set olarak Fluo-8
boyasi ile yukarida verilen konsantrasyonlarda uyarilma gergeklestirilmistir. Hiicre
icindeki kalsiyum miktar1 saniyeler i¢inde degisim gosterir. Bu sebeple floresan dl¢lim 1-
2 sn igerisinde gerceklestirilmistir. Bir seri carbachol uyarimi sonrasi T98G hiicrelerinde
saniyeler i¢erisinde meydana gelen maksimum kalsiyum cevabi, goreceli floresan birimi

olarak grafiklendirilmistir (Sekil 4.11).
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48 saatlik deney seti i¢in belirlenen maksimum kalsiyum seviyesini belirten floresan
birim %100 cevap olarak kabul edilip buna gére 100 uM Biochanin A uygulanan
orneklerdeki kalsiyum cevabi degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.3 ve Sekil 4.11).

Hiicre ici kalsiyum miktaria dair elde edilen tiim veriler g6z oniinde bulundurularak,
kalsiyum cevaplariyla iligkili ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gdzlenmemistir.

2400+
2200+
2000+
1800
1600
1400+
1200-

Relative Fluorescence Unit

5 U S e —
06 5 -4 -3 -2

Carbachol, log (M)

Sekil 4.9 Carbachol ile uyarilan T98G hiicrelerindeki hiicre i¢i kalsiyum miktari.
Biochanin A uygulamasi yapilmamis olan T98G hiicreleri, agonist aracili kalsiyum
salimiminin indiiklenmesi i¢in bir seri farkli konsantrasyonda Carbachol ile uyarilmigtir
(103,104, 107, 10 ve 0 M). 48 saat deney setlerinde en fazla kalsiyum cevabinin
gbzlendigi agonist uyarim konsantrasyonu 10-% M carbachol ile olmustur. Hiicre ici
kalsiyum miktar1 saniyeler icerisinde ve uyaranlar neticesinde degisim gostermektedir.
M: Molarite. Veriler + standart sapma olarak sunulmustur. 3 bagimsiz deney kendi

icerisinde 3 tekrarl1 olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.3 Biochanin A ile uyarilmis T98G hiicrelerinin olusturdugu hiicre i¢i Ca*™
miktarlari. Ca' miktarlari, Biochanin A uygulamasi yapilmanis T98G hiicrelerinde
pozitif kontrol amagl agonist salinimli Ca*2 cevabi olusturarak ve bu degeri %100 kabul

ederek karsilastirmali olarak hesaplanmistir. Agonist uyarimli Ca*? cevabi en ¢ok 10*M
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carbachol ile uyarildiginda gbzlenmis olup elde edilen floresan 6l¢iim degeri %100 kabul
edilmistir. Ortalama sayisal degerler + standart sapma seklinde sunulmustur. 3 bagimsiz

deney kendi icerisinde 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

1 0—4M
100 uM 100 uM
Carbachol ile
DMSO Biochanin A
uyarilmisg

% Ortalama Ca*? Miktar1 + Standart sapma

48
100 75,0 £ 8,1 62,7+1,9
saat
125-
5 100-
h
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Sekil 4.10 Cizelge 4.3’deki verilerin grafik halinde sunulmasi. Cizelge 4.3 nin basliginda
yapilan tim acgiklamalar bu grafik i¢in de gegerlidir. Ortalamalar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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5.TARTISMA

Kanser kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile karakterize edilen, viicudun diger bolgelerine
yayilma potansiyeli olan bir hastaliktir. Kanser olusumunun yaklasik %90-95 oraninda
sigara, alkol tiiketimi, obezite, diyet, fiziksel hareketsizlik gibi yasam tarzi faktorlerinden
kaynaklandigt ve geri kalan 9%5-10’nin ise kalitsal genlerden oldugu
diisiiniilmektedir[97]. Geleneksel kanser tedavi yontemleri arasinda antitiimor ilaglari,
cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyasyon gibi tedaviler yer almaktadir ancak bu
tedaviler yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden yenilik¢i tedavi aragtirmalart alternatif bir yol
olarak dogal bilesiklere yonelmistir. Ozellikle Asya iilkelerinde alternatif tedavi
yontemleri olarak otlarin ve diyet ajanlarinin bir¢ok kanser hastasinda hiicresel sinyali
etkiledigi bulunmustur. Literatiirde, fitokimyasallarin alt grubu olan flavonoidlerin
antioksidan, antienflamatuvar, antialerjik ve enzim modiilasyonu dahil olmak {izere ¢ok
cesitli biyolojik islevleri oldugu bulunmustur. Flavonoidler, antosiyaninler, flavonoller,
izoflavonlar v.b. alt guplara ayrilmaktadir[98]. Son yillarda, noérolojik hastaliklar,
enflamatuar hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarla baglantili olan endoplazmik
retikulum (ER) stresinin dogal bilesikler ile tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Yanlis
protein katlanmasi sonucunda ortaya ¢ikan ER stresi kanserde hiicre ¢ogalmasi ve
sagkalimi i¢in 6nemli olmakla beraber flavonoidler gibi dogal bilesiklerin hem kronik ER
stresini indiikleyerek hem de ER stresini azaltarak etkilerini gosterebilecegi
bulunmustur[99]. Bu tezin amac1 bir metoksi izoflavonu olan Biochanin A uygulamasinin
T98G glioma hiicrelerinde meydana getirdigi ER stresi etkisini arastirmaktir. Tez
kapsaminda, toksik olmayan doz miktarlari, MTT (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3.) deney
sonuglari ile belirlenmis ve 100 uM Biochanin A’nin 48 saatte daha etkin oldugu kanisina
varilmigtir.Uygun dozun tespit edilmesinin ardindan Biochanin A‘nin T98G hiicreleri
tizerindeki etkisi farkli deneyler ile incelenmistir. Biochanin A’nin etkisi baz1 ER stress
genlerinin ifade seviyelerinde, hiicre i¢ci Ca™ miktarlarinda ve son olarak hiicrelerin

apoptoz evrelerinde incelenmistir.

Calismalarda T98G glioma hiicrelerine uygulanan Biochanin A miktar1 48 saatte 100 uM
olarak karar verilmistir. Vilas Desai ve arkadaglarinin yaptigi bir caligmada

temozolomide ve Biochanin A kombinasyon tedavisi U87 ve T98G hiicrelerine
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uygulanmistir. Sitotoksitite deneyi sonucunda uygulama i¢in doz miktar1 70 uM olarak
belirlenmistir ve 72 saat uygulama yapilmistir. Calisma sonucu kombinasyon tedavisi
T98G hiicreleri lizerinde metabolik fenotip degisikligi gdstermese de yapilan deneyler ile
Biochanin A’nin temozolomidin sitotoksititesini énemli ol¢iide destekledigi kanisina
varilmigtir[100]. Aditi Jain ve arkadaslarinin, C6 glioma hiicreleri ve bEnd.3 beyin
endotel hiicre hatlarinda yaptig1 baska bir calismada Biochanin A sitotoksitite degerleri
i¢in siire 72 saat ve doz miktarlarmi 5,35 ve 70 umol/L olarak belirlenmistir. Uygulanan
konsantrasyonlar sonucu kontrol ile karsilastirildiginda Biochanin A uygulamasi her iki
hiicre hattinda canlilikta azalma gozlenmistir[101]. Dong ve arkadaslarinin U251 glioma
hiicrelerinde yaptig1 Biochanin A g¢aligmalarinda 24, 48 ve 72 saat uygulama sonrasi
hiicre canliliginin konsantrasyona bagh bir sekilde azaldigi goriilmiistiir[ 102]. Guo ve
arkadaslarinin yaptig1 baska bir calismada ise orta serebral arter tikanikligi ve
reperfiizyon (MCAO/R) yaralanmasi olan si¢anlara, yaralanma gerceklesmeden 6nce 14
giin boyunca 10, 20 veya 40 mg/kg miktarlarinda Biochanin A enjekte edilmistir. Placebo
uygulanan grupta herhangi bir nérolojik bozukluk gézlenmezken, MCAO/R yaralanmasi
olan sicanlarda 6nemli norolojik eksiklikler gozlenmistir. Biochanin A tedavisi ile
norolojik  eksikliklerin doza baghi bir sekilde Onemli Olgiide azaldig
gozlemlenmistir[103]. Yaptigimiz MTT ¢aligmalarinda Biochanin A uygulama siiresi 48

saat olarak belirlenmistir.

Literatiir aragtirmalari, izoflavonlarin kanser hiicresi farklilagsmasini ve apoptozu
indiiklemesiyle beraber ayn1 zamanda kanser ilaglariyla sinerjik bir etkiye sahip oldugunu
desteklemistir. Kanser hiicrelerinde apoptozunun izoflavonlar tarafindan indiiklenmesi
lizerine yapilan c¢alismalarda 16semi hiicrelerinde izaflavonlarin G1/G2 faz1 hiicre
dongiisiinii bloke ettigi goriilmiistiir. Yan Li ve arkadaslarinin A549 ve 95D akciger
kanseri hiicre hatlarinda yaptig1 calismalarda annexin V-FITC ve propidyum iyodiir
boyama ile Biochanin A'nin apoptoz lizerindeki etkilerini incelenmistir. Elde edilen
sonuglar Biochanin A ile 48 saat tedavi edilen grupta apoptozun erken ve geg evrelerinde
kontrol hiicrelerine kiyasla doza bagli bir artis gozlemlenmistir[ 104]. Baska bir ¢aligmada
ise Dong ve arkadaglari, Biochanin A uygulamasinin U251 glioma hiicrelerinin
proliferasyonunun apoptozla iligkisi incelenmistir. 48 saat 0, 50 ve 100 mmol/L
miktarlarinda Biochanin A uygulamasi sonucunda kontrol grubuna gore apoptozu
arttirdigr goézlemlenmistir[102].Tez kapsaminda apoptoza giren hiicreleri belirlemek

adina yapilan annexin V-FITC ve propidyum iyodiir boyamasi sonuglarinda beklenildigi
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gibi kontrol drnegine gore 48 saat i¢in Biochanin A ve DMSO 6rneklerinde erken ve geg
apoptozda artig gézlemlenmistir. T98G hiicrelerinin ylizde ortalama apoptoz ve nekroz
oranlarma incelendiginde bolgelere gore hiicre dagilim yiizdeleri beklenildigi gibidir
(Sekil 4.5). 48 saat icin kontrol olarak kullanilan DMSO 100 uM konsantrasyonunun
erken ve ge¢ apoptoz miktarlarinin beklenildigi gibi Biochanin A 100 uM erken ve geg
apoptoz miktarlarindan daha az oldugu gézlemlenmistir.Bunula beraber nekroz seviyeleri
yuksek cikmistir. Kimyasal uygulamasi yapilmayan hiicrelerde ise nekroz seviyeleri
disiik cikmistir. Elde edilen sonuglar kimyasal uygulanan hiicrelerdeki nekroz
seviyelerinin hiicre kiiltiirlinden toplanirken veya prosediir sirasinda zarar verilmedigini
gostermistir. Ayn1 zamanda nekroz seviyelerinde kimyasal uygulamasina bagli olarak
anlaml bir artis gézlemlenmistir. Annexin V-FITC ve propidyum iyodiir boyamasi ile
beklenildigi gibi Biochanin A 100 uM grubu kontrol gruplarina gére apoptozu daha fazla
tesvik etmistir. 48 saat verileri icin DMSO 100 pM ve Biochanin A 100 uM
konsantrasyonlar1 ge¢ apoptoz orani yiizdeleri kimyasal uygulamasi yapilmayan normal
T98G hiicreleri ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli veriler elde edilmistir.
Ancak burada Biochanin A’y1 hazirlamak i¢in kullanilan DMSO etkisinin diisiiniilmesi

gerekmektedir.

Kanser hiicreleri, tiimorijenik sinyal yollarini aktive edebilmek ve ayni1 zamanda hiicre
timor baskilayici mekanizmalarim1  kontrol edebilmek i¢in ¢esitli metabolik
modifikasyonlara ugrar ve yiiksek seviyede protein sentezi yapar. Bu modifikasyonlarin
cogu ER’da gerceklesmektedir ve ER’da katlanmis protein birikimi ER stresinin
indiiklenmesine sebep olmaktadir[105]. Calisma kapsaminda kantitatif real-time PCR
(qPCR) ile GRP7S8, elF2S1, ATF4, XBP1 ER stress genlerinin 100 uM Biochanin A
uygulamasi ile ifade seviyelerine bakilmistir. Kolon, yumurtalik, beyin gibi kanser
hiicrelerinde GRP78’in asir1 ifade gosterdigi bilinmektedir. Yiiksek GRP7S ifadesi ¢esitli
kanserlerde daha yiiksek patolojik dereceye sahip olunmasina, niiks riskine ve zayif hasta
sagkalimina sebep olmaktadir [106]. Litaretiirde, Gantenbein ve arkadaglarinin kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hastalar ile yaptiklari ¢alismada yiiksek elF2S1
gen ifade seviyelerine sahip olan hastalarda genel sagkalim oranlarmin énemli dl¢iide

diisiik oldugu bulunmustur[107].

Tez caligmasi kapsaminda Biochanin A 100 uM konsantrasyonunda 48 saatte 4TF4 igin

anlamli bir sonug¢ elde edilmistir. Literatiir ¢calismalarinda yliksek ATF4 ifadesi olan
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glioma hastalarinin sagkalim siireleri kisaltmakla beraber tiimdr proliferasyonunu ve
anjiyogenezi indiiklemek igin SLC74711(Na*? bagimli membran sistein-glutamat
tasiyicisi)'in ifadesini diizenleyerek glioma hiicrelerinin ferroptozunu (demir bagimli
lipid peroksit birikiminden kaynaklanan hiicre 6liimii) inhibe edebilecegi bilinmektedir.
Ayn1 zamanda glioma hiicrelerinde TMZ tedavisinin 47F4 ifadesinde artigina sebep
oldugu bilinmektedir. ATF4 asir1 ifadesi glioma hiicrelerinin TMZ’ye olan direncini
arttirabilmektedir[ 108,109]. Bunlarla beraber, Tang ve arkadaslarinin biyoaktif bir bilesik
olan Withaferin A (WA) ile yaptiklar1 ¢galismalarda WA’ ’nin ATF4’1in ifadesini arttirarak
ATF3 ve CHOP aktivasyonu ile ER stressini indiikledigi ve GBM hiicrelerinde apoptoza
sebep oldugu bulunmustur[110]. Hem annexin V-FITC hem de qPCR deney sonuglari
icin 48 saat verileri istatistiksel olarak daha anlamlidir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.8). Bununla
beraber Biochanin A 100 uM konsantrasyonu i¢in 47F4 gen ifadesindeki artisinin hiicre

Oliimiinii indiikledigi gdzlemlenmektedir.

Kalsiyum (Ca*?), hiicrelerde proliferasyon, go¢ ve hiicre farklilasmasi dahil olmak {izere
¢ok c¢esitli hiicresel islevleri kontrol eden ikincil bir habercidir[111]. Hiicre ici
Ca'? konsantrasyonunun yiiksek olmasi hiicreyi olumsuz etkilerken,
Ca'*? konsantrasyonunun sabit kalmasi veya kisa zamanl artis1 néroprotektif sinyalleri
aktive etmektedir[112]. Normal hiicrelerde Ca*? salinim rejeneratif dalgalar halinde ve
kisa siireli pikler olarak gerceklesmektedir. Ca*?sinyal yolaklarinin yeniden
diizenlenmesi, olusan kanserli hiicrenin, antikanser mekanizmalarindan korunmasini
saglamaktadir [113]. Varlamova ve arkadaglarinin A172 insan glioma hiicrelerinde hiicre
ici sinyal diizenleyicileri olan selenoproteinler ile yaptiklar1 g¢aligmada ER’daki
Ca'? kapasitesinin artmasi, pro-apoptotik genlerin ekspresyonunun artisini ve apoptozun
baslatilmasin1 tesvik ettigi gozlemlenmistir[114]. Calisma kapsaminda Biochanin A
uygulamasinim hiicre i¢i Ca' salinima olan etkisini inceleyebilmek i¢in calcium flux
assay dl¢iimii yapilmustir. Ca*? degerlerinin hesaplanabilmesi icin ilk olarak 103,10, 10"
5,10 ve 0 M konsantrasyonlarinda agonist aracili kalsiyum salinimimnin indiiklenmesi
icin kimyasal uygulamasi yapilmamis hiicreler Carbachol ile uyarilmistir. 48 saat i¢inde
en yiiksek Ca™ salmimi en fazla 10* M konsantrasyonunda gozlemlenmistir. 10* M
konsantrasyonu %100 kabul edilerek kimyasal uygulamasi yapilmis olan hiicrelerin
Ca'*? salintm miktar1 hesaplanmigtir. 48 saat Ca* saliim ortalama miktar hesaplamalari

ve grafigine gore (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.3) Biochanin A 100 uM ve DMSO 100 uM
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konsantrasyonlarnin Ca*? salinimi zamana bagl olarak artmustir. 48 saat verilerinde

Ca*? salmimu icin istatiksel olarak anlamli bir deger bulunamanustir.

Biyoaktif bir izoflavon olan Biochanin A, glioblastoma, meme kanseri, prostat kanseri ve
ag1z kanseri hiicrelerine kars1 kemopreventif ve antikanser potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir[115]. Yapilan calismalar Biochanin A'nin Genistein’den daha az mutajenik
oldugunu gostermistir ve ayn1 zamanda Genistein’den daha zayif tirozin kinaz inhibitor
Ozelliklere sahiptir. /n vitro’da meme, kolon ve prostat hiicrelerinin biiylimesini inhibe
ettigi bilinmektedir[115]. Glioblastoma Multiform Grade IV, MSS tiimori olarak en
yaygin ve kotii huylu tiimorlerden biridir. Cerrahi yaklagimlar, radyoterapi ve kemoterapi
tedavileri gibi multimodal terapdtik tedavi yontemlerine ragmen GBM hastalarinin
sagkalimi i¢in en uzun siire 13.5 aydir[116] . Kullanilan ilaglarin kan beyin bariyerinden
gecememesi ve kullanilan kimyasal ajanlara karsi olusturdugu direng GBM hastalarinin
tedavisini zorlastirmaktadir. Dogal bilesikler KBB’den gecebilecek kadar kiigiik olmalari
ve geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan kimyasal ajanlardan daha az toksik

olmalar1 nedeniyle giincel tedavi yontemi olarak arastirilmaktadir [116].

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Biriminin projesi
(FHD-2022-19959) tarafindan finanse edilen Glioblastoma kanser hiicrelerinde
Biochanin A kullanimmin Endoplazmik Retikulum Stresi iizerine etkisinin daha iyi
anlasilmasi kapsaminda elde edilen sonuclar yayina ¢evrilerek literatiire katki saglanmasi

amagclanmustir.
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