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OZET

Yeni Sentezlenen Flavonoid Tiirevi Bilesiklerin Akciger
Adenokarsinoma Hiicrelerinde Jak/STAT Yolag Uzerinden
Antiproliferatif Etkileri

Diinyanin gelismis ve gelismekte olan iilkelerinde kanser, insanlarin beste birinin
Oliimiine neden olmaktadir. En yaygin goriilen kanser tiirleri; prostat, meme, akciger,
kolon/rektum ve serviks kanserleridir. Kanser, mutasyonlarin kademeli olarak birikmesi
sonucu olusur. Bu mutasyonlar hiicreye; programli hiicre dliimiine direng, anjiyogenezi
indiiklemek, proliferatif sinyal vermeyi siirdiirmek, biiylime baskilayicilardan kaginma ve
gliclii metastaz potansiyeli kazandirmaktadir.

Akciger kanseri kemoterapisinde arzu edilen ve ideal olan, kullanilan ilaglarin
sadece kanserli dokuyu (malign hiicreleri) etkilemesi ve saglikli hiicreler {izerinde en az
toksik etkiye sahip olmasidir. Kanser patogenezinde rol oynayan dnemli yolaklardan biri
Janus kinaz (JAK-Janus Kinase) ve sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT-
Signal transducers and activators of transcription) elemanlarindan olusan JAK/STAT
sinyal yolagidir.

Flavonoidlerin antikanserojen, antitrombotik, antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu 6zelliklere sahip olduklar1 diistintilmektedir.
Molekiillerin kimyasal yapisinda meydana gelen degisiklikler, mollekiillerin biyolojik
etkilerini radikal bir sekilde degistirebilmektedir. Mevcut kemoterapi ajanlarinin toksik
etkileri; daha az toksik ayni zamanda daha etkili bilesiklerin sentezi i¢in bir gereklilik
meydana getirmistir.

Bu tezin amaci, yeni sentezlenen bazi flavonoid tiirevi molekiillerin, akciger adeno
karsinoma hiicrelerinde (A549) STAT3 yolag1 iizerinden, antiproliferatif etkilerini
incelemek ve antiproliferasyonun bu molekiiller tarafindan kontrol edilen STAT3 yolagi
mekanizmalarini arastirmaktir.

Calismamizda; A549 hiicreleri, yeni sentezlenen flavonoid tiirevi molekiiller ile
cesitli konsantrasyonlarda (1-100uM), muamele edilerek MTT ile uygun konsantrasyonlari
belirlenmis ve gen ekspresyon analizleri qRT-PCR kullanailarak gergeklestirilmistir.

Sonug olarak yaptigimiz calismada, sentetik olarak {iretilen 4 flavonoid tiirevi bilesik
arasindan secilen 5M bilesiginin A549 hiicre hattinda 50uM, 75 puM ve 100uM
konsanstrasyonlarda antiproliferatif etkisinin oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir.
Antiproliferasyonun; JAK/STAT sinyal yolagi lizerinden ger¢eklesmedigi, MAPK gibi
muhtemel baska sinyal yolaklari iizerinden gergeklestigi sonucuna ulasilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Flavonoidler, Sentez, JAK/STAT, STAT3



ABSTRACT

Antiproliferative Effects of New Synthesized Flavonoid Derived
Compounds on Jak/STAT Pathway in Lung Adeno Carcinoma Cells

Cancer causes the death of one fifth of people in developed and developing countries
of the world. The most common types of cancer are prostate, breast, lung, colon / rectum
and cervical cancers. Cancer occurs as a result of gradual accumulation of mutations. These
accumulated mutations cause resistance to programmed cell death, induce angiogenesis,
maintain proliferative signaling, avoid growth suppressors, and potent metastasis potential.

What is desirable and ideal in lung cancer chemotherapy is that drugs used only
affect cancerous tissue (malignant cells) and have the least toxic effect on healthy cells.
One of the important pathways involved in the pathogenesis of cancer is the JAK / STAT
signaling pathway, consisting of Janus kinase (JAK) and signal transducers ve activators of
transcription (STAT).

Flavonoids are thought to have anticancer antithrombotic, antibacterial, antifungal,
antiviral and protective properties against cardiovascular diseases. Changes in the chemical
structure of molecules can radically alter the biological effects of molecules. The toxic
effects of existing chemotherapeutic agents have created a requirement for the synthesis of
less toxic but also more effective compounds. The aim of this thesis is to investigate the
antiproliferative effects of some newly synthesized flavonoid derived molecules via
STATS3 pathway in lung adeno carcinoma cells (A549) and to investigate the mechanisms
of STAT3 pathway controlled by these molecules.

In this study, after the A549 cells covered the surface of the culture dishes at a rate of
70-80%, SF (serum free medium; serum free) medium was added to the cultures instead of
the medium containing 10% FCS. Cells were incubated for 24 hours under these
conditions. The newly synthesized flavonoid derivative molecules were then treated with
various concentrations (1-100uM). MTT analysis and gene expression analysis with qRT-
PCR were performed.

As a result, in our study, it has been shown that 5M compound selected among 4
synthetically produced flavonoid derivative compounds has antiproliferative effect at
50uM, 75uM and 100uM concentrations in A549 cell line. It was concluded that the
antiproliferation effect did not take place via the JAK / STAT signal pathway, but it could
be possible through other signal pathways as MAPK.

Key words: Cancer, Flavonoids, Synthesis, JAK / STAT, STAT3
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1. GIRIS

Akciger kanseri hem diinyada ve hem iilkemizde 6lim nedenleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadir (Tanoue ve ark. 2015). ileri asamada tanis1 konulan ve cerrahi
uygulama ile miidahale edilemeyecek hastalarin ortalama 5 yillik siirede 6liim oran1 % 80-
90 dolaylarindadir. Cerrahi miidahale uygulanan hasta grubunda ise 5 yillik 6liim orani TA
evresi i¢in % 30, IIA evresi i¢in % 50 ve IIIA evresi i¢in % 70 olarak bildirilmistir (Inoue
ve ark. 1998, Smythe 2003). Akciger kanserinde tedavi genelde cerrahi olarak yapilmakta,
bunun yani sira radyoterapi ve kemoterapi de uygulanmaktadir (Gavilan 2004). Hangi
tedavinin uygulanacagi hastaligin evresine ve kanserin histopatolojik tipine gore degisiklik
gostermektedir. Terapiler ayr1 ayri tedaviler seklinde olabildigi gibi farkli tedavilerin
kombinasyonu seklinde de uygulanabilmektedir. Akciger kanserinde kemoterapi amagli
kullanilan ila¢ veya etken maddelerin (Sisplatin, Adriamisin, Vindesin gibi) tek basina
veya kombinasyon halinde uygulanmasindan kaynaklanan toksik ve yan etkiler 6nemli bir
sorun teskil etmektedir (Mascaux ve ark. 2000, McGuire ve ark. 1996, Twentyman ve ark.
1987). Akciger kanseri kemoterapisinde arzu edilen ve ideal olan, kullanilan ilaglarin
sadece kanserli dokuyu (malign hiicreleri) etkilemesi ve saglikli hiicreler {izerinde en az
toksik etkiye sahip olmasidir.

Kansere neden olan tanimlanmis yiizlerce gen ve onlarin iiriinleri olan proto-
onkoproteinlerin biiyiik ¢ogunlugu kanserin olusumunda etkili, MAPK, PI3K, Notch, Wnt
ve Hedgehog gibi molekiiler sinyal yolaklarinda gorev almakta ya da bu yolaklarinin
fonksiyonlarmi etkilemektedir. Birbirleriyle etkilesim halinde olan bu yolaklar, ayni
zamanda normal hiicrelerin de sag kalimini, proliferasyonunu, farklilasmasini ve
fonksiyonunu diizenleyen sistemlerin birer pargasidirlar (Karamboulas ve Ailles 2013,
Pazarbasi ve ark. 2011).

Kanser patogenezinde rol oynayan onemli yolaklardan biri de Janus kinaz (JAK-
“Janus Kinase”) ve sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) elemanlarindan
olusan JAK/STAT sinyal yolagidir (Bowman ve ark. 2000). JAK enzimleri inaktif
durumda iken Tip 1 ve Tip 2 sitokinlerinin sitoplazmik uglarina tutunmus halde bulunurlar.
Sitokin veya biiylime faktorii gibi bir ligandin, reseptoriin hiicre dis yiizeyine baglanmasi

ile konformasyonel degisime ugrayan reseptorler birer kinaz olan JAK’lart aktiflestirir.



Daha sonra JAK proteinleri STAT proteinlerini fosforilleyerek dimer olusturmalarini
saglarlar. STAT dimerleri niikleusa gegis yaparak sitokin veya biiylime faktorii ile iliskili
genlerin promotor alanlarindaki DNA sekanslarina baglanir ve ilgili genlerin
transkripsiyonunu diizenlerler (Dutta ve Li 2013, Kaushal ve Chorawala 2012, Sun ve ark.
2017).

Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3), timor hiicrelerinde
fosforillenerek, hiicre tiirine gore, bazi genlerin aktivasyonunu diizenleyen bir
biyomolekiildiir. Kanser hiicrelerinde STAT3 proteinlerinin kontrolsiiz aktivasyonu,
malign transformasyona yol agarak hiicrelerin proliferasyonu, metastazi ve apoptozisinde
degisimlere sebep olabilmektedir (Kamran ve ark. 2009). STAT proteinleri hiicre
siklusunun siirdiiriilmesi ve/veya apoptozisinin diizenlenmesinde etkili olan siklin D1 ve c-
Myc gibi onkogenlerin indiiksiyonuna yol agarak hiicre transformasyonunda dogrudan rol
almaktadirlar ( Bayram ve ark. 2006, Turkson ve Joand 2000). Ayrica STAT3’iin anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xI proteinlerinin expresyonunu diizenledigi rapor edilmistir (Lee ve
ark. 2015).

Hiicre ¢ogalmasi ve sag kalimi igin kritik bir diizenleyici olan c-Myc proteininin,
cesitli insan kanserlerinde seviyesinin arttigi bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalar; c-Myc’in,
STAT3 eksprese eden fibroblast hiicrelerinde seviyesinin arttigin1 gostermekte, bu da
STAT3’lin dogrudan ya da dolayl olarak c-Myc ekspresyonunda etkili olabilecegi fikrini
ortaya ¢ikarmaktadir (Turkson ve Joand 2000). Memeli hiicrelerinde saptanan siklin
bagimli kinaz (Cdk-cyclin-dependent kinase) inhibitorlerinden Cip/Kip ailesinin bir iiyesi
olan p21CIP1/WAFTI’in hiicre siklusunu kontrol eden anahtar proteinlerden biri oldugu
bildirilmistir (Yin ve ark. 1999). Bu konuda yapilan c¢alismalar ayrica, STAT 3
aktivasyonunun p21CIP1/WAF1’i indiikledigini ve bu proteinin diizeyinin ¢esitli insan
tiimorlerinde arttigini ortaya koymustur (Turkson ve Joand 2000).

JAK/STAT yolagi i¢cin ¢ok sayida negatif diizenleme mekanizmasinin oldugu
yapilan caligmalar sonucunda tespit edilmistir. Bunlarin en 6nemlilerinden biri Sitokin
sinyali baskilayicist (SOCS-supressor of cytokine signalling)’dir. SOCS proteinleri SH2
domaini bulundurmalariyla ayirt edilir ve SOCS kutusu (SOCS box) denilen 40
aminoasitlik C terminali ile iliskilidirler. SOCS-1’1 inaktif fareler IFNy aktivitesinin
fazlaligr nedeniyle ii¢ haftada oliirler. SOCS protein ekspresyonu JAK/STAT yolagini
aktive eden aynu sitokinler tarafindan uyarilir (Sethi ve Ahn 2015, Williams 1999).



Siklin ve Cdk komplekslerinin hiicre siklusunun siirdiirilmesinde diizenleyici
rolleri oldugu bilinmektedir (Hunter ve Pines 1994). Cdk’lar ile birlikte hiicrenin G1
fazindan S fazina ilerlemesini saglayan siklin D1 ekspresyonunun, STAT3 eksprese eden
hiicrelerde arttig1 rapor edilmektedir (Turkson ve Joand 2000). Fosforile STAT3 ve total
STAT3 orani (p-STAT 3/t-STAT3) JAK/STAT yolagmin aktivasyonu hakkinda bilgi verir.
Bu yolagin aktivitesi hiicre proliferasyonunun bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Bu calismanin amaci, yeni sentezlenen bazi flavonoid tiirevi molekiillerin, akciger
adeno karsinoma hiicrelerinde (A549) STAT3 yolagi iizerinden, antiproliferatif etkilerini
incelemek ve antiproliferasyonun bu molekiiller tarafindan kontrol edilen STAT3 yolag:

mekanizmalarini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinyal Iletimi ve STAT Proteinleri

STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) proteinleri, hiicre disi
uyaranlara yanit olarak aktive edilen latent sitoplazmik transkripsiyon faktorlerinin bir alt
ailesidir. Interferon (IFN) aracili gen aktivasyonu arastirmalarinda, dncelikle STAT1 ve
STAT?2 kesfedilmistir. Daha sonra memeli hiicrelerinde STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b ve STAT6 olmak tizere 7 STAT iiyesi tespit edilmistir. STATlar 750-
850 amino asit uzunluklari arasinda degisen, bir¢ok hiicre tipinde bol miktarda bulunan 90-
115 kDa agirhiginda protein yapili molekiillerdir. STAT ailesi proteinleri kodlayan genler
farkli kromozomal bolgelere yerlesmislerdir (Cizelge 2.1.) (Benekli ve ark. 2003, Irwin ve
ark. 2015, Johnson ve ark. 2018).

Cizelge 2.1. insan STAT proteinler kodlayan genlerin kromozomal lokasyonlar1 (Baumann ve Wetzler 2003)

Molekiil Adi Lokalizasyonu
STAT1 2032.3
STAT2 12q13.3
STAT3 17q921.2
STAT4 2032.2
STAT5a 17921.2
STAT5b 17921.2
STAT6 12qg13.3

2.2. STAT Proteinlerinin yapisi
STAT proteinleri DNA’ya tetramerik olarak baglanan farkli ii¢ boyutlu yap1

motifleri sergileyen molekiillerdir. DNA'ya baglanan STAT1, STAT3 ve STAT4
proteinlerinin, NH2 terminalindeki amino asit kristallografik ¢alismalar1 ve mutagenez
calismalari, STAT proteinlerinin bazi diizenleyici ortak etki alanlarini ortaya ¢ikarmigtir

(Levy ve Darnell 2002, Yang ve ark. 2019).
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Sekil 2.1. STAT 1 proteinlerinin ii¢ boyutlu yapisi. STAT1 dimerinin DNA'ya baglanmasi ve proteinlerin
baglanma bolgelerinin yeri gosterilmektedir (Levy ve Darnell 2002).

STAT proteinlerinin etkilesim alanlar1 birbirine yakin sekilde (yaklasik 20 baz ¢ifti)
konuslanmiglardir. STAT proteinlerinin N-terminal bolgesi, hem protein-protein (STAT-
STAT) dimerik yapilart ve hemde tetramerik (dimer-dimer) STAT molekiilleri agisindan
son derece 6nemlidir. Amino terminalinde rezidii eksikligine sebep olan delesyonlar, yanlis
bolgelere STAT baglanmasina yol agar ve bu delesyonlar nedeniyle STAT dimerleri
uygun tetramerik yapilar olusturamaz. Giliclii bir STAT-DNA etkilesimi i¢in tetramer
olusumunun gerekli oldugu ve optimum transkripsiyon i¢in tetramer yapinin énemli oldugu
gosterilmistir (Zhang ve Darnell 2001).

Src-homoloji 2 (SH2) alani, 580 ve 680 rezidiileri arasinda uzanan SH2-fosfotirozin
peptit etkilesimleri yoluyla dimerizasyona aracilik eden ve en iyi bilinen ortak yapisal
motiftir. Aktivasyon durumunda fosforile olan ve SH2 yoluyla dimerizasyon igin gerekli
olan kritik STAT tirozin rezidisii (700), SH2 alanmin yakiindadir (Bowman ve ark.
2001).

2.3. STAT Proteinlerinin izoformlari
Dogal olarak ortaya ¢ikan STAT'larin kesimleme varyantlari, serin rezidiisii de

dahil olmak {izere C-terminali alaninin, JAK/STAT yolagi ile ger¢eklesen gen indiiksiyonu
tizerinde dominant-negatif etkisi vardir. Kesimlenmis izoformlar da diger STAT
izoformlar1 gibi tirozin rezidileri iizerinden fosforile edilirler ve dimerize olup niikleusta
DNA’ya tetramerik olarak baglanirlar. Simdiye kadar, STAT1, STAT3 ve STATS'in iki
farklt mekanizma tarafindan tretilebilen STAT1, STAT3p ve STATS5 olarak adlandirilan
varyantlar1 tanimlanmistir. Ornegin wild tip STAT3 ile karsilastirildiginda, STAT3p yedi



fazla amino aside sahiptir ve STAT3'liin C terminalinden farkli olarak 50 baz ciftlik bir i¢
alandan yoksundur. Wild tip STAT3 ve STAT3p izoformu birbirleriyle dimer
olusturabilirler. Bu dimerizasyon iiriinii, STAT3"iin dogal olarak olusan bir izoformudur ve
Ser727 fosforilasyon bolgesinden yoksun olan 80-kDa’lik dimerik bir protein yapidir
(Aigner ve ark. 2019).

2.4. STAT aktivasyonu ve diizenlenmesinin mekanizmasi
Reseptorlere bagli Janus Kinases (JAK) proteinlerinin STAT'lar fosforile ettigi bir

cok calismayla gosterilmistir (Park ve ark. 2003). Reseptor tirozin kinazlara (RTK)
baglanan epidermal biiyiime faktér (EGF) ve platelet kaynakli biiytime faktor (PDGF)
gibi bliylime faktorleri, STAT aktivasyonunu, dogrudan veya diger reseptdr olmayan
tirozin kinazlar (Orn. Src) yoluyla gerceklestirebilir (Wang ve ark. 2000) Ayrica, aktive
edilmis Src ve ABL gibi reseptdr olmayan tirozin kinazlar, ligand kaynakli reseptor
aktivasyonunun yoklugunda dogrudan STAT proteinlerini fosforile edebilir (Danial ve
Rothman 2000, Recio ve ark. 2019). STAT proteinleri JAK’lar iizerinden, 40'tan fazla
farkli polipeptit, baglayici sitokin reseptorii, G-protein-bagli reseptorler, epidermal biiyiime
faktorii reseptorii ve platellet kaynakli biiytime faktorii reseptorii tarafindan aktive edilirler

(Sekil 2.2.) (Bromberg 2001).

I STAT AKTIVATORLERI I

|
| STAT 1 | | STAT 2 | | STAT 3 | I STAT 4 ” STATS I I STATE I

IFMe IL6,IL-11 IL-2, IL-7 IL-4
IFNy e DOSMCNTF i IL-8, IL-1% IL-13
EGF LIF, IL-10 IL-3,IL5
PDGF GCSF, Leptin GM-CSF
chv-EYK EGF, PDGF Prolactin
FGF Insulin EFO, TPO
v-Abl v-EYHK, v-Sre GH
Angll v-Abl, v-Fps EGF, PDGF
TSH ETK, ¢-Fes HTLV-1
MIP LCK, TEL-JAK v-Abl,
ROS, v-Sis

Sekil 2.2. STAT Proteinlerinin aktivatorleri (Bromberg 2001)

JAK aktivasyonu ligand aracili reseptdr multimerlesmesinin neticesinde

gerceklesir. Aktivasyon i¢in iki JAK monomeri birbirine ¢ok yakin hale getirilir ve trans-



fosforilasyonun gerceklesmesi i¢in uygun konumlanma sartlar1 olusmus olur. Aktive olan
JAK'lar daha sonra hem reseptorler hem de ana substratlar olan STAT'lar da dahil olmak
tizere diger hedef proteinleri fosforile ederler. STAT’lar aktive oluncaya kadar
sitoplazmada latent transkripsiyon faktorleri seklinde hazir beklerler. Memelilerde bulunan
STAT proteinlerinin tamami, C-terminusunun yakininda, JAK'ler tarafindan fosforile
edilebilen korunmus bir tirozin rezidiisiine sahiptirler. Sinyal aktivasyonunda bu tirozin
fosforillenerek fosfotirozin rezidiisii meydana gelir. Bu fosfotirozin, diger bir fosforile
STAT proteininin SH2 alan1 ile etkileserek STAT'lerin dimerizasyonuna neden olur.
Fosforile ve dimerize olmus olan STAT'lar niikleusa, importin aracili bir mekanizma ile
giris yaparlar. Niikleusa girdikten sonra, dimerize STAT'lar, hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive etmek veya bastirmak icin spesifik diizenleyici dizilere
baglanirlar. Boylece JAK/STAT kaskad1 bir hiicre dis1 sinyali transkripsiyonel bir yanita
cevirmek i¢in dogrudan niikleusa uzanan hizli bir mekanizma saglar (Sekil 2.3) (Ahmad

ve Farooqi 2019).
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Sekil 2.3. STAT sinyal yolagmnin bir dzeti (Levy ve Darnell 2002)



STAT'larn fosforilasyonu, SH2 alanlar1 ve fosfotirozinleri arasindaki karsilikli etkilesimle,
homodimerizasyon veya heterodimerizasyon ile sonuclanir. STATI1, STAT3, STATA4,
STAT5a ve STATSb homodimer olustururlar. STATI1 ile STAT2 ve STATI ile STAT3
kendi aralarinda heterodimerler olusturabilirler. STAT homodimerleri veya heterodimerleri
hedef genlerin promotdriindeki GAS elemani TTNs-sAA (gama interferon aktive edilmis
sekans) olarak adlandirilan, spesifik STAT-DNA baglanma elemanlarina baglandiklari
niikleusa transloke olurlar (Sekil 2.4) (Levy ve Darnell 2002, Tabassum ve ark. 2019)

Tirozin Fosforilasyonu
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Sekil 2.4. JAK-STAT yolagi (Levy ve Darnell 2002)

2.5. Janus kinaz ailesi
Janus kinaz1 veya "just another kinase” (JAK) JAK-STAT yolag: araciligiyla

sitokin aracili sinyalleri ilerleten, hiicre ici, reseptorsiiz tirozin kinaz ailesidir. Baslangicta
"sadece bagka bir kinaz" 1 ve 2 olarak adlandirilmiglardi (¢linkii bunlar PCR-esash ¢ok
sayida kesfedilen kinazlarin sadece iki tanesiydi) daha sonra "Janus kinase" olarak
isimlendirilmiglerdir. Bu adi, iki yiizlii Roma tag¢ kapisi Janus'tan alirlar (Sekil 2.5). Cilinkii
JAK'lar birbirine yakin iki 6zdes fosfat aktarma 6zelligine sahip alanlar igerirler. Bunlardan
biri  kinaz aktivitesine sahipken digeri bu aktiviteyi negatif yonde diizenler (Shoev ve
Simionica 2018).



Sekil 2.5. Roma tag kapist Janus (Online 1)

JAK kinazlar STAT aracili sitokin sinyalizasyonunda spesifikligin kesin bir
belirleyicisi degildir, ¢iinkii birgok farkli sitokin ayn1 JAK’1 aktive edebilir (Cizelge2.2).
Bununla birlikte, JAK gen hedefleme ¢alismalari, karakteristik sinyalizasyonlari
tanimlamistir. Bu ¢alismalar, JAK1 -/- farelerin perinatal 6ldiiriicii bir fenotip sergiledigini
ancak bagka anormalliklere sebep olmadigini gdstermektedir. IFN'lar (tip Il sitokinler),
yc'ye bagimli sitokinler ve gpl130 bagimli sitokinler dahil olmak iizere ii¢ farkli sitokin

reseptOrii familyasini baglayan sitokinlere yanit verememektedir (Rodig ve ark. 1998).

Cizelge2.2. JAK’larn sitokinlerle aktivasyonu (Yaru ve ark. 2019)

Sitokinler JAK-Kinaz
interferonlar (IFN’lar)

IFNo/B, IL-10 JAKL, TYK2

IFNy VAK1, JAK2
Reseptorlerinde ortak yc bulunan Sitokinler

IL-2, 1L-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 JAK1, JAK3, JAK2, TYK?2
Reseptorlerinde ortak pc bulunan Sitokinler

IL-3, 1I-5, GM-CSF JAK?2
Reseptorlerinde ortak gp130  bulunan

Sitokinler

IL-6, IL-11, OSM, CNTF, LIF, CT-1 JAK1, JAK2, TYK?2
IL-12 JAK?2, TYK?2
Reseptorleri homodimer olan sitokinler

Biiylime hormonu, Prolaktin, EPO, TPO JAK?2

JAK2 inaktif farelerde, kesin eritropoezi Oliimciil olmayan, bozulmus sitokin
sinyallemesinden kaynaklanan, embriyonik immiinolojik bozukluklar gozlenir. Tyk2
inaktif fareler, interferon ve IL-12'ye verilen tepkilerin yol agtig1 artmis patojen duyarliligi

sergilerler (Karaghiosoff ve ark. 2000, O'Shea ve ark. 2002). Yapilan calismalarda,



JAK3'teki mutasyonlarin bazi hastalarda ciddi kombine immiin yetmezlik hastalifina
(SCID) yol actig1 bulunmustur. Insanlar agisindan en énemli JAK iiyesi iiriinii y ortak alici
zinciri ile nispeten 6zel bir iliski sergileyen JAK3'tiir. IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-
21 reseptorleri tarafindan paylasilan ortak sitokin reseptdr zincirindeki mutasyonlar,
insanlarda ciddi kombine immiin yetmezlige (SCID) neden olur (Muller 2019, Leonard
1996). Benzer sekilde, JAK3 -/- fareler, timositlerde, T hiicrelerinde ve B hiicrelerinde,
sitokin sinyalinin radikal bir sekilde aksamasindan dolayr SCID'e benzer semptoplar

gosterirler (Cizelge 2.3) (Segovia ve ark. 2019).

Cizelge 2.3. JAK inaktif farelerin fenotipi (O'Shea ve Schreiber 2002)

Gen Null faredeki fenotip

Norolojik defektlere bagh
JAK1  [Canh
perinatal hastaliklar, SCID

. Eritropoezde basarisizlik, sitokin
JAK2  |Oli o
sinyalizasyonunda bozulma

JAK3  [Canli ve fertile, SCID

Bozulmus IFN ve IL-12 yaniti,
TYK2 [Canli ve fertile )
artan patojen duyarlilik

2.6. STAT proteinlerinin niikleer 6nemi ve Salinimi
STAT proteinleri, trifosforilasyon ve dimerizasyon iizerinden niikleusa transloke

olurlar. Bu siire¢ ¢esitli gruplar tarafindan gerceklestirilir ve niikleer gézenek kompleksi
(NPC'ler) boyunca aktif tasima islemi ile siirdiiriiliir ¢tinkiit STAT dimerleri NPC'de pasif
difiizyon i¢in ¢ok biiylik molekiillerdir (> 50kD). Niikleer bir lokalizasyon sinyali (NLS)
molekiillerin niikleer porlardan aktif taginmasi i¢in gereklidir. NLS sinyalleri genellikle,
yaklagik 10 korunmamus rezidii ile aralikli, yiiksek miktarda bazik arginin ve lizin amino

asitleri i¢eren tekli ya da ¢ift uzantilardir (Sekil 2.6). (McBride ve Reich 2003).
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Sekil 2.6. Niikleer transport. (McBride ve Reich 2003)

Bild ve arkadaslar1 STAT3'lin, reseptor aracili endositozun plazma zarindan
periniikleer bolgeye gecisi sirasinda endositotik vezikiiller ile bagl oldugunu goéstermistir
(Bild ve ark. 2002). Bununla birlikte, STAT3-ER ve STAT3-C gibi yapilarin, reseptor
aktivasyonu olmadan niikleusa yer degistirdigi gozlenmistir. Ayrica son zamanlarda
STAT3 igin iki NLS bildirilmistir. Arjininlerin 214-215 alfa sarmal yapidaki 2 bolgesinden
bir tanesinin, epidermal biiyiime faktorii ve ayrica interlokin-6 tarafindan uyarilabilecek
yeni bir STAT3 NLS aminoasit sekansi icerdigi gosterilmistir (Ma ve ark. 2003).

STAT3 igin DNA baglama alaninda bir NLS tanimlanmistir. Bu, bilinen bir

STAT1 NLS olan ve STATI'in 410-413 lizinlerine karsilik gelen 414-417 arjininleridir. Ote
yandan, STATI1 niikleer transferi igin gerekli bir rezidii olan STATL'in 407 I6sinine
karsilik gelen, STAT3 16sin 411, STAT3 niikleer salinimi i¢in gerekli degildir (Tan ve Cao
2003).
STAT3"in niikleer salinimi ii¢ niikleer salinim sinyali (NES) elemani ile saglanir. Bu
elemanlar 306-318 bolgesi ve 404-414 bolgesi ve 524-535 bolgesinde bulunan
sekanslardir. STAT3'iin niikleer salimmimi STATI'de oldugu gibi leptomisin B ile
engellemek de miimkiindiir (Bhattacharya ve Schindler 2003).

2.7. STAT'larin Negatif Diizenleyicileri
Son arastirmalar STAT sinyalinin, reseptorlerin fosforilasyonu ve endositozunu,

JAK'larin fosforilasyonunu ve reseptorlerin proteolitik bozunumunu igeren reseptorlerin

defosforilasyonu ve endositozunu igeren farkli sinyallerle negatif olarak diizenlendigini
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gostermektedir. STAT ve JAK'lar ve iki farkli protein ailesi SOCS proteinleri araciligiyla
inhibe edilebilirler (Sekil 2.7).

Sitokin

Reseptor

Cekirdek

Fosfataz

Sekil 2.7. STAT molekiillerinin negatif diizenleyicileri (Levy ve Darnell Jr 2002).

2.8. SOCS inhibitor ailesi
Sitokin sinyallemesinin baskilayicilar1 (SOCS), bagisiklik sisteminin sitokinlere

tepkisini negatif yonde diizenlemede kritik bir rol oynayan hiicre i¢i proteinlerin bir
ailesidir. Bu inhibitorler, JAK sitokin sinyallemesini baglayici proteinler (JAB'ler), STAT
ile indiiklenmis STAT inhibitorleri (SSI) veya sitokin kaynakli SH2 (CIS) olarak cesitli
sekillerde adlandirilmiglardir (Cooney 2002, Ghafouri ve ark. 2018).

SOCS proteinlerine ait familya, sitokinler araciligi ile indiiklenebilen SH2 alani
tastyan SOCS1-SOCS7 proteinlerini igerir. SOCS proteinleri merkezi bir SH2 alani, bir
amino terminali ve SOCS kutusu olarak bilinen bir karboksi-terminal 40 amino asit modiilii
durumunda tasiyan bir degisken sekans ve bir dizin alami igerir. SOCS1 ve SOCS3
proteinleri ayrica bir kinaz inhibe edici bolge bulundururlar (Krebs ve Hilton 2000) SOCS
kutusu, bir ubikuitin E3 ligaz kompleksinin bilinen bilesenleri olan B ve C bolgesine
baglanabilir. Bu da SOCS proteinlerinin, JAK2 gibi sinyalleme molekiillerini, degredasyon
veya proteozomik aktivite igin isaretleyebilecegi sonucunu dogurmaktadir (Kamizone ve
ark. 2004). SOCS1'in SOCS kutusunun Cullin-2 ile etkilesime girdigini ve TEL-JAK2'nin
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aktivasyonunu gii¢lendirdigini gostermistir (O'Shea ve Schreiber 2002, Yoshimura ve ark.
2018). SOCS proteinleri genellikle uyarilmamis hiicrelerde diisiik seviyelerde eksprese
edilir ve ekspresyon biiyiik olglide sitokin, insiilin ve EGF uyarim1 yoluyla arttirilir. Daha
sonra JAK/STAT sinyalini inhibe ettikleri gergegi, klasik geri besleme dongiisii
inhibitorleri olarak davrandiklari sonucunu ortaya ¢ikarmigtir. SOCS3'in post-
translasyonel modifikasyonlar1 da sitokinler ve biiyiime faktorleri ile uyarildiktan sonra
gosterilmistir.

SOCS proteinlerinin inhibisyon mekanizmasi, farkli SOCS proteinleri arasinda
farklilik gostermektedir. SOCS1, dogrudan SH2 alaniyla tirozinleri fosforillenmis JAK'lara
baglanir, bunun sonucunda JAK aktivitesi dogrudan inhibe edilir (Sekil 2.8). Oysa SOCS3,
JAK'lerin inhibisyonu igin farkli bir mekanizma kullanir. SOCS3 JAK inhibisyonunda
aktive edilmis reseptore dogrudan baglanir. GP30'a baglanma, SHP2'yi de baglayan Y759
motifinde meydana gelir. Makrofajlarda SOCS3'ten yoksun fareler iiretmek icin kosullu
gen hedefleme caligmalari, SOCS3 proteinlerinin sitokinler icin spesifiklige sahip
oldugunu ancak JAK'lar veya STAT'ler i¢in spesifik olmadiklarini gostermistir. (Callus ve
Mathey 2002, Durham ve ark. 2019, Nicholson ve Hilton 1998, Shuai ve Liu 2003).

Sekil 2.8. JAK / STAT yolagmin SOCS proteinleri tarafindan inhibisyonu (Shuai ve Liu 2003)

Gen hedefleme ¢alismalari, SOCS proteinlerinin immiin sistemin diizenlenmesinde

de temel baz1 fonksiyonlar1 iistlendigini gostermistir (Levy ve Darnell 2002).
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2.9. STAT larin biyolojik islevleri
Gen hedefleme caligmalari, bazit STAT proteinlerinin fonksiyonlarinda oldukga

spesifik davrandiklarin1 ve memelilerde hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasinin

yanisira immiin yanita aracilik etmekten de sorumlu olduklarini géstermektedir (Sekil 2.9).

JAK-STAT Sinyal Yol |

Preteoliz

\
g ——

| f R [pa2 Jent]
e | [TC-PTE| [ PI&3 | - Anti-Apoptotik
‘ 3 e ET

1 L
Resentd] 1ak | STAT sm

+ Hucre Dénglsi
[e-Mye [CyeD |-+
m-— Frogresyonu Hiicre Déglisi
\g 21 ————b Hucre Dénglsi -
P STAT Dimerlesmesi =- SLIM Inhibisyenu

TC-PTH[ shet |

Preteozum

MAPK
tp‘ Sinyal Yolagi
SHFZ

Coos [ [ ar | N o

Farkllasma

PI3-AKT
Sinyal Yolagi Hilcre Déngisi

» [ FIK | —»[ kT F*[uToR == - ~= ™ Hicre Sagkalhmi

4630 1012017
{c) Kanehisa Lahoratories

Sekil 2.9. JAK/STAT Proteinlerinin aktivasyonu ve transkripsiyonu baglatmasi (Online 2)

2.9.1. STAT1
STATI, tip I, tip II veya tip III interferonlarin olusturdugu sinyallerden olusan

yolakta genlerin pozitif yonde diizenlenmesine katilir. IFNy uyarimina yanit olarak STAT1
ve STAT3 homodimerler veya heterodimerler olusturarak GAS (interferon-Gamma Aktive
Edilmis Dizi) yiikseltici elemana baglanir; IFNa ya da IFNB uyarimima yanit olarak
STAT1, STAT2 ile ISRE'yi (Interferon Uyarilmis Tepki Elementi) destekleyici elemana
baglayabilen bir heterodimer olusturur. STAT1 inaktif fareler canli ve ilireme yetenegine
sahiptir ve gelisimsel bir kusur gostermezler. Bununla birlikte, STAT1 -/- fareler, IFNo/p
ve IFNy ile stimiilasyondan sonra hedef genlerin transkripsiyonunu indiiklememistir.
Ayrica bu fareler, mikrobiyal ve viral enfeksiyonlara karsi oldukca hassastir. Dogal bir
heterozigot germline STATI mutasyonu sonucu olusan mikobakteriyel ve viral
enfeksiyonlara karst atipik duyarlilik, STATL'In immiin yanitlara katkida bulunmadaki
onemini daha da giliclendirmistir. STATI eksikligi olan fareler karsinojenik bir

hidrokarbon olan methylcholanthrene uygulamasi sonrasinda spontan tiimor gelisimi igin
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yiksek duyarlilik gostermistir. Bu, STATL'in proapoptotik bir islevi oldugunu da
gostermektedir. (Akira 1999, Dupuis ve ark. 2001).

2.9.2. STAT2
STAT2, STAT ailesinin biraz daha farkli bir iiyesidir. Clinkii GAS elementlerine

baglanmaz ve homodimer olusturmaz. Bunun yerine STAT2, IFNa tarafindan aktivasyonu
tizerine, STAT1 ve p48/ISGF3gamma ile birlikte transkripsiyon faktorii kompleksi
ISGF3' (IFN-uyarimli gen faktor 3) olusturur. STATZ2 inaktif fareler canli ve verimli
olmalarinin yanisira gelisimsel kusur gostermezler. Bununla birlikte, IFNo sinyallemesine
cevap verme Kkabiliyetlerini yitirmelerinden dolay1r viral enfeksiyonlara karsi daha
duyarlidirlar. (Park ve ark. 2000)

2.9.3. STAT3
STAT3 boliimiinde detayli olarak ele alinacaktir.

2.9.4. STAT4
STAT4 sadece dogal Katil hiicrelerde (NK hiicreleri), dentritik hiicrelerde ve T

lenfositlerde eksprese edilir ve esas olarak IL-12 tarafindan aktive edilir. STAT4 Thi
(Tiyli hiicreli 16semi) hiicrelerinde, hiicre dis1 patojenlere ve tiimorlere karsi konak
savunmasinda ve oOzellikle romatoid artrit, diyabet ve multipl skleroz gibi otoimmiin
hastaliklarin gelismesinde rol oynar.

STAT4 inaktif olan farelerin, romatoid artrit, diyabet ve deneysel, alerjik
ensefalomiyelit (EAE) gibi otoimmiin hastaliklara direng saglayamadigi gosterilmistir
(Gadina ve Schreiber 2002). insanlarda yapilan ¢alismalarda, IFNo/P'nin, Thl gelisimini
desteklemek icin T hiicrelerini uyardigi ancak IL-12 ile indiiklenen sinyalleme ihtiyacini
bypass ederek, IFNo'nin farelerde Thl farklilasmasina desteklemedigi gosterilmistir. Bunun
nedeni, IFNa/y'nin, STAT4'l, sadece insan hiicrelerinde STAT2'nin C-terminali ile IFNa
reseptor kompleksine alarak, STAT4'Q aktive edebilmesidir. Fare ve insan sinyali
arasindaki fark, fare STAT2 geninin, C-ucu sekansini degistiren ve diger STAT’larin
aktivasyonunu etkilemeden STAT4'in aktive etme yetenegini secici bir sekilde bozdugu

bir minisatellit domaini bulundurmasidir (Farrar ve ark. 2000).

2.9.5. STATS
STATS proteinleri tiim dokularda eksprese edilir ve ekspresyonlari ¢ok g¢esitli

sitokinler tarafindan aktive edilir. Genis aktivasyon araligi goz Oniine alindiginda, bu
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proteinlerin inaktivasyonunun birg¢ok etkisinin olacagi diisiiniilebilir. Ayr1 ayrt STAT5a ve
STATSD eksikligi bulunan fareler canli ve verimli olmalarinin yanisira gelisimsel bir kusur
sergilemezler. Ayni anda ayr1 STATS5a ve STAT5b inaktif fareler kisirdirlar, boyut olarak
kiigtiktiirler. Genellikle dogumdan birkag hafta sonra Oliirler ve meme bezi ve korpus

luteum gelisimi bakimindan kusurludurlar (Richard ve ark. 2018, Tolomeo ve ark. 2019).

2.9.6. STATG6
STAT6 her hiicre tiiriinde etkili bir sekilde ifade edilir ve esas olarak 1L.-4 ve I1L-13

tarafindan aktive edilir. IL-4, aktive edilmis T ve B hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve
CD4+ T hiicrelerinin Th2 hiicrelerine farklilasmasimi ve B hiicrelerinin siif gegisini
diizenleyerek IgE'min salgilanmasini saglar. Th2 yardimci hiicreler, helmintlere ve ayrica
alerjik tepkilere karsi konak¢i savunma igin gereklidir. STAT6 ve IL-4 eksikligi bulunan
fareler benzer fenotipleri gosterir; ikisi de Th2 hiicrelerine farklilasamazlar ve IgE'ye sinif
gecisi icin uygun degildirler; aksi takdirde bunlar canli, verimlidir ve gelisimsel bir kusur
gostermezler (Yan ve ark. 2016). Ek olarak, STAT6 eksikligi bulunan fareler, agirlikli
olarak Thl fenotipine sahiptirler, EAE'nin ciddi bir klinik seyri gézlemlenir, bu farelerde
helmintlere karsi konak¢i savunmasinda STAT6 inhibe edilir, septik peritonite karsi
direnglidirler, lokal bakteriyel Kklirensi arttirilmis tiimoriin tekrarlanmasina ve gen
ifadesinin yeniden diizenlenmesiyle gergeklestirilen gen aktivasyonuna karst direng
gosterirler. STAT6 eksikligi farelerde NF-xB, endotoksinlerin indiikledigi proinflamatuar
sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunun azalmasina yol agar (Masia ve ark. 2017,

Elks ve Stephens 2018).

2.10. STAT proteinleri ve kanser
Aktive olan STAT1, STAT3 ve STATS proteinleri, ¢ok ¢esitli insan kanser hiicre

hatlarinda ve primer timorlerde gozlenmistir. STAT1, bir tiimdr baskilayict olarak kabul
edilir, ¢iinkii STAT1 inaktif fareler, kimyasal olarak indiiklenen primer tiimorlere ve
transplante edilmis tiimorlere karsi daha hassastir. Ayrica, STATI1, kismen sitokinlere
cevap olarak siklin bagimli kinaz (cdk) inhibitorii p21 WAF1 / CIP1'in indiiklenmesiyle,
IFNy ve EGF'ye yanit olarak hiicre biiylimesinin baskilanmasi i¢in gereklidir. STATS, esas
olarak 16semilerde ve lenfomalarda aktive edilir ve aktif STAT5'in, BCR-Abl onkogen
tarafindan transforme edilmis hematopoetik hiicrelerin, miyeloid onciil hiicrelerin ve

16semi hiicrelerinin biiyiimesi igin gerekli oldugu, negatif bir STAT5 formunun ifadesiyle
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gosterilmistir. Ek olarak, STATS, Bcl-xI gibi antiapoptotik sinyal proteinlerinin
ekspresyonunu indiikleyebilir (Sillaber ve ark. 2000).

2.11. STATS3 Proteinlerinin Biyolojik islevleri
STAT3 baslangigta IL-6 tarafindan aktive edilen akut faz yanit faktorii olarak

tamimlanmistir.  STAT3 her dokuda ifade edilir ve STAT3 ekspresyonu farede
implantasyon sonrasi gelisme sirasinda ¢ok erken baglar. STAT3 bir¢ok farkli sitokin,
biliylime faktorii ve onkogen ile aktive edilebilir. IL-6 sitokin ailesinin bir¢cok biyolojik
islevi vardir ve STAT3 bu islemlerde 6nemli bir rol oynar. Fare miyeloid 16semi M1
hiicrelerinde IL-6 aktivasyonunun, hiicrelerde ¢ogalmanin durmasma ve makrofajlarda
terminal farklilagmasina yol actigi gosterilmistir. STAT3'lin asir1 ekspresyonu, IL-6'nin
neden oldugu etkileri ve c-myb ve c-myc'nin IL-6 ile indiiklenmis baskisinin inhibisyonu
ile sonuglanir. Bu deneyler ilk kez STAT3 aktivasyonunun IL-6 aracili biiylime igin gerekli
oldugunu gostermistir. Yapilan ¢caligmalar STAT3 aktivasyonunun sadece hiicrenin hayatta
kalmasi i¢in gerekli olmadigini, ayn1 zamanda STAT3 aracili siklin D2, D3 ve A ve
cdc25A'in regiile edilmesi ve p21 ile p27'nin regiilasyonu yoluyla hiicre dongiisii gecisi

icin de gerekli oldugunu gosterdi. (Fukada ve ark. 1998).

2.11.1. Farelerde STAT3 kosullu gen hedefleme
Embriyonik donemde eksikligi mortaliteye yol agan tek STAT ailesi {iyesi

STAT3tiir. STAT3 eksikligi olan fareler embriyonik 6ncesi asamaya kadar gelisir, ancak
embriyonik donemde hizli bir dejenerasyon gosterir. Bu muhtemelen beslenme
yetersizliginden kaynaklanmaktadir, ¢iinkii STAT3, 7. giinde, maternal ve embriyonik
cevre arasindaki besin aligverisi i¢in 6nemli olan embriyonik viseral endodermde eksprese
edilir. STAT3 aktive edici yolaklarin bilesenlerinin inaktif edilmesi ayrica gp130 ve LIFR]
gibi embriyonik dliimlere yol agar. Bununla birlikte, bilinen aktive edici sitokinlerin ya da
bliylime hormonlarimin ya da JAK'larin hicbiri gelisimde bu kadar erken islev gbérmez
(Levy ve Darnell 2002).

STAT3 eksikligi olan T hiicreleri, IL-6 aracili apoptozun onlenmesindeki bir
kusurdan dolay1 proliferatif bir yanit kayb1 olusturdugu gosterilmistir. STAT3 eksikligi
olan T hiicrelerinde, antiapoptotik protein Bcl-2 IL-6'ya cevaben artar. Bu, STAT3'iin Bcl-
2 bagimsiz anti-apoptotik fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir (Danial ve Rothman
2000, Bowman ve Joyce 2016).
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STAT3 fosforilasyonu, meme bezi involusyonu baslangicinda meydana gelir ve
STAT3 bos meme bezleri, apoptozda bir azalma ve epitel hiicrelerinin genis apoptosisi ile
karakterize edilen meme bezi gelisiminde bir asama olan ¢arpici bir involusyonu gecikmesi
gosterir. Normal bezlerde, involusyona, insiilin benzeri biiylime faktorii baglayic1 protein
(IGFBPS) seviyelerinin artmasi eslik eder ve bu, yasama faktorii insiilin benzeri biiylime
faktoriinti (IGF1) baglar ve IGF1'1 inhibe eder. IGFBPS diizenlemesinin STAT3 bos meme
bezlerinde gézlenmemesi nedeniyle IGFBP-5'in STAT3 i¢in dogrudan veya dolayli bir
hedef oldugunu gosteren kanitlar vardir. Bu veriler ilk kez STAT3'lin in vivo apoptoz i¢in
onemli oldugunu gostermistir. (Chapman ve ark. 1999).

Kardiyomiyositlerde STAT3 geninin ¢ikarildigi ¢alismalarda, STAT3’ilin
inflamatuar cevap ve sagkalimin diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Jacoby ve
ark. 2003). STAT3 eksik olan hepatositlerde, IL-6'nmin ciddi sekilde bozulmus olan
karacigerde akut faz yanitin1 indiikledigi ortaya konmustur. STAT3p eksikligi olan fareler,
endotoksik sok sonrasi iyilesmenin azaldigini ve karacigerde endotoksin ile indiiklenebilen
genlerin bir alt kiimesine asir1 duyarlilik sergilediklerini gosterdi. Bu bulgular, sistemik
inflamasyonun kontroliinde STAT3f nin kritik bir negatif diizenleyici oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu veriler, erken gelisim donemindeki STAT3 aktivatorlerinin yetiskin
donemdeki aktivatorlerden farkli oldugunu gostermektedir. (Alonzi ve ark. 2001, Li ve
Schneider 2003, Yoo ve ark. 2002).

2.11.2. insan hastaliklarinda STAT3 islevi
Chron hastaligi, gastrointestinal kronik enflamatuar bir hastaliktir. Crohn

hastaligina sahip insanlarda ve fare modellerinde yapilan arastirmalarla, hastaligin; genetik
olarak oOnceden belirlenmis bir konakg¢ida, bagirsak florasinin normal bilesenlerine
diizensiz bir bagisiklik tepkisi olarak ortaya c¢iktigi gosterilmistir. Yapilan caligsmalar,
STAT3'in, Crohn hastalifina yol acan dogal bagisiklik gelistirilmesinde ve
diizenlenmesinde kritik rollere sahip olabilecegini gdstermektedir. Ik olarak, hematopoez
sirasinda kemik iligi hiicrelerinde STAT3'iin dokuya 6zgii bozulmasi, 4 ila 6 ay arasindaki
farelerin dliimiine neden olur. (Welte ve ark. 2003). Ikincisi, Crohn hastaligindan ve
saglikli goniilliilerden alinan intestinal T hiicrelerinin bir calismasinda, STAT3 ve
STAT4'lin, Crohn hastalarinda yapisal olarak aktif hale getirildigi, ancak saglikli bireylerde
aktif olmadig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, STAT3"lin Crohn hastaligi patolojisine
katkida bulundugu mekanizma bilinmemektedir (Lovato ve ark. 2003).
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2.11.3. Kanserde STAT3
STAT3, ¢ok cesitli insan tiimoérlerinde yapisal olarak aktive edilir, bu aktivite,

sitokin reseptorlerinin diizensizligine, biliylime faktorleri reseptorlerine ve anormal JAK
aktivitesine atfedilir. Ornegin, TGF-a. ve EGFR'nin yiikselmesi, bas ve boynun skuaméz
hiicreli karsinomunda (SCCHN) STAT3'i aktive eder (Song ve Grveis 2000). STAT3
ayrica v-abl, v-src, v-fps, v-sis, v-ros ve v-eyk gibi onkojenler tarafindan da aktif olarak
aktive edilir. STAT3'in asir1 ekspresyonu, STAT3 antisens oligoniikleotitlerinin
kullaniminin, ¢ok sayida kanser hiicre dizisi veya tiimoriinde yapisal olarak aktive edilmis
STAT3"in fonksiyonunu incelemek i¢in gegerli araglar oldugu kanmitlanmistir. Ayrica,
STATS3 sinyalinin inhibe edilmesi, transforme fenotipin baskilanmasina, kii¢iik olmayan
akciger hiicrelerinin, melanom hiicrelerinin, meme kanseri hiicrelerinin, prostat kanseri
hiicrelerinin, yumurtalik kanseri hiicrelerinin, glioblastoma multiforme hiicrelerinin ve
apoptozinin baskilanmasina neden olmaktadir (Burke ve ark. 2001, Rahaman ve ark.
2002). STAT3 aracili transformasyon igin diger kanitlar, SH2 alaninin C-terminali
dongiisiindeki iki sistein tortusunun ikame edilmesi nedeniyle kendiliginden dimer olan,
DNA'ya baglanan ve bu yapmin transkripsiyonunu aktive eden bir STAT3 molekiili
(STAT3-C) ile yapilan deneylerden elde edilmistir. (Bromberg ve ark. 1999, Levy ve
Inghirami 2006).

Genel bir yaklagimla, STAT3 aktivasyonunun apoptozu onledigini, proliferasyonu
uyardigin1 ve malign transformasyonda etkili oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte,
STAT3 aktivasyonunun pro-apoptotik ve biiyiime Onleyici fonksiyonlara sahip oldugu
ornekler de vardir. Yapilan ¢alismalar STAT3 aktivitesi ve daha iyi sagkalim ile aralarinda
bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Ornegin, nodiil negatif meme kanseri pozitif,
fosfo-STAT3 niikleer ekspresyonu olan hastalar, hem kisa (5 yil) hem de uzun vadede (20

yil) 6nemli 6l¢iide iyilesmis bir yasam siiresine sahiptir (Filhart ve ark. 2003).
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2.11.4. STAT3 hedef genleri
Aktive STAT3"in neden farkli hiicre tiplerinde farkli fonksiyonlara sahip oldugu

cevabi bilinmemektedir, ancak bunun farkli STAT3 hedef genlerinin ekspresyonundan
kaynaklandig ileri siiriilmektedir. STAT3 tarafindan diizenlenen genler, son gézlemlenen

biyolojik etkilere yol acan sinyal kaskadlarini tetikledikleri i¢in ¢ok 6nemlidir (Sekil 2.10)

(Cizelge 2.4) (Zhang ve ark. 2003, Matsui ve ark. 2002).

Cizelge 2.4. STAT3 hedef genleri

STAT3 Tarafindan | Hiicre Hatti Referans

upregiile edilen genler

Angiotensinogen Il HepG2 (Sherman ve Brasier, 2001)

Bcel-xI STAT3C transforme NIH3T3, | (Bromberg ve arkadaslari.,
U266 myeloma hiicreleri, Bas | 1999; Catlett-Falcone ve
ve boyun squamous hiicre | ark. 1999; Grandis ve ark.
carcinomalari 2000)

cdc25A BAF/B03 pro-B cells (Fukada ve ark.

1998)

C/EBP & MCE-7 (Zhang ve ark. 2003)

c-myc STAT3C transforme NIH3T3, | (Bowman ve ark. 2001;
BAF/B03, murine pro-B | Bromberg ve ark. 1999;
hiicreleri, Kiuchi ve ark. 1999;
MCF-7, HepG2 Zhang ve ark. 2003)

cyclin A BAF/B03 pro-B cells (Fukada ve ark., 1998)

cyclin D1 STAT3C transforme NIH3T3, | (Bromberg ve ark. 1999;
MCEF-7, v-src transforme Sinibaldi ve ark. 2000;
NIH3T3 ve BALB/c 3T3 Zhang ve ark. 2003)

cyclin D2 BAF/B03 pro-B cell (Fukada ve ark. 1998)

cyclin D3 BAF/B03 pro-B cell (Fukada ve ark. 1998)

cyclin E v-src transforme NIH3T3 ve | (Sinibaldi ve ark. 2000)
BALB/c 3T3

Fibronectin MCF-7, TA7D Zhang ve ark. 2003a

mcl-1 Large granular lymphocyte (Epling-Burnette ve ark.
(LGL) Iokemia hiicreleri 2001)

p21 v-src  transforme  NIH3T3 | (Sinibaldi ve ark. 2000)
hiicreleri ve BALB/c3T3
hiicreleri

p27 A375 (Kortylewski ve ark. 2001)
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Cizelge 2.4. STAT3 hedef genleri (devam)

p53 MCF-7 (Zhang ve ark. 2003)

pim-1 ve pim-2 BAF/B03 pro-B cell (Shirogane ve ark. 1999)

VEGF NIH3T3, B16 tiimér hiicreleri, Insan | (Niu ve ark. 2002b; Wei ve
pankreatik hiicre hatti ark. 2003)

STAT3 Tarafindan | Hiicre Hatti Referans

downregiile edilen genler

cyclin D1 fetal hepatocytes (Matsui ve ark. 2002)
cyclin D2 fetal hepatocytes (Matsui ve ark. 2002)
p21 BAF/B03 pro-B cells (Fukada ve ark. 1998)
p27 BAF/B03 pro-B cells (Fukada ve ark. 1998)

7

W

Pim, mel-1, cyclinsD1,
Bcl-XI D2, D3, A,
cdc25, c-myc

VEGF

| l

|

Anti-Apoptotik

Hiicre DSngilisii

Anjiogenez

Sekil 2.10. STATS3 tarafindan diizenlenen ve kanser progresyonunda 6nemli genler (Carpenter ve Lo 2014)

STATS3 tarafindan diizenlenen P27 ve C/EBPS disinda, kanser hiicrelerinde STAT3

kaynakli bliylime inhibisyonuna katilan hedefler heniiz belirlenememistir. p27, BAF/B03

pro-B hiicrelerinde STAT3 ile azaltilir. Bu tutarsizlik, hiicrelerin farkli genetik arka

planindan kaynaklantyor olabilir (Kortylewski ve digerleri, 2001).
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2.12. Flavonoidler
Flavonoidler ailesi baslica; flavonlar, flavanlar, flavonoller, katesinler ve

antosiyanidinler {yelerinden olusan, bitkilerin biyolojik siireclerde dogal olarak
sentezledikleri polifenolik bilesiklerdir (Sekil 2.11) (Cassidy ve Minihane 2017).

Yaklasik 500 milyon yil once yesil alglerde, rastlanan flavonoidler, evrimsel
siirecte iki biyogenez yolunun (sinnamat ve antik poliketid yollarinin) fiizyonu sonucu
meydana gelmislerdir (Di Carlo ve ark. 1999, Harborne ve Mabry 2013). Flavonoidler
bitkilerde genellikle glikozile halde bulunurlar ve yapraklar, gigekler ve meyvelerdeki
mavi, kirmizi, sar1 ve turuncu parlak tonlarin olusmasina neden olurlar (Brouillard ve
Cheminat 1987). Yaprak ¢i¢ek ve meyvelerden baska, flavonoidler, findik, tahil, baharatlar
ve bazi tibbi bitkilerde ayrica sarap (6zellikle kirmizi sarap), ¢ay gibi iceceklerde ve diisiik
seviyelerde de birarada bulunurlar (Kithnau 1976).

Flavonoid iskeletinin B-halkas1 ve heterosiklik kismi, uygun bir hidroksi sinamik
asit-CoA ester (genellikle 4-kumaroil-CoA) ile saglanirken, A-halkasi; malonil-CoA
yoluyla ii¢ asetat iinitesinden orjin alir (Harborne 2013). Flavonoidler metabolize
edildikleri sirada sirasinda, hidroksil gruplart ile modifiye edilirler (Faz |
biyotransformasyon) ve daha sonra metillenerek, siilfatlanarak veya glukuronidasyonla
(Faz Il biyotransformasyon) modifiye edilirler. Yiyeceklerde, flavonoidler gogunlukla 3-0-
glikozitler ve polimerler seklinde bulunur (Hammerstone ve ark. 2000). Ornegin;
fermantasyon siiresince yesil cay yapraklarinin enzimatik olarak oksitlenerek siyah caya
dontigmesi, flavanollerin tanenlere ve diger kompleks bilesiklere polimerizasyonun

sonucudur (Balentine ve ark. 1997).
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Flavanone Flavonol

O

Flavan-3-ol Isoflavone Anthocyanidin

Sekil 2.11. Flavonoid anasiniflar1 ve molekiil yapilar1 (Cook ve Samman 1996)

En yaygm glikosidik birim glikozdur, bunun yaninda glukoramnoz, galaktoz,
arabinoz ve ramnoz daha az bulunan diger Ornekler arasinda gosterilebilir (Cook ve
Samman 1996). Bu sckerlerin B-bagi genellikle pankreatik enzimler tarafindan hidrolize
edilmeye kars1 direnglidirler. Bu nedenle glikozidik bagin beta-hidrolizinden bagirsak
mikrobiyotasinin, sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Day ve ark. 2000). Luteolin-7-
glukozit, kaempferol-3-glukosid ve kersetin-3-glukosid, ince bagirsak tarafindan hidrolize
edilip absorbe edilebilir. Bunun yaninda Antosiyanin glikozitleri gibi bazi flavonoid
glikozidlerin bozulmadan absorbe edilebildigi bilinmektedir (Cao ve Prior 1999, Cassidy
ve Minihane 2017, Gopalan ve ark. 1992, Spencer ve ark. 1999). Emilim, kolonun
mikrobial popiilasyonunun yani sira, dozaja, tasiyici araglara, onciil diyetlere, cinsiyet
farkliliklarina da bagli olarak degiskenlik gosterebilir (Cassidy ve Minihane 2017).

Esas olarak flavonoidler, bitki biyokimyasinda ve fizyolojisinde antioksidan etki
gostermek, enzim inhibitdrleri olarak rol almak ve toksik maddelerin onciilleri olmak gibi
onemli roller oynarlar. Bu bilesikler; fotosentezde aract molekiiller olarak, enerji transfer
faktorleri olarak, biliylime diizenleyicileri ve enfeksiyonlara karst koruyucu olarak da islev
goriirler. Bunun disinda azot fiksasyonuna katilirlar ve bazi bitkilerde pigment olarak gbrev
alirlar. Bitki flavonoidlerinin, gesitli hayvan tiirleri ve diger organizmalarla evrim boyunca
uzun siire iligki icinde olmasi, memelilerde ve diger biyolojik sistemlerde, bu kimyasallarin

onemli biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelerden sorumlu olabilecekleri fikrini
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dogurmustur (Tohge ve ark. 2017, Waladkhani ve Clemens 2008). Ote yandan, insanlarda
ve yliksek organizmalarda flavonoidlerin anti-inflamatuar, antioksidan, antialerjik ve
hepato-koruyucu 6zelliklere sahip olduklari uzun zamandir bilinmektedir. Bu 6zelliklerine
ek olarak flavonoidlerin antitrombotik, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu o6zelliklere sahip olduklar diistintilmektedir
(Orhan ve ark. 2010, Tapas ve ark. 2008).

Flavonoid gibi antioksidan 6zellik gosteren molekiillerce zengin diyetlerin yasam
stiresini uzatabilecegi diisiiniilmektedir. Bu fenomen “Fransiz Paradoksu” olarak da
isimlendirilmektedir. Fransiz Paradoksuna gore yiiksek meyve/meyve suyu ve sebze/sebze
suyu iceren diyetlerle beslenen popiilasyonlarda koroner kalp hastaliklarinin insidansi

goreceli olarak daha diisiiktiir (Cerletti ve ark. 2017, Hertog ve ark. 1993, Terao 2017).

2.12.1. Flavonoidlerin Fizyolojisi
Flavonoidler genellikle aglikon formunda degil suda daha iyi ¢6ziinen glikozid

formunda bulunurlar. Flavonoid glikozitler, ince bagirsaga ulastiklarinda, sodyum bagimli
glukoz tasiyict 1 (SGLTI), araciligiyla veya glikoz tasiyicilart olan GLUT-1 ve GLUT-2
araciligiyla epitelden gegebilir. (Tarahovsky ve ark. 2014, Williamson ve ark. 2018)
Sitosolik B-glukozidazlar daha sonra bu glikoz pargasini koparir ve bundan sonra flavonoid
aglikon formda hiicre i¢inde kalabilir veya sistemik dolasima girebilir. Hem ince hem de
kalin bagirsaklarin limenlerindeki B-glukozidazlar, flavonoid aglikonu glikozile edilmis
formdan parcalayabilir ve bundan sonra epitelyal hiicreler tarafindan absorbe edilebilir.
Bununla birlikte, bu absorpsiyon sekli, flavonoid glikozidi ince bagirsak liimenine geri
aktarabilen MRP2 (Multidrug resistance-associated protein 2) tarafindan verimsiz hale
getirilebilmektedir. Aglikon karacigere ulastiginda, atilmadan 6nce glukuronide edilebilir,
stilfatlanabilir veya oksidatif metabolizmaya maruz kalabilir (Walle 2004, Kay ve Crozier
2018)

Aglikon flavonoidler direkt olarak plazma zarlarina girebilirler ¢iinki
hidrofobiktirler ve bu nedenle de zarlarda birikme egilimi gosterirler. (Yagolnik ve
Muzafarov 2014, Kay ve Crozier 2018) Flavonoidlerin molekiiler yapisi, plazma zarinda
ne miktarda tutulacaklarmin temel belirleyicisidir. Membranin polar fosfat gruplari;
molekiildeki hidroksil gruplari, seker kisimlar1 ve siilfat gruplari ile hidrojen baglart

olustururlar (Kosinova ve ark. 2012).
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Flavonoidler, hiicrenin sitozoliinde ¢ok ¢esitli sinyal yolaklarini diizenler. Bu
yolaklar, metabolizma, hiicre biiylimesi, hiicre dongiisii, apoptoz, otofaji, hiicre
farklilagsmasi ve kanser hiicresi metastazi gibi kritik hiicre fonksiyonlaridir (Zhang ve ark.
2009, Zhu ve ark. 2013). Flavonoidlerin tetikledigi sinyaller karmasik olabilir ve
dallanmali bir sekilde diizenleyici yolaklar1 baglatabilir. Siklinler ve sikline bagimli
kinazlar, hiicre boliinmesinin kilit diizenleyicileridir. Siklinler ve sikline bagimli kinazlar
hiicre dongiisiiniin agsamasina ve s6z konusu hiicrenin tipine bagli olarak farkli bir rol
iistlenirler (Bendris ve ark. 2015, Malumbres ve Barbacid 2009). Genellikle p21 gibi Cdk
inhibitorleri ile iliskili fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in kompleksler olustururlar.
(Taylor ve ark. 2008) Esas gorevleri normal sartlar altinda istenmeyen hiicreleri apoptoza
yonlendirmektir. Bu durum, kaspaz proteinlerinin aktivasyonu ile sonuglanan birkag yolla
tetiklenebilir. Apoptotik olaylar da, B hiicreli lenfoma-2 molekiilii (BCL-2), Bcl-XI gibi
anti-apoptotik proteinler ve Bax veya Bad gibi pro-apoptotik proteinler tarafindan

diizenlenebilir.

2.12.2. Flavonoidlerin Terapotik Amac¢h Kullanimi
Flavonoidlerin bitkilerde oynadigi fizyolojik roller disinda, son yillarda,

antioksidan etkileri ve potansiyel terapotik rolleri de incelenmistir (Zhang ve ark. 2019).
Diyet takviyesi olarak kullanimlarinin, saglig: tesvik edici 6zelliklerinin bulunmasinin yani
sira, flavonoidlerin kanser, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklara kars1 koruyucu
etkilerinin de oldugu gosterilmistir (Cook ve Samman 1996, Jiang ve ark. 2019,
Maggiolini ve ark. 2005, No6thlings ve ark. 2007).

Flavonoidlerin sagliga faydalar1 yeni ila¢ kesiflerinin yapilmasinda yardimci
olabilir. Flavonoidler oldukca zengin bir alt siif tablosu gosterirler. Ornegin; Apigenin,
baicalein, luteolin ve chrysin flavonlarin alt smifina aittir; kaempferol, myricetin ve
quercetin flavonollerin alt smifina daha yakindir; hesperetin, flavanone bilesigidir;
genistein ve daidzein izoflavonlarin alt sinifi ile birlikte siniflandirilir; baicalin, catechin ve
rutin sirastyla flavon glikozitler, flavan-3-ols ve flavonol glikozitler ile uyumludur.
Kanserler dahil olmak tizere gesitli hastaliklar flavonoid alimi ile kontrol edilir. Kanser
hiicre hattindaki sitotoksisite ¢aligmalari, temel olarak normal hiicreleri etkilemeyen kanser
hiicrelerinde toksisiteye sebep olan flavonoid bilesiklerinin giiglii antikanser etkilerini
gostermistir (Manthey ve Guthrie 2002, Edgar ve ark. 2008, Ullah ve ark. 2011).

Flavonoidler kanser hiicresi eliminasyonunda makrofaj fonksiyonunu diizenleme
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yetenegine sahip olan ve hiicre ¢gogalmasinin potansiyel bir inhibitdrii olarak islev gdoren
flavonlarla gerceklestirilen birgok in vitro ve in vivo ¢alisma, flavonoidlerin g¢esitli kanser
hiicre hatlarina kars1 iyi aktiviteye sahip oldugunu dogrulamistir. Ayrica flavonoidler,
kanser hiicresi hatlarinda antiproliferasyon ve sitotoksisite olusturma kabiliyetine sahip
bilesiklerdir (Abotaleb ve ark. 2019).

Flavonoidlerin kimyasal yapisinda meydana gelen kiicik degisiklikler bu
molekiillerin biyolojik aktivitelerini ¢ok Oonemli Olgiide etkileyebilir. Bunun en carpici
orneklerinden biri krizin ve kersetin molekiillerinin antioksidan etkileri arasindaki farktir.
Kersetin krizin molekiilinden farkli olarak B halkasinda iki, C halkasinda ise bir tane
olmak {izere toplam ii¢ tane hidroksil grubu bulundurur ve krizin kersetine gore 20 kat daha

etkili bir antioksidandir (Mohammed 2009).

2.11.3. Flavonoidler ve Kanser
Dogal bilesiklerin ve bu bilesiklerinin tiirevlerinin kanser tedavisinde kullanimi,

son yillarda bilim diinyasinin en yogun ¢alistig1 alanlarin basinda gelmektedir ve dogal
tirtinler ve tiirevleri, ilaglarin kesfedilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Butler 2008,
Butler 2004, Liu ve Zhan 2019, Mishra ve Tiwari 2011).

Ik etapta saghg tesvik edici 6zellikleri iizerinde yogunlasilan flavonoidler ve
tiirevi bilesikler lizerine son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda; meme (Pan ve ark. 2012),
prostat (Brown ve ark. 2005), akciger (Liskova ve Biisselberg 2019, Park ve ark. 2012,
Garcia ve ark. 2019, Shih ve ark. 2009) ve kolorektal kanser (Ko ve ark. 2005, Wang ve
ark. 2018) dahil olmak fizere, bir¢ok kanser tiirline yonelik olusturulan modeller
flavonoidlerin in-vitro ve preklinik etkilerini ortaya koymustur.  Benzer sekilde
flavonoidler ve tiirevleri, 16semi (Ko ve ark. 2005), glioma (Siegelin ve ark. 20009,
Siegelin ve ark. 2008), hepatik (Huang ve ark. 2013) ve pankreas kanseri (Henderson ve
Kolonel 2007) gibi kanser tiirlerinde terapi amaglh kullanilabilecek aday molekiiller olarak
gosterilmislerdir.

Ozetle flavonoidler birgok kanser hiicre hattinda hiicre dongiisiiniin baskilanmasini
ve apoptozu indiikleyebilir. Hiicre sikliistiniin baskilanmasini, G1 / S kontrol noktasinda
siklin D, E ve A'nin ve siklin-bagimli kinazlarin CDK2 ve CDK4’lin asagi yonli
regililasyonu yoluyla indiikleyebilirler (Cullen ve Martin 2008).

Flavonoidler, hiicre i¢i sinyal mekaniklerini diizenlemelerinin yani sira hiicre

zarinda birikerek de kanser hiicrelerinin davraniglarini degistirebilirler. Flavonoidlerin
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kanser hiicrelerinin zarlarinda birikmeleri zar akigkanligini farkli derecelerde etkileyebilir
ve bu fenotipik etki, kanser hiicrelerinin metastatik 6zellikleri {lizerinde 6nemli etkilere

neden olabilir (Ajdzanovi¢ ve ark. 2013, Pawl¢ga ve ark. 2013, Selvaraj ve ark. 2015).

2.12.4. Flavonoidlerin Epigenetik Etkileri
Flavonoidlerin ¢ok ¢esitli hiicre i¢i sinyal yollari1 dogrudan etkilemesi

muhtemeldir, ¢iinkii flavonoidler ¢cogu zaman epigenetik modiilatorler olarak islev goriir.
Flavonoidler, enzim aktivitesini ve ayrica DNA metilasyonu veya histon asetilasyonu ile
iliskili proteinlerin miktarin1 degistirebilir. PC-3 ve 22Rv1 insan prostat kanseri
hiicrelerinde, apigenin flavonoidi, hem histon deasetilaz proteinlerinin (HDAC) protein
ekspresyonunu hem de enzim aktivitesini azaltmigtir; sonu¢ olarak bu durum, H3 ve H4
histonlarinin asetilasyonunu arttirmistir. Genistein flavonoidinin HeLa insan rahim agzi
kanseri hiicre hattinda, DNA metil transferazlarin (DNMT) enzim aktivitesini ve
HDAC'larin protein seviyelerini azalttigi tespit edilmistir. Ayrica, yapilan baska bir
calismada, genistein MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde DNA
metilasyon seviyelerini, DNMT aktivitesini ve DNMT1 mRNA ve protein seviyelerini
diistirdiigii rapor edilmistir (Russo ve Ungaro 2019, Xie ve ark. 2014).

Kanser hiicreleri, hiicre fizyolojisi dinamiklerini epigenetik olarak da degistirirler:
hem pozitif biliylime sinyallerinin aktivitesinde bir artis hem de kontrolsiiz biiyiimeyi
onleyebilecek sinyal yollarinda yolaklarinin aktivitesinde bir diisiis gozlemlenir
(Malumbres ve Barbacid 2009). Flavonoidlerin kansere bagli genlerin transkripsiyonunu
epigenetik olarak diizenledigi rapor edilmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde,
apigenin flavonoidi, HDAC aktivitesini Onemli oOlgiide Onleyerek ve histon H3
asetilasyonunu indiikleyerek p21WAF1/CIP1 transkripsiyonunda bir artisa neden olmustur
(Tseng ve ark. 2017). Genistein flavonoidi ile muamelenin, Sfrp2, SfrpS ve Wnt5a'nin
DNA metilasyonunu arttirdigi, boylece gen {iriinlerinin ekspresyonunu baskiladigi

bulunmustur (Zhang ve ark. 2013)
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Flavonoid Tiirevi Bilesikler
Calismamizda kullanilan flavonoid tiirevi bilesikler, Atatiirk Universitesi Kimya

Boliimi, Organik Kimya Anabilim Dali’nda sentezlenmistir. Flovonoid tiirevi bilesiklerin
eldesi, flavone ana omurgasinin gesitli karbonlarindan metoksillenmesi ve florlanmas: ile
modifiye edilerek gerceklestirilmistir (Sekil 3.1.).

5M bilesigi flavone omurgadaki A halkasmin, 5 ve 7 nolu karbonlarinin
metoksillenmesiyle elde edilmistir (Sekil 3.1.). Molekiil 282,295g/mol molekiil agirligina
sahiptir. Bilesigin maruziyet ¢alismalarinda kullanilmak tizer ana ve ara stok soliisyon
olmak flizere iki konsantrasyonda soliisyonlar1 hazirlanmigtir. 0,001M (1mM) ana stok igin
0,0028 gram bilesik 10 ml %2’lik DMSO igerisinde ¢oziinmiis ve su banyosunda
sonikasyona maruz birakilmistir. Bu soliisyon +4’te 1 aydan fazla olmamak kosuluyla
muhafaza edilmistir. Maruziyet giinii 100 mikromolarlik ara stok olusturmak i¢in ana
stoktan 1:10 oraninda diliisyonlar DMEM kullanilarak hazirlanmistir. Boylece ara stokta
%0,2’lik bir DMSO konsantrasyonu elde edilmistir. Daha diisiik seri diliisyonlar yine
DMEM kullanilarak elde edilmis ve final DMSO konsantrasyonunun % 0,2’ye esit veya
daha diisiik olmas1 saglanmisitir.

7Y-2 molekiilii ise A halkasindaki 5 ve 7 nolu karbonlarin metoksilasyonuna ek
olarak B halkasinin 3 nolu karbondan florlanmistir (Sekil 3.1.). Molekiil 300,29g/mol
molekiil agirligina sahiptir. Bilesigin maruziyet ¢alismalarinda kullanilmak iizere ana ve
ara stok soliisyon olmak tizere iki konsantrasyonda soliisyonlar1 hazirlanmistir. 0,001M
(ImM) ana stok i¢in 0,0030 gram bilesik 10 ml %2’lik DMSO igerisinde ¢éziinmiis ve su
banyosunda sonikasyona maruz birakilmistir. Bu soliisyon +4’te 1 aydan fazla olmamak
kosuluyla muhafaza edilmistir. Maruziyet giinii 100 mikromolarlik ara stok olusturmak
icin ana stoktan 1:10 oraninda diliisyonlar DMEM kullanilarak hazirlanmistir. Boylece ara
stokta %0,2’lik bir DMSO konsantrasyonu elde edilmistir. Daha diisiik seri diliisyonlar
yine DMEM kullanilarak elde edilmis ve final DMSO konsantrasyonunun % 0,2’ye esit

veya daha diislik olmas1 saglanmisitir.
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5Y-2 molekiilii 7Y-2 molekiiliinden farkli olarak B halkasinin 3 nolu karbonundan
degil 6 nolu karbonundan florlanarak sentezlenmistir (Sekil 3.1.). Molekiil 300,29g/mol
molekiil agirligina sahiptir. Bilesigin maruziyet ¢alismalarinda kullanilmak iizere ana ve
ara stok soliisyon olmak tiizere iki konsantrasyonda soliisyonlar1 hazirlanmistir. 0,001M
(ImM) ana stok igin 0,0030 gram bilesik 10 ml %2’lik DMSO igerisinde ¢éziinmiis ve su
banyosunda sonikasyona maruz birakilmistir. Bu soliisyon +4’te 1 aydan fazla olmamak
kosuluyla muhafaza edilmistir. Maruziyet giinii 100 mikromolarlik ara stok olusturmak
i¢cin ana stoktan 1:10 oraninda diliisyonlar DMEM kullanilarak hazirlanmistir. Daha diisiik
seri diliisyonlar yine DMEM kullanilarak elde edilmistir. Boylece ara stokta %0,2’lik bir
DMSO konsantrasyonu elde edilmistir. Daha diisiik seri diliisyonlar yine DMEM
kullanilarak elde edilmis ve final DMSO konsantrasyonunun % 0,2’ye esit veya daha
diisiik olmas1 saglanmisatir.

19Y-1 molekiilii A halkasinin, 5 ve 7 nolu karbonlarmin metoksillenmesine ek
olarak B halkasiin 4 ve 5 nolu karbonlarinin florlanmasi ile sentezlenmistir (Sekil 3.1.).
Molekiil 318,28g/mol molekiil agirligmma sahiptir. Bilesigin maruziyet c¢aligmalarinda
kullanilmak {izere ana ve ara stok soliisyon olmak iizere iki konsantrasyonda soliisyonlari
hazirlanmistir. 0,001M (1mM) ana stok igin 0,0032 gram bilesik 10 ml %2’lik DMSO
igerisinde ¢Oziinmiis ve su banyosunda sonikasyona maruz birakilmistir. Bu soliisyon +4°te
1 aydan fazla olmamak kosuluyla muhafaza edilmistir. Maruziyet giinii 100 mikromolarlik
ara stok olusturmak i¢in ana stoktan 1:10 oraninda diliisyonlar DMEM kullanilarak
hazirlanmistir. Daha diistik seri diliisyonlar yine DMEM kullanilarak elde edilmistir.
Boylece ara stokta %0,2°lik bir DMSO konsantrasyonu elde edilmistir. Daha diisiik seri
diliisyonlar yine DMEM kullanilarak elde edilmis ve final DMSO konsantrasyonunun

%0,2’ye esit veya daha diisiik olmas1 saglanmisitir.
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Sekil 3.1. Calismamizda kullanilan flavonoid tiirevi bilesiklerin agik formiilii

3.1.Hiicre Hatt1
Tez ¢alismamizda A549 Akciger Adenokarsinom hiicre hatt1 kullanilmigtir.

3.2. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Materyaller
Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan Kimyasallar

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1X) (DMEM) Gibco
Fetal Calf Serum (FCS) Gibco
Hank’s Balanced Salt Solution (1X) (HBSS) Gibco
Trypsin/EDTA (1X) Gibco
Phosphate bufffered saline (1X) PBS Gibco
Penicilin/Streptomycin Gibco

(10.000 Units/mL penicilin) (10.000 pg/mL streptomycin)

Tripan Mavisi Boyas1 (% 0.4) Gibco
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT) Sigma
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma
RIPA Lysis Buffer Thermo
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3.3. Deneylerde Kullanmilan Cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihazin Adx

Biyogiivenlik Kabini
Karbondioksit Inkiibatorii
Hassas Terazi

Isik Mikroskobu

Inverted Mikroskop

pH Metre

Sogutmali Santrifiij
Spektrofotometre

Su Banyosu

Ultrasonik Homojenizator
-20°C Derin Dondurucu
+4°C Derin Dondurucu
Sogutmal1 Santrifii
Manyetik Karistirici-Isitict
-80°C Derin Dondurucu
Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar (devam)
Vorteks

Kuru Blok Isitict

Sogutmali Santrifiij
Thermal Cycler

Mikrosantrifiij

Real-time PCR Cycler
Otoklav
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Markasi

Thermo, HeraSafe KS Class |1
Thermo, HeraCell 150i
OHAUS, Pioneer PA214C
Novel, N-120

Nikon, Eclipse TS100
HANNA Instruments, HI 2211
pH/ORP Meter

Hettich, Universal 320R
Thermo, Multiskan GO
Stuart, SWBD

Elma, EImasonic S 40

Bosch

Bosch

Sigma, 3-30K

Heidolph, MR Hei-Stveard
DAIHAN, SimpleFreez U500

VELP Scientfica, Classic
WiseTherm® HB-96D
Beckman Coulter,
Microfuge 20R

Bio-Rad, T100

DAIHAN, Centrifuge CF-5

STRATAGENE Mx3000P
DAIHAN, MaXterile 47



Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar (devami)

Merck, Millipore Direct-Q®

Saf Su Cihazi 33UV
Bio-Rad  Mini-PROTEAN®
Western Blot Jel Tanki Tetra System
Gli¢ Kaynagi Bio-Rad PowerPac HV
Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™
Western Blot Transfer Cihazi Transfer System
Calkalayici IKA® Rocker 2d Digital

3.4. Cahsmalarda Kullanilan Ticari Kitler
Calismamizda kullanilan ticari kitler Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan ticari kitler

RNeasy Mini Kit Qiagen

High  Capacity @ cDNA  Reverse

Transcription Kit Thermo

Applied Biosystems Power SYBR
Green PCR Master Mix Thermo

3.5. Hiicre Kiiltiirii
Tez galigmalarimiz Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji

Anabilimdali Hiicre Kiiltiirii Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir. Deneylerde Akciger
Adenokarsinom (A549) hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FCS),
0.2 mM glutamin, 100 pg/ml streptomisin 100 IU/ml penisilin iceren DMEM-F12
vasatinda 37 oC’de, % 5 CO2 ve 1 atm basing altinda 25 ve 75 c¢cm?2’lik steril flasklar
icerisinde kiiltiire edilmistir. Kiiltiir vasati haftada iki kez degistirildi hiicreler yeterli
sayitya ulastiklarinda deneylerde kullanilmak tizere 75 cm2’lik kiiltiir kaplann ve 24
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekim yapilmistir. Hiicreler kiiltiir kaplarinin ylizeyini

%70-80 oraninda kapladiktan sonra, kiiltiirlerin {izerine %10 FCS iceren vasatin yerine SF
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(serumsuz vasat; serum free) vasati eklenerek 24 saat siireyle bu kosullarda inkiibe
edilmistir. 24 saat kiiltiire edildikten sonra yeni sentezlenen flavonoid tiirevi molekiillerle
cesitli konsantrasyonlarda (1-100uM) muamele edilmistir. Flavonoidler suda ¢ok az
¢oziindiiklerinden, flavonoid anastoklart olusturmak igin, ¢oziicii olarak %2 DMSO
(Dimethyl Sulfoxide) iceren DMEM soliisyonu kullanilmistir. Bunun yaninda JAK/STAT
yolaginin ¢ekirdege dogruda transkripsiyon faktorii ile gecis yapan STAT proteinlerinden
dolay1 hizli bir yolak oldugu goéz Oniine alinarak, maruziyet i¢in 24 saatlik inkiibasyon

stiresi tercih edilmistir.

3.6. Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi (MTT)
Calismada yeni sentezlenen flavonoid tlirevi molekiillerin maruziyet dozlari ve

stireleri 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 analizinin ¢aligma prensibi, proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz
enzim aktivitesi ile sar1 renkli bir bilesik olan tetrazolyumu kullanarak mor renkli formazan
boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak mikroplate okuyucu veya
spektrofotometre ile 6l¢iilmesine dayanir (Meerlo ve ark. 2011).

MTT analizi asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
1- 1 mg/mL MTT c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 15 mg MTT tartilip 15 mL PBS’ de
¢ozllmistiir. Her analiz Oncesi taze hazirlanmis ve aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan
korunmustur.
2- A549 hiicreleri DMEm besi ortaminda 75 cm2’lik flasklarda pasaj gegilmistir. Pasaj
gecilen hiicreler tripsinle siispanse edilmistir. Flask yiizeyinden tamamen kalkan hiicre
slispansiyonuna serumlu besiyeri eklenerek tripsinin etkinligi durdurulmustur.
3- Hiicre siispansiyonu santrifiij edilerek siipernatant atilmig ve taze besiyeriyle hiicreler
yeniden siispanse hale getirilmistir.
4- Gerekli diliisyonlar yapilarak 96 kuyucuklu pleyte 200 pl besi ortamima 50.000
hiicre/kuyucuk konsantrasyonunda ekim yapilmuistir.
5- Pleyt yiizeyine hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat inkubasyona birakilmistir.
6- 24 saat inkiibasyondan sonra SF aspire edilerek ¢esitli konsantrasyonlarda yeni
sentezlenmis olan flavonoid tiirevi bilesikleri (SM, 7Y-2, 19Y-1 ve 5Y-2) eklenmis, 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.

7- Kuyucuklardaki besiyeri aspirasyon yontemi ile uzaklastirtlmistir.
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8- Her bir kuyucuk 50 pl PBS ile yikanmustir.

9- Kuyucuklardaki son konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde 200 ul MTT ¢ozeltisi
eklenmistir.

10- Hiicreler 1 saat MTT c¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir.

11- Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki MTT ¢ozeltisi aspirasyon yontemi ile
uzaklagtirilip olusan formazon kristalleri 150 ul DMSO’ da ¢oziilmiistiir. Absorbanstaki

degisim 490 nm dalgaboyunda izlenmistir.

3.7. Gen ekspresyonu analizleri
Yeni sentezlenen flavonoid tiirevi molekiillerinden se¢tigimiz 5SM molekiiliiniin

MTT analizi ile belirlenen konsantrasyon ve siirelerdeki maruziyetinden sonra A549
hiicrelerinden total RNA izolasyonu gergeklestirimis ve hiicre proliferasyonunda 6nemli
rol oynayan JAK/STAT yolagmin temel molekiilii olan STAT3 ile STAT3’{in uyaridig
SOCS2, BCL-XL, c-Mye, P21, p53 ve bir baska hiicre proliferasyon yolagi olan MAPK
yolagimin elaman1 ERK1 ve ERK2 genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Gen

ekspresyon analizleri ti¢ tekrarli yapilmistir.

3.8. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
RNA izolasyonu igin 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 50000 hiicre/ml olacak

sekilde ekilen hiicreler, taban1 %70 oraninda kapladiginda flask tabanindan Tripsin-EDTA
(1X) (% 0.25) ile kaldirilarak toplanmistir. RNA izolasyonu (Qiagen; RNeasy Mini Kit,
Catalog number: 74104) ve cDNA sentezi (Thermo; High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Catalog number: 4368814) asamalart ticari kit kullanilarak yapilmistir.

3.8.1. RNA izolasyonu
Kit icerigi;
RNeasy Mini Spin Columns
Collection Tubes (Toplama tiipleri) (1.5 mL)
Collection Tubes (Toplama tiipleri) (2 mL)
Buffer RLT (45 mL)
Buffer RW1 (45 mL)
Buffer RPE (11 mL)
RNase-Free Water (RNaz icermeyen su) (10 mL)
RNA izolasyon Protokolii asagidaki gibi uygulanmistir.
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1- Hasat edilen hiicrelerin {izerine 600 uL Buffer RLT eklenmistir.

2- Hiicreler vortekslenerek calkalanmisgtir.
3- Homojenize edilmis lizata 600 puL % 70°lik etanol eklenmistir.
4- Lizat ve etanol karisimindan 700 pL ¢ekilmistir ve 2 mL’lik toplama tiipleri

icindeki RNeasy Mini Spin Column tiiplere aktarilmistir. Tiplerin kapaklari
kapatilarak oda sicakliginda >8000 x g’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

5- RNeasy Mini Spin Column tiiplere 700 uL Buffer RWI1 eklenmistir.
Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak oda sicaklifinda >8000 x g’de 15 saniye santrifiij
edilmistir.

6- RNeasy Mini Spin Column tiiplere 500 pL Buffer RPE eklenmistir.
Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak oda sicakliginda >8000 x g’de 15 saniye santrifiij
edilmistir.

7- RNeasy Mini Spin Column tiiplere 500 pL Buffer RPE eklenmistir.
Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak oda sicakliginda >8000 x g’de 2 dakika santrifiij
edilmistir.

8- RNeasy Mini Spin Column tiipleri yeni 1.5 mL’lik toplama tiiplerine
transfer edilmistir. 30-50 pL RNaz icermeyen su eklenmis, tiip kapaklar: kapatilmis
ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

9- Toplama tiiplerindeki saflastirilan RNA Orneklerinin konsantrasyonu ve
A260/A280 absorbans orani niikleik asit Olger (Thermo, Multiskan GO) ile

belirlenerek cDNA sentezi i¢in kullanilmistir.

3.8.2. cDNA Sentezi
Kit icerigi
10X RT Buffer, 1 x 1 mL
10X RT Random Primers, 1 x 1 mL
25X dNTP Mix (100 mM), 1 x 0.2 mL
MultiScribe® Reverse Transcriptase (50 U/uL), 2 x 0.1 mL
Protokol;
1- Her bir 6rnek i¢in 2 uL 10X RT Buffer, 2 uL 10X Random primers, 0,8 pL 25X
dNTP Mix, 1 uL Reverse Transcriptase, 4,2 uL RNaz i¢cermeyen su kullanilarak; her bir
ornek i¢in 10 pL 2X RT master mix soliisyonu hazirlanmastir.

2- 2X RT master mix soliisyonundan, her reaksiyon tiipiine 10 pL aktarilmistir.

35



2- Her tiipe 10 uL RNA 6rnegi eklenmistir.

3- Tiipler etiketlendikten sonra, asagida verilen kosullarda inkiibe edilmistir.
Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
37°C 120 dakika
85°C 5 dakika
4°C 0

Inkiibasyon sonrasi her tiipe 80 pL RNaz icermeyen su eklenmistir. Ornekler

kullanilincaya kadar uygun kosullarda saklanmuistir.

3.9. Real-time PCR
Gen ekspresyon analizleri, QIAGEN-Rotor-Gene Q Real-time PCR cihazinda,

Thermo; Applied Biosystems Power SYBR Green PCR Master Mix, (Catalog number:
4367659) ticari kiti kullanilarak yapilmistir. Analizi yapilan genlere ait primer dizileri
Cizelge 3.4’te verilmistir. Housekeeping gen olarak kullanilan GAPDH (Glyceraldehyde-
3-Phosphate Dehydrogenase) genine ait primer ise, ticari olarak (Qiagen) satin alinmistir.
Spesifik olmayan firiinleri ve primer-dimer varligin1 kontrol etmek igin melting curve
analizi yapilmistir. Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, her oOrnek duplike olarak

calisilmistir. Deney sonuglari kat degisimi (Fold-change) olarak verilmistir.

3.10. Caliymada kullanilan primerler
Primerler igin literatiir ¢alismasi (Cizelge 3.4.) yapildiktan sonra NCBI sitesinin

sundugu BLAST hizmeti kullanilarak primerlerin spesifik olup olmadig1 kontrol edilmistir.
BLAST genetik diziler arasindaki benzer bolgelerin belirlenmesini saglayan bir algoritma
kullanmaktadir. Program, veritabanlarin1 karsilastirmak i¢in niikleotit veya protein

sekanslarini tarayip karsilastirmakta ve istatistiksel hesaplamalar yapmaktadir.
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Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primerler

Genler | Primerler Kaynak

Forward CAGCAGCTTGACACACGGTA
STAT3 | Reverse AMACACCAAAGTGGCATGTGA Qe e AU,

Forward TTAAAAGAGGCACCAGAAGGAAC
SOCS2 | peverse AGTCGATCAGATGAACCACACT | (£hu veark. 2013)

Forward GTCAAGAGGCGAACACACAAC .
¢-MYC | Reverse TTGGACGGACAGGATGTATGC (BB EnS AN

Forward TGTCCGTCAGAACCCATGC

p21 Reverse AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC

(Meng ve ark. 2018)

Forward CAGCACATGACGGAGGTTGT
PS3 Reverse TCATCCAAATACTCCACACGC (Yang ve ark. 2018)

Forward GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC

Bel-XI | Reverse TCCATCTCCGATTCAGTCCCT (Guo ve ark. 2018)

- Forward CTACACGCAGTTGCAGTACAT (Wang ve Zhang
Reverse CAGCAGGATCTGGATCTCCC 2018)

crcp | PO TACACCAACCICTCGTACATCG |

Reverse CAGCAGGATCTGGATCTCCC

Real time PCR Protokolii;

1- Her bir 6rnek tiiptine 12.5 pL Power SYBR Green PCR Master Mix, 100 nM
primer, 6 pL RNaz igermeyen su ve 100 ng cDNA eklenerek tiiplerin kapaklar
kapatilmistir.

2- Tiipler cihaza yerlestirilerek asagidaki tabloda verilen kosullarda inkiibe

edilmistir.
Sicakhk Zaman Dongii Sayisi
95°C 10 dakika | 1
95°C 15 saniye

_ 40
60°C 60 saniye
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3.11. istatistiksel Analiz
Hiicre canliligr ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5.01

(GraphPad Software Inc. USA) programi kullanilmistir. Verilerin degerlendirilmesi tek
yonlii varyans analizi (One way analysis of variance, ANOVA) ile Dunnet coklu
karsilastirma (post-hoc) testi kullanilmistir. Deneyler 3 defa tekrarlanmastr.

Real-Time PCR verilerinin istatistiksel analizi RT? Profiler PCR Array Data Analysis
version 3.5 ile yapilmistir. Deneyler 3 defa tekrarlandi. Sonuglar kat degisimi olarak

verilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Assay Calismalari
Calismamizda; 24 saat boyunca 19Y-1, 5Y-2, 7Y-2 ve 5M bilesiklerine maruz

birakilan A549 hiicrelerinden elde edilen MTT sonuglart degerlendirilmistir.

4.1.1. 19Y-1 Bilesigi icin MTT Assay calismasi
19Y-1 bilesigi i¢in gergeklestirilen MTT analizlerinde 0 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM,

25 uM, 50 uM, 75 puM ve 100 uM konsantrasyonlart 8 tekrarli calisiimis,
spektrofotometrik olarak analiz edilmis, absorbans degerlerinin ortalamasi hesaplanarak

stitun grafigi ¢cikarilmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. 19Y-1 Bilesigi i¢in elde edilen 24 Saatlik uygulama sonunda elde edilen MTT sonuglart.

19Y-1 bilesigi i¢in yapilan maruziyet c¢aligmalarindan elde edilen sonuglarda,
uygulama sonrasi kontrol grubu (SF) ile maruziyet gruplarinin arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark tespit edilememistir (Cizelge 4.1.) (p<0,05).

Cizelge 4.1. 19Y-1 molekiilii MTT analizine ait veriler (-: 6nemli degil, +: 6nemli, p< 0,05)

Kontrol ve Maruziyet ort. Onemlilik Onemlilik Uyarlanmis
Gruplariin karsilastirmas1 Farka Derecesi p degeri
SFvs. 1 0,07698 - - 0,5815
SFvs. 5 -0,01615 - - 0,9996
SFvs. 10 -0,07588 = = 0,5959
SF vs. 25 -0,03723 - - 0,9749
SF vs. 50 -0,002383 - - >0,9999
SFvs. 75 0,0009333 - - >0,9999
SF vs. 100 0,02475 = = 0,9972
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4.1.2. 7y-2 Bilesigi icin MTT Assay calismasi
MTT analizlerinde her konsantrasyon 8 tekrarli ¢alisilmis, spektrofotometrik olarak

analiz edilmis, absorbans degerlerinin ortalamasi hesaplanarak siitun grafigi c¢ikarilmistir

(Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. 7y-2 Bilesigi i¢in elde edilen 24 Saatlik uygulama sonunda elde edilen MTT sonuglar

7Y-2 bilesigi i¢in yapilan maruziyet caligmalarindan elde edilen sonuclarda,
uygulama sonras1 kontrol grubu (SF) ile maruziyet gruplarmin 25 uM, 50 uM, 75 pM, 100
uM ve 125 uM arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (Cizelge 4.2.)

(p<0,05).
Cizelge 4.2. 7Y-2 molekiilii MTT analizine ait veriIeI (-: 6nemli degil, + 6nemli, p< 0,05)
Kontrol ve Maruziyet Ort. Onemlilik Onemlilik  Uyarlanms
Gruplarimin karsilastirmas1  Farki Derecesi p degeri
SFvs. 5 0,04375 - - 0,9931
SF vs. 10 0,00305 - - >0,9999
SF vs 25 0,274 + * 0,0101
SF vs. 50 0,2344 + * 0,0352
SFvs. 75 0,2765 + e 0,0093
SF vs. 100 0,3433 + falekal 0,0009
SF vs. 125 0,399 i il 0,0001

4.1.3. 5y-2 Bilesigi icin MTT Assay calismasi
MTT analizlerinde her konsantrasyon 8 tekrarli ¢alisilmis, spektrofotometrik olarak

analiz edilmis, absorbans degerlerinin ortalamasi hesaplanarak siitun grafigi ¢ikarilmigtir

(Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. 5Y-2 Bilesigi i¢in elde edilen 24 Saatlik uygulama sonunda elde edilen MTT sonuglar

5Y-2 bilesigi icin yapilan maruziyet ¢aligmalarindan elde edilen sonuglarda, uygulama
sonrasi kontrol grubu (SF) ile maruziyet gruplarinin 75 uM ve 100 uM konsantrasyonlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (Cizelge 4.3.) (p<0,05).

Cizelge 4.3. 5Y-2 molekiilii MTT analizine ait veriler (-: 6nemli degil, +: 6nemli, p< 0,05)

Kontrol ve Maruziyet Ort. Onemlilik Onemlilik  Uyarlanmis
Gruplarimin karsilastirmas1  Farka Derecesi p degeri

SFwvs. 1 -0,5186 - - 0,9974

SFvs. 5 -0,06737 - - 0,9074
SFvs. 10 -0,2876 - - 0,2875
SF vs. 25 -0,187 - - 0,7128
SF vs. 50 -0,09872 - - 0,9810
SFvs. 75 0,6417 + folale 0,0010
SF vs. 100 0,6904 i Fkx 0,0004

4.1.4 SM Bilesigi icin MTT Assay calismasi
5M bilesigi igin gergeklestirilen MTT analizlerinde 0 uM (SF), 1 uM, 5 uM, 10

uM, 25 uM, 50 pM, 75 uM ve 100 puM konsantrasyonlart 8 tekrarli calisilmis,
spektrofotometrik olarak analiz edilmis, absorbans degerlerinin ortalamasi hesaplanarak

stitun grafigi ¢ikarilmigtir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. 5M Bilesigi icin elde edilen 24 Saatlik uygulama sonunda elde edilen MTT sonuglari

S5M bilesigi i¢in yapilan maruziyet c¢alismalarindan elde edilen sonuglarda,
uygulama sonrasi kontrol grubu (SF) ile maruziyet gruplari arasinda 1, 5, 10, 25 uM
konsanstrasyonlardaki maruziyetlerde anlamli bir fark bulunamamis ancak 50, 75 vel00
uM konsanstrasyonlardaki maruziyetlerde istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir
(Sekil 4.4) (p<0,05).

Cizelge 4.4. 5M molekiili MTT analizine ait veriler (-: 6nemli degil, +: 6nemli, p< 0,05)

Kontrol ve Maruziyet Ort. Onemlilik Onemlilik  Uyarlanmis
Gruplarimn karsilastirmas1  Farka Derecesi p degeri
SFvs. 1 0,05533 - - 0,5729
SFvs. 5 0,04997 - - 0,6740
SF vs. 10 0,06899 - - 0,3394
SF vs. 25 0,07804 - - 0,2227
SF vs. 50 0,2353 + RS <0,0001
SFvs. 75 0,2538 + Fokkk <0,0001
SF vs. 100 0,3451 + folakela <0,0001

Analizler sonucunda A549 hiicre hatt1 lizerinde antiproliferatif etkisi uygun olan
molekiillerden 5M molekiilii gen ekspresyon analizleri gergeklestirilmek tlizere secilmistir.
Gen ekspresyon analizleri i¢in, istatistiksel olarak anlamliligin bagladig1 konsantrasyon 50
uM ve istatistiksel olarak anlamli bir farkin heniiz olugmadigi 25 uM konsantrasyonu
secilmistir (Cizelge 4.1). Etkili konsantrasyon olarak ilk anlamli antiproliferatif etkinin
gozlendigi 50 uM’lik konsanstrasyon JAK/STAT yolaginin molekiiler indiikksiyonunun
belirlenmesinde tercih edilmistir. Etkinlik gostermeyen u¢ deger olarak 25 uM

konsanstrasyon kullanilmistir. Hiicre kontrol grubu olarak sadece serumsuz media igeren
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SF grubu kullanilmigtir. Maruziyet yapilmayan SF grubu negatif kontrol olarak gen

ekspresyon analizlerinde kullanilmistir.

4.2. Gen Ekspresyon Analizi
DMEM besiyeri iginde gogaltilan A549 hiicrelerinden elde edilen cDNA 6rnekleri

kullanilarak STAT3, p21, Bcl-XI, p53, SOCS2, c-myc, ERK1, ERK2 ve GAPDH gen
ekspresyon analizleri yapilmistir. GAPDH Housekeeping gen olarak kullanilmistir.
Sonuglar kat degisimi olarak verilmistir. Kat degisim hesaplamalar1 referans gen (bu
calismada GAPDH kullanilmistir) i¢in elde edilen Ct (threshold Cycle) degerinden sirasyla
SF ve maruziyet gruplarin Ct degerleri cikarilarak  ACtse ve ACtmaruzivet degerleri
hesaplanmustir. Daha sonra Livak Metodu’na (Livak ve Schmittgen 2001) gore 2 (ACSF-
ACMaruziyel) yanj 2°AACt degeri hesaplanmustir.

Spesifik olmayan {riinleri ve primer-dimer varligin1 kontrol etmek icin biitiin
primerlere erime egrisi analizi yapilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil
4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.9)

Melting (Dissociation) curve analizlerinde, GAPDH genine ait erime egrisinin
tirevsel grafigi yaklagik olarak 88 °C’de tek bir pik meydana getirmistir. Bu durum
GAPDH geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zglin olmayan)
bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiciik yiikseltiye sahip herhangi bir
ikincil pik/pikler olugsmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli interferanslarin
gozlenmedigi goriilmiistiir. Bu durum uygun bir primer secildigini gostermektedir (Sekil
4.5).

Benzer sekilde Melting (Dissociation) curve analizleri incelendiginde, p53 genine
ait erime egrisinin tiirevsel grafigi yaklasik olarak 87 °C’de tek bir pik meydana getirmistir.
Bu durum p53 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiclik yiikseltiye sahip
herhangi bir ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
interferanslarin  gézlenmedigi gorilmiistiir. Bu durum uygun bir primer se¢ildigini

gostermektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. GAPDH ve p53 primerlerine ait erime egrileri

p21 genine ait erime egrisinin melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 92 °C’de tek bir pik meydana getirmistir. Bu
durum p21 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiglik yiikseltiye sahip
herhangi ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakl
interferanslarin  gézlenmedigi goriilmiistir. Bu durum uygun bir primer se¢ildigini

gostermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. GAPDH ve p21 primerlerine ait erime egrileri

Bcl-X1 genine ait erime egrisinin  melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 83 °C’de tek bir pik meydana getirmistir. Bu

durum Bcl-X1 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
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olmayan) bir pik olusturmadigin1 gostermektedir. Yine grafikte kiiclik yiikseltiye sahip
herhangi ikincil pik/pikler olugsmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
interferanslarin  gozlenmedigi goriilmiistiir. Bu durum uygun bir primer secildigini

gostermektedir(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. GAPDH ve Bcl-X1 primerlerine ait erime egrileri

SOCS2 genine ait erime egrisinin melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 81 °C’de tek bir pik meydana getirmistir. Bu
durum SOCS2 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiciik yiikseltiye sahip
herhangi ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
interferanslarin  gézlenmedigi goriilmiistir. Bu durum uygun bir primer secildigini

gostermektedir (Sekil 4.8).

Fluorescence (-R' (T))
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Sekil 4.8. GAPDH ve SOCS2 primerlerine ait erime egrileri
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c-Myc genine ait erime egrisinin melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 81 °C’de tek bir pik meydana getirmistir.
Bu durum c-Myc geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiciik yiikseltiye sahip
herhangi ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
interferanslarin  gézlenmedigi gorilmistir. Bu durum uygun bir primer segildigini

gostermektedir(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. GAPDH ve c-Myc primerlerine ait erime egrileri

ERK1 genine ait erime egrisinin melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 90 °C’de tek bir pik meydana getirmistir.
Bu durum ERKI1 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiigiik yiikseltiye sahip
herhangi ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
interferanslarin  gozlenmedigi gorlilmistiir. Bu durum uygun bir primer segildigini

gostermektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. GAPDH ve ERK1 primerlerine ait erime egrileri

ERK2 genine ait erime egrisinin melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 85 °C’de tek bir pik meydana getirmistir. Bu
durum ERK2 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiciik yiikseltiye sahip
herhangi ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
interferanslarin  gozlenmedigi goriilmiigtir. Bu durum uygun bir primer secildigini

gostermektedir(Sekil 4.11).

Fluorescence (-R'(T))

Sekil 4.11. GAPDH ve ERK2 primerlerine ait erime egrileri

STAT3 genine ait erime egrisinin melting (dissociation) curve analizleri
incelendiginde, tiirevsel grafik yaklasik olarak 87 °C’de tek bir pik meydana getirmistir.
Bu durum STAT3 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerlerin non-spesifik (6zgiin
olmayan) bir pik olusturmadigini gostermektedir. Yine grafikte kiiciik yiikseltiye sahip

herhangi ikincil pik/pikler olusmadigindan, primer-dimer etkilesimlerinden kaynakli
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interferanslarin  gézlenmedigi gorilmistir. Bu durum uygun bir primer segildigini

gostermektedir (Sekil 4.12).

Dissociation Curve

2 2 g

£
S
g
]
£
3
S

8 &

Sekil 4.12. GAPDH ve STAT3 primerlerine ait erime egrileri

Relatif gen ekspresyon diizeyleri, GAPDH referans geni kullanilarak hesaplanmis,
25 uM ve 50 uM derigimler igin kat degisimleri Livak Metoduna gore hesaplanmustir.
Gruplar arasindaki fark t-test ile degerlendirilmis ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Kontrol gruplari ile Maruziyet Gruplarinin Gen Ekspresyon diizeyleri
Kontrol gruplari ile Maruziyet Gruplarinin
Istatistiksel Karsilastirilmasi

Gen Sembolii 25 uM 50 uM
Kat p Kat p
Degisimi Degisimi

STAT3 1,5801 0,001255 1,4948 0,084006
p21 0,8123 0,184353 0,8675 0,293851
Bcl-XI 0,9202 0,515829 0,669 0,06351
p53 0,9138 0,304755 0,6156 0,021037
SOCS2 0,6071 0,296838 0,3585 0,189078
c-myc 0,9298 0,601893 0,9107 0,540242
ERK1 0,5359 0,000944 0,3368 0,000926
ERK2 1,3708 0,162321 0,9862 0,905915

GAPDH 1 0 1 0

5M bilesiginin 25uM’lik maruziyet sonrast A549 hiicre hattindaki JAK/STAT3
yolag1 lizerinde bulunan ve kanser progresyonu ile ilgili olduklar1 bilinen STATS3, p21,
Bel-XI, p53, SOCS2, c-myc genlerinin ve JAK/STAT yolaginin non-kanonikal

diizenleyicileri olan ERK1 ve ERK2 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendiginde

48



STAT3 gen ifadesinde istatistiksel olarak onemli bir artis ve ERKI1 gen ekspresyon
diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis gozlemlenmistir. Ancak p21, Bcl-XI, p53,
SOCS ve ERK2 proteinlerine ait gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak 6énemli

bir degisim gbzlenmemistir. (Sekil 4.10), (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5.°de verilen tablodaki degerler asagidaki sekilde kat degisimlerinin
kiyaslanmasi amaciyla grafik haline getirilmistir (Sekil 4.13).

Kat Degisim Grafigi

Kat Degisimi

®25uM
B50 UM

Sekil 4.13. Maruziyet gruplarinin kontrol gruplarma gore kat degisimleri (* p<0,05)

5M bilesiginin 50uM’lik maruziyet sonrast A549 hiicre hattindaki JAK/STAT3
yolagi ilizerinde bulunan ve kanser progresyonu ile ilgili olduklart bilinen STAT3, p21,
Bel-XI, p53, SOCS2, c-myc genlerinin ve JAK/STAT yolagmin non-kanonikal
diizenleyicileri olan ERK1 ve ERK2 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendiginde
p53 ve ERKI1 gen ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak Onemli bir disiis
gozlemlenmistir. Ancak STAT3 p2l1, Bcl-XI, p53 ve ERK2 proteinlerine ait gen
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak Oonemli bir degisim gozlenmemistir (Sekil
4.13) (Cizelge 4.5.).

Gen ekspresyonu sonuglari, esik (threshold) ¢izgisinin amplifikasyon egrisini tissel
fazda kestigi nokta baz alinarak Olclilmiistiir. Biitiin 6rneklem i¢in ayni threshold degeri
(0,05) kullanilmistir. Gen ekspresyonu dogrudan biyolojik yaniti temsil etmediginden
istatistiksel hesaplamalar gen ekspresyon sonuglari iizerinden degil de relatif gen

ekspresyon degeri olan 224 formiilii kullanilarak hesaplanmustir (Sekil 4.13).
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Gen Ekspresyon Degisimleri

0,09
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0,01 - =

27{-Avg.(Delta(Ct))

Stat3 p21 Bcl-XI p53 SOCS2 c-myc ERK1 Erk2

Genler

Sekil 4.14. Kontrol gruplar1 ile maruziyet gruplarinin gen ekspresyon seviyelerindeki degisim grafigi

5M bilesigi icin 274 analizleri incelendiginde STAT3, Bcl-XI, p53, SOCS2, c-
Myc ve ERK1 genlerine ait relatif gen ekspresyon degerlerinde sayisal olarak asagi yonlii
bir degisim olmasina ragmen, bu diislis kat degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir

diistise karsilik gelmemistir (Sekil 4.14).
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5.TARTISMA

Flavonoidler bitki bazli sekonder metabolitlerdir. Flavonoidlerin kullanimi her
zaman glivenlidir ve yan etki agisindan en giivenli bilesikler arasinda gosterilirler. Yapilan
son arastirmalar, farkli meyve ve sebzelerin tikketiminin kanser gelisimini 6nlediginin ve
kanser riski seviyesini en az % 20 azalttigini ortaya koymustur. Buna dayanarak, bilim
insanlar1 kanserin kontrol altina alinmasi i¢in bitki bazli bilesiklere odaklanmislardir.
Birgok bilesik gibi flavonoidler de bitkilerden izole edilmis ve Ozellikle antikanser
aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu in vitro ve in vivo ¢aligmalarla dogrulanmistir
(Havsteen 2002, Manthey ve Guthrie 2002, Veeramuthu ve ark. 2017).

Son yillarda, yaygmn olarak “bitki polifenolleri” olarak adlandirilan bitki
kaynaklarindan elde edilen fenolik bilesikler, biiyiik 6l¢iide diyet polifenollerine atfedilen
saglikl1 6zelliklere odaklanan ¢ok sayida arastirmaya konu olmustur. Ozellikle, bazi diisiik
molekiiler agirlikli polifenollerin kanser kemopreventif aktivitesi iizerine Yiizlerce ¢alisma
yapilmigtir. Ornegin; bir derlemede sadece resveratrol molekiiliiniin karsinojenez
inhibisyonuna iliskin 512 referans gosterilmistir (Pezzuto 2008).

Bununla birlikte, dogal polifenoller igin siklikla gézlenen zayif biyoyararlanim,
hizli metabolik doniisiim, diisiik veya ana bilesigin toksisitesinin olmamasi pek cok
arastirma grubunu sentetik olarak tiirevlendirilmis flavonoidlerle ilgili calismalara
yonlendirmistir (Kumar ve ark. 2003, Spatafora ve Tringali 2011). Dogal polifenollerden
tiiretilmis analoglarin kiitliphanelerinin hazirlanmasi ayrica fenolik dogal bilesiklerin yapi-
aktivite iliskisi (SAR) caligsmalar1 molekiiler etki mekanizmalarinin daha 1yi anlasilmasina
katkida bulunabilir. Bazi calismalarda, optimize edilmis flavonoid analoglari, dogal
flavonoidlere gore, daha etkili bir mekanizmayla, daha gelismis biyolojik aktivite
gostermistir. Bu nedenle, tiimor hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktiviteye ek olarak, dogal
olarak tiiretilmis polifenoller {izerine yapilan ¢alismalardan imit verici biyolojik etkiler
(antianjiyojenik, proapoptotik, MDR inhibe edici, DNA etkilesimi ve digerleri) ortaya
¢ikmaktadir (Davidson ve Khan 2003, Spatafora ve Tringali 2011) .

Molekiillerin kimyasal yapisinda meydana gelen degisiklikler, mollekiillerin
biyolojik etkilerini radikal bir sekilde etkileyebilir (Mohammed 2009). Bu sebeple dogal

veya sentetik birgok molekiile yeni yan gruplar eklenerek, dimerlestirilerek veya hibrit
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sentezlerle yeniden modifiye edilmekte ve biyolojik etkileri degistirilebilmektedir.
Giiglendirilmis farmakolojik ozelliklere ve kanser hiicrelerine yonelik secici toksisiteye
sahip yeni bilesiklerin veya bilesik tiirevlerinin tasarimi onem arzetmektedir. Ornegin
prostat kanser hiicre hatlarinda, sitma hastaliginin tedavisinde kullanilan artemisininin,
antikanser etkilerinin arastirildig1 bir calismada, artemisinin tlirevinin artemisinine gore 30
kat daha etkili oldugu saptanmistir. Ayni sekilde flavonoidlerin kimyasal yapisinda
olusturulacak kiiciik degisiklikler, bu molekiillerin biyolojik aktivitelerini radikal bir
sekilde etkileyebilir (Morrissey ve ark. 2010, Lee 2011).

Ca'rdenas ve arkadaslarinin bazi flavonoid tiirevlerini kullanarak; serviks Hela
adenokarsinom, orofarenjal karsinom; meme MCF-7 kanseri; SK-MEL-28 melanomu ve
fare hiicre hatlar1 (F3II ve LM3, meme adenokarsinomlari; akciger LP07 tlimorii; B16-FO
melanom) lizerinde yaptiklari bir ¢alismada 20 molekiilden; dogal flavonoid-3, kafeik asit
esteri-12 ve flavonoid nitro-tiirevi-26 molekillerinin, HeLa, KB, WISH, MCF-7, F3lIl, ve
LM3 hiicre hatlar1 iizerinde giiclii antiproliferatif etki gosterdigini tespit etmislerdir
(Cardenas ve ark. 2006).

Mills ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, bir dizi yeni sentezlenmis flavonoid
bilesiklerinin anti-kanser etkilerini, insan meme kanseri MCF-7 hiicreleri iizerinde test
etmiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda yeni flavonoid tiirevlerinin biyolojik degerlendirmeleri
yapildiginda anti-kanser aktivitenin artan bilesik lipofilikligi ve serbest hidroksil
gruplarinin varhg ile arttigini gosterilmistir (Mills ve ark. 2006).

Walle tarafindan yapilan bir ¢alismada bir flavon metoksi gruplarmin molekiiliine
eklenmesinin, daha yiiksek ¢o6ziiniirliikk, biyoyararlanim ve kanser hiicresi antiproliferatif
aktivitesinin yani sira azaltilmis toksik yan etkileri olan metabolik olarak daha stabil
tirevlere yol actigi bildirilmistir (Walle 2009). Bizim caligmamizda flavonoid tiirevi
molekiillerin metoksi gruplarinin hiicre kiiltlirtinde yani in-vitro etkisi tartisilmis olmasina
karsin, metoksillenmenin biyoyararlanim ve ¢0ziiniirliik {izerine etkileri bu ¢alisma
kapsaminda arastirilmamustir.

Shi ve arkadaslar1 O-metillenmis flavonoid tiirevi bilesikler sentezleyerek, boyun
ve bas (M4E), servikal (HeLa), insan meme kanseri (SKBR) ve insan akciger kanserleri
(A549, H157, H460, 1792, 1944, H266, H522, Hop62, 1299, 292G, ve Calul) iizerinde
yiiksek etkili bir tarama (HTS) yaklasimi kullanarak, bu sentetik bilesiklerin kanser

hiicreleri biiyiimesini 6nleme yeteneklerini degerlendirmislerdir. Bu arastirmalar, kuersetin
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icindeki fenolik hidroksil gruplarinin segici maskelenmesinin, antiproliferatif aktivitenin
giiclendirilmesinde oldukga etkili olduklarimi gdstermistir (Shi ve ark. 2014, Shi ve ark.
2014). Bizim ¢alismamizda kullanilan flavonoid tiirevi bilesikler de flavon A halkasindan
orto ve meta bolgelerinden metoksillenerek modifiye edilmislerdir (Sekil 3.1.). Ancak biz
kontrol grubu olarak modifiye edilmemis flavon molekiilleri kullanmadigimizdan
metoksillenme modifikasyonunun, molekiiliin antiproliferatif etkisi ile ilgili kesin bir
sonuca ulasmamiz mimkiin degildir. Calismamizda kullanilan bilesiklerin modifiye
edilmemis versiyonlari, modifiye edilmis versiyonlar1 ile Kkarsilagtirilarak, bu
modifikasyonlarin antiprolferatif etkiye Katkis1 bagka bir calismada degerlendirilebilir.

Bilim insanlar1 antiproliferatif etkiyi tanimlarken molekiiler yolaklarin bu etkideki
roliinli de ortaya koymak tiizere sayisiz calisma gergeklestirmislerdir. Muthian ve Bright
yaptiklart bir ¢alismada kuersetinin IL-2 sinyal yolagin1 inhibe ederek STAT
molekiillerinin tirozin fosforilasyonunu inhibe ettigini gozlemlemislerdir (Muthian ve
Bright 2004).

Ozbey ve arkadaglari bir flavonoid olan apigeninin WNT/B-catenin ve JAK/STAT
yolaklarini regiile ettigini rapor etmislerdir (Ozbey ve ark. 2019).

Bizim calismamizda da, yeni sentezlenen bazi flavonoid tiirevi molekiillerin,
akciger adeno karsinoma hiicrelerinde (A549) STAT3 yolag: tizerinden, antiproliferatif
etkilerinin arastirilmasi ve antiproliferasyonun bu molekiiller tarafindan kontrol edilen
STAT3 yolagt mekanizmalariin aydinlatilmast amaglanmigtir. Bu amagla; yeni
sentezlenen flavonoid tiirevi 19Y-1, 5Y-2, 7Y-2 ve 5M bilesiklerine maruz birakilan A549
hiicrelerinden elde edilen MTT sonuglar1 degerlendirilmistir (Sekil 4.1. Sekil 4.2. Sekil 4.3.
Sekil 4.4.).  Analizler sonucunda 5M molekiiliinin A549 hiicre hatt1 iizerinde
antiproliferatif etkisi uygun bulunarak gen ekspresyon analizleri gergeklestirilmek iizere
secilmistir. Sentetik flavonid SM molekiilii A549 hiicre hattinda 50uM, 75uM ve 100uM
konsanstrasyonlarda antiproliferatif 6zellik gostermistir (Sekil 4.4., Cizelge 4.4.).

Etkili konsantrasyon olarak ilk anlamli antiproliferatif etkinin gozlendigi S0uM’lik
konsanstrasyon JAK/STAT yolaginin molekiiler indiiksiyonunun belirlenmesinde tercih
edilmistir. Etkinlik gdstermeyen u¢ deger olarak 25uM konsanstrasyon kullanilmuistir.
Hiicre kontrol grubu olarak sadece serumsuz media igeren SF grubu kullanilmustir.

5M bilesiginin 25uM’lik maruziyet sonrast A549 hiicre hattindaki JAK/STAT3

yolag1 tizerinde bulunan ve kanser progresyonu ile ilgili olduklar1 bilinen STAT3, p21,
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Bel-XI, p53, SOCS2, c-myc genlerinin ve JAK/STAT yolaginin non-kanonikal
diizenleyicileri olan ERK1 ve ERK2 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendiginde
STAT3 gen ifadesinde istatistiksel olarak onemli bir artis ve ERK1 gen ekspresyon
diizeylerinde istatistiksel olarak dnemli bir diislis gozlemlenmistir. Ancak p21, Bcl-XI, p53,
SOCS ve ERK2 proteinlerine ait gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak énemli
bir degisim gozlenmemistir (Cizelge 4.5.).

A549 hiicre hattinda 25 uM’lik konsantrasyonda yapilan maruziyet sonucunda,
JAK/STAT yolagmin en oOnemli elemanlarindan biri olan STAT3 proteininin,
transkripsiyon diizeyindeki gen ekspresyon seviyesinde 6nemli bir artis olmasina ragmen
bu artig, yolak tizerindeki 6nemli proteinler olan, p21, Bcl-XI, p53, SOCS2 ve c-myc
genlerinin transkripsiyon diizeyindeki gen ekspresyon seviyesinde onemli bir degisiklige
sebep olmamustir (Cizelge 4.5.). Bunun en temel sebebi, STAT3 proteininin sitoplazmada
latent bir protein olarak bulunmasi ve aktiflesmesi i¢in TYK2 enzimleri tarafindan
fosforilenmesinin gerekliligidir (Wung ve ark. 2005, Glienke ve ark. 2009) Dolayisiyla,
STAT3 proteininin gen ifadesinin artmast JAK/STAT yolaginin aktivasyonu anlamina
gelmedigi gibi, STAT3 proteininin gen ifadesinin azalmast da JAK/STAT yolagmin
inhibisyonu anlamina gelmez. Bu calismada STAT3’lin gen ekspresyonunu oOlglimii
yapilarak, hiicrede STAT3 proteinlerinin ekspresyonunda bir susturulma veya baskilanma
olup olmadiginin tespit edilmesi amaglanmastir.

5M bilesiginin 50uM’lik maruziyet sonrast A549 hiicre hattindaki JAK/STAT3
yolag1 lizerinde bulunan ve kanser progresyonu ile ilgili olduklar1 bilinen STATS3, p21,
Bel-XI, p53, SOCS2, c-myc genlerinin ve JAK/STAT yolaginin non-kanonikal
diizenelyicileri olan ERK1 ve ERK2 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendiginde
p53 ve ERK1 gen ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak oOnemli bir diisiis
gozlemlenmistir. Ancak STAT3, p2l1, Bcl-XI, p53 ve ERK2 proteinlerine ait gen
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisim gozlenmemistir (Cizelge
4.5.).

Gen ekspresyonu sonuglart dogrudan biyolojik yaniti temsil etmediginden
istatistiksel hesaplamalar gen ekspresyon sonuclart iizerinden degil de relatif gen
ekspresyon degeri olan 224V olarak hesaplanmistir. SM bilesigi icin 2724V analizleri
incelendiginde STAT3, Bcl-Xl, p53, SOCS2, c-Myc ve ERK1 genlerine ait relatif gen

ekspresyon degerlerinde sayisal olarak asag1 yonlii bir degisim olmasina ragmen, bu diisiis
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kat degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir disiise karsilik gelmemistir. Ciinkii kat
degisimlerinin istatistiksel olarak degerlendirildigi modelde gen ekspresyonundan farkli
olarak, verideki degisimin, 6rneklem i¢in tanimlanan belli bir orantisal esik degerini agsmasi

gerekmektedir (Dalman ve ark 2012, Fu ve ark 2006).
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6. SONUC

Sonug olarak yaptigimiz ¢alismada, sentetik olarak iiretilen 4 flavonoid tiirevi
bilesik arasindan secilen SM bilesiginin A549 hiicre hattinda 50uM, 75 uM ve 100uM
konsanstrasyonlarda antiproliferatif etkisinin oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir.
Antiproliferasyonun; JAK/STAT sinyal yolagi lizerinden gerc¢eklesmedigi, muhtemelen
MAPK sinyal yolagi gibi baska sinyal yolagi/yolaklar1 {izerinden gerceklestigi sonucuna
ulastlmistir.

A549 hiicre hattinda 25 pM’lik konsantrasyonda yapilan maruziyet sonucunda,
JAK/STAT yolaginin en oOnemli elemanlarindan biri olan STAT3 proteininin,
transkripsiyon diizeyindeki gen ekspresyon seviyesinde onemli bir artis olmasina ragmen
bu artig, yolak tizerindeki 6nemli proteinler olan, p21, Bcl-XI, p53, SOCS2 ve c-myc
genlerinin transkripsiyon diizeyindeki gen ekspresyon seviyesinde énemli bir degisiklige
sebep olmamustir.

Elde edilen gen ekspresyon analizlerinden anlasildigi tizere, hem 25 uM hem de 50
uM maruziyet konsanstrasyonlarinda ERK1 molekiiliiniin gen ekspresyon seviyelerinin
istatistiksel olarak 6nemli dlgiide diistiigii tespit edilmistir. ERK1 molekiilii MAPK sinyal
yolagimin hiicre proliferasyonu ile ilgili 6nemli bir gen ekspresyonu diizenleyicisi olmasi
sebebiyle, antiproliferatif etki, SM molekiiliinin MAPK yolu iizerinde yaptig1 inhibisyonla
gerceklesmis olabilir. ERK1 proteininin gen ekspresyonunun 50uM’lik konsanstrasyonda
daha radikal bir diislis gostermesi SM molekiiliinlin MAPK yolu {izerinden inaktivasyona
sebep olmus olma ihtimalini de giiclendirmektedir. Bu bakimdan, tez ¢alismamizda elde
ettigimiz veriler de goz oniinde bulundurularak 5M molekiiliinin MAPK yolu iizerinden
antiproliferatif etkileri arastirilabilir. Ciinkii JAK/STAT sinyal yolaginda oldugu gibi;
MAPK sinyal yolag1 da hiicrelerin, kanser hiicrelerine farklilagsmasinda rol oynayabilen
onemli bir sinyal yolagidir.

Bu tezin amaci, yeni sentezlenen bazi flavonoid tiirevi molekiillerin, A549
hiicrelerinde STAT3 yolag1 iizerinden, antiproliferatif etkilerini incelemektir. Tezin
kapsami ve amaci dogrultusunda MAPK sinyal yolaginin detayli olarak arastirilmasi
hedeflenmediginden, 5M molekiiliiniin, MAPK sinyal yolagi tizerindeki diger proteinlerin

gen ekspresyon seviyesini degistirip degistirmedigi arastirilmamistir.  Ancak 5M
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molekiiliiniin ve/veya yeni sentezlenecek flavonoid tiirevi bilesiklerin MAPK gibi kanser
siirecinde rol oynayan molekiil yolaklarindaki etkisi baska caligmalarla arastirilabilir.
Ayrica 5M  molekiiliiniin inhibe ettigi sinyal yolagi belirlendikten sonra, in-vivo

caligmalarla biyoyararlanim profilleri incelenebilir.
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