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OZET

Yeni Sentezlenen Flavonoid Tiirevi Bilesiklerin, Akciger Adenokarsinoma Hiicreleri
Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Kanser diinyamizda ve iilkemizde 6liimlerin baglica nedeni olarak goriilmektedir.
Kanser, genomik ve epigenetik mekanizmalarin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar. Genomik
fonksiyon bozukluklar1t mutasyonlarin bir sonucu olarak gelisir. Bu mutasyonlar sonucunda
saglikli hiicrelerde smirsiz hiicre boliinmesi ve apoptozun onlenmesi gozlenir. Akciger
kanseri de diger kanserler gibi tedavisi zor ve Olim orami yiiksek bir kanser tiiriidiir.
Kemoterapotik potansiyel oOzelliklere sahip kimyasal maddelerin arastirilmasi, kanserle
miicadelede kemoterapdtiklerin yan etkilerini gz ardi edebilecek maddelerin arastirilmasi
kanserle miicadelede biiyilkk 6nem tasimaktadir. Flavonoidler, antikarsinojenik, hepato-
koruyucu ve antioksidan ozellikleri oldugu bilinen bitkiler tarafindan {iretilen sekonder
metabolitlerdir. Flavonoidlerin kanser {izerindeki etkileri in vitro ve in vivo ¢aligmalarla
gosterilmistir.  Flavonoidlerin yapisina eklenen kimyasal yan gruplar flavonoidlerin
etkinligini arttirabilmektedir.

Bu tezin amaci kanser iizerine etkileri oldugu bilinen bir flavonoid olan tektorigenin
ve yeni sentezlenen flavonoid tiirevi bir bilesik olan 5Y-2'nin apoptoz ve hiicre dongiisii
tizerindeki etki mekanizmalarin1 aragtirmaktir. Bu ¢alismada; A549 ve Beas-2b Hiicreleri
cesitli konsantrasyonlarda (0-100uM) 5Y-2 ve tektorigenin maddesine maruz birakildi ve
uygun konsantrasyonlart MTT ile belirlendi. Gen ifadelerinin analizi qRT-PCR kullanilarak
yapildi. Calismamizda tektorigenin ’in 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlarinda A549 hiicre
hatt1 izerinde proapoptotik etki gosterdigi gosterilmistir. 10 uM ve 25uM’nin Beas-2b hiicre
hattinda pro-apoptotik etkiye sahip olmadig1 gdsterilmistir. Ancak 5Y-2 maddesinin 10pM
ve 25uM konsantrasyonlarda A549 hiicre hattinda pro-apoptotik etkiye sahip oldugu
gosterilmigtir.  5Y-2  maddesinin  Beas-2b  hiicre hattinda 10uM  ve 25uM
konsantrasyonlarinda pro-apoptotik etkiye sahip olmadigi ve hiicreleri proliferasyona
yonelttigini gostermistir.

Sonug olarak 5Y-2 maddesine yeni kimyasal yan gruplar eklenerek farkli bilesikler
elde edilmesini ve bu bilesiklerin biyolojik arastirilmasinin yapilmasini dnerdik.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Flavonoidler, Apoptoz, Hiicre Dongiisii



ABSTRACT

Apoptotic Effects of Newly Synthesized Flavonoid Derived Compounds on Lung

Adenocarcinoma Cells

Cancer is seen as the main cause of deaths in our world and in our country. Cancer
occurs through disruption of genomic and epigenetic mechanisms. Genomic dysfunction
develops as a result of mutations. As a result of these mutations, unbounded cell division and
avoid from apoptosis are observed in healthy cells. Lung cancer, like other cancers, is a type
of cancer that is difficult to treat and has a high mortality rate. It is of great importance in
the effort against cancer that we are in search of chemical substances with chemotherapeutic
potential properties, and that the search for substances that can ignore the side effects of
chemotherapeutics is important in the try against cancer. Flavonoids are secondary
metabolites produced by plants with known anticarcinogenic, hepato-protective and anti-
oxidant properties. The effects of flavonoids on cancer are shown by in-vitro and in-vivo
studies. Chemical side groups added to the structure of flavonoids can increase the
effectiveness of flavonoids.

The aim of this thesis is to investigate the effect mechanisms of tectorigenin, a
flavonoid known to have effects on cancer, and 5Y-2, a newly synthesized flavonoid-derived
compound, on apoptosis and cell cycle. In this study; A549 and Beas-2b Cells were exposed
to various concentrations (0-100uM) of tectorigenin and 5Y-2 substance and their
appropriate concentrations were determined by MTT. Analysis of gene expressions was
performed using qRT-PCR. As a result, in our study, it was shown that tectorigenin had a
pro-apoptotic effect on the A549 cell line at concentrations of 10 uM and 25 pM. It has been
shown that 10 uM and 25 pM have no pro-apoptotic effect in Beas-2b cell line. However,
5Y-2 substance has been shown to have a pro-apoptotic effect in the A549 cell line at
concentrations of 10 uM and 25 uM. It has been shown that 5Y-2 substance has a pro-
apoptotic effect at 10 uM and 25 pM concentrations in the Beas-2b cell line.

As aresult, we proposed to obtain different compounds by adding new chemical side
groups to 5Y-2 and to conduct biological studies of these compounds.

Key Words: Cancer, Flavonoids, Apoptosis, Cell Cycle
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1.GIRIS

Kanser ge¢misten giliniimiize kadar uzanan bulasici olmayan hastaliklar sinifindan
olup en ¢ok 6liimle sonuglanan bir hastaliktir. (Hajdu 2011). Ulkemizde bulasic1 olmayan
hastaliklardan meydana gelen oliimlerde ise ilk sirada kalp-damar hastaliklar1 yer alirken
ikinci siray1 kanser almaktadir. Akciger kanseri hem diinyada hem de iilkemizde en yaygin
goriilen kanser ¢esididir. Klinik olarak iki alt gruba ayrilan akciger kanserinde en 6liimciil
seyreden alt grup kiigiik hiicreli akciger kanseridir (Hajdu 2011; Yin ve ark. 2021). Biitiin
akciger kanseri vakalarinin %15 kadarmi kiiclik hiicreli akciger kanseri izlemektedir.
Paydanin geri kalan %85°lik kismi ise biiyiik hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom,
adenokarsinom ve diger kii¢tlik hiicreli olamayan akciger kanserleri almaktadir (Kroemer ve
ark. 2008; Hajdu 2011; Yin ve ark. 2021). Kanser ile tedavide kemoterapi, radyo-terapi ve
cerrahi rezeksiyon en sik kullanilan yéntemlerdir. Ozellikle kemoterapinin hastalar iizerinde
ciddi yan etkiler gozlenmektedir. Kanser ile miicadele kullanilan kemoterapinin yan
etkilerini azaltacak veya kemoterapotik olarak kullanilabilecek ve yan etkileri daha az olan
yeni terapotiklerin arayisi halen stirmektedir. Flavonoidler, anti-kanserojen etkileri oldugu
bilinen ve bitkilerden sentezlenen sekonder metabolitlerdir. Cesitli flavonoidlerin kanser
tizerinde etkileri terapotik veya adjuvan amagli kullanim alanlar1 halen arastiriima
konusudur (Kroemer and Pouyssegur 2008). Flavonoidler anti-oksidan, hepato-koruyucu,
anti-inflamatuar ve anti-kanserojen 6zellikleri oldugu bilindiginden kemoterapdtik olarak
kullanim amaglar arastirilmakta ve bulgular bir umut 15181 olmaktadir (Ma ve ark. 2018;
Ciumarnean ve ark. 2020; Mogbel ve ark. 2020) Tektorigenin kanser hiicrelerinde pro-
apoptotik ve anti-inflamatuar etkiler gosteren ve halen arastirilma konusu olan bir
flavonoidtir. (Ciumarnean ve ark. 2020) Flavonoidlerde dahil olmak iizere sekonder
metabolitler ve cogu maddenin yapisinda meydana getirilen yapisal degisiklikler maddenin
etkinligini arttirabilir veya anlamli sekilde degistirebilir. Flavonoidlerin omurgasinda
yapilan metil, flor, brom eklenmeleri flavonoidlerin etkinligini daha diisiik dozlarda aym
etkinlikte sonug verdigi bilinmektedir (Teles ve ark. 2018; Zhou ve ark. 2023). Ozellikle
kemoterapétik potansiyel etkinligi aragtirilmak istenen maddelerde istenen en temel 6zellik
kanserlesmis hiicre tizerinde toksik etkiler gosterirken ayni toksik etkinligi saglikli hiicreler

lizerinde gostermemesidir.



Apoptoz; DNA kontroliinde hiicresel 6liimiin meydana gelmesi olayidir (Wong 2011).
Kanserli hiicreler bu kontrolli boliinme mekanizmalarindan kacarlar. Hiicreler
mitokondriyal yolak iizerinden kontrollii 61iim mekanizmasini gegirirler (Laubach ve ark.
2019; Koo ve ark. 2022). Kaspaz proteinler ve mitokondriyal permeabilite gerekliligi i¢in
olan proteinler bir hiicrenin apoptoza gitmesi esnasinda en kritik asamalarda gorev alan iki
ana protein ailesi grubudur. Kimyasal yapilarinda degisiklik yapildiktan sonra bazi
flavonoidlerin kanserli hiicrelerin apoptozunu tesvik ederken saglikli hiicreler iizerinde

toksik etki yaratmadigi gosterilmistir (Wade ve ark. 2013; Wang ve ark. 2023).

Biz bu ¢calismamizda yeni sentezlenilen flavonoid tiirevi bilesik olan 5Y-2 maddesinin insan
akciger adenokarsinoma hiicreleri tizerinde apoptozis ve hiicre siklusu iizerine olan etkilerini
gen ekspresyon seviyelerinde arastirmay1 amacladik. 5Y-2 maddesinin apoptoz ve hiicre
siklusuna olan etkilerini kiyaslamak i¢in daha iyi ¢alisilmis bir izoflavon olan tektorigenin
maddesini kullandik. Her iki madde hem kanser grubunda hem de saglikli hiicre grubunda
calisildi. 5Y-2 ve Tektorigenin maddelerinin akciger adenokarsinoma ve saglikli akciger

hiicreleri tizerine olan apoptotik etkileri arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1 Kanser

M.O 460-370 yillar1 arasinda yasamis “tibbin babasi” olarak bilinen Yunan tip
doktoru Hipokrat ilk kez kanseri karkinos olarak tanimlamistir (Hajdu 2011). Yunanca
kokenli bu kelime yengec¢ anlamina gelmektedir. Giinlimiiz tibbinda ise karsimiza g¢ikan
kelime olan onkoloji yunanca “oncos” yani sislik demektir (Hajdu 2011). Bir kanser
hiicresinin saglikli hiicrelerden ayiran cesitli farkliklar vardir. Bu farkliliklar sonucu kanserli
hiicreler saglikli hiicrelerden ayirt edilebilen davranislar sergilerler (Hajdu 2011; Yin ve ark.
2021). Kanser hiicrelerde mutasyonlarin birikmesi ile olusan genomik kararsizlik ve diger
metabolik yollarin bozulmasi sonucu hiicrenin apoptozdan kagmasi, kontrolsiiz sekilde
boliinmesi, dokulara invaze olmasi ve metastaz yapmasi ile karsilagilan duruma denir. Bu
durumdaki hiicrelere kanserli hiicre denir. Dokulara ve hatta organizmanin biitiiniine zarar

verir (Kroemer and Pouyssegur 2008).

Bir kanser hiicresi saglikli bir hiicreden farkli olarak sinirsiz boliinebilme
potansiyeline sahiptir ve boliinme temelli 6liimsiizdiir (Kroemer and Pouyssegur 2008; de
Magalhaes ve ark. 2018). Boliinme temelli 6liimsiizliigii kazanmasinin sebebi telomeraz
enzim aktivitesindeki artistir. Sonuna kadar farklilasmis ve boliinebilen bir hiicre en fazla
50-60 defa boliinebilir. Bu hiicresel sinirlama Hayflick limiti olarak bilinir. Kok hiicreler ve
boliinemeyen hiicreler Hayflick limitine uygun hiicre tipleri degildir (de Magalhaes and
Passos 2018). Hayflick limitini dolduran hiicreler replikatif yaslanma sergilerler. Bu
yaslanma sonucunda hiicre senesens denilen sessizlesme yoluna gidebilir veya apoptoz
denilen programlanmis hiicre 6lim yoluna giderek ortadan kaldirilir (Rasnick 2000; de

Magalhaes and Passos 2018).

Replikatif yaslanma apoptotik 6liimii beraberinde getirir. Apoptotik hiicre 6liimii
ekstrinsik (dis etkenlere dayali) ya da intrinsik (i¢ten gelen faktorlere dayali) olabilir. Kanser
hiicreleri apoptotik sinyallerden kagarak hiicresel 6liime direng gostermektedirler (Rasnick

2000).

Saglikl1 hiicreler boliinebilmek icin ¢esitli biiyiime faktorlerine ihtiyag duyarlar, bu
boliinme faktorleri siklikla endokrin (kan yolu) yolla gelen sinyallerdir (Rasnick 2000;

Reyna-Jeldes ve ark. 2021). Bununla beraber hiicreler birbirleri ile parakrin (yakin hiicreler



ile), jukstraktrin (bitisik hiicre) yollar1 ile birbirlerine biiyiime faktorleri salgilayarak
hiicresel boliinmelerini tetikleyebilir (Reyna-Jeldes ve ark. 2021; Weiss ve ark. 2022). Bazi
hiicreler otokrin yol ile kendi kendini uyararak bdliinmesini tesvik eder fakat bunu kok
hiicreler ya da embriyonik hiicreler yaparlar (Weiss ve ark. 2022). Kanser hiicreleri
genellikle herhangi bir ¢evresel biiylime faktoriine gerek duymadan otokrin yolla kendini

boliinmeye sevk edecek kabiliyete sahiptir (Derynck ve ark. 2021; Weiss ve ark. 2022).

Bir hiicre Hayflick limitine ulastiginda veya bodliinmemesi gereken durumlar
meydana geldiginde hiicre i¢i sinyalizasyonda bulunan boliinme baskilayict faktorler
devreye girerek hiicre dongiisiinii belirli noktalarda durdurur (Derynck ve ark. 2021). Bunlar
bliylime baskilayict faktorler olarak adlandirilirlar. Biiyime baskilayici faktorler
organizmanin biitlinlinii koruyan isleyisi saglayan en 6nemli faktdrlerdir (Liu ve ark. 2015).
Bir hiicrede biiytime baskilayici faktorler artis gosteriyorsa hiicre kendini onarmaya ¢alisir
fakat kanser hiicresi bilytime baskilayici faktdrlerden kagis gosterir. Bu sayede hiicre siklusu
durdurulamaz. Dahast hiicre siklusunu durdurmaya yonelik gelen faktorler askiya alinir veya
inhibe edilir. Bu sayede kanserli bir hiicrenin hem bdliinme temelli 6liimstizliigiine yol acilir
hem de apoptotik yollar ile 6liim baskilanir (Liu ve ark. 2015). Hiicre kontrolsiiz sekilde
boliinmeye devam ettikge say1 artar ve kiitlesel artis meydana gelir. Béliinme sistemi bozulan

ve apoptozdan kagan bu hiicresel toplulugun adi tiimordiir.

Aslinda tiimorler damardan sizip baska dokulara yayilinca (invaze olmak) ve
dokular1 isgal edince kanser adini alirlar. Timor hiicrelerinin bulundugu ortamdan
endotelyumu agarak damara sizmasi olayina intravazasyon denir (Hisada ve ark. 2017).
Damara s1zan kanser hiicrelerin yine endotelyumu asarak bagka dokulara yerlesmesi olayina
ise ekstravazasyon denir (Hisada and Mackman 2017). Organizmanin immiin sistemi bu
timor hiicrelerini taniyarak yok ederler (Hisada and Mackman 2017). Dolasimda sayisi1 artan
timor hiicreleri L-selektin ve P-selektin yapisma molekiillerini sentezleyerek dolagimdaki
plateletlere yapisir ve bu sayede immiin sistem hiicrelerinden kagis gosterirler (Hisada and
Mackman 2017). Immiin sistemin hiicrelerinden kagan tiimér hiicreleri farkli bir dokuya
taginirlar ve buraya yerlesirler. Bu olaya metastaz denmektedir. Tiimor hiicreleri artik yeni
bir dokuya tasinmustir (Wei ve ark. 2019). Tiimorlerin olusup damara sizma siirecinde ve
yeni dokulara yerleserek orada gelismesi asamalarindan tekrardan damara sizmasina kadar
olan siireclerde en Onemli asama genellikle hipoksi ile indiiklenerek meydana gelen

anjiyogenez (damar olusumu) sathasidir (Gkountela ve ark. 2019; Wei ve ark. 2019).



Kanserlesen tiimor hiicreleri kapiller ve kan sizdiran damarlar olusturur.
Anjiyogenezi tesvikleyen en 6nemli unsurlar hiicrenin hipoksi (oksijen kitlig1) asamasinda
olmasidir (Dudley ve ark. 2023). Kanser hiicreleri ¢cok hizli boliinen ve kan damarinin
ugramadigi hiicrelerdir. Hizl1 béliinen kanser hiicreleri glikozu da ¢ok hizli tiiketmektedir
(Nowak-Sliwinska ve ark. 2018; Paredes ve ark. 2021). Kan damar1 ugramadig1 i¢in hiicreye
oksijen ve glikoz girisi kisithdir. Hipoksik kosullara maruz kalan hiicre yeniden
damarlanmaya baglayarak hem besin ve gaz aligverisi yapar hem de damara ekstravazyonun

onii acilmis olur (Paredes ve ark. 2021).

Glikoz ve oksijen kitligi, hiicredeki genomik kararsizliklar ve DNA hasarlar ile
beraberinde gelen biyokimyasal degisiklikler hiicrenin enerji metabolizmasini da degistirir.
Normal sartlarda oksijenli solunum yolunu tercih eden hiicre, kanserlesmeye basladiginda

glikoliz yolagini aktif tutarak oksijenli solunumdan kacgar (Liu ve ark. 2017).

Kanserlesme siirecinde kanser hiicresi ve kanserin bulunup yerlestigi doku tohum ve
toprak hipotezi ile rahatlikla agiklanabilir (Liu ve ark. 2017). Bu hipotezde bir hiicre genetik
ve epigenetik olarak kanserlesmeye yatkin ise tohum olarak ifade edilir. Bu tohumu
yesertecek ve ona elverisli bir ortam saglayacak olan doku ise toprak olarak aciklanabilir.
Bu sebeple herhangi bir organda baslayan tiimdrlesme farkli bir organa sigrayabilir ve orada
gelisebilir. Bu sebeple kanser hiicreleri olustugu dokunun yakinlarini degil de daha farkli

uzak dokular istila edebilir (Liu ve ark. 2017).

Akciger kanseri, diinyada ve ililkemizde hem kadinlarda hem de erkeklerde goriilen
ve diinya ¢apinda bir yilda yaklagik 1,6 milyon insanin yasamin1 kaybetmesi ile sonuglanan
kansere bagl dliimlerden ilk sirada yer alan bir hastaliktir (Vecchiarelli ve ark. 2018; Li ve
ark. 2019; Broderick 2020). Akciger kanserleri klinikte iki alt grup olarak incelenmektedir.
Bunlardan ilk grup, kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olarak bilinir. Ikinci grup ise
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseridir (KHOAK) (Vecchiarelli and Bennati 2018).

Her iki baskin tip i¢in sigara ve tiitiin kullanim1 yakindan iliskilendirilmistir (Herbst
ve ark. 2018). Akciger kanseri tanist konulan kisilerin ~%10-15’ini KHAK olustururken,
KHOAK bu tanilarin ~%80-85’ini olusturur (Hou ve ark. 2010; Remark ve ark. 2015; Sibille
ve ark. 2015). KHOAK, alt tiplerinin farkliliklar1 zor ayirt edilebilmesine ragmen histolojik
olarak 4 gruba ayrilan heterojen bir hiicre popiilasyonu igerir. Bu grubun ~%50’si

adenokarsinom (ADK), ~%40’1 skuamoz hiicreli karsinom (SHK), ~%10 biiyiik hiicreli



karsinom (BHK) ve geri kalan1 adlandiramamus alt tiplerdir (Chen, Fillmore, ve ark. 2014;
Remark ve ark. 2015). KHOAK i¢in 5 yillik hayatta kalma oranit %20’nin altinda olup
hastaligin tedavisi i¢in gesitli yontemler gelistirilmektedir (Elias ve ark. 2017; Sun ve ark.
2020). KHOAK tedavi yontemlerinin basinda kemoterapi ve radyoterapi gelmektedir. Fakat
bu tedavi metotlarinin maddiyat1 ve kisiye verdigi zararlar géz oniinde bulunduruldugunda

kanser ile miicadelede yeni arayislar i¢inde olmak kaginilmazdir (Sun and Benet 2020).

Kanser ile miicadele yontemlerinden biri olan kemoterapi uygulamalar1 tedavi géren
kisinin biinyesinde kacinilmaz zararlar olusturmaktadir. Kemoterapinin etkilerini azaltan
veya kemoterapotikler ile ayni etki gosteren fakat daha diisiik dozlarda kullanilmasi arzu
edilen yeni arayislarin basinda flavonoid ad1 verilen ve bitkilerin sekonder metaboliti olan
bilesiklerin etkileri hizla arastirilmaya baslanmistir. Bu maddelerin kanser hiicrelerine daha
fazla etki gostermesi ve ayni1 zamanda saglikl hiicrelerde yarattigi tahribatin daha az olmasi
flavonoidlerin arastirilma konusunda énemli bir yol agmustir. In-vitro, In-vivo yapilan
calismalar sonucunda flavonoidlerin kanser hiicrelerinde hiicre siklusunun durdurulmasi,
kanser ile gelen yanginin azaltilmasi ve kanser hiicreleri apoptoza itmesi flavonoidlerin

arastirilma sahasini genisletmistir.

2.2 Apoptozis
Yunancada, uzaga ayrilma anlamma gelen apo ve diisme anlamina gelen ptoz
kelimelerinin birlesiminden meydana gelir. Apoptosis ’in tam manasi ise agaclarin

yapraklarin1 dokmesi anlamini tasir (Duque-Parra 2005).

Apoptozis, biyolojik gorevlerini tamamlamais hiicrelerin, ayn1 zamanda organizmanin
biitlinliigiine tehdit unsuru olmaya baglayan hiicrelerin giivenli bir sekilde (¢evre hiicrelere
zarar vermeden) ortadan kaldirilmalarini saglayan genetik programlanmis 6lim
mekanizmasidir (Duque-Parra 2005). Apoptoz mekanizmalar1 Caenorhabditis elegans adi
verilen bir nematod ’ta incelenmeye baslanmistir. Bu yolakta gorev alan genlerin insandaki
apoptotik genler ile homolog oldugu gosterilmistir (Cohen 1997). C.elegans’in gelisimini
incelerken 1090 hiicrenin 131’inin yok oldugu goriilmiis ve gelisimin evrelerindeki apoptoz
calismalarinda apoptozun diizenlenmesinde anahtar rol oynayan 3 gen (Ced-3, Ced-4, Ced-
9) tanimlanmigtir (Cohen 1997; Elmore 2007). Ardindan bu genlerin insanlarda diger yiiksek
omurgalilar dahil olmak {izere ¢ogu canlida homologuna rastlanmistir. Apoptoz, normal

doku yenilenmesi, organ kii¢iilmesi ve zarar gérmiis hiicrelerin yok edilmesi haricinde



embriyogenez sirasinda olusan dokulara sekil verilmesi, kanal olusumu ve parmak olusumu

gibi ¢esitli fizyolojik islemlerde de gorev alir (Wong 2011).

Apoptoz regiilasyonu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynakli ¢esitli faktorler tarafindan
gerceklestirilmektedir (Wong 2011; Xu ve ark. 2019). Bu faktorler arasinda apoptozu
tetikleyerek sinyal yolagini baslatan faktorlere “pro-apoptotik™ hiicre 6liimiinii engelleyen
ve apoptoz sinyal yolagini baskilayan faktorlere “anti-apoptotik™ adi verilir. Hiicre i¢i stres
(genomik veya mikrotiibiiller), reaktif oksijen tiirlerinin artisi, ER stresi, hipoksi kosullar,
metabolik stres, hiicre polarite kayb1 gibi sebepler hiicreyi apoptoza gétiirebilir (Xu ve ark.
2019; Morana ve ark. 2022). Apoptoz hiicre dis1 (ekstrinsik) ve/veya hiicre i¢i (intrinsik)
yollar ile tetiklenir. Apoptozun TNF ligand: ile ekstrinsik olarak ilerledigi siire¢ Sekil 2.1°
de gosterilmistir. Apoptoz sadece gelisim siirecinde degil canlinin yetiskin hayatinda da i¢
dengesinin korunmasinda énemli gorev alir. Hiicre igi stres artisi, reaktif oksijen tiirlerinin
artigl, hiicre i¢i kalsiyum dengelerinin bozulmasi vb. sebepler dengesi bozulan hiicreyi
apoptoza gotiiriir. Bu gibi sebepler kontrol edilmezse hiicre i¢i dengesizlik, olast genetik
bozukluklar ve hatta kanser olusumu ile sonuglanabilecegi i¢in Apoptoz bu tiir hiicrelerin

elenmesine yol acarak canlinin genel sagliginin korunmasini saglar (Jeong ve ark. 2008).
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Sekil 2.1. Insan Hiicrelerinde Apoptoz. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklari verilmistir. a) apoptozun
Fas liskili yolag1. b) TNFo ve mitokondriyum iizerinden apoptoz yolagi. (KEGG, Pathway, 2023).

2.2.1 Kaspaz Proteinleri ve Hiicresel Yikimin Baslangici
Kaspazlar (Cysteine-Aspartate Specific Prote ASES/CASPASE) isimlerini aspartik asit
rezidiilerinden hemen sonrasindan kesmek icin sistein rezidiilerini kullanmalarindan

almislardir. Kaspazlar proteinleri aspartat bolgesinden keserler. Hem sitoplazmik protein



yikimi hem de nuklear DNA yikimindan sorumlu hiicre 6liim proteinleridir. Kaspazlar

apoptoz ve inflamasyonda gorev alan korunmus bir proteaz ailesini olusturur. Insanlarda 14

ayr1 kaspaz bulunur ve ii¢ ayr1 grupta incelenir (Fan ve ark. 2005). Kaspaz proteinlerinin

aktivasyonu sonucu Niikleaz enzimleri de aktiflesir bu siire¢ sekil 2.2” de gosterilmistir.

Apoptotik

uyaran

é'AD ICAD CAD/ICAD Komplesi

Kaspaz Aktivasyonu ’\ 'E Inaktif ICAD

4 Proteini
s o ICAD proteini O
Aktif CAD proteini
CAD mRNA'st ———

Ribozom

DNA Pargalanmasi

Niikleus

Sekil 2.2 Kaspaz aktif proteinler. Kaspaz aktivasyonunda gorevli proteinler ve kaspaz aktivasyonu sonrasi
DNA pargalanmasini baslatan yolak. CAD (caspase-activated deoxyribonuclease), ICAD (inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease/kaspaz-ilisikli deoksiriboniikleaz inhibitorii).

a)

b)

Baslaticn kaspazlar: kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10 hiicresel 6liim icin
diger kaspazlarin aktivasyonlarindan sorumlu kaspaz ailesi proteinlerdir. N-uclarinda
bir protein etkilesim bolgesine sahiptirler ve efektor kaspazlarda bulunan glutamat-
X-aspartat sekansin1 kesmektedirler. Cogu proteaz gibi kaspazlar da hiicre iginde
prokaspaz adinda inaktif zimojenler halinde bulunurlar (Kesavardhana ve ark. 2020).
Efektor (Etkili) kaspazlar: kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-6 proteinleri aktive
olduktan sonra hiicresel yikim kaginilmazdir. Etkili kaspazlar enflamatuvar
kaspazlarin aktivasyonunu baslatarak hiicresel yikimi gerceklestirirler (Van
Opdenbosch ve ark. 2019). DEXD aspartat-glutamat-X-aspartat tetrapeptidini
tanirlar ve apoptoz sirasinda hiicredeki hedeflerini kesmekle yiikiimliidiir (Van
Opdenbosch and Lamkanti 2019).

Enflamatuvar kaspazlar: kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-1, kaspaz-11, kaspaz-12,
kaspaz-13, kaspaz-14 hiicresel yikimda gorevli kaspazlardir. N-ug¢larinda bir kaspaz
baglanma bolgesi olan CARD’1 tagirlar ve substratlarini X’in hidrofobik bir rezidii
oldugu X-glutamat-histidin-aspartat aminoasit sekansindan sonra keserler (Beroske
ve ark. 2021). Kaspaz ailesi proteinlerin substratlari, hiicre siklusu ve sitoiskelet

proteinleri, Niikleik asit metabolizmasina katilan proteinler ve transkripsiyon



faktorleri, sinyal iletiminde rol alan proteinler ve sitokin dnciilleridir (Larsen ve ark.

2017).

2.2.2 Apoptozun Ekstrinsik Yolag:
Distan gelen uyaranlarin tetikledigi apoptoz yolagi, TNF, FAS-L ve TRAIL 6lim
ligandlarinin bir bagka hiicrenin zarinda bulunan kendi reseptorlerine baglanmalarini takiben

tetiklenmektedir (Matson ve ark. 2020).

Ligantlar reseptore baglandiktan sonra reseptdrlerin sitoplazmik ucunda bulunan DD
etkilesim bolgeleri adaptor protein FADD (FAS Associated Death Domain/Fas iligkili 6liim
domaini) ile prokaspaz-8 proteinlerini bir araya getirerek DISC’i olusturur (Matson and
Yang 2020). (DISC: Death-inducing signaling complex). Oliim ligantlar1 hiicreyi
uyardiginda, kaskatlar sonucu aktiflesen kaspaz-3, sitozolde bulunan ICAD (inhibitor of
caspase-activated  deoxyribonuclease/kaspaz-iligikli ~ deoksiriboniikleaz  inhibitdrii)’1
inaktiflestirir (Matson and Yang 2020). Bu nedenle, Inaktiflesen ICAD, normal haldeyken
bagli oldugu CAD (caspase-activated deoxyribonuclease) dan ayrilir. Sitozolde serbest kalan
CAD, niikleusa girerek kromatin yogunlagsmas: ve DNA kiriklarinin olusmasina bdylece

hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (Matson and Yang 2020; Tan ve ark. 2021).

Sekil 2.3’ gosterilen apoptozun ekstrinsik yolag1 disaridan gelen 6liim sinyalleri ile
uyarilan ve hiicresel 6limii mitokondria destekli getiren siiregtir. Disaridan gelen sinyaller
sonucu olusan apoptoz yolu tipki diger hiicre i¢i sinyalizasyon yollar1 gibi fosforilasyon
kaskadlarina dayalidir. Distan gelen uyaranlarin tetikledigi apoptoz yolagi, TNF, FAS-L veya
TRAIL o6liim ligandlarinin bir bagka hiicrenin zarimda bulunan kendi reseptorlerine
baglanmalarin1 takiben tetiklenmektedir (Tan ve ark. 2021). Uyaranlar reseptore
baglandiktan sonra reseptorlerin sitoplazmik ucunda bulunan DD etkilesim bolgeleri adaptor
protein FADD ile prokaspaz-8 proteinlerini bir araya getirir ve DISC olusumu tamamlanir.
Kaspaz-8 DISC igerisinde aktive edilir. Belirli kesilim yerlerinden kirpilmasindan sonra
aktif enzim olarak iki adet p20 ve iki adet p10 alt birimlerinin bir araya gelmesi sonucu tam
aktif hale gelir. Aktif kaspaz-8 ise Oncelikle prokaspaz-3,-6,-7’nin de p20 ve pl0 alt
birimlerine kesilmesinin ve aktiflesmesinin saglandig1 kaskat1 baglatir (Laubach ve ark.
2019). Apoptozu tetikleyen bu mekanizmalar1 yaninda DISC’in ¢alismasina apoptozu
Onleme goreviyle baglanan FLIP proteinleri de mevcuttur. FLIP’in baglanmas1 prokaspaz-

8’in DISC kompleksinde aktif formunu almasini engeller. Bu sekilde 6liim reseptorleri



araciliiyla tetiklenen hiicre 6liimii engellenmis olur (Mor ve ark. 2002; Laubach ve ark.
2019). Aktif kaspaz-8’in dnemli hedefleri arasinda BID proteini yer almaktadir. BID nin
kesilimi sonrasinda tBID’in mitokondrinin dig zarina yerlestigi ve BH3 bdlgesi araciliiyla
anti-apoptotik BCL-2 ve BCL-X proteinlerinin denetleyici gorevlerini inhibe edip
mitokondrinin dig zarinda BAK/BAX kanallarinin olusmasini sagladigi gosterilmistir. Bu
asamada olusan kanallardan sitokrom c salim1 gergeklesir ve bdylece distan gelen apoptoz
uyar1 yolagi mitokondri merkezli igten gelen apoptoz uyar1 yolagina baglanir (Mor ve ark.
2002). Kaspaz -3,-6,-7 kendi hedef proteinlerini spesifik kesim dizilerinden taniyip

enzimatik makaslama gorevi goriirler (Mor ve ark. 2002).
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Sekil 2.3 Ekstrinsik Apoptoz yolagi. FAS veya TRAIL ligandlar1 hiicre yiizey reseptorlerine bagladiginda
FADD (Fas iliskili 6lim domaini) aktive eder ve hiicre igerisinde kaspaz proteinleri aktive eden bir
fosforilasyon selalesi baslar. kaskatlar sonucu aktiflesen kaspaz-3, sitozolde bulunan ICAD (inhibitor of
caspase-activated deoxyribonuclease/kaspaz-ilisikli deoksiriboniikleaz inhibitorii)’1 inaktiflestirir. Bu nedenle,
Inaktiflesen ICAD, normal haldeyken bagh oldugu CAD (caspase-activated deoxyribonuclease) dan ayrilir.
Sitozolde serbest kalan CAD, niikleusa girerek kromatin yogunlasmas: ve DNA kiriklarinin olugmasina
bdylece hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (KEGG, Pathway, 2023).

2.2.3 Apoptozun Intrinsik Yolag

Radyasyon, UV 1s1n, Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinde artis, ATP/ADP ve NADPH
azalmasi, hipoksi kosullarin meydana gelmesi Ca"" iyonlarinda artis, DNA hasar1 gibi
olaylar sonrasi apoptoz mitokondriyum yolundan ilerler (Mor ve ark. 2002; Imao ve ark.
2013). Bu yol apoptozun intrinsik yoludur. Aslinda ekstrinsik yolak ve intrinsik yolak
birbirileri ile bagimsiz yollar degildir. Her iki yolakta kaspaz proteinlerine baghidir. DNA

hasari, metabolik stres gibi sinyaller tespit edildiginde igten gelen uyaranlarin tetikledigi
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apoptoz yolaginda BCL (B Cell Lenfoma) ailesi tiyelerinin diizenledigi ayr1 bir ileti kaskadi
devreye girer (Imao and Nagata 2013). Apoptozun intriksik yolu Sekil 2.4’te gosterildigi
gibi mitokondriyum destekli bir yikim siirecidir. Apoptozun ekstrinsik yolu da
mitokondriden desteklidir, fakat FAS, TRAIL, TNF gibi disaridan gelen 6liim sinyalleri ile
degil de kaspaz aktivasyonlari, bozulan mitokondri permabilizasyonu gibi faktorler sonucu

6lim reseptorleri uyarilmadan gelen hiicresel dliimdiir.

Bu sinyallerin yoklugunda BCL ailesi iiyelerinden BCL-2 ve BCL-XL gibi anti-
apoptotik proteinler pro-apoptotik iiyeler olan BAK ve BAX’mn aktivasyonunu engeller.
Belirtilen olaylar ardindan mitokondriyum permabilitesi bozulur (Imao and Nagata 2013).
Mitokondri dis zarinin permeabilizasyonu sonucunda sitokrom c¢ ve Smac/DIABLO
(SMAC:s; Second mitochondria-derived activator of caspase) uyaranlari sitoplazmaya salinir
ve sitokrom ¢ apoptozom ad1 verilen komplekslerin olusmasinda gorev almaktadir (Mor ve

ark. 2002; Imao and Nagata 2013; Tan ve ark. 2021).

Mitokondri zarindan salinan sitokrom-c, APAF-1 proteinine baglanarak niikleotit
degisimini ve APAF-1’in oligomerizasyonunu tetiklemektedir. Sitokrom-c adi verilen
protein sitozole gegerek Apaf-1 (Apoptoz aktive edici faktor-1) ile birlesir ve yedili bir ¢ark
olusturur (Mor ve ark. 2002; Lindholm ve ark. 2004; Imao and Nagata 2013). Daha sonra bu
komplekse prokaspaz-9 baglanir ve kaspaz-9’un otokatalik aktivasyonu gergeklesir. Aktif
kaspaz-9 ise yolagin altindaki hedef proteinler olan efektdr kaspazlari kesilimlerini
saglamaktadir. Bu sinyal yolaginda kaspaz-3’iin aktivasyonu sonrasinda geri doniis miimkiin

degildir (Chen, Xu, ve ark. 2014).
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Sekil 2.4 Apoptozun Intrinsik Yolu. Hiicresel stres ve diger gevresel etkenler pro-apoptotik proteinlerin
sitozoldeki miktarmi arttirir. Ardindan mitokondrinin permeabilitesini bozulur ve mitokondriden sitozole
sitokrom-c salinir. Sitokrom-c sitozolde APAF-1 ve kaspaz-9 ile birleserek apoptozom kompleksini olusturur.
Bu kompleks sitozolde kaspaz aktivasyonuna baglar ve hiicresel 6liim baslatilir (KEGG, Pathway, 2023).

Mitokondriyal apoptotik proteinler pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Anti-apoptotik proteinler BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, Al
proteinleridir. Pro-apoptotik proteinler ise BAX, BAK, PUMA, NOXA, BIM, BAD, BID,
BMF proteinleridir (Imao and Nagata 2013; Chen, Xu, ve ark. 2014). Apoptotik veya
patolojik bir uyaran gelmedigi siirece BCL-2, BCL-X gibi anti-apoptotik proteinler BAX,
BAK gibi pro-apoptotik proteinlere baglanarak apoptoza engel olurlar. Kanser hiicrelerinde
ise DNA hasarina verilen tepkiler farklidir. Bu hiicrelerde DNA hasar tespit edilse dahi
hiicre dongii bloklar1 veya hiicre intihar mekanizmalar1 dogru ¢calismamaktadir (Chen, Xu,
ve ark. 2014). p53 proteini hiicre donglisiinde gorevli ve DNA hasarinin tamir edilemeyecek
oldugu durumlarda BAX ve PUMA gibi pro-apoptotik proteinlerin ifadesini arttirarak

hiicrenin intihara siiriiklenmesini kolaylagtirir.

Ancak kanserli hiicrelerde hiicre dongiisiinde gorevli p53 proteini mutasyona
ugramistir veya ikinci kopyast yok olmustur. Bu sayede apoptoz mekanizmasi

aktiflestirilemedigi i¢in hiicre kontrollii 6liime gidemez (Chen, Xu, ve ark. 2014).
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2.2.4 p53 proteini

Tiimdr baskilayict protein olan p53, mitotik i8i iplik hasari, DNA hasari, hipoksi
durumu ve onkogenler tarafindan yiiksek diizeyde aktive edilebilen kisa Omiirlii bir
transkripsiyon faktoriidiir (Chen, Xu, ve ark. 2014). Giinlimiizde p53°ilin ¢ok fonksiyonlu bir
protein oldugu hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptoz, farklilagma ve yaslanma gibi
bir¢ok biyolojik islemde gorev alindigi bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde G1 kontrol
noktasinda beklemede p53 proteinin faaliyeti etkili olur. DNA hasar1 oldugu zaman, bu hasar
hizlica p53 iiretimini arttirir. Bu artan p53 seviyesi de hiicrenin G1 evresinde kalarak S
evresine ge¢mesini dnleyen sinyalleri olusturur. Insan kanserlerinde p53 proteini kodlayan
gen mutasyona ugramistir (Wang ve ark. 2023). Mutasyon sonucu ortaya ¢ikan p53
fonksiyon kayb1, olusan DNA hasarina ragmen siklusun G1 de durmasini saglayamaz. Sekil
2.6’ da mutant p53 proteininin hiicre siklusunu durdurmada basarisiz oldugu yol
gosterilmigtir. Bunun sonucu hasarli DNA tamir edilmeden replike olur ve yavru hiicrelere
gecer. Hasarli DNA’nin bu kalitimi mutasyon frekansinin daha da artmasina ve hiicresel
genomun dayaniksizliina neden olur. P53 proteininin stabilizasyonu DNA hasarina ya da
c-MYC gibi onkogenlerin uygunsuz aktivasyonlarina cevap olarak gergeklesir p53 apoptozu
veya hiicre dongiisiinii kontrol eden genleri koordine eden bir kontrol noktasi gibi calisir
(Kanapathipillai 2018). p53°te goriilen fonksiyon bozukluklar1 sonucunda kanserlesme
gerceklesmektedir. p53 geni insanda 17pl13.1 kromozom bolgesinde lokalize olup 393
aminoasitten olugan bir protein kodlanmaktadir. Protein yapisal ve fonksiyonel olarak farkli
5 bolge igerir. 1-63. aminoasitlerin olusturdugu N-terminal aktivasyon domaini (TAD) p53
ile sik1 iligki igerisinde olan MDM2 proteininin de baglanma bolgesini olusturmaktadir

(Kanapathipillai 2018).

2.2.5 p53’iin Aktivasyonu ve Fonksiyonu

p53 proteini yaklasik 20 dakikalik yar1 dmre sahip oldugundan hiicrede normal
kosullarda diisiik seviyededir. Hipoksi, DNA hasari, oksidatif stres gibi bir¢ok kosulda
aktiflesebilmektedir. p53 aktiflestikten sonra kendisinin transkripsiyonunu da tetikler ve
transkripsiyon faktorii rolii artar (Kanapathipillai 2018; Sabapathy ve ark. 2019). p53’iin
DNA kiariklar1 sonucunda aktive edilebilmesinin en kalict mekanizmasi baska bir proteinin
DNA kiriklarimi taniyarak aktif hale gelmesi ve daha sonra da p53 ile iliskiye gegerek onu
aktiflestirmesidir. Iyonize radyasyon sonucu meydana gelen DNA ¢ift kiriklarinda ilk olarak

Ataksia telangiektasia mutated kinaz (ATM) uyarilir. ATM, ikinci kinaz (chk2) olan Chk2’yi

13



fosforilleyerek aktiflestiri. ATM ve Chk2 her ikisi de p53’iin N-terminal bolgesinden
fosforilleyerek aktiflestirir (Kanapathipillai 2018; Sabapathy and Lane 2019). DNA hasarina
ek olarak hipoksi p53 protein seviyesinin yiikselmesine ve p53 aktivasyonuna sebep olabilir.
p53°in organizmada kanser gelisimine karst rol oynadigi bilinmektedir. Birgok tiimor
cogalmaya baglaylp belirli ol¢iilere ulastiginda kan destegine ihtiyac duydugundan
anjiyogenetik faktorlere ihtiya¢ duyar (Kanapathipillai 2018). Hipoksi sonucunda p53
aktivitesi indiiklenerek bu gibi hiicrelerde apoptoz tetiklenebilir. p53 tarafindan diizenlenen
bir gen olan Trombospondin’in gen iirlinii bu gibi timdrlerin kan destegini azaltan bir
antianjiyogenik faktor olarak c¢alisir ve boylece tiimor gelisimi p53 tarafindan
trombospondin gen ekspresyonunu tetikleyerek engellenmis olur(Sabapathy and Lane 2019;

Liebl ve ark. 2021).

2.2.6 p53 ve Hiicre Dongiisii

DNA hasarinin bazi formlaria cevap olarak p53 ve p21 geninin transkripsiyonunu
aktive eder Sekil 2.5. p21, Cdk4-6/SiklinD, Cdk2/SiklinE ve Cdk2/SiklinA’ya baglanarak
bu kompleksleri inhibe eder. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarini olusturan bu siklin
bagimli kinazlarin inhibisyonu ile hiicre dongtisti durdurulur. p21 yalnizca hiicre dongiistinii
durdurmakla kalmaz ayn1 zamanda DNA replikasyonu i¢in gerekli proliferasyonu tetikleyici
hiicre niikleer antijeni (PHNA) kompleksine baglanip DNA polimerazi engelleyerek DNA
sentezini de durdurmaktadir (Koo ve ark. 2022). p53’iin G1/S gegisindeki kontroliine ek
olarak G2/M noktasini da kontrol ettigi belirlenmistir (Koo ve ark. 2022). Boylece p53, DNA
replikasyonunu engelleme yetenegi ile hasarli DNA’nin yavru hiicrelere aktarilmasini
engelleyerek ve DNA sentezi sirasinda olusan hasarlarin mitoza girmeden tamir edilip
hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin olugmasini engelleyerek koruyuculuk gorevini yerine

getirmektedir (Engeland 2022).

2.2.7 p53 ve Apoptoz

Hiicrede DNA hasar1 meydana geldigi zaman DNA kiriklarini tantyarak aktiflesen
ilk kinaz DNA-bagimli protein kinazdir (Engeland 2022). DNA kiriklarinin meydana geldigi
tek iplikli DNA koluna baglanan DNA bagimli protein kinaz aktif hale gecer ve p53’ii
fosforlar. Fosforlanarak aktiflesen p53 hedef genlerinden biri olan p2lwaf/Cipl’in
transkripsiyonunu aktive ederek ekspresyon diizeyini arttirir. Bdylece hiicre i¢inde p21

konsantrasyonunun artig1 hiicre dongiisiiniin G1’de durmasina neden olur. Duraksama
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esnasinda hiicrenin genomik DNA’sinda meydana gelen hasarin onarilmasi i¢in vakit

kazanilir. Bu asamada GADDA45 ¢ok énemli bir proteindir (Chen 2016).

Hiicredeki DNA hasar1 diizeltilirse p53 aktivasyonu azalacak ve p53’iin hiicre
dongiisiindeki baskis1 ortadan kalkacaktir (Ye ve ark. 2017). Ancak meydana gelen DNA
hasar1 ¢ok agirsa ve onarilmasi miimkiin olmuyorsa hiicre dongiisiine devam edilmesine izin
verilmeyeceginden hiicre apoptoza yonlendirilir. Bu asamada p53, hedef genlerinden olan

pro-apoptotik BAX’1n transkripsiyonunu aktive eder.

Bax’in konsantrasyonunun hiicre i¢inde artmasi normalde mitokondri porlarinda
dimerler halinde bulunan ve mitokondride sitokrom C salinimini engelleyen Bcl-2’nin Bax
ile heterodimer olusturmasina neden olur (Ye ve ark. 2017; Engeland 2022). Mitokondriden
sitokrom-C salinimini engelleyen Bcl-2 dimerleri yerine Bax-Bcl-2 heterodimerlerinin
olugsmasiyla mitokondri porlar1 kapatilamaz ve sitokrom-C mitokondriden salinir (Wang ve
ark. 2023). Sitokrom C sitoplazmaya geger ve Apaf-1’e baglanarak Kaspaz-9’un da katildig1
apoptozomlarin olusumu sonucunda kaspazlar aktif hale gegerek apoptozun baslamasi i¢in

gereken sinyal olusur ve hiicrenin programli hiicre 6liimii gerceklesir (Wang ve ark. 2023).
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Sekil 2.5 p53 yolagi. timor supressor protein olan p53 bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre dongiisiinii p21 ile
durduran ve hiicreyi apoptoza gotiiren yolaklarin kilit proteinidir (KEGG, Pathway, 2023).
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Sekil 2.6 p53 ve p21 Proteinleri Uzerinden Hiicre Dongiisii Kontrolii. Memeli hiicrelerinde G1 kontrol
noktasinda beklemede p53 olarak adlandirilan bir proteinin faaliyeti etkili olur. DNA hasar1 oldugu zaman, bu
hasar hizlica p53 {iretimini arttirir. Bu artan p53 seviyesi de hiicrenin G1 evresinde kalarak S evresine
gecmesini dnleyen sinyalleri olusturur. Insan kanserlerinde p53 proteini kodlayan gen mutasyona ugramistir
(Wang ve ark. 2023). Mutasyon sonucu ortaya ¢ikan p53 fonksiyon kaybi, olusan DNA hasarina ragmen
siklusun G1 de durmasini saglayamaz. Bunun sonucu hasarli DNA tamir edilmeden replike olur ve yavru
hiicrelere geger. Hasarli DNA’nin bu kalitimi1 mutasyon frekansinin daha da artmasina ve hiicresel genomun
dayaniksizligina neden olur. P53 proteininin stabilizasyonu DNA hasarina ya da ¢-MYC gibi onkogenlerin
uygunsuz aktivasyonlarina cevap olarak gerceklesir(Wade ve ark. 2013; Wang ve ark. 2023). (KEGG, Pathway,
2023).

2.2.8 P53 ve kanser

Kanser hiicrelerinde DNA hasarina verilen tepkiler farklidir. Bu hiicrelerde DNA
hasar1 tespit edilse dahi hiicre dongii noktalar1 veya hiicre intithar mekanizmalar1 dogru
calismamaktadir (Barabutis ve ark. 2018). p53 proteini hiicre dongiisiinde gorevli ve DNA
hasarmin tamir edilemeyecek oldugu durumlarda BAX ve PUMA gibi pro-apoptotik
proteinlerin ifadesini arttirarak hiicrenin intihara stirliklenmesini kolaylastirir. p53’iin
aktivasyonu da PUMA, NOXA gibi pro-apoptotik proteinlerin ifadesini saglar ve bu
proteinler anti-apoptotik BCL-2 {iyelerine baglanarak ve BAX ve BAK’1 serbest birakir.
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Serbest olan BAX/BAK mitokondri permeabilizasyonu yoluyla Smac/DIABLO ve
sitokrom ¢ salimini tetikler. Sitokrom c¢ apoptozomlarda kaspaz-9’u aktive ederken
Smac/DIABLO IAP’lar1 (Inhibitor of Apoptosis) antagonize ederek kaspazlarin serbest
kalmasini saglar. Serbest kalan kaspazlarin aktivasyonuda hiicreleri 6liime gotiiriir (Wade ve
ark. 2013; Barabutis ve ark. 2018). Ancak kanserli hiicrelerde hiicre dongiisiinde gorevli p53
proteini mutasyona ugramistir veya ikinci kopyasi yok olmustur. Bu sayede apoptoz
mekanizmasi aktiflestirilemedigi icin hiicre kontrollii 6liime gidemez (Barabutis ve ark.
2018). Tiim kanserlerin neredeyse %50’°sinde p53 mutasyonu goriiliir. Bazi p53 mutasyonlari
ise hiicrenin onkogenik 6zellikler kazanmasina neden olmaktadir. Bu mutasyonlar daha ¢ok
nokta mutasyon olup yaklasik %86 kayip, %10 anlamsiz, %4 sessiz mutasyon olarak dagilim
gostermektedir. p53, bu tiir nokta mutasyonlar ile cesitli sekillerde inaktive olmakta ve
aktivasyonu engellenmektedir. Cogunlukla mutasyonlar p53’iin DNA baglanma domaininde
goriilmektedir. Bu tliir mutasyonlar p53 aktive edilse bile hedef genlerin aktivasyonunun
onlenmesiyle fonksiyonunu yerine getirememesini saglayarak etki gostermektedir. Bazi
mutasyonlar ise dogrudan fosforlanma boélgesinde meydana gelmekte bu durumda p53°iin
fosforillenmesine engel olarak proteinin aktivasyonunun onlenmesine neden olmaktadir

(Wade ve ark. 2013; Ye ve ark. 2017; Barabutis ve ark. 2018).

Genetik degisimler ile p53 aktivitesinin indirgenmesi bir biitiinciil bakis acisi
saglamaktadir. Bu modele gore p53 geninin kaybi pankreatik neoplasmlarin son evresinde
goriilmektedir. p53 mutasyonlart meme kanserinde 6zellikle 2 cm’den kiigiik ve erken evre
olan T1 timorlerinde nadir goriilmekte olup 5 cm’den biiyiikk T3 tiimorlerinde sik
goriilmektedir (Barabutis ve ark. 2018). Bununla beraber karsinogenezin ge¢ donemde
goriilen p53 mutasyonlart mesane, hepatokarsinoma ve prostat kanserlerinde de
bilinmektedir. Tim bu bulgular p53 mutasyonlarinin birgok kanser tipinde goriilmekte
oldugu ve mutasyon zamanlamasinin farkli tip hiicrelerde ve siire¢lerde belirleyici oldugunu
gostermistir (Barabutis ve ark. 2018). p53 mutasyonlarinin 6ncelikli olarak malign olmayan
oncil hiicresel degisimlere neden oldugunu ve kanser risk faktorlerinin bu sekilde arttigini

belirlenmistir (Wade ve ark. 2013; Ye ve ark. 2017).
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2.3 Flavonoidler

Kanser ile miicadelede kemoterapinin bilinen yan etkileri g6z oniine alindiginda, bu
yan etkilerin daha az olacagi ve kemoterapi kadar kuvvetli yeni bilesikler arayisi i¢ine
girilmistir. Yeni bilesikler arasinda en goze ¢arpan kimyasal gruplardan biri, bitki hiicrelerini
mikroorganizmalara, boceklere ve UV 1smlarma kars1 savunmada onemli bir rol alan
polifenollerin bir alt sinifi olan flavonoidlerdir. Flavonoidler, baslica sebze ve meyvelerde
bulunan aynm1 zamanda bitkilerde ¢ok cesitli gorevler alan aktif sekonder metabolitlerdir.
Flavonoidler bes alt gruba ayrilan poli-fenolik bilesiklerdir (Ciumarnean ve ark. 2020). Bu
bes grup, flavonlar, flavanlar, flavonoller, katesinler ve antosiyanidinlerdir ve sekil 2.7’ bu
bilesiklerin kimyasal yapis1 gosterilmistir. (Teles ve ark. 2018; Ciumarnean ve ark. 2020).
Diyet sonucu alinan sebze ve meyvelerdeki bu bilesiklerin etkileri arastirildiginda
antioksidan, anti-inflamatuar, kardiyo koruyucu, apoptoz ve otofaji indiikleyici gibi pek ¢cok

etkileri ortaya ¢ikarilmistir (Fan ve ark. 2022).

Flavonoidler bitkilerin yaprak cicek ve meyvelerinin parlak renkler kazanmasi ve
bitkinin bu boliimlerinin kirmizi, mavi, sar1, turuncu vs. renklere sahip olmasima etki
gosterirler. Ayrica flavonoid gruplart kirmizi sarapta, tibbi ve aromatik bitkilerde, kahve ve
cay gibi bitkilerde de bulunur. Flavonoidler genellikle glikozillenmis halde bitkide
bulunurlar (Fan ve ark. 2022; Slika ve ark. 2022). Flavonoidler i¢in en yaygin glikozillenme
birimi yani glikosidik birim glikozdur, bunun yaninda glukoramnoz, galaktoz, arabinoz ve
ramnoz daha az bulunan diger Ornekler arasinda gosterilebilir. Bu sekerlerin B-bagi
genellikle pankreatik enzimler tarafindan hidrolize edilmeye kars1 direnclidirler (Slika ve

ark. 2022).

Aslinda flavonoidler, bitki biyokimyasinda ve fizyolojisinde antioksidan etki
gosteren ve enzim inhibitorleri olarak gorev alirlar. Bununla beraber bitkinin toksik
maddelerinin Onciilleri olarak bulunabilirler. Flavonoid bilesikleri bitkide sekonder
metabolit olarak kullanildigindan ve c¢oklu heterosiklik oldugundan elektron tasiyiciligi,
enerji transferinde araci molekiiller biiylime diizenleyicileri vs. pek cok evrede gorev alirlar

(Slika ve ark. 2022).

Flavonoidler bitkideki bu fonksiyonlarinin haricinde bitkinin azot fiksasyonuna da
katilirlar. Bitkilerin yapisinda bu denli bulunan ve bitkilerin neredeyse biitiin kisimlarinda

bulunan bu polifenolik bilesiklerin diger canli gruplari tizerindeki etkileri arastirilma
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konusudur. Bitkilerin diinyada memelilerden bakterilere kadar biitiin canlilar ile iliskisi
vardir. Gerek av-avci iligkileri gerekse mutualist yasam sonucu bitkiler pek ¢ok canli
tarafinda tiiketilmekte veya aym habitatta iliskili yasam kurmaktadir. Insanlar bitkiler ile
gecmisten giinlimiize i¢ igedir. Bitkilerin yapilarinda bulunan flavonoidlerin insan hiicreleri
lizerine olan etkileri hatta insan kanserlerine olan etkileri merak edilmektedir ve arastirma
konusu olmaktadir. Ozellikle yakin zamanlarda flavonoidlerin hepato-koruyucu anti-oksidan
ve anti-kanserojen etkileri caligmalar sonucu aydinlatilmaktadir. Kanser ile miicadelede

kemoterapiye yardimci maddeler arasinda flavonoidler basi ¢ekmektedir.

CC
=

Antosiyanidin

Flaven

Flavonol

Sekil 2.7 Flavonoid Anasmiflar1 ve Molekiil Yapilari. Ana flavonoid omurga yapisi 3 hetero halkadan
olugmaktadir. Bu flavonoid omurgadan kdkenlenen flavonoidlerin alt gruplari gosterilmistir. (Kopustinskiene
ve ark. 2020).

2008’den giinlimiize kadar yapilan calimalar ile flavonoidlerin anti-inflamatuar,
antioksidan, antialerjik ve hepato-koruyucu o6zelliklere sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu
nedenle flavonoidler daha ¢ok arastirma konusu olmustur ve bu o6zelliklerine ek olarak
flavonoidlerin  antitrombotik, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu ozelliklere sahip olduklar1 diisiiniilmektedir

(Kopustinskiene ve ark. 2020; Fan ve ark. 2022; Slika ve ark. 2022).
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2.3.1 Flavonoidler ve Kanser

Kanser hiicre hattindaki sitotoksisite ¢alismalari, temel olarak normal hiicreleri
etkilemeyen kanser hiicrelerinde toksisiteye sebep olan flavonoid bilesiklerinin giigli
antikanser etkilerini gostermistir. Yapilan ¢alimalar ile flavonoidlerin bir alt grubu olan
flavonlar hiicre boliinmesini potansiyel inhibitérii olarak gérev almislardir. In-vitro ve in-
vivo calismalar sonucunda flavonoidlerin kanser hiicrelerinde kontrolsiiz hiicre siklusunu
inhibe ettikleri ve normal hiicrelere ciddi sekilde az etki ettikleri gosterilmistir. Pek ¢ok
kanser tiirlinde yapilan ¢alismalar sonucunda flavonoidlerin kanser ile miicadelede aday
bilesikler oldugu gosterilmistir. Hiicre kiiltiirli ve deney hayvanlar1 ¢alismalari kemoterapiye
ek olarak flavonoidlerin kanser hiicrelerinde apoptotik ve bdliinme durdurucu etkileri

gosterilmistir (Ciumarnean ve ark. 2020; Slika ve ark. 2022).

Birgok bilesikte oldugu gibi flavonoidlerin de yapisinda meydana getirilen molekiiler
degisiklikler bu metabolitlerin etkilerini gesitli sekilde arttirabilir. Flavonoidlerin yapisinda
glikozil gruplar1 bulundugundan suda ¢oziintirliigii fazladir. Fakat molekiiler degisiklikler ile
yeniden sentezlenen flavonoidler yagda c¢oOziinlir hale getirilerek hiicre hedeflemesi
kolaylastirilabilir. Benzer sekilde flavonoidlerin yapilarina eklenen yan gruplar veya
dimerlestirme sonucunda biyolojik aktiviteleri arttirilabilir. 2009 yilinda Mohammed
tarafindan yapilan c¢alismada biri krizin ve kersetin molekiillerinin antioksidan etkileri
arasindaki fark aranmistir. Kersetin, krizin molekiiliinden farkli olarak B halkasinda iki, C
halkasinda ise bir tane olmak tizere toplam ii¢ tane hidroksil grubu bulundurur ve krizin
kersetine gore 20 kat daha etkili bir antioksidandir (Kopustinskiene ve ark. 2020; Fan ve ark.

2022).

2.3.2 Tektorigenin

Ug adet hidroksil grubuna sahip bir metoksi izoflavon olan tektorigenin Sekil 2.8,
kimyasal olarak adi 5,7-dihidroksi-3-(4-hidroksifenil)-6-metoksi-4H-kromen-4-on olarak
belirtilir (Rong ve ark. 2023). Molekiiler agirlig1 300,26 gr/mol olarak bildirilmistir (Rong
ve ark. 2023). Tektorigenin biyoaktif bir molekiildiir ve bir¢ok bitkide bulunur. En sik ve bol
miktarda rastlanilan bitkiler arasinda zambakgillerden bogiirtlen zambag1 olarak bilinen
Belamcandae ailesinden Belamcanda chinensis, (Leopar ¢igegi) ve ¢ok yillik rizomatoz bitki

olan mavi spuria da (Iris spuria) rastlanmistir.
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Sekil 2.8 Tektorigenin maddesinin molekiiler yapisi. Hidroksil gruplarinca zengin bir izoflavon olan
tektorigenin maddesinin molekiiler yapist gosterilmistir. (Zhou ve ark. 2023).

Tektorigenin izoflavonunun hiicre i¢i sinyalizasyonda etki ettigi gosterilmistir. Hiicre
icerisinde PPARY/NF-kB, yoluna etki ederek hepato-koruyucu etkileri, PI3K/AKT, yolu
tizerinden anti-inflamatuvar 6zellikleri oldugu bilinmektedir (Zhou ve ark. 2023). Benzer
sekilde hiicre i¢i sinyalizasyonda TLR4/NF-kB, IKKB/NF-kB/JNK, yolaklarina etkiyerek
anti-diyabetik ve anti-obezite etkilerinin var oldugu ve solunum sistemini koruyucu
ozellikleri bildirilmistir (Zhou ve ark. 2023). ERK/JNK, yolag: iizerinden noéro-koruyucu
etkileri ve MAPK/INK/AP-1, AKT/MAPK, TGF-f1/Smad hiicresel sinyal yolaklar
tizerinden kemik-koruyucu, anti-apoptotik ve kardiyo-serebrovaskiiler sistemi koruyucu
etkinlikleri bilinen bir izoflavondur (Yeh ve ark. 2020; Rong ve ark. 2023; Zhou ve ark.
2023).

Belamcandae rizomlarindan elde edilen tektorigenin ekstraktinin insan akciger
kanseri hiicre hattinda inhibitér etkileri izlenmistir (Mogbel ve ark. 2020). Deney
hayvanlarinda akciger karsinomu tetiklenmis farelere sub-kutan6z yolla verilen tektorigenin
(30mg/kg) tiimdr hacminde %30.8°1ik bir inhibisyona yol agmistir (Wang ve ark. 2013; Ma
ve ark. 2018; Zhou ve ark. 2023).
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2.3.3. Yeni Sentezlenilen Flavonoid Tiirevi Bilesik: 5Y2
5Y2 bilesigi Sekil 2.9’ da gosterildigi gibi flavon omurgadaki B halkasinin 6 nolu

karbonundan florlanarak sentezlenmis olup, 300,29g/mol molekiil agirli§ina sahiptir.

MeO O

MeO §

5Y-2

Sekil 2.9 5Y-2 Bilesiginin Molekiiler Yapisi. Bir flavonoid tiirevi olan 5y-2 bilesiginin molekiiler yapisi.
Flavonoid ana omurga B halkasinin 6. Karbonundan florlanarak elde edilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Cahlsmamizda Kullanilan Kimyasallar ve Materyaller

Caligmamizda kullanilan cihaz ve kimyasallar ¢izelge 3.1° de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Materyal ve Kimyasallar

Cihaz Ad1

MARKASI

Biyogiivenlik Kabini

Thermo, HeraSafe KS Class 11

Karbondioksit Inkiibatorii

Thermo, HeraCell 150i

Hassas Terazi

Ohaus, Pioneer PA214C

Isik Mikroskobu Novel, N-120

Inverted Mikroskop Nikon, Eclipse TS100

pH Metre Hanna Instruments, HI 2211
Microfuge 20R Beckman Coulter

Sogutmal1 Santrifiij

Beckman Coulter

Sogutmal1 Santrifiij

Hettich, Universal 320R

Spektrofotometre, Elisa Reeder

Thermo, Multiskan GO

Su Banyosu

Stuart, SWBD

Ultrasonik Homojenizator

Elmasonic S 40

-20°C Derin Dondurucu Bosch
+4°C Derin Dondurucu Bosch
Sogutmali Santrifiij Sigma, 3-30K

Manyetik Karistirici-Isitict

Heidolph, MR Hei-Stveard

-80°C Derin Dondurucu

Daihan, SimpleFreez U500

Saf Su Cihazi Merck, Millipore Direct-Q® 3UV
Vorteks Vorteks VELP Scientfica, Classic
Kuru Blok Isitict WiseTherm® HB-96D

uDrop Plate Thermo Scientific, N12301
Kimyasallar Markasi

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1X) Gibco

(DMEM)

Fetal Calf Serum (FCS) Gibco

Hank’s Balanced Salt Solution (1X) (HBSS) Gibco

Trypsin/EDTA (1X) Gibco

Tectorigenin Sigma Aldrich
Penicilin/Streptomycin (10.000 Units/mL penicilin) | Gibco

(10.000 pg/mL streptomycin)

Tripan Mavisi Boyasi (% 0,4) Gibco
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma

diphenyltetrazolium bromide (MTT)

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma

Genejet RNA Purification kit

Thermo Scientific (K0731)

cDNA Doniisiim Kiti GoTagq® gqPCR Master Mix (A6020)
gRT-PCR Kiti Ampligon 11T (A323402)
A549 Hiicre Hatt1 ATCC, American Type Culture Collection

Beas-2b Hiicre Hatt1

ATCC, American Type Culture Collection
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3.2 Calismada Kullanilan Flavonoidlerin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan tektorigenin izoflavon bilesigi ticari olarak satin alinmistir
(sigmaaldrich, katalog numarasit 548-77-6). Kullanilacak konsantrasyonlar i¢in Oncelikle
1000 uM’lik ana stok hazirlanmistir. Ana stoktan diliisyonlar yapilarak ara stoklar (10-25-
50-75-100 uM) hazirlanmistir. 1000 pM’lik ana stok i¢in 3 mg tektorigenin hassas terazide
tartilmistir. 200 pL DMSO (dimetil-siilfoksit) ile iyice ¢ozdiirtildiikten sonra 9,8 mL DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) serumsuz vasat kullanilarak DMSO oran1 %0,2 ye
indirilmis ve 1000 pM’lik ana stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Ana stoktan diliisyonlar yapilarak
ara stoklar (10-25-50-75-100 uM) hazirlanmistir. 1000 uM’lik ana stoktan 1:10 diliisyon
yapilarak 100 uM’lik ara stok elde edilmistir. Ana stoktan 750 puL hacminde alinan stok
¢ozelti 9,25 mL serumsuz DMEM ile karistirilarak 75 pM’lik ara stok olusturulmustur. 1000
uM’lik ana stoktan 500 pL. hacminde alinan stok ¢ozelti 9,50 mL serumsuz DMEM vasati
ile karigtirllarak 50 puM’lik ara stok olusturulmustur. 1000 pM’lik ana stoktan 250 pL
hacminde alinan stok ¢6zelti 9,75 mL serumsuz DMEM vasati ile karistirilarak 25 uM’lik
ara stok olusturulmustur. 1000 pM’lik ana stoktan 100 uL. hacminde alinan stok ¢6zelti 9,9
mL serumsuz DMEM vasati ile birlestirilerek 10 uM’lik ara stok ¢ozelti elde edilmistir. Bu

cozeltiler +4°C’de 30 giinden fazla saklanmamustir.

5Y-2 bilesigi, Atatiirk Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda, flavonoid iskeletin B halkasinin 6. karbonundan florlanarak yeni
sentezlenmis ve calismamizda kullanilmigtir. 5Y-2’nin molekiiler agirligi 300,29 g/mol
degerindedir. 1000 uM’lik ara stok olusturmak i¢in 3 mg bilesik 10 mL serumsuz DMEM
vasatinda hazirlanmistir. 1000 uM’lik ana stok i¢in 3 mg 5Y-2 hassas terazide tartilmistir.
200 uL DMSO ile iyice ¢ozdiiriildiikten sonra 9,8 mL DMEM serumsuz vasat kullanilarak
DMSO oran1 %0,2 ye indirilmis ve 1000 uM’lik ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1000
uM’lik ana stoktan 1:10 dillisyon yapilarak 100 uM’lik ara stok elde edilmistir. Ana stoktan
750 pL hacminde alinan stok ¢ozelti 9,25 mL serumsuz DMEM ile karistirilarak 75 uM’lik
ara stok olusturulmustur. 1000 pM’lik ana stoktan 500 pL hacminde alinan stok ¢6zelti 9,50
mL serumsuz DMEM vasat1 ile karistirilarak 50 pM’lik ara stok olusturulmustur. 1000
uM’lik ana stoktan 250 pL hacminde alinan stok ¢ozelti 9,75 mL serumsuz DMEM vasati
ile kanistirllarak 25 pM’lik ara stok olusturulmustur. 1000 uM’lik ana stoktan 100 pL
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hacminde alinan stok ¢ozelti 9,9 mL serumsuz DMEM vasat1 ile birlestirilerek 10 uM’lik

ara stok ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltiler +4°C’de 30 giinden fazla saklanmamustir.

3.3 Hiicre Kiiltiirii

Tez calismalarimiz Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Deneylerde Akciger
Adenokarsinom (A549) hiicre hatt1 ve saglikli akciger (Beas-2b) hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Her iki hiicre hatti da %10 fetal sigir serumu (FCS), 0.2 mM glutamin, 100 pg/ml
streptomisin 100 IU/ml penisilin igeren DMEM vasatinda 37°C, %5 CO; ve 1 atm basing
altinda 25 ve 75 cm?’lik steril flasklar icerisinde kiiltiire edilmistir. Kiiltiir vasat1 haftada iki
kez degistirildi hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda deneylerde kullanilmak {izere 75
cm?’lik kiiltiir kaplar1 ve 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarma ekim yapilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina maruziyet-
konsantrasyon saptanma ¢aligmalarinda kullanilmak iizere 3x10° hiicre/mL olacak sekilde
her kuyuya 100 pL olarak ekildi. Kuyucuklarda bulunan hiicreler konfluense ulasinca
kuyucuklar 2 kere PBS (fosfat-buffer-saline) ile yikandi ve besiyeri serumsuz DMEM ile
degistirilerek hiicreler 24 saat seruma a¢ birakildi. Ayni sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
3x10° hiicre/mL olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler konfluense ulasinca 2 kere PBS ile
yikandi ardindan serumsuz DMEM ile 24 saat seruma ag birakildi. Bu agsamada 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarinda bulunan hiicreler MTT calismasi sonrasi karar verilen konsantrasyonlarda

maruziyet yapilmasi tizere hazirlandi.

3.4 Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi (MTT)

(Calismada yeni sentezlenen flavonoid tlirevi molekiil olan 5Y-2 ve tektorigenin
izoflavonunun maruziyet konsantrasyonlar1 ve stirelert MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi ile belirlenmistir. Hiicre canlililiginin tespiti i¢in

yapilan analizler en az ii¢ tekrarli yapilmistir.

MTT boyast sar1 renkli tetrazolyum tuzu igerir. Dehidrogenaz enzimi hiicrenin
mitokondriyal aktivitesinde ve hiicresel yasamda gorevlidir. Hiicresel aktivitenin arttigi
durumlarda dehidrogenaz enzim aktivitesi de artar. Dehidrogenaz enzimi sar1 tetrazolyum
tuzunu indirgeyerek mor renkli formazan adi verilen kristallere doniistiiriir. Bu mor renkli

formazan kristalleri suda ¢oziinmezler. DMSQO’da ¢oziintirler. DMSQO’da ¢6ziilen kristaller

25



¢oziinme isleminin ardindan bir mikroplate okuyucu ile spektrofotometrik olarak 6lgiim

alinarak yapilmistir. Olgiim 490 nm dalga boyunda almarak kaydedilmistir.

MTT analizi asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

1.

®© N s

Hiicreler 96 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarina alinmistir. Konfluense ulasan hiicreler
2 kere PBS ile yikandiktan sonra serumsuz DMEM eklenmistir ve 24 saat
beklenilerek seruma a¢ birakilmistir.

Kaplar 24 saat sonra aspire edilmis. Belirlenen ¢aligma konsantrasyonlar1 ara stok
cozeltileri 96 kuyucuklu kaplara 200 pL olacak sekilde eklenmistir.

Calismada tektorigenin i¢in belirlenen konsantrasyon araligi (0-10-25-50-75-
100uM/24 saat) olarak belirlenmistir. Calismada 5Y-2 i¢in belirlenen konsantrasyon
araligi (0-10-25-50-75-100uM/24 saat) olarak belirlenmistir.

Maruziyet siiresi sonunda kuyucuklar 100 pL PBS ile 1 kere yikanmustur.
Kuyucuklar Img/mL olacak sekilde 200 pL MTT soliisyonu eklenmistir.

Hiicreler 2 saat MTT c¢ozeltisi ile 37°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon ardindan kuyucuklarda bulunan MTT soliisyonu aspire edilmistir.

MTT ile inkiibasyon sonucu olusan formazan kristalleri 200 pl. DMSO’da
¢cOzdiiriilmiistiir ve hizli bir sekilde 490 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir. Spektral

Olclimii almak i¢in Thermo Scientific Multiscan Go kullanilmistir

. Her test 3 kez tekrar edilmistir. Tekrar testleri farkli glinlerde yapilmistir.

3.5 RNA izolasyonu

Hiicreler 6 kuyucuklu steril kaplara ekildikten sonra konfluense ulasmasi i¢in

beklendi ve besiyeri aspire edilerek 2 kere PBS ile yikandi. Hiicrelere serumsuz besiyeri

eklenerek 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan Serumsuz vasat aspire edildi ve 2 kere PBS ile

yikanan hiicrelere MTT ile belirledigimiz konsantrasyonlardan 2 mL eklendi. Bu

konsantrasyonlar tektorigenin i¢in 10 ve 25 uM’lik konsantrasyonlar ve 24 saattir. 5Y-2

maddesi i¢in MTT ile belirlenen konsantrasyon-zaman 10-25uM/24 saattir. Her iki grup

icinde etken madde icermeyen kuyucuklar kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Maruziyet sonrast kuyucuklarda bulunan besiyeri aspire edilmistir. Ardindan

hiicreler tripsin ile kaldirilip santrifiij ile 525 g’ de 5 dakika boyunca hiicre pelleti elde

edilmistir. Sivi faz uzaklastirilmistir ve hiicre pelletinden RNA izolasyonuna hizlica
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baslanmigtir. Hiicrelerden RNA izolasyonu icin genejet RNA Purification kit, Thermo
Scientific (Katolog numarasi K0731) kullanilmistir.

RNA izolasyonunda gergeklestirilen basamaklar asagida belirtilmistir.

1. Hiicre pelletinin iizerine 600 pL lizis buffer eklenmistir ve 10 saniye boyunca
vortekslenmistir.

2. Vorteks isleminin ardindan 360 uL %100 etil alkol eklenmistir ve 5 saniye boyunca
vortekslenmistir.

3. Lizat kit ile beraber gelen kolona aktarilmistir ve 12000 g’ de 1 dk santrifiyj
edilmistir.

4. Ardindan kolon 700 pL kit ile beraber gelen wash buffer 1 ile yikandi. Birinci yikama
islemi sonrasinda 600 pL. wash buffer 2 ile 2. Yikama islemi yapilmistir.

5. 250 pL wash buffer 2 ile 3. Yikama islemi yapildiktan sonra 50 pL niikleaz free su
kolonun merkezine eklenmistir ve eliisyon i¢in 1 dakika oda sicakliginda
beklenmistir. 12000 g’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra elde edilen RNA’nin

saflik ve konsantrasyon dl¢me islemleri Multiscan GO reeder ile yapilmistir.

Elde edilen RNA’larin safligit Multiscan GO cihaz1 ve puDrop (Thermo Scientific,
Katalog Numarasi; N12391) yardimi ile (Abs260-Abs320) /(Abs280-Abs320) formiilii
kullanilarak yapilmistir ve saflik sonuglar1 2.0-2,1 arasindadir. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlari1 Multiscan GO cihazi ve uDrop yardimi ile (Abs260-Abs320)
*40*(10/0.51) formiilii kullanilarak yapilmigtir. Sonuglar 500 ug/mL den az degildir. Elde
edilen RNA orneklerinin konsantrasyonlar1 niikleazsiz su eklenerek esitlenmistir. Ardindan

cDNA doniisiimii gerceklestirilmistir.

3.6 cDNA doniisiimii
Niikleazsiz su ile sulandirilarak konsantrasyonu esitlenen RNA izolatlarindan cDNA
olusturmak i¢in oneScript ABM cDNA synthesis kiti (katalog numarasi, G236) kullandik.
Reaksiyona giren maddelerin hacim ve konsantrasyonlar ¢izelge 3.2° de gosterilmistir. RNA
izolatlarindan cDNA donilisiimii i¢in thermal cycler (Biorad) cihazi kullanilarak 1sil
dongiilere tabi tutulmustur. Reaksiyonun gergeklestirildigi 1s1l dongiiler cizelge3.2’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.2: cDNA Doniisiim Dongiisii ve Bilesenleri. cDNA doniistimii icin gerekli olan dongii sicakliklari
ve stireleri verilmistir. cDNA Doniistimii Bilesenleri. cDNA doniisiimii icin gerekli olan bilesenlerin isimleri,
hacimleri ve konsantrasyonlar1 verilmistir.

BILESENLER HACIM FINAL KONSANTRASYON
5X RT Buffer 4 uL 1*
dNTP 1 uL 1*
Oligo dT 1 uL 1*
Total RNA 5uL 0,02 pg/reaksiyon
Niikleazsiz su 8 uL -
OneScript Plus RTase 1 uL 1*
DONGU ADI SICAKLIK SURE
Sentez 55°C 15 dakika
Denetiirasyon 85 °C 5 dakika
Sogutma 4°C 15 dakika

3.7 Real Time PCR ile Gen Ekspresyon Analizi

cDNA doniistimiiniin ardindan o6rnekler GoTaq® qPCR Master Mix (katalog

numarasi, A6020) kiti ile gen ekspresyon analizleri saglandi. Orneklerin gen ekspresyonu

yapilirken housekeeping gen olarak f-aktin geni kullanildi. Reaksiyonda kullanilan

bilesenlerin adlari, hacimleri ve konsantrasyonlar1 ¢izelge3.3’te verilmistir. Reaksiyonun

dongii kosullar ve deteksiyon asamalari ¢izelge3.4’te verilmistir. Melting egrileri i¢in dongii

kosullar1 ise ¢izelge 3.5’ te verilmistir.

Cizelge 3.3 Real-time PCR igin gerekli bilesenler. Real-time PCR i¢in gerekli bilesenlerin adlari, hacimleri ve

final konsantrasyonlar1 verilmistir.

BILESENLERIN ADLARI HACIM FINAL KONSANTRASYON
GoTaq qPCR master mix 10 uL 1x
fleri primer 1 ul 0,5 uM
Geri primer 1 pL 0,5 uM
cDNA 2 uL 0,05 pM
Niikleazsiz Su 6 uL -
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Cizelge 3.4 Real-time PCR igin gerekli dongii kosullar1 Real-time PCR igin gerekli dongii kosullarinin siire

sicakliklart verilmistir. Isima asamast “*” ile belirtilen safthada kaydedilmistir.

ADIMLAR DONGU SAYISI SICAKLIK SURE
Aktivasyon 1 95 °C 2 Dakika
Denatiirasyon 40 95°C 15 Saniye
Uzama ve Sonlanma* 60°C 1 Dakika

Cizelge 3.5: Melt-Curve Analizi i¢in gerekli veriler. Melt-curve saptamak i¢in gerekli kosullar verilmistir.

SICAKLIK MOD SURE OLCUM
ARALIGI (°C/s)
95 °C Yok 10 Saniye 4,40
60 °C Yok 1 Dakika 2,20
95°C Siirekli Siirekli 0,11

Calismamizda kullanilan primer dizileri ¢izelge 3.6 da gosterilmistir. Housekeeping gen
olarak B-aktin geni secilmistir.

Cizelge 3.6 Calismada kullanilan Primer Ciftleri

Revers: GGGCCAAACTGAGCAGAGTCT

Gen Ad1 | Primer Dizileri Kaynak

B-aktin Forward: GTTGCTATCCAGGCTGTG (Phisfer ve ark. 2012)
Revers: TGATCTTGATCTTCATTGTG

BCL-2 Forward: TGCGGCCTCTGTTTGATTTC (Wei ve ark. 2021)

BAX Forward: CCAAGGTGCCGGAACTGA
Revers: CCCGGAGGAAGTCCAATGT

(Wei ve ark. 2021)

Revers: TTGGACGGACAGGATGTATGC

CAS-3 Forward: CATGGAAGCGAATCAATGGACT (Wei ve ark. 2021)
Revers: CTGTACCAGACCGAGATGTCA

CAS-8 Forward: TTTCTGCCTACAGGGTCATGC (Wang ve ark. 2018)
Revers: GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA

P53 Forward: CAGCACATGACGGAGGTTGT (Yang ve ark. 2018)
Revers: TCATCCAAATACTCCACACGC

P21 Forward: TGTCCGTCAGAACCCATGC (Meng ve ark. 2018)
Revers: TGTCCGTCAGAACCCATGC

c-MYC Forward: GTCAAGAGGCGAACACACAAC (Liu ve ark. 2019)
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4 BULGULAR

4.1 MTT Hiicre Canlhlik Deneyi

MTT Hiicre canlilik ¢alismamizda 24 saat boyunca 5Y-2 ve tektorigenin bilesiklerine

maruz birakilan A549 hiicrelerinden ve Beas-2b hiicrelerinden elde edilen sonuglar spektral

Olclim aliarak degerlendirilmistir. 5Y-2° ye (0-100 uM), 24 saat maruz birakilan A549

hiicrelerinde tiim konsantrasyonlarda bir azalma gozlenmistir. ICso degeri ise Graphpad

prism 8.0 programi kullanilarak p<0,05 degeri ile hesaplanmistir. Uygun konsantrasyonlar

10 ve 25 uM konsantrasyonlaridir (Cizelge 4.1, sekil 4.1), (p<0,05).

Cizelge 4.1 5Y-2 (10-100 pM/24h) maruziyetli A549 Hiicrelerinin MTT sonuclari. Hiicre canlilik deneyinin
absorbans degerleri ve % hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz zaman ve
giinlerde yapilmstir. Deneyler ii¢ kere tekrar edilmistir.

25 pM

Ab549 5Y-2 10 pM
1. tekrar 1,74 1,68
2. tekrar 1,69 1,65
3. tekrar 1,71 1,63
ortalama 1,71 1,65
Hiicre canlilik 100 96,49
A549 ve 5Y-2
2.0
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50 pM 75uM 100 pM
1,58 1,59 1,59
1,59 1,61 1,56
1,6 1,6 1,62
1,59 1,6 1,59

92,80 93,38 92,80

A549-tektorigenin

*kk kkok KRk okakok

1 1 1
SF 10 pyM 25 uM 50 pM 75 uM 100 pM

Konsantrasyonlar

Sekil 4.1 5Y-2 maddesinin A549 hiicrelerine 24 saatlik maruziyet sonrasi elde edilen MTT sonuclari. Her
deney birbirinden bagimsiz zaman ve giinlerde yapilmistir. Deneyler {i¢ kere tekrar edilmistir (*p<0,05,

#4p<0,01, ***p<0,001).
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Tektorigenin (0-100 pM) maddesine, maruz birakilan A549 hiicrelerinde 24 saat siire
sonunda biitiin konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda azalma gozlenirken, 10 ve 25 uM

konsantrasyonlar1 ICso degerinde bulunmustur (Cizelge 4.2, sekil 4.2), (p<0,05).

Cizelge 4.2 Tektorigenin (10-100 pM/24h) maruziyetli A549 Hiicrelerinin MTT sonuclari. Hiicre canlilik
deneyinin absorbans degerleri ve % hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz

zaman ve giinlerde yapilmistir. Deneyler ii¢ kere tekrar edilmistir.

A549- Tektorigenin SF 10 pM 25 uM 50 pM 75uM 100 pM
1. tekrar 1,61 1,34 1,15 1,1 1,1 1,14
2. tekrar 1,62 1,34 1,14 1,1 1,11 1,13
3. tekrar 1,6 1,36 1,14 1,1 1,14 1,12
ortalama 1,61 1,34 1,14 1,1 1,11 1,13
Hiicre canlilik 100 83,64 71,01 68,32 69,35 70,18

A549 ve Tektorigenin AS549 ve Tektorigenin

2.0 - 150 -
7 & %ﬂ 100
g K pwk kR g gk 5 *okx
T 1.0+ P
= Z s0-
0.5 = &
0 -

0.0 =

Sekil 4.2 Tektorigenin maddesinin AS49 hiicrelerine 24 saatlik maruziyet sonrasi elde edilen MTT
sonuclari. Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli galigmigtir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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5Y-2’ye (0-100 uM), maruz birakilan Beas-2b hiicrelerinde 24 saat siire sonunda 10
uM konsantrasyonundaki hiicre canliliginda azalma gozlenirken, diger konsantrasyonlarda
hiicre canliliginda artis gozlenmistir. (Cizelge 4.3, sekil 4.3), (*p<0,05, **p<0,05,
*#%p<0,001).

Cizelge 4.3 5Y-2 (10-100 pM/24h) maruziyetli Beas-2b Hiicrelerinin MTT bulgulari. Hiicre canlilik

deneyinin absorbans degerleri ve % hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz
zaman ve giinlerde yapilmistir. Deneyler ii¢ kere tekrar edilmistir (*p<0,05, **p<0,05, ***p<0,001).

BEAS2B- 5Y2 SF 10 pM 25 uM 50 pM 75 pM 100 pM
1. TEKRAR 0,39 0,35 0,55 0,83 0,89 0,86
2.TEKRAR 0,41 0,33 0,54 0,92 0,94 0,95
3. TEKRAR 0,37 0,37 0,53 1,02 0,82 0,9
ORTALAMA 0,39 0,35 0,54 0,92 0,88 0,90
HUCRE CANLILIK 100 89,74 138,46 236,75 226,49 231,62
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Sekil 4.3 5Y-2 maddesinin Beas-2b hiicrelerine 24 saatlik maruziyet sonrasi elde edilen MTT sonuglari.
Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli calismistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Beas-2b hiicre hatt1 ve 5Y-2 maddesi i¢in 0-100 uM arast uygulanan 24 saatlik
maruziyet sonucunda 10 pM konsantrasyonlarindaki 5Y-2 anlamli bir azalma gostermistir
(Sekil 4.4), (p<0,05). Konsantrasyon artisina bagli olarak Beas-2b hiicre hattinda 25-50-75-
100 uM konsantrasyonlarinin 24 saatlik maruziyeti sonucunda anlamli bir artis gdzlenmistir

(Sekil 4.4), (p<0,05).

Tektorigenin (0-100 uM) maddesine maruz birakilan Beas-2b hiicrelerinde 24 saat siire
sonunda biitiin konsantrasyonlardaki hiicre canlilifinda bir azalma gozlenirken, 10 ve 25

uM’lik konsantrasyonlar ICso degerinde bulunmustur (Cizelge 4.4, sekil 4.4), (p<0,05).
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Cizelge 4.4 Tektorigenin (0-100 pM/24h) maruziyetli Beas-2b Hiicrelerinin MTT sonuglari. Hiicre canlilik
deneyinin absorbans degerleri ve % hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz
zaman ve giinlerde yapilmistir. Deneyler ii¢ kere tekrar edilmistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

BEAS2-TEKTORIGENIN  SF 10pM  25pM  50pM  75pM 100 pM
1.TEKRAR 0,44 0,27 0,26 0,25 0,24 0,22
2 TEKRAR 0,42 0,23 0,22 0,25 0,23 028
3. TEKRAR 0,47 0,27 0,26 0,26 0,23 0,24
ORTALAMA 0,44 025 0,24 0,25 0,23 0,24
HUCRE CANLILIK 100 57,89 55,63 57,14 52,63 55,63

Beas2B ve Tektorigenin Beas2B ve Tektorigenin

100 —
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% Hiiere Canhiliin

Sekil 4.4 Tektorigenin maddesinin Beas-2b hiicrelerine 24 saatlik maruziyet sonrasi elde edilen MTT
sonugclari. Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli galismistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

4.3 qRT-PCR Gen Ekspresyon Analizleri

MTT bulgularina gore gen ekspresyon analizleri hedef maddelerimizin
konsantrasyonlar1 ve siireleri belirlenmis olup hem A549 hem de Beas-2b hiicreleri igin, her

iki madde i¢in de 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, her 6rnek duplike olarak calisilmistir. Deney
sonuglart kat degisimi (Fold-change) olarak verilmistir. Deney gruplarinin PCR reaksiyonu

sonucu saptanan ct degerlerinin kat degisim grafikleri ¢izelgeler ile verilmistir.

5Y-2 maddesinin A549 hiicrelerine 24 saatlik maruziyeti sonucu elde edilen gen

ekspresyon analizleri Graphpad prism 8.0 kullanilarak istatistiksel analizleri
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gerceklestirilmistir (Sekil 4.7) (p<0.05). Yasam proteini olan ve hiicrenin apoptosis
reglilasyonunda rol alan Bcl-2 gen ekspresyon seviyesi 10 pM ve 25 uM
konsantrasyonlarinda azalmistir. Pro-apoptotik gen ailelerinden olan Bax ve kaspaz-3/8 gen
ekspresyon seviyeleri de azalma gostermistir (Sekil 4.5) (p<0.05). Yasam geni olarak bilinen
ve hiicre dongiisiiniin kontrol proteini olan p53 ve p53 ile ¢cok yakindan iliskilendirilen hiicre
siklusunun bekgisi olarak bilinen p21 gen ekspresyon seviyelerinde azalma meydana
gelmistir (Sekil 4.6) (»<0.05). Bununla birlikte hiicre boliinmesini tesvik eden bir proto-
onkogen olarak anilan c-Myc gen ekspresyon seviyesi artis gostermistir. (Sekil 4.7)

(p<0.05).
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Sekil 4.5. 5Y-2 maddesinin A549 hiicrelerinde apoptoz iligkili genlerdeki kat degisimleri gdsterilmistir. Her
deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli ¢alismistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.6. 5Y-2 maddesinin A549 hiicrelerinde hiicre siklusu iliskili genlerdeki kat degisimleri gosterilmistir.
Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli galismistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.7 5Y-2 maddesinin A549 hiicrelerinde gen ekspresyonu iizerine olan etkileri kat degigsimleri 2-2A<
yontemi ile hesaplanmistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve ii¢

tekrarli olarak yapilmustir.

Tektorigenin maddesinin A549 hiicrelerine 24 saatlik maruziyeti sonrasinda elde
edilen gen ekspresyon analizleri Graphpad prism 8.0 ile gerceklestirilmistir. 10 uM ve 25
uM konsantrasyonlarindaki Bcel-2, Bax seviyelerinde artis gozlenirken kaspaz-3 ve kaspaz-
8 gen ekspresyon seviyelerinde azalma gozlenmistir. (Sekil 4.8) (p<0.05). hiicre siklusu
iligkili genlerden p53, p21 ve c-myc ekspresyon seviyelerinde artis meydana gelmistir (Sekil
4.9) (»<0.05). Hem apoptoz iliskili genlerin ekspresyon seviyelerindeki kat degisimi hem de

hiicre siklusu ilisgkili gen ekspresyon degisimleri Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Tektorigenin maddesinin A549 hiicrelerinde apoptoz iliskili genlerdeki kat degisimleri gosterilmistir.
Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli calismistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.9 Tektorigenin maddesinin A549 hiicrelerinde hiicre siklusu iligkili genlerdeki kat degisimleri
gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli g¢alismistir (*p<0,05, **p<0,01,

*#5p<0,001).
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Sekil 4.10 Tektorigenin maddesinin A549 hiicrelerinde gen ekspresyonu iizerine olan etkileri, kat degisimleri
2-44t yintemi ile hesaplanmustir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde
ve ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

5Y-2 maddesinin Beas-2b hiicrelerine 24 saatlik maruziyeti sonrasinda elde edilen
gen ekspresyon analizleri Graphpad prism 8.0 ile gerceklestirilmistir (Sekil 4.13) (*p<0.05).
10 uM konsantrasyondaki Bcl-2 seviyeleri artarken, Bax ve kaspaz ekspresyon seviyeleri
azalmustir. Fakat 25 pM konsantrasyondaki Bel-2, Bax, Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 seviyelerinde
artma meydana gelmistir (Sekil 4.11) (*p<0.05). Bununla beraber hiicre siklusu iliskili
genlerin 10 uM konsantrasyonundaki p53 seviyesi azalirken p21 ve c-Myc seviyelerinde
artis gozlenmistir (Sekil 4.12) (*p<0.05). Hem apoptoz iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisimi hem de hiicre siklusu iliskili gen ekspresyon degisimleri sekil

4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.11. 5Y-2 maddesinin Beas-2b hiicrelerinde apoptoz iligkili genlerdeki kat degisimleri gdsterilmistir.
Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli calismistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.12. 5Y-2 maddesinin Beas-2b hiicrelerinde hiicre siklusu iliskili genlerdeki kat degisimleri
gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli ¢alismistir (¥p<0,05, **p<0,01,

#4%p0,001).
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Sekil 4.13 5Y-2 maddesinin Beas-2b hiicrelerinde gen ekspresyonu iizerine olan etkileri, kat degisimleri 2°44°
ile hesaplanmistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve ti¢ tekrarli
olarak yapilmustir.

Tektorigenin maddesinin beas-2b hiicrelerine 24 saatlik maruziyeti sonucunda
apoptoz iliskili genler olan Bcl-2, Bax ve kaspaz-3/8 seviyelerinde artma meydana geldigi
gozlenmistir (gizelge 4.14) (p<0.05). Bununla beraber hiicre siklusunun kontroliinde yer alan
p53 ve p21 seviyeleri artarken c-myc gen ekspresyon seviyeleri azalmistir (cizelge 4.15)
(p<0.05). Hem apoptoz iliskili genlerin ekspresyon seviyelerindeki kat degisimi hem de
hiicre siklusu iligkili gen ekspresyon degisimleri Sekil 4.16’da gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Tektorigenin maddesinin Beas-2b hiicrelerinde apoptoz iligkili genlerdeki kat degisimleri
gosterilmigtir. Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli ¢aligmistir (*p<0,05, **p<0,01,

*8kp<0,001).
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Sekil 4.15. Tektorigenin maddesinin Beas-2b hiicrelerinde hiicre siklusu iliskili genlerdeki kat degisimleri
gosterilmistir. Her deney birbirinden bagimsiz giinlerde ve 3 tekrarli ¢alismistir (¥p<0,05, **p<0,01,
**%*p<0,001).

40



Beas-2b-Tektorigenin

25

20

wRk

whE

515

"‘10—

B-Actin

wRE

BCL-2
Apoptoz Ih:;k]]l Genler

wdk
mSF
|10 pM
m25pM

T
ra ™ =

Fisimi
—
o

Kat De
EER =

Beas-2b-Tektorigenin

3

p-Actin

| n Ii

p21
Hucm Siklusu Tigkili Genler

cmyc

Sekil 4.16 Tektorigenin maddesinin Beas-2b hiicrelerinde gen ekspresyonu iizerine olan etkileri, kat

degisimleri 224 yontemi ile hesaplanmustir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

bagimsiz giinlerde ve {i¢ tekrarli olarak yapilmustir.
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Akciger kanseri, diinyada ve iilkemizde hem kadinlarda hem de erkeklerde goriilen
ve diinya ¢apinda bir yilda yaklasik 1,6 milyon insanin yagamini kaybetmesi ile sonuglanan
kansere bagl 6liimlerden ilk sirada yer alan bir hastaliktir (Chen, Fillmore, ve ark. 2014).
Apoptozis, biyolojik gorevlerini tamamlamis hiicrelerin, ayn1 zamanda organizmanin
biitlinliigiine tehdit unsuru olmaya baslayan hiicrelerin giivenli bir sekilde ortadan
kaldirilmalarini saglayan genetik programlanmig 6liim mekanizmasidir (Fan ve ark. 2005).
Hiicre Donglisli, sonuna kadar farklilasmis saglikli bir hiicrenin 50-60 defa bdliinme
periyodunu igeren ve hiicrenin DNA kontroliinde gerceklestirdigi bir olaydir. Bir kanser
hiicresi programli hiicre 6liimiinden kacar (Chen 2016). Ayn1 zamanda hiicre dongiisiiniin
kontrol mekanizmalarindan da siyrilarak sinirsiz boliinebilme potansiyeli kazanir. Kanser ile
miicadelede kullanilan kimyasallarda en ¢ok aranilan 6zellikler malign hiicrelere spesifite,
g6z ardi1 edilebilen yan etkiler ve daha diisiik dozlardir. Flavonoidler bitkilerin yaprak ¢igek
ve meyvelerinin parlak renkler kazanmasi ve bitkinin bu bdliimlerinin kirmizi, mavi, sari,
turuncu vs. renklere sahip olmasina etki gosterirler (Fan ve ark. 2022). Ayrica flavonoid
gruplar1 kirmizi sarapta, tibbi ve aromatik bitkilerde, kahve ve ¢ay gibi bitkilerde de bulunur.
Flavonoidler genellikle glikozillenmis halde bitkide bulunurlar (Kopustinskiene ve ark.
2020). Aslinda flavonoidler, bitki biyokimyasinda ve fizyolojisinde antioksidan etki gosteren
ve enzim inhibitorleri olarak gorev alirlar. Bununla beraber bitkinin toksik maddelerinin
onciiller1 olarak bulunabilirler. Flavonoid bilesikleri bitkide sekonder metabolit olarak
kullanildigindan ve ¢oklu heterosiklik oldugundan elektron tasiyiciligi, enerji transferinde
aract molekiiller bliylime diizenleyicileri vs. pek ¢ok evrede gorev alirlar (Ciumarnean ve
ark. 2020). Kanser hiicre hattindaki sitotoksisite ¢aligmalari, temel olarak normal hiicreleri
etkilemeyen kanser hiicrelerinde toksisiteye sebep olan flavonoid bilesiklerinin giiglii
antikanser etkilerini gostermistir. Yapilan ¢alimalar ile flavonoidlerin bir alt grubu olan
flavonlar hiicre bdliinmesini potansiyel inhibitérii olarak gérev almislardir. In-vitro ve in-
vivo ¢alismalar sonucunda flavonoidlerin kanser hiicrelerinde kontrolsiiz hiicre siklusunu
inhibe ettikleri ve normal hiicrelere ciddi sekilde az etki ettikleri gosterilmistir. Pek ¢ok
kanser tiirtinde yapilan c¢alismalar sonucunda flavonoidlerin kanser ile miicadelede aday
bilesikler oldugu gosterilmistir. Hiicre kiiltiirii ve deney hayvanlari ¢caligmalar1 kemoterapiye

ek olarak flavonoidlerin kanser hiicrelerinde apoptotik ve bdliinme durdurucu etkileri
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gosterilmistir. Tektorigenin biyoaktif bir molekiildiir ve birgok bitkide bulunur. Tektorigenin
izoflavonunun hiicre i¢i sinyalizasyonda etki ettigi gosterilmistir. Hiicre igerisinde
PPARY/NF-xB, yoluna etki ederek hepato-koruyucu etkileri, PI3K/AKT, yolu {izerinden
anti-inflamatuvar ~ 6zellikleri  oldugu  bilinmektedir (Mogbel ve ark. 2020).
Belamcandae rizomlarindan elde edilen tektorigenin ekstraktinin insan akciger kanseri
hiicre hattinda inhibitor etkileri izlenmistir. Kanser ile miicadelede aranan potansiyel
terapotik maddelerde istenen 6zellikler diisiik dozlarda etkili olma, g6z ard1 edilebilen yan
etkiler ve malign hiicrelere spesifitedir. Maddelerin kimyasal yapilarinda meydana getirilen
degisiklikler sonucunda daha diisiik dozlarda daha etkili olabilme, azalan yan etkiler ve
saglikli hiicrelere zarar vermeden malign hiicreye spesifiklik gibi aranilan ozellikler
meydana getirebilir. 5Y2 maddesi flavon omurgadaki B halkasinin 6 nolu karbonundan
florlanarak sentezlenmis bir flavonoid tiirevi bilesiktir. 5Y-2 maddesinin etkileri

arastirilmamugtir.

Biz c¢alismamizda yeni sentezlenen flavonoid tiirevi bilesik olan 5Y-2 maddesinin ve
tektorigenin izoflavonunun insan akciger kanser hiicre hattinda ve saglikli insan akciger
hiicre hattinda apoptotik etkilerini ile hiicre siklusu iizerine olan etkilerini iliskili genlerin
ekspresyon diizeylerindeki degisimleri yoniiyle inceledik. Bizim c¢alismamizda yeni
sentezlenen flavonoid tiirevi bilesik olan 5Y-2 maddesinin ve tektorigenin izoflavonunun
insan akciger kanser hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri ve saglikli insan akciger hiicre hatt1 olan
Beas-2b hiicreleri tizerinde apoptotik etkilerini (Bcl-2, Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-8) ve hiicre
siklusu tizerine (p53, p21, c-Myc) olan etkilerini gen ekspresyonu yoniiyle inceledik. Bu
amagla; 5Y-2 ve tektorigenin maddelerine maruz birakilan hiicrelerimizden elde edilen MTT
sonuglar1 degerlendirilmistir. Degerlendirme sonrasinda 5Y-2 ve tektorigenin maddelerinin
A549 ve Beas-2b hiicrelerinde ICso konsantrasyonu ve zamani hesaplanmistir. Yapilan
analizler sonucunda belirlenen konsantrasyon/zaman her iki hiicre hatt1 i¢cinde 10 pM ve
25uM ve 24 saat olarak bulunmustur. Sonuclarimiz A549 hiicreleri ve tektorigenin maddesi
ile yapilan g¢aligmalarin literatiirde yapilan ¢aligmalar ile paralel oldugunu gostermistir
(Amin ve ark. 2015). Her iki hiicre hatt1 iginde kontrol grubu olarak serumsuz besiyeri i¢eren

SF kullanilmistir (Zhang ve ark. 2016).

5Y-2 Maddesi yeni sentezlenmis flavonoid tlirevi bir bilesiktir. Calismamizda A549 ve Beas-
2b Hiicre hatlar1 i¢in uygun konsantrasyon/zaman araliklart MTT hiicre canlilik deneyleri ile

belirlenmistir.
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Flavonoid tilirevi bilesiklere maruz birakilan hiicrelerden elde edilen gen ekspresyon
bulgularimiza gore mitokondri permabilizasyonunda gorevli ve apoptozun kontrolii gibi
hiicre kaderini belirleyen protein ailesinden olan Bax ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonunu
inceledik. In vitro calismalarda anti-apoptotik Bcl-2 geninin azalmasi ve pro-apoptotik Bax
gen ekspresyonunun artmasi beklenmektedir (Lin ve ark. 2021; Rashidi ve ark. 2024).
Calismamizda beklenenin aksine, 5Y-2 ve tektorigenin maddelerine maruz birakilan A549
hiicrelerinde hem bcl-2 hem de Bax mRNA seviyelerinin arttigr gézlenmistir. Moradi ve
arkadaslarinin (Moradi ve ark. 2022) prostat kanser hiicre hattinda gerceklestirdigi bir
calismada, bizim calismamiza benzer olarak hem anti apoptotik bcl-2 geninin hem de
proapoptotik Bax geni mRNA diizeylerinde artis gézlenmistir. Bununla beraber ayni
calismada kaspaz-3,8 seviyelerinde de artis meydana gelerek apoptozun tetiklendigi
gbzlenmistir (Moradi ve ark. 2022). Kaspaz proteinleri aktif olduktan sonra hiicre apoptoza
gitmektedir. Calismamizda tektorigenin maddesi A549 hiicrelerinde Bcl-2 ve Bax gen
ekspresyon seviyelerinde artma ve kaspaz-3/8 seviyelerinde azalma meydana getirirken,
Beas-2b hiicre grubunda kaspaz seviyelerinin artmasina neden olmus ve apoptozu tetikledigi

gosterilmistir.

5Y-2 maddesine maruz birakilan A549 hiicrelerinde Bcl-2 ve Bax ve Kaspaz3/8 azalirken,
Beas-2b hiicrelerinde Bcl-2 gen ekspresyon seviyesi artmaktadir. Bununla beraber pro-
apoptotik Bax ve Kaspaz-3 azalmistir. 5Y-2 maddesine maruz birakilan Beas-2b
hiicrelerinde azalan pro-apoptotik gen ekspresyonlar1 seviyeleri ile beraber p53 ve p21 gen
ekspresyon seviyelerinde de azalma gozlenmistir. Hiicre canliliginin arttigns MTT analizleri
ile gosterilen 5Y-2 maruziyetli Beas-2b hiicrelerinde c-Myc gen ekspresyon seviyesi

artmistir.

p53 bir yasam genidir (Sabapathy and Lane 2019). Bcl-2 genin azalmasi p53°ii aktive ederek
hiicre siklusunun durmasini saglar (Fu ve ark. 2017; Rahman ve ark. 2021). p21, p53 ile

iligkilendirilen ve hiicre siklusunun kontroliinde kritik rol oynayan bir gendir (Chen 2016).

5Y-2 maddesine maruz birakilan A549 hiicrelerinde p53 ve p21 ekspresyon seviyeleri
azalirken Beas-2b hiicre grubunda p53 ve p21 mRNA seviyelerinde de bir azalma
gozlenmistir. Tektorigenine maruz birakilan A549 hiicrelerinde p53 ve p21 seviyeleri
artarken Beas-2b hiicreleri tektorigenin maruziyeti sonucunda p53 ve p21 seviyelerinde

azalma gozlendi.
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c-Myc bir proto-onkogendir (Gao ve ark. 2023). Kanser hiicrelerinde mutanttir ve hiicreyi
siirekli boliinmeye tesvik eder (Dang 2012; Dhanasekaran ve ark. 2022). Hem 5Y-2
maddesine hem de tektorigenine maruz birakilan A549 ve Beas-2b hiicrelerinde c-Myc
seviyeleri artis gostermistir. Flavonoidler ile yapilan ¢alismalarda c-myc seviyelerinin artis

gosterdigi bilinmektedir (Chen ve ark. 2018).

Tektorigenin izoflavonunun kanser hiicrelerinde segiciligi bilinmektedir (Amin ve ark.
2015). Tektorigenin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikler (Yao ve ark. 2020). Izoflavon
olan tektorigenin kanser hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurur (Tomonaga ve ark. 1994).

Tektorigeninin saglikl hiicrelere toksik etkinligi azdir (Rong ve ark. 2023).

Calismamizda, yeni sentezlenen ve etkileri bilinmeyen 5Y-2 maddesinin hiicre canliligi
tizerine olan etkilerini ve hiicreler lizerindeki apoptotik etkilerini aragtirdik. 5Y-2 maddesi
kanser hiicrelerinde apoptozu etkilemedigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigini gen
ekspresyonu diizeyinde gosterdik. Bununla beraber kanser olmayan hiicrelerin

proliferasyonunu arttirdigin1 gozlemledik.

5Y-2 molekiiliiniin apoptotik etkilerini arastirdigimiz bu ¢alisma sonunda 5Y?2 molekiiliiniin
apoptotik etkileri olmadigini izoflavon tektorigeninin ise apoptotik etkileri oldugunu
gbzlememizden dolay1 bu bilesige, yeni kimyasal yan gruplar eklenerek farkli molekiiller

elde edilip, bu molekiillerin hiicreler {izerindeki etkilerinin arastirilmasini 6neriyoruz.
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6. SONUC

Sonug¢ olarak etkileri bilinen bir izoflavon olan tektorigenin ve yeni sentezlenmis bir
flavonoid tiirevi bilesik olan etkileri heniiz aragtirllmamis 5Y-2 maddesinin akciger
adenokarsinoma hiicreleri ve saglikli akciger hiicreleri iizerinde olan apoptotik ve hiicre
siklusu etkilerini inceledik. 24 saatlik 10uM ve 25uM konsantrasyonlarinda akciger
adenokarsinoma hiicrelerinde apoptozun 5Y-2 tarafindan indiiklenmedigi belirlendi.
Tektorigenin akciger adenokarsinoma hiicrelerinde apoptozu indiikledi. 5Y-2 bilesigi akciger
adenokarsinoma hiicreleri iizerinde hiicre siklusunu anlamli 6l¢iide degistirmedi. Fakat 5Y-
2 bilesiginin saglikli akciger hiicreleri tizerindeki etkisi hem MTT sonucunda hem de qRT-
PCR sonucunda hiicre proliferasyonunda anlamli dl¢iide artis meydana getirdi ve apoptozu
indiikleyemedi. 5Y-2 bilesigi hem akciger adenokarsinoma hiicrelerinde hem de saglikli
akciger hiicrelerinde apoptotik genler olan Bcl-2, Bax- Cas-3 ve Cas-8 mRNA diizeylerinde
azalma gosterdi. Fakat 5Y-2 bilesigi Akciger adenokarsinoma hiicreleri iizerinde hiicre
boliinmesine iligskin genlerde degisiklik meydana getirmedi. Bununla beraber 5Y-2 maddesi

saglikli akciger hiicrelerini proliferasyona yonelttigi gozlendi.
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