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OZET

Kadinlarda diinyada en sik insidansa sahip kanser tlirii olan meme kanseri, 6liim riski kanserin
metastaz siirecinin akibetine gore artabilmektedir. Metastazin en 6nemli mekanizmasi olan Epitelyal-
mezenkimal gegis slirecinin anlagilmasi ve buna bagli olarak tedavi yontemleri gelistirilmesi ¢ok
onemlidir. Epirubisin giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan antrasiklin ailesine mensup bir
kemoterapi ilacidir. Kanser hiicrelerinde DNA molekiillerine interkalasyon yaparak baglanarak islev
gorirler. Yapilan son ¢alismalarda epirubisin gibi kemoterapi ilaglarinin etkisini indiikleyici ajan
olarak fitokimyasallar ilgi ¢ekmistir. Bir fitokimyasal ailesi olan Flavonoidlerin bir iiyesi olan
taksifolinin kanser tizerindeki rolii heniiz tam anlasilamamistir. Bu ¢alismada epitelyal-mezenkimal
gecis siirecinde taksifolinin ti¢lii negatif meme kanserinin in vitro ve in vivo modellerinde tek basina,
ya da epirubisin ile kombine olarak uygulanmasiyla ortaya ¢ikan gen-protein diizeyine olan etkileri
arastirllmigtir. Caligmalarda ilaglarin tek basina ya da kombine kullaniminin in vitro diizeyde hiicre
canlilig1 ve sitotoksik etkisi 4T1 fare meme kanser hiicre hatlarinda aragtirilmistir. Taksifolinin hiicre
canliligini epirubisin ile kombine uygulamada anlamli bir sekilde azalttigi goriiliirken, sitotoksisiteyi
de tekil uygulamalara gore azalttigi saptanmistir. In vivo modellerde ise, 4T1 fare meme kanser
hiicreleri kullanilarak meme kanseri modeli olusturulan balb/c farelerinden olusan gruplarda
taksifolinin yalniz ve kombine bir sekilde uygulandiginda epitelyal-mezenkimal gegis siirecinde rol
alan genler olan N-kaderin, Vimentin, Slug, Snail, B-katenin, Zebl, Zeb2 genlerinde énemli Ol¢iide
ifadelenmeyi azalttigi E-kaderin geninde ise artirdigi bulunmustur. Bununla birlikte protein
diizeyinde yapilan calismalarda taksifolinin epirubisin ile kombine uygulandigi gruplarda, tekil
muamele edilen gruplara oranla gen ifadelenmesine benzer sonuglar bulunmustur. Bu ciktilar,
taksifolin flavonoidinin epirubisin kemoterapi ilaci ile uygulanmasinin tiglii negatif meme kanserine
kars1 in vitro ve in vivo caligmalarda korelasyon gostererek gen-protein diizeyinde hastaligin
tedavisine olumlu bir ektisi oldugunu géstermistir. Bu sebeple taksifolin potansiyel bir terapotik ilag
ve kemoterapi yardimci ajani olarak ileriye doniik calisilabilir.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer in women in the world, and the risk of death may
increase according to the outcome of the metastasis process of the cancer. It is very important to
understand the epithelial-mesenchymal transition process, which is the most important mechanism
of metastasis, and to develop treatment methods accordingly. Epirubicin is a chemotherapy drug
belonging to the anthracycline family, which is currently used in cancer treatment. They function by
intercalating with DNA molecules in cancer cells. In recent studies, phytochemicals have attracted
attention as an inducing agent of chemotherapy drugs such as epirubicin. The role of taxifolin, a
member of a family of phytochemicals, the Flavonoids, on cancer is not yet fully understood. In this
study, the effects of taxifolin on the gene-protein level in the epirubicin-mesenchymal transition
process in in vitro and in vivo models of triple negative breast cancer, either alone or in combination
with epirubicin, were investigated. In the studies, cell viability and cytotoxic effects of the use of
drugs alone or in combination in vitro were investigated in 4T1 mouse breast cancer cell lines.
Taxifolin was found to significantly reduce cell viability in combination with epirubicin, while it was
found to reduce cytotoxicity compared to single applications. In in vivo models, it was found that
when taxifolin was administered alone or in combination in groups of balb/c mice in which breast
cancer model was created using 4T1 mouse breast cancer cells, it significantly decreased the
expression of N-cadherin, Vimentin, Slug, Snail, B-catenin, Zebl, Zeb2 genes, which are the genes
involved in the epithelial-mesenchymal transition process. However, in studies conducted at the
protein level, similar results were found in gene expression in groups where taxifolin was
administered in combination with epirubicin compared to groups treated individually. These outputs
showed that the co-administration of the taxifolin flavonoid with epirubicin chemotherapy drug had
a positive effect on the treatment of the disease at the gene-protein level by correlating in vitro and
in vivo studies against triple negative breast cancer. Therefore, taxifolin can be studied further as a
potential therapeutic drug and chemotherapy adjuvant.
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1. GIRIS

Meme kanseri tiim diinyada goriilme siklig1 en ¢ok olan ve kadinlarda en sik tani1 konan
kanser olup, kanserden oliim sebepleri arasinda énemli bir yer tutmaktadir [1-4]. Uglii
negatif meme kanseri (TNBC), insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2 (HER2),
progesteron reseptdrii (PR) ve Ostrojen reseptorii (ER) ekspresyonu icermeyen (ER-/PR-
/HER2-) meme kanseri alt tipidir [5-8]. TNBC tiim invaziv meme kanseri hastalarinin %15-
20’sini olusturmaktadir ve meme kanseri alt gruplar igerisinde essiz aksiyon mekanizmasi,
yiiksek invaziv karakteri, benzersiz metastaz egilimi ve hedefe yonelik tedavilere elverisli
olmamas: ile karakterizedir [4,5]. TNBC, neoadjuvan tedaviye diger meme kanseri alt
gruplarindan daha iyi yanit verse de genellikle kotli bir prognoza sahiptir. Ancak su ana

kadar TNBC i¢in 6zel bir tedavi yaklasimi gelistirilememistir. [6-8].

Epitelyal Mezenkimal Geg¢is (EMT), hiicrelerin morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere
ugramastyla, epitel hiicrelerinin 6zelliklerini kaybedip mezenkimal 6zellikler kazandig:
onemli bir siirectir. [9]. EMT embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve tiimor hiicrelerinde
goriilen bir mekanizmadir. Tiimor hiicrelerinde, Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT), epitel
hiicrelerinden mezenkimal hiicrelere farklilasmay1 tesvik eden transkripsiyon faktorlerinin
salinimi ile baslar. Bu siire¢ sonucunda epitelyal hiicreler, invazyon ve apoptoza direng
kapasitesine sahip mezenkimal tlirevlerine doniistir [9-11]. EMT'yi baslatan uyarilar
genellikle intrinsik (gen mutasyonlari) veya ekstrinsik (biliyiime faktorleri) olabilir. EMT
stirecinde epitel hiicreleri molekiiler olarak yeniden programlanmaktadir ve bu siiregte
gorevli gesitli belirtecler tanimlanmistir. EMT, E-kaderin ve B-katenin gibi epitelyal fenotip
belirteglerinin kayb1 ile vimentin ve N-kaderin gibi mezenkimal molekiillerin kazanimi
sonucu hiicre polaritesinin bozulmasi, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi ve hiicre gocii
ile karakterizedir. Ayrica, kanser hiicrelerinde EMT'min apoptotik hiicre O6limiinii
tetikleyebilecek kosullar ile daha fazla iliskili oldugu gosterilmektedir. Mezenkimal fenotipi
sergileyen meme kanseri hiicreleri, epitelyal fenotipe kiyasla kemoterapotik ajanlara

nispeten daha direnglidir [9-13].

Antineoplastik bir ajan olan epirubisin (EPI), doksorubisinin 4'-epimeri (4' epidoksorubisin)
olup antrasiklin tiirevidir. EPI, doksorubisinin 4' pozisyonundaki hidroksil grubunun
epimerizasyonu ile karakterize edilir [14,15,17]. Doksorubisin ve EPI’nin etki spektrumlari

birbirlerine benzer olmakla birlikte, doksorubisin’den daha iyi bir terapétik etkiye sahiptir.



Ayrica, benzer dozlarda daha az hematolojik ya da kardiyak toksisiteye sahiptir. EPI, DNA
baz ciftleri arasinda interkalasyon yaparak heliks seklindeki yapinin degismesine ve boylece
niikleik asit (DNA ve RNA) sentezinin inhibisyonuna neden olur. DNA
konformasyonundaki bu degisiklik, DNA polimerazin etkilenmesi sonucunda DNA
zincirinin uzamasini engelleyebilir. Ayni zamanda, RNA polimerazin inhibe olmasiyla
transkripsiyon siireci etkilenir ve bu da protein sentezini engelleyebilir [14,16]. Ote yandan,
EPI, topoizomeraz Il enziminin konfigurasyonel sikismasina, baslangictaki enzim-DNA
kompleksinin stabil konformasyon kazanmasina ve ¢ift zincir kiriklarina neden olabilir. EPI,
ayni zamanda, ¢ift iplikli DNA'nin enzimatik ayrilmasini dnleyerek replikasyonu engeller
ve DNA helikaz aktivitesini inhibe eder [15]. Ayrica, EPI serbest radikaller iireterek
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarinda da yer almaktadir. Bu nedenle meme, servikal,
akciger ve yumurtalik kanseri dahil olmak iizere genis bir tiimor yelpazesi i¢in terapotik bir
ajan olarak kullanilir. Ayrica EPI, ROS olusumunu indiikleyebilir ve tiimdr hiicrelerine karsi
giiclii apoptotik etkiler sergiler [17]. EPI, etkili antikanser aktivitesi nedeniyle meme kanseri

tedavi rejimlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda fitokimyasallarin kemoterapotik ajanlar ile birlikte uygulanmasinin
sinerjistik bir etki yaratarak etkin dozu dusiirdiigii, toksisite ve yan etkileri azalttig
boylelikle terapotik cevabi artirdigi gosterilmistir. Gliniimiizde, meme kanseri tedavisi i¢in
klasik kemoterapi ajanlarina destek olarak oksidatif siireci inhibe eden, anti-inflamatuar ve
anti-kanser 6zellik gosteren fitokimyasal ajanlarin birlikte uygulanmasi sonucu daha etkin
tedavi segenekleri belirlenmeye calisilmaktadir. Flavonoidlerin alt sinifindan flavanon
grubuna ait olan Taksifolin (Tax; 3,5,7,3,4-pentahydroxy flavanone veya dihydroquercetin)
giiclii bir flavonoiddir. Turunggiller ve sogan bol miktarda taksifolin icermektedir [18,19].
Tax’1n, anti-oksidan, anti-hiperiirisemik, kardiyak korunum, anti-anjiyogenez ve benzeri
dahil olmak iizere kapsamli bir farmakolojik aktiviteye sahip olmasinin yanisira anti-
karsinojenik etkileri de yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [20-23]. Giiniimiizde Tax, meme,
kolon, deri kanseri, osteosarkom, Ewing sarkomu ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanser

tiirlerinde potansiyel bir antineoplastik ajan olarak tanimlanmistir [23-26].



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, kiiresel diizeyde en yaygin 6liim sebebidir. Erkeklerde kanser prevalansi en yiiksek
kanserler sirastyla prostat, akciger, kolon iken, kadinlarda meme, akciger, kolon, uterin
korpus ve tiroid’tir. Istatistikler, prostat kanserinin erkeklerde, meme kanserinin ise
kadinlarda kanser vakalarinin biiyiik bir oranini olusturdugunu géstermektedir [3,4]. Kanser,
birbirini izleyen bir dizi mutasyon sebebiyle olusur ve bu mutasyonlar hiicre islevlerini
degistirir. Kimyasal bilesikler, ¢evresel sartlar, tiiketilen yiyecekler, sigara gibi aligkanliklar
gen mutasyonlarina yol agarak kansere sebep olabilir [6-8]. Kanserojen nitelik tagiyan
kimyasal maddeler, hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdek gibi 6nemli bilesenlerini direkt veya
dolayli olarak etkileyerek genetik bozukluklara ve gen mutasyonlarina sebep olabilirler. [9]
Viriisler, bakteriler ve radyasyon 1sinlar1 diger kanserojen faktorlerdir ve tiim kanserlerin
yaklagik %7'sini olusturur [10]. Genel olarak, kanser hiicresel etkilesimleri degistirir ve
temel genleri islevsiz hale getirir. Proto-onkogenler normalde hiicre biiylimesini ve
boliinmesini desteklerken, mutasyon sonucu onkogenlere doniisiirler [10-13]. Yine
mutasyon sonucu tiimor baskilayict genler tarafindan kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve

kanserlesme uyarilir [11].

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en yaygin teshis edilen kanserdir ve toplam kanser teshislerinin
%?23"inl olusturmaktadir. Meme kanseri sikligi tim diinyada artmaktadir ve teshis
tekniklerindeki gelismelere ve tedavi yontemlerindeki iyilestirmelere ragmen kadinlarda
kanser Sliimlerinin énde gelen nedenidir. Oliim oran1 birgok gelismis iilkede azalmakla
birlikte farkli meme kanseri tiirleri, ortak bir orijin dokusuna ragmen Onemli Ol¢iide
heterojenlik gosterir [5-8]. Meme kanserini molekiiler ve genetik diizeyde alt tiplendirmek
ve tan1 aninda tedavi modalitelerinin se¢imi ve hastaligin prognozu i¢in ¢esitli klinik,
patolojik ve molekiiler faktorleri belirlemek icin kapsamli arastirmalar yapilmistir. Meme
kanserleri, mevcut hedefli tedavileri yansitan hiicresel belirteclere dayali olarak ii¢ ana gruba
ayrilir: progesteron reseptdrii (PR) ve dstrojen reseptorii (ER) pozitif; ER ve PR pozitifligi
olan veya olmayan insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) pozitif (erbB2

amplifikasyonu) ve ER/PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun olmamasi ile
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tamimlanan ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC). Ilk iki kategori igin hedefe yonelik tedavi
mevcuttur, ancak TNBC icin standart bir tedavi segenegi yoktur. Immiinohistokimyasal
belirtegler ve tamamlayict DNA (cDNA) mikrodizileri ile, prognoz ve ifade ettikleri
terapotik hedefler acisindan farklilik gosteren ve yukarida bahsedilen histopatolojik
kategorilere karsilik gelen meme kanserinin bes farkl: alt tipi tanimlanmaistir; luminal A ( ER
pozitif ve/veya PR pozitif ve HER2 negatif), luminal B (ER pozitif ve/veya PR pozitif ve
HER?2 pozitif), HER2 asir1 ekspresyonu (ER ve PR negatif, HER2 pozitif), bazal benzeri
(ER/ PR/HER2 negatif, sitokeratin 5/6 pozitif ve/veya epidermal biiylime faktorii reseptorii

pozitif) ve normal meme benzeri [5,14].
2.3. Uclii Negatif Meme Kanseri

TNBC, invaziv meme kanserlerinin %10-20'sini olusturur ve birden fazla molekiiler alt tipi
kapsar. TNBC agresif bir fenotiptir, kotii bir prognoz tasir ve heterojen klinik sunum,
davranig, patoloji ve tedaviye yanit ile tutarli bir meme kanseri alt grubunu temsil eder.
Meme kanserinin temel 6zelliklerine bagli olarak 3 ana alt-tip bulunur. Bunlar, tek basina
Ostrojen/dstrojen ve progesteron hormonlari igin reseptor igeren tipi (HR+), kanserin hizli
sekilde biliytimesine sebep olan HER2 proteinini yiliksek miktarda bulunduran (HER2+) ve

son olarak bu 3 etmeni de negatif gosteren li¢lii negatif meme kanseri [6-8].
2.4. Epiteliyal-Mezenkimal Gecis

Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), bir epitel hiicresinin polarize yapisinin, bazal yilizey
aracilifiyla bazal membranla etkilesime girerek, invazivlik, apoptoza karsi artan direng ve
hiicre dis1 matriks bilesenlerinin belirgin bir sekilde artan {iretimi gibi ¢esitli biyokimyasal
degisikliklere ugradigi biyolojik bir siiregtir. Bu siireg, hiicrenin gelismis gd¢ yetenegi olan
mezenkimal bir fenotipi benimsemesine olanak tanir [1,9,11]. EMT'nin tamamlanmasi,
temeldeki bazal membranin zedelenmesi ve kaynaklandigi epitel tabakasindan uzaklasabilen
bir mezenkimal hiicrenin ortaya c¢ikmasiyla tanimlanabilir. EMT'yi baglatmak ve
tamamlamak icin cesitli molekiiler siirecler faaliyete baslar. Transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, spesifik hiicre yiizeyi proteinlerinin ekspresyonu, hiicre iskelet proteinlerinin
yeniden diizenlenmesi ve ekspresyonu, ECM (Ekstraseliilar Matriks)'yi parcalayan
enzimlerin iiretimi ve spesifik mikroRNA'larin ekspresyonundaki degisiklikler bu

siireclerden birkacidir [11-13]. Ornegin, Snail, Slug, Twist, ZEB-1 ve ZEB-2 gibi ¢esitli



transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu EMTmin baslatilmasinda kritik bir rol oynar
[27,28]. Bu transkripsiyon faktorleri, epitel hiicrelerinin polarizasyonunu bozarak hiicrelerin
mezenkimal 6zellikler kazanmasini saglar. Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi de EMT
siirecinin 6nemli bir yoniinii olusturur. Bu siiregte, aktin filamentleri ve mikrotiibiiller gibi
yapisal proteinlerin yeniden diizenlenmesi, hiicrenin seklinde ve migrasyon yeteneginde
degisikliklere yol agar. Ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin yeniden modellenmesi
de EMT'in 6nemli bir bilesenidir. Ozellikle, metalloproteinazlar gibi enzimlerin ECM
bilesenlerini parcalamasi, hiicrelerin invazivligini artirir ve EMT'nin ilerlemesine katkida
bulunur [29,30]. EMT'nin klinik 6nemi, kanser metastazi gibi birgok patolojik siirecte ortaya
¢ikmasiyla vurgulanmaktadir. Ozellikle, tiimér hiicrelerinin EMT yoluyla invaziv hale
gelerek doku i¢inde ve disinda yayilmasi, kanserin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenle, EMT'nin anlasilmasi ve hedeflenmesi, kanser tedavisindeki Onemli bir alani
olusturur. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, EMT'nin hiicresel plastisiteyi diizenleyen ¢esitli
sinyal yollar1 araciligiyla kontrol edildigini ortaya koymustur. Ornegin, Wnt, TGF-B, Notch
ve Hedgehog gibi sinyal yollari, EMT'nin baslatilmasi1 ve ilerlemesinde kilit rol oynar
[28,31]. Bu sinyal yollar1, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu diizenleyerek ve hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesini etkileyerek EMT'nin gerceklesmesine katkida bulunur.
Bununla birlikte, EMT'nin tersine donmesi veya MET (mezenkimal-epitelyal gecis) adi
verilen siireg, tiimor hiicrelerinin metastatik yayilimindan kurtulmak i¢in énemli bir adim
olabilir. MET, metastatik lezyonlarda veya dolasimdaki timdr hiicrelerinde gergeklesebilir
ve bu siireg, hiicrelerin mezenkimal fenotipten epitel fenotipte doniismesini igerir. Bu
nedenle, MET indiiksiyonunu hedefleyen tedavi stratejileri, E-cadherin ifadelenmesinin
artirllmasinin hedeflenmesi metastazin kontrolii izerinde potansiyel bir etkiye sahip olabilir

[32,33].

2.5. EMT ve Kanser Iliskisi

Yiiksek epitelyal hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez, primer epitelyal kanserlerin
baslamasinin ve erken biiyiimesinin ayirt edici 6zellikleridir. Bazal membran yoluyla lokal
bir invazivlik gosterimiyle baslayip sonra metastatik fonksiyonlar kazanarak farkl
dokularda da faaliyet gdsterip invaziv bir durum sergileme kabiliyetinin baglangici olarak
kabul edilmektedir. Istilaci fenotipin kazanilmasinin ve ardindan kanser hiicresinin sistemik
yayillmasinin altinda yatan genetik kontroller ve biyokimyasal mekanizmalar yogun

arastirma alanlar1 olmustur [10,14]. Bir¢ok deneysel hiicre kiiltiirii ¢alismasi, karsinom



hiicrelerinin bir mezenkimal fenotip alabildigini ve vimentin, desmin gibi mezenkimal
belirtecleri eksprese edebildigini gostermistir. Bu hiicreler tipik olarak birincil tiimdrlerin
invaziv cephesinde goriiliir ve invazyon-metastaz kaskadi, yani intravazasyon, dolasim
yoluyla tagima, ekstravazasyon, mikrometastazlarin olusumu ve kolonizasyon gibi adimlara
giren hiicreler olarak kabul edilir [9-12]. Temel bir epitelyal belirte¢ olan E-cadherin, hiicre-
hiicre adezyonunun siirdiiriilmesinde ve EMT'nin baskilanmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. E-cadherin ekspresyonunun kayb1 EMT'nin iyi bilinen bir 6zelligidir ve artan
invazivlik ile iliskilidir [27,34]. E-cadherin eksikligi, Snail ve Slug transkripsiyon
faktorlerinin  E-cadherin geninin promotor bdolgesine baglanarak ekspresyonunu
baskilamasiyla gerceklesir [35] N-cadherin, tipik olarak noéral dokularda bulunan bir
hiicresel yapisma molekiiliidiir [36]. Mezenkimal bir belirte¢ olan N-cadherin, EMT
baslangic1t sirasinda ifade artis1 gostererek hiicresel hareketliligi molekiiler diizeyde
kolaylastirir. N-cadherin'in artan ifadesi, B-katenin goérev aldigi Wnt sinyal yolunun
aktivasyonuyla saglanabilir. Bu durum, hiicrelerin mezenkimal fenotipe gegisini destekler
ve tiimor invazivligini artirir [37]. Son ¢alismalar EMT siireclerinin diizenlenmesinde E-

cadherin ve N-cadherin arasindaki dinamik etkilesimi vurgulamaktadir [38,39].

Bir hiicre iskeleti proteini olan Vimentin, EMT sirasinda ifade artisina ugrayarak hiicre
hareketliliginin ve istilasinin artmasina katkida bulunur [31,40]. Vimentin ekspresyonundaki
artig, Wnt sinyal yolunun B-katenin aracilifiyla aktivasyonu ile tetiklenir [41]. Vimentin'in
artan ifadesi, kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelini artirabilir ve invaziv olmalarini
saglayabilir [42]. Wnt sinyal yolunun bir bileseni olan B-katenin, hem epitelyal hem de
mezenkimal gen ekspresyonunu etkileyerek EMT diizenlemesinde ikili rol oynar [43,44]. B-
katenin, Wnt sinyal yolunun bir bileseni olarak, hiicre yapigmasiin ve sinyal iletiminin
diizenlenmesinde gorev alir. B-katenin'in aktivasyonu, EMT siirecinin baglatilmasina ve
ilerlemesine katkida bulunur. E-cadherin'in baskilanmasi, f-katenin'in hiicre i¢ine serbestce
gecmesine izin verir, bdylece mezenkimal genlerin ekspresyonunu artirir ve hiicrelerin

mezenkimal fenotipe gecisini tesvik eder [45].

E-cadherin ekspresyonunu dogrudan baskiladigi bilinen transkripsiyon faktorleri Snail ve
Slug, mezenkimal fenotipe gecisi tesvik etmede dnemli rol oynamaktadir [46-48]. Slug ve
Snail transkripsiyon faktoérleri PLD2 (Fosfolipaz D) geninin kanser hiicrelerindeki ifadesini
farkli sekillerde diizenleyebilir. PLD2'nin ¢esitli reaksiyonlardan olusan {iriinii olan

fosfatidik asitin kendi {izerinde ve transkripsiyon faktorleri tizerinde 6nemli etkileri oldugu



ortaya konmustur. EMT'nin regiilasyonunda cesitli sinyal yollar1 ve gen diizenleyicileriyle

etkilesir, boylece EMT'nin karmasikligini artirirarak baskilanmasini zorlastirir. [49].

2.6. Antrasiklinler

Antrasiklinler, yanit vermeyen birkac¢ kanser tiirii ile mevcut klinik kullanimda en etkili
antineoplastik ajanlar arasinda bir dogal antibiyotik sinifidir. Bu ailenin ilk temsili
bilesikleri, bir endiistriyel sirket (Farmitalia Research Laboratories, Milan) tarafindan
antitimor ajanlara yonelik sistematik bir arastirmanin pargasi olarak Arcamone ve Di Marco
tarafindan aktinobakteri Streptomyces peucetius'un mutant bir susundan izole edilmistir.
Daunorubisin  1964'te tanimlanmis, ardindan 1969'da sirasiyla “daunomycin” ve

“adriamycin” orijinal adlariyla doksorubisin olarak tanimlanmistir [2,14].

Kestfedilmelerinden bu yana yarim yiizyil gegmesine ragmen, birinci nesil antrasiklinler hala
siklikla recete edilmekte ve bircok kemoterapdtik semada temel dayanak noktasi olarak
varligini stirdiirmektedir. En giiclii ve yaygin olarak yararli antikanser ilaclar arasinda yer
alan antrasiklinler, DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan kanser tedavisi i¢in temel ilaclar
olarak listelenmektedir [15-17]. Daunorubisin, akut lenfoblastik ve miyeloblastik I6semilere
kars1 etkin olurken, doksorubisin, lenfoma, sarkom, meme, akciger, mesane, kemik ve rahim
agz1 kanserlerini kapsayan bir tiimor yelpazesine karsi etkili bir bigimde kullanilmaktadir.
Erken Meme Kanseri Arastirmacilarinin is birligi Grubu (EBCTCG) meta-analizi,
antrasiklin bazli diyetlerin meme kanseri Oliimlerini %?20-30 oraninda azalttigin
gostermistir, ancak faydalar1 farkli tiimor tiplerine sahip hastalar arasinda farklilik
gosterebilir. Optimum tedavi sonuglari, doksorubisin ile siklofosfamid veya dosetaksel,
paklitaksel ya da fluorourasil ile birlikteligi iceren ¢oklu ila¢ diyetleri ile kombinasyon

tedavisi yoluyla elde edilir [14-17].

2.7. Epuribicin

Antrasiklinler, sagkalim avantajlarindan dolay1 erken meme kanseri kemoterapisinde ¢ok
onemlidir. Yaygin olarak kullanilan iki antrasiklin doksorubisin ve epirubisindir. Epirubisin
ilk olarak 1980'lerde kullanilmis ancak adjuvan tedavi i¢in onaylandigr 1999 yilina kadar
ertelenmistir. Doksorubisinin  4’-epimeri olan epirubisin 1982 yilinda Fransa'da

onaylanmistir ve 2000 y1l1 agkin bir siiredir tizerinde ¢alisilmaktadir. Meme kanseri ve diger



malignitelerin tedavisinde kullanilir [14-16,17]. Etki mekanizmas1 DNA interkalasyonunu,
topoizomeraz II aktivitesinin inhibisyonunu, oksijen ve serbest radikallerinin olusumunu ve
DNA, RNA ve protein sentezi ile etkilesimi igerir [2]. Epirubisinin antitiimor etkisi, hiicre
dongiisiiniin sabit bir fazina 6zgii degildir. Epirubisin, DNA baz ¢iftleri arasina girerek DNA
ile kompleks olusturur, bu da sarmal yapida degisikliklere yol acar. DNA
konformasyonundaki bu degisiklik, DNA polimerazin inhibisyonu sonucu DNA zincirinin
uzamasini etkileyebilir, ayn1 zamanda RNA polimerazin kisitlanmasi nedeniyle protein
sentezi inhibisyona ugrayabilir. [2,15]. Epirubisin ayrica bakir ve demir iyonlarina
baglanarak kompleksler olusturabilir. Redoks dongiisiindeki degisiklikler mitokondri ve
membranlara zarar verdiginden, bu giicli baglanma komplekslerinin epirubisinin
kardiyotoksik etkilerinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir [15-17]. Ote yandan Epirubisin,
transkripsiyon evresinde topoizomeraz Il enzimini etkileyerek, enzim-DNA birlesiminin
baslangigtaki stabilitesini bozabilir ve ¢ift sarmal kirilmalarina neden olabilir. Ayrica,
epirubisinin tek bir elektronla indirgenmesi sonucunda serbest oksijen radikalleri iiretilebilir.
Epirubisin, Fe*? ve oksijen gibi katalizdrlerin varliginda indirgenerek bir semikinon radikali
olusturulur. Semikinon radikali, oksijen varliginda siiperoksit anyonlarinin olusumuna yol
acabilir ve bu daha sonra hidrojen peroksit (H2O») varliginda hidroksil radikali'ye
doniisebilir. Epirubisin tarafindan olusturulan serbest radikaller, DNA zincirlerinin
ayrilmasina, membran lipitlerinin peroksidasyonuna ve tiyol gruplarinin, purin/pirimidin

bazlarinin ve aminlerin dogrudan oksidasyonuna yol agabilir [14].

2.8. Flavonoidler

Flavonoid bilesikleri, dogadan bitkilerden elde edilen iirlinler olup, bitkilerin ¢esitli
kisimlarinda bulunurlar. Bu bilesikler, bitkilerin biiylime siireclerinde ve zararl
organizmalara kars1 savunmada sentezlenir. Genellikle diisiik molekiiler agirlikli fenolik
bilesikler smifina ait olan flavonoidler, bitkilerin ¢esitli kisimlarinda yaygin olarak
bulunurlar. Sebze, meyve, sarap, kakao ve cay gibi bitkisel kaynakli besinlerde zengin
miktarda bulunan flavonoidler, bu nedenle diyet flavonoidleri olarak adlandirilir.
Flavonoidler, kalkonlar, flavonlar, flavonoller ve izoflavonlar gibi birkag alt gruba ayrilir.
Bu alt gruplarin benzersiz ana kaynaklar1 vardir. Ornegin, cay ve sogan, flavonol ve

flavonlarin ana diyet kaynaklaridir [18-19].



2.9. Taksifolin

Bir flavonoid olan taksifolin, anjiyogenezin, sitokrom P450 enzimlerinin, P-glikoproteinin,
reaktif oksidatif tiirlerin (ROS) ve hiicre dongiisii diizenleyicilerinin 6nlenmesi ve apoptozun
tetiklenmesi gibi antikanser aktivitelerinin yani sira genis farmakolojik etkileri ile dikkat
cekmistir. Taksifolin, agresif meme kanserinde hiicre proliferasyonu, gocli ve invazyonu
azaltmada hayati bir role sahiptir. Caligmalardan elde edilen sonuglara gore, Taksifolin
kanser hiicresi proliferasyonunu ve migrasyonunu doza bagimli bir sekilde inhibe
etmektedir. Ek olarak, EMT siirecini 6nleyerek, mezenkimal belirteglerin ifadesini azaltir ve

MET (mezenkimal epitelyal gegis)’i destekler [18-26].






3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Gerecler
3.1.1. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

% Terazi (Precisa)

% Coklu manyetik karistirict (IKA)

+»+ Ultrasonik su banyosu (Bandelin electronic)

+» Sogutmali santrifiij (Hettich)

% Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectra Max M3, Molecular Devices)
% Tiip Calkalama Cihazi (Vortex; REAMIX 2789)
+¢ Derin dondurucu, -80°C (Sanyo)

+¢ Derin dondurucu, -30°C (Sanyo)

% Buzdolabi (Argelik)

% Biyogiivenlik Kabini (CLANLAF VFRS 1206)
+»+ Karbondioksit Etiiv (Sanyo)

¢ Invert mikroskop (Zeiss)

% Inkiibator NUVE EN 500, Tiirkiye)

% Mikropipet seti 10-100-1000 pl (Brand)

+» Western Blot Sistemi (Bio-Rad)

+» Jel goriintiileme sistemi (Gel Logic 2200 Pro-Carestream Health, Bio-Rad)
% Spin Vorteks (Biosan)

¢ Kuru sitic1 blok (Biosan)

¢ Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo)

+»+ Laminar flow kabini (Danlaf)

% Mikropipetler

% Spektrofotometre (NanodropND-1000)

¢ Beher (10 ml’lik)

+*» Manyetik balik

% Santrifiij tiipleri (50 ml ve 15 mI’lik)

% Ependorf (1,5 ve 2 mI’lik)

+» Steril pipet uglari

+» Steril 6’11k well plate

11
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¢ Steril 96’11k well plate

% PVDF membran (0,45 um)

% 25 cm?-75 cm? steril hiicre kiiltiirii flasklari

¢ 1 ml’lik steril instilin enjektorii

% Fare tipi 2 cm Gavaj Borusu

% Konvensiyonel fare deney kafesler (Kobay LF-4)
+ Bistiiri (21 Numara)

¢ Pens (ISOLAB 105mm)

% Patoloji numune toplama kab1 (30 ml)

+ Hiicre kiiltiir flasklar1 (SPL, 96 kuyucuklu)

+» Light Cycler® 480 real-time PCR system (Roche)
+» Western Blot antikorlar1 (Cell Signaling Tech)

3.1.2. Kullanilan kitler ve hiicre hatti

% Cytotoxicity Detection Kit Plus (LDH), Roche

¢ Pierce BCA Protein Assay Kit, (Thermo Scientific)

+» SensoLyte® Homogeneous AFC Caspase-3/7 Assay Kit, (Anaspec)
% TriReagent RNA Isolation solution (peqGOLD TriFast)

% Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit (Roche)

% 4T1 Fare Meme Kanser Hiicre Hatt1 (ATCC, CRL-2539)

3.1.3. Kullanilan kimyasallar

+» Epirubisin (Sigma-Aldrich)

% Taksifolin (Sigma-Aldrich)

+¢ Etanol (CH3CH>OH, EtOH, Merck)

¢ 2-Propanol (IsOH; Sigma Aldrich)

+»» RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, HyClone)
% Fetal S1gir Serumu (HyClone)

% L-glutamin (HyClone)

+¢ Penisilin-Streptomisin (HyClone)

+» Amfoterisin B (HyClone)

% Tripsin (Biological Industries)
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% MTT (Sigma-Aldrich)

¢ Dimetil siilfoksid (DMSO, Sigma-Aldrich)

+»+ RIPA Buffer (Thermo Fisher)

+¢ Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF, Merck)

% Tris base (Sigma-Aldrich)

% Sodyum dodesil siilfat (SDS, Bio-Rad)

¢ Tris-Glycine SDS Running Buffer (10X, Bio-Rad)
¢ Tris-Glycine Transfer Buffer (10X, Bio-Rad)

+¢ Tris Buffered Saline (TBS, 10X, Bio-Rad)

% BSA Blocking Buffer (10X, Bio-Rad)

¢ Tetramethylethylenediamine (TEMED, Bio-Rad)
¢+ Beta-merkaptoetanol (Acros)

% Amonyum persiilfat (APS, Sigma)

% ColorPlus Protein Standard1 (Cell Signaling Technology)
+»» ECL Western Blotting Substrate (Millipore)

+» PBS solution (Gibco)

% Ketamin (Pfizer)

3.1.4. Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

PBS cozeltisinin hazirlanmasi

10 mM NaH;PO4/Na;HPO4 ve 100mM NaCl karisiminin distile suda ¢oziildiikten sonra,
pH= 7.5 olacak sekilde HCI kullanilarak ayarlanmistir. Hazirlanan soliisyon +4 C%de

muhafaza edilmistir.

Epirubisin karisiminin hazirlanmasi

Molekiiler agirlig1r 580 g/mol olan epirubisin, 2 ml 20 uM olacak sekildeyken, asagidaki

yogunluk-molarite formiiliine goére hesaplanarak;

ozkitle X % x 10
molekul agirlik

Molarite =
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0.1 uM, 0.25 uM, 0.5 uM, 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM olacak
sekilde DMSO iginde ¢oziilerek hiicreye uygulanirken derisimin %0,2 konsantrasyonunu

gecmeyecek duruma ayarlanmastir.

Taksifolin karisiminin hazirlanmasi

Molekiil agirligi 304.3 g/mol olan taksifolin, 2ml 20 uM olacak sekildeyken, yukarida
verilen yogunluk molarite formiiliine gore hesaplanarak 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 25
uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM olacak sekilde DMSO icinde ¢oziilerek hiicreye

uygulanirken derisimin %0,2 konsantrasyonunu ge¢gmeyecek duruma ayarlanmaistir.

In vivo enjeksiyon/Gavaj cozeltilerinin hazirlanmasi

Filtre edilmis steril DMSO ¢ozeltisi igerisinde viicut gram agirligina 100 mg/kg
konsantrasyon olacak sekilde taksifolin ¢ozeltisinin farelere 0.1 ml DMSO i¢inde gavaj yolu

ile uygulanacak sekilde ¢oziilmiistiir.

Filtre edilmis steril PBS ¢ozeltisi igerisinde viicut gram agirligina 2.5 mg/kg konsantrasyon
olacak sekilde epirubisin ¢ozeltisi farelere 0.1 ml PBS i¢inde enjeksiyonu yapilmak iizere

¢Ozdiirilmiistiir.

%10 FBS iceren viiksek glukozlu RPMI-1640 besiverinin hazirlanmasi

Onceden 1s1 ile inaktive edilmis 50 ml FBS, daha sonra 5 ml penisilin-streptomisin ve 500
ul amfoterisin B, 6 ml 2mM Glutamin kullanilarak toplam hacim 1000 ml olacak sekilde

besiyeri hazirlanmistir.

MTT soliisyonu hazirlanmasi

PBS icinde 5mg/ml olacak sekilde 5 ml MTT stok soliisyonundan 1 ml’de 5 mg olacak

cOzdiirilmiistiir.

PMSF soliisyonu hazirlanmasi

1 ml isopropanol icerisinde 0,0174 g PMSF c¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
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%10’1uk (w/v) SDS hazirlanmasi (100 ml)

10 gram sodyum dodesil siilfat 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiirtilerek hazirlanmistir.

Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

1.5 M Tris-HCI c¢cozetisi hazirlanmasi (pH: 8.8) (200 ml)

36,342 g Tris base tartildiktan sonra 150 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan pH metre
ile HCI kullanilarak pH 8,8’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam hacim distile su ile 200 mI’ye

tamamlanmstir. Hazirlanan soliisyon +4 C”’de muhafaza edilmistir.

0.5 M Tris-HCI ¢cozeltisi hazirlanmasi (pH: 6.8) (200 ml)

12,114 g Tris base tartildiktan sonra 150 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan pH metre
ile HCI kullanilarak pH 6,8’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam hacim distile su ile 200 mI’ye

tamamlanmstir. Hazirlanan soliisyon +4 C”’de muhafaza edilmistir.

Akrilamid+akrilamid Bis- ¢ozeltisi hazirlanmasi (%30, 100 ml)

29 g akrilamid ve 1 g bisakrilamid 50 ml distile su i¢erisinde ¢ozdiiriilmiistiir. En son toplam
hacim distile su ile 100 m1’ye tamamlanmustir. Hazirlanan ¢ozelti ve +4 C”de koyu renkli

cam sise i¢erisinde muhafaza edilmistir.

Amonyum perstilfat (APS) cozeltisi hazirlanmasi (%10, 1 ml)

0,1 g APS tartilip 1 ml distile su i¢inde ¢dzdiiriilmiistiir ve +4 C° de muhafaza edilmistir.

Kaspaz-3/7 substrat soliisyonu hazirlanmasi

Kaspaz-3/7 substrat1 (liretici yonergesi icerik A) 50ul, 1 M 200ul DTT (E igerigi), 4.75ul

Analiz Tamponu (D igerigi) ¢cozdiiriilerek toplam hacim 5 ml olacak sekilde hazirlanmistir.
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1X Jel yiiriitme tamponu (Running Buffer) hazirlanmasi

10X’lik yiiritme tamponu ana stogundan, 100 ml alinip tizerinin 900 ml distile su eklenerek

1000 mI’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

1X Jel transfer tamponu hazirlanmasi

10X’lik transfer tamponu ana stogundan, 100 ml alinip iizerine 700 ml distile su ve 200 ml
metanol eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. +4 C%de muhafaza

edilmistir.

1X Tris Buffer Saline-Tween 20 hazirlanmasi (TBS-T)

10X’lik TBS ana stogundan, 100 ml alinip tizerine 900 ml distile su ve 1 ml Tween 20

eklenerek hazirlanmistir. Oda sicakliginda muhataza edilmistir.

1X BSA bloklama c¢ozeltisinin hazirlanmasi (15 ml)

10X’lik BSA Bloklama soliisyonu ana stogundan, 1,5 ml alinip {izerine 13,5 ml distile su ve

eklenerek hazirlanmistir. +4 C%de muhafaza edilmistir.

Primer antikorlarin hazirlanmasi

1X’1ik 13,5 ml TBS-T igerisine, 1,5 ml 10X BSA bloklama soliisyonu eklenmis ve kullanilan

primer antikorun diliisyon faktorii géz oniine alinarak hazirlanan ¢ozeltiye eklenmistir.

Sekonder antikorlarin hazirlanmasi

I1X “lik 13,5 ml TBS-T igerisine, 1,5 ml 10X BSA bloklama soliisyonu eklenmis ve
kullanilan sekonder antikorun diliisyon faktorii goz Oniine alinarak hazirlanan ¢ozeltiye

eklenmistir.
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SDS-PAGE icin Jel hazirlanmasi

Tiim proteinlerin negatif yiiklenerek sadece boyutlarina gére ayrimina olanak veren SDS-
PAGE yo6nteminde yi1ginlama (stacking) ve ayirma (seperating) jeli olmak iizere 2 kisimdan

olusan jel ¢izelge 3.1°de verilen igerikler kullanilarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Farkl yiizdelerde hazirlanan yigilma ve ayirma jellerinin madde miktarlar

Kullanilan Kimyasallar %10(Ayirma) %4(Y181lma)
H,O 4 ml 3,075 ml
%30 Akrilamid Karigimi 3.3 ml 0,67 ml

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml 0

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 0 1,25 ml

%10 SDS 0.1 ml 0,05 ml

%10 APS 0.1 ml 0,025 ml
TEMED 0,004 ml 0,005 ml
Toplam 10 ml ml 5mlml

3.2. Metod ve Yontemler

Tezde kullanilan metotlar in vitro ve in vivo olacak sekilde iki asamadan olusmaktadir.

3.2.1. In vitro deneyler

Hiicre kiiltiirii

Calismamizda 4T1 fare meme kanser hiicresi hatti kullanilmistir. Hiicreler %10 inaktive
edilmis FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/mL streptomisin, 10 pg/ml
amfoterisin ile desteklenmis Roswell Park Memorial Institute (RPMI) -1640 besiyerinde
%95 nem ve %5 COz iceren inkiibatorde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler 2-6 pasajdan

sonra log fazindayken deney basamaklarina gegilmistir.

Hiicre canlilik 6lcimi

Hiicreler 96 kuyucuklu platelere 5x10° hiicre sayis1 olacak sekilde ekilmistir. Bir gece
inkiibasyondan sonra her plate i¢inde kontrol olacak sekilde Tax tek basina 1 uM, 2.5 uM,
5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM artan konsantrasyonlarinda, EPI
tek bagina 0.1 uM, 0.25 uM, 0.5 uM, 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 uM, 100 uM
konsantrasyonlarinda ve son olarak Tax ve EPI kombine olarak 5 uM Tax +0.1 uM EPIl ile
50 uM Tax+5 pM EPI arasindaki konsantrasyonlarda uygulanmistir. 1Cso, %50 hiicre
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canliligini bloke etmek i¢in gereken ila¢ konsantrasyonu olarak tanimlanmistir. 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyondan sonra besiyeri hazirlanmig olan Smg/ml MTT ¢ozeltisinden 10 pl
eklenerek 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan formazon kristalleri 100ul DMSO’da
coziildiikten sonra ¢oziinen kristallerin absorbans degeri 570 nm dalga boyunda Spectramax
M3 Elisa mikroplaka okuyucuda olgiilmiistiir. Deney tiim konsantrasyonlar i¢in 6 kez

tekrarlanmigtir. Hiicre canliligr-asagidaki formiil ile hesaplanmistir;

Ornek absr. —Diisiik kontrol absr.

" < C0nY —
Hiicre canhihg1 (%) Yiiksek kontrol absr. —Diisiik kontrol absr. X 100

Sitotoksisite Olcimii

Hiicreden salinan laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyi kullanilarak hiicrelerin sitotoksisitesi
olciilmesi amaciyla, 4T1 hiicreleri, 96 kuyulu kiiltiir kaplarinda her bir kuyuya 1x10* hiicre
gelecek sekilde ekilmistir. Bir gece inkiibasyonda bekledikten sonra Tax ve EPI’nin
belirlenen konsantrasyonlarda (0.1-1uM EPI, 10-50uM Tax ve birlikte) ve 24 ile 48 saatlik
siirelerde hiicrelere uygulanmis, inkiibasyon siireleri dolduktan sonra kiiltiir ortamindan 100
ul besiyeri alinip 96 kuyulu mikroplakanin her bir kuyusuna eklenip ardindan, her bir kuyuya
100 pl taze hazirlanmig reaksiyon karisimi eklenerek, i1siktan uzak bir ortamda, oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra ELISA okuyucu cihaz ile
490-492 nm dalga boyundaki absorbans degerleri okunmustur. Elde edilen absorbans
degerlerinden kor kontroliin absorbansi ¢ikartildiktan sonra, ilaclarin sitotoksisite degerinin

yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Ornek absr. —Diisiik kontrol absr.

" . - o) —
Hiicre Sitotoksisiste (%) Yiiksek kontrol absr. —Diistik kontrol absr. X 100

Deney tiim konsantrasyonlarda 3 kez 3 bagimsiz deneyde tekrarlanmistir

3.2.2. In Vivo deneylerde kullanilacak singeneik tiimor modeli ve ila¢ tedavisi

In vivo ¢alismalar kapsaminda Bilkent Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Deney Hayvanlar1 Unitesinden 6n ¢alisma yapmak amaciyla 2 adet alinan
Balb/c fareler Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel

Arastirmalar Merkezi (GUDAM)’a teslim edilmistir. 1 hafta farelerin ortama alismalar
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beklenildikten sonra 4T1 fare meme kanser hiicresi subkutan (s.c.) injeksiyon yontemiyle 4.
meme dokusundan injekte edilmistir. Fare basina 0,1 ml PBS hacimde 5x10* hiicre olacak
sekilde hesaplanmistir. Singeneik tiimor modeli gozlendikten sonra ketamin ve ksilazin
anestezisi altina alinan 2 fare intrakardiyak (i.k.) kan alimiyla 6tenazi edilerek tiimor gelisimi
deri altindan da gdzlenmistir. Ardindan ayn1 merkezden 60 adet Balb/C fare temin edilerek
GUDAM’a teslim edilmistir. Fareler 10’arli kafeslere konarak yem ve suya sinirsiz erisim
saglanmistir. Hayvan deneyleri Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
onay almarak yapilmistir (G.U.ET-21.016). 60 adet farenin kilolar1 ortalama olacak sekilde
6 farkli gruba ayrilarak gruplandirilmigtir.

1) Sham Grubu 1- Sadece DMSO uygulanan grup
2) Sham Grubu 2- Sadece PBS uygulanan grup
3) Sham Grubu 3- PBS + DMSO uygulanan grup
4) Tek basina Tax uygulanan grup

5) Tek basina EPI uygulanan grup

6) Taksifolin ve Epirubisin uygulanan grup

Tax’1n konsantrasyonu ve verilis siklig1 belirtilen literatiir referans alinarak tespit edilmistir
(1). Buna gore calismamizda 100 mg/kg Tax deneysel meme kanser modelinde her dort
giinde bir kez gavaj yoluyla uygulanmistir. Bu nedenle, calismamizi tasarlarken bu literatiire
bagli kalinarak Tax’imn dozunu ve verilis sikligl belirlenmistir. Tax i¢in literatiir taramasi
yaptigimizda in vivo deneysel meme kanser modelinde uygulanan en diisiik Tax dozunun
100 mg/kg oldugu belirlenmistir. EPI’nin konsantrasyonu ve verilis siklig1 belirtilen literatiir
referans alinarak tespit edilmistir (2). Referans olarak makalelerde, 2.5 mg/kg/giin EPI deney
hayvanina bir giin aralikl1 (giin asir1) olmak tizere giinde bir kez intravendz (i.v.) enjeksiyon
ile uygulanmistir. Bu nedenle, ¢alismamiz tasarlanirken bu literatiirlere bagli kalinarak

EPI’nin konsantrasyon ve verilis siklig1 belirlenmistir.

Grup I - Sham grubu 1: 4T1 fare meme kanseri hiicreleri ile meme kanser modeli

olusturulmus ve intragastrik gavaj (i.g.) olarak DMSO verilen grup. Hayvanlara her dort

giinde bir kez olmak iizere DMSO gavaj yoluyla 30 giin siliresince verilmistir (n=10).



20

Grup II - Sham grubu 2: 4T1 fare meme kanseri hiicreleri ile meme kanser modeli

olusturulmus ve i.v. olarak PBS verilen grup. Hayvanlara bir giin aralikli (giin asir1) glinde

bir kez olmak iizere PBS intravenoz olarak 16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Grup III - Sham grubu 3: 4T1 fare meme kanseri hicreleri ile meme kanser modeli

olusturulmus ve gavaj yoluyla DMSO ve i.v. olarak PBS verilen grup. Hayvanlara her dort
giinde bir kez olmak {izere DMSO gavaj yoluyla 30 giin siiresince ve bir giin aralikli (giin

asir1) giinde bir kez olmak tizere PBS i.v. olarak 16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Grup IV - Tek basina Tax uygulanan grup: 4T1 fare meme kanseri hiicreleri ile meme kanser

modeli olusturulmus ve Tax ile tedavi edilen grup. Hayvanlara her dort giinde bir kez olmak

tizere 100 mg/kg Tax gavaj yoluyla 30 giin siiresince verilmistir (n=10).

Grup V - Tek basina EPI uygulanan erup: 4T1 fare meme kanseri hiicreleri ile meme kanser

modeli olusturulmus ve EPI ile tedavi edilen grup. Hayvanlara bir giin aralikli (giin asir1)

olmak {izere giinde 2.5 mg/kg/giin EP i.v. olarak 16 giin siiresince verilmistir (n=10).

Grup VI - Tax ve EPI uygulanan grup: 4T1 fare meme kanseri hiicreleri ile meme kanser

modeli olusturulmus ve hem Tax ile hem EPI ile tedavi edilen grup. Hayvanlara her dort
giinde bir kez olmak tizere 100 mg/kg Tax gavaj yoluyla 30 giin siiresince ve bir giin aralikli
(glin ag1r1) olmak iizere gilinde bir kez 2.5 mg/kg/giin EPI i.v. enjeksiyon ile 16 giin siiresince

verilmistir. (n=10).

Farelerin terazi ile agirliklar1 ve tiimorleri kaliper ile haftalik olarak ol¢iilmiistiir. Timor

hacmi hesabi i¢in kullanilan formiil asagidaki gibidir;

enislik)? x uzunluk
Timér Hacmi(mm?3) = [(genis )2 uzunluk]

Enjeksiyon ve gavaj islemleri bittikten sonra fareler ketamin ve ksilazin ile anestezi altina
almarak intrakardiyak kan alimiyla G6tenazi yapilmistir [50,51]. Farelerin meme dokusu

alinarak muhafaza edilmistir.

Kaspaz-3/7 aktivitesi 6lciimii
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Uygulanan ajanlarin fare meme kanser modelinde apoptozu tetikleyip tetiklemedigi kaspaz-
3/7 aktivitesi 6l¢iilerek gézlemlenmistir. Bu sebeple oncelikle her bir gruptan farelerin meme
tomor dokularindan protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Dokular 50-100 mg olacak
sekilde eppendorf tiiplere konulduktan sonra 500 uL olacak sekilde soguk RIPA lysis buffer
eklenmis ve homojenizatdér yardimiyla parcalanmistir. RIPA’nin %1°i proteaz inhibitdrii
Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) eklenir. Lizat 14.500 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek, {istte
kalan siipernatant bir bagka tiipe aktarilmistir. Mikroplaka okuyucuda 562 nm absorbans
degerinde okumalar1 yapilmis, BCA standart egri hesaplamalarina goére tablo

olusturulmustur.

Protein miktarinin belirlenmesinin ardindan 6rneklerden SensoLyte® Homogeneous AFC
Caspase-3/7 Assay (AnaSpec) kitindeki protokol geregi her 6rnekten 150 pl alinip igerisine
50 pl substrat soliisyonu eklenmistir. Substrat soliisyonunun eklenmesinin ardindan kiiltiir
kabinin 151k gdrmeyecek bir ortamda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda floresan
yogunlugu eksitasyon/emisyon= 380/500 nm (Ex/Em) dalga boylarinda olacak sekilde

Olglilmiistiir.

Hematoksilen-eozin boyama

Gruplar arasinda yapisal farkliliklar1 151k mikroskobik diizeyde incelemek amaciyla, siire
bitiminde alinan meme dokular1 % 10 nétral formalinde 72 saat tespit edildikten sonra rutin
histolojik takip islemlerinin gegirilerek parafin bloklar elde edilmistir. Hazirlanan parafin
bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinmistir. Alinan kesitler etiivde 63°C’de 2 saat
deparafinize edildikten sonra % 100, % 96, % 80, % 70 % 50, azalan alkol serilerinden
gecirilmistir. 10 dk akar suda yikandiktan ve alkol uzaklastirildiktan sonra Harris
Hematoksilen soliisyonunda 10 dk tutuldu ve akar suya alinmistir. 10 dk akar suyun altinda
boyanin fazlasi uzaklastirilarak % 1’lik HCI soliisyonunda 1-2 dip yapildiktan sonra kesitler
tekrar akar suda yikanmistir. Lamlar, fazla su uzaklastirildiktan sonra 10 dk Eozin
soliisyonunda bekletilmistir. Fazla boyay1 uzaklastirmak amaciyla 10 dk akar suda
yikandiktan sonra kurutularak % 50, % 70, % 80, % 96, % 100 artan alkol serilerinden
gecirilmis ve suyun kesitlerden uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan 45 dk ksilolde
bekletildikten sonra entellan ile kapatilmis ve elde edilen preparatlar Leica DCM 4000
(Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak

resimlendirilmistir.
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Tumor dokularindan Total RNA izolasyonu

Deney sonunda steril bir sekilde ¢ikartilan tiimdr dokulart steril petri kabinda steril serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra total RNA izolasyonuna uygun (50mg-100mg)
biiyiikliiklerde steril bistiiri ile kiiclik parcalara ayrilnistir. DNaz ve RNaz free 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere alinan doku 6rnekleri hizli bir sekilde sivi azot icinde dondurularak analiz
giintine kadar -80°C* de saklanmigstir. Tiimor dokularindan RNA izolasyonu guanidin
isothiocyanate/phenol-kloform metodunun modifikasyonu sonucu olusan Trizol soliisyonu

kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun i¢in;

1.5 mI’lik ependorf tiipler iginde bulunan 50-100 mg arasindaki dokularin tizerine 1000 pl
Trizol eklenerek homojenizator yardimiyla homojenize edilmistir. Ardindan, 6rnekler oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. 200 pl kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca
vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika
4 °C mikrosantrifiijde santrifiij edilmis ve santrifiijj sonunda altta kirmizi faz (fenol
kloroform faz1), arafaz ve iistte renksiz s1vi faz olmak iizere ii¢ faza ayrilmistir. Ust faz yeni
bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildiktan sonra baslangicta kullanilan Trizol
miktarinin yaris1 kadar izopropanol eklenerek vorteklenmistir. Ornekler 1.5 saat -20 °C’ de
bekletilmis, ardindan 11.500 rpm’de 10 dakika 4 °C mikrosantrifiijde santriflij edilmistir.
Ustte kalan siipernatan atildiktan sonra ependorf tiip iizerine 1000 ul %75°lik alkol
eklenerek, 10.000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de mikrosantrifiijde santrifiij edilmistir. Pelete
dokunmadan iistte kalan slipernatanin atilmasinin ardindan pelet kurulmaya birakilmais,
kuruyan o6rnekler 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirilmistir. Elde edilen RNA’lar
spektrofotometre’de 260/280 nanometre (nm)’de Olgiilerek mikrolitredeki mikrogram

degerleri belirlenmistir.

Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi

Elde edilen RNA orneklerinden High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche)
kulanilarak cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Primer olarak random hekzamerler kullanilan
reaksiyonda cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de
verilmistir. Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda 6rnekler sirasiyla 25 °C’de 10 dakika, 50 °C’de

60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika olan programda cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir
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tepkimesi gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucu elde edilen cDNA ornekleri Real-time

PCR’da kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.2. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Son konsantrasyon
Reaksiyon Tamponu (X5) MgCl, 8§mM
dNTP ImM
Random hekzamer primeri 60uM
RNaz inhibitorii 20 U/pg
DTT SmM
Ters Transkriptaz 10 U/ug
Steril Ultra Saf Su RNA sabitlemesine gore degisir
Total RNA lug

Kantitatif real-time PCR analizi

E-kaderin, N-kaderin, B-katenin, Vimentin, Snail, Slug, Zebl ve Zeb2 genlerinin ifade
diizeylerinin Real-time PCR yontemi ile belirlenmesi i¢in Light Cycler 480 cihazi
kullanilmigtir. Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA, bdlgeye
O0zgli primerler, UPL probu ve LightCycler Prob Master miks kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hedef gen ifadelenme diizeylerini normalize etmek amactyla elde edilen
cDNA ornekleri, Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genine 6zgii primer ve UPL
probu kullanilarak ¢alisilmistir. Gene 6zgii primer dizileri Cizelge 3.3’te ve Real-time PCR
tepkimesi karistmini hazirlamak icin kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.4’te
verilmigtir. Relatif gen ifadelenmesi sonuglar1 “Pfaffl” matematiksel yontemi ile

hesaplanmustir [52,53].

Cizelge 3.3. Gen spesifik qPCR primer dizileri

Gen Forward primer (5’- 3°) Reverse primer (5’- 3°)
E-cadherin GTCTCCTCATGGCTTTGC CTTTAGATGCCGCTTCAC
B-catenin TCTGAGGACAAGCCACAGGA GCACCAATGTCCAGTCCAAG
N-cadherin GCCTATGAAGGAACCACATGA CTGTATCTCAGGGAAAGGT
Snail CCACTGCAACCGTGCTTT CTTGGTGCTTGTGGAGCAA
Slug TTCGGACCCACACATTACCT GCAGTGAGGGCAAGAAAAAG
Zebl ACTCAGCCTCCTCCACTC ACAAATTGCCATCTCCAGT
Zeb2 GGAGCAGGTAATCGCAAGT CGCAGGTGTTCTTTCAGATG
Vimentin TGTGAGGTGGAGCGGGAC ACATCGATCTGGACATGCTG
GAPDH GTTGTCTCCTGCGACTTCA GGTGGTCCAGGGTTTCTTA

UPL: Universal Probe Library, qPCR: Kantitatif Real Time Polimeraz Reaksiyonu
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Cizelge 3.4. GAPDH, E-kaderin, N-kaderin, B-katenin, Vimentin, Snail, Slug, Zeb1 ve Zeb2
Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim

dH,O - 4.7 1l
Prob karigimi (X10) 1X 1.4 ul
25 mM MgCl, 4 mM 1.2 ul
Primer F 10 pmol/ul 0.5l
Primer R 10 pmol/ul 0.5l
TagMan prob 10 pmol 0.1l
cDNA - 2 ul

Light cycler (LC) deney programi

Nicel ger¢ek zamanli PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra 96 kuyulu mikroplakalara
dagitildiktan sonra, iizerine 6nceden elde edilen cDNA’lar eklenmistir. Mikroplakalarin
iizeri seffaf kapatici ile ortiildiikten sonra, mikroplakalar Light Cycler 480 cihazina
yerlestirilmistir. Cizelge 3.5’te belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR
tepkimesi gergeklestirilmistir. E-kaderin, N-kaderin, -katenin, Vimentin, Snail, Slug, Zebl1,
Zeb2 ve GAPDH genleri i¢in ayn1 program kullanilmistir. Reaksiyon sonucu, hedef genlerin

mRNA ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlenmistir.

Cizelge 3.5. PCR amplifikasyon programi

Program. Ayrilma (Denatiirasyon)
Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program verisi Deger
Dongiiler 50
Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10 sn 10:00dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 20.0
Program 3. Sogutma
Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
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Western blot yontemi

Dokulardan protein diizeyinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi i¢in Western Blot
yonteminden yararlanilmistir. Bu amagla tiimor dokularindan protein izolasyonu
gerceklestirilmis ve izole edilen total protein miktar1 BCA kiti ile belirlenmistir. Daha sonra
E-kaderin, N-kaderin, B-katenin, Vimentin, Snail ve Slug proteinlerine ait ifade diizeylerinde
meydana gelen degisimlerin tespiti Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Housekeeping

protein olarak beta actin (B-actin) proteininin ifade diizeyi belirlenmistir.

Hedef proteinler i¢in Cizelge 3.1°de belirlenen oranlarla yiginlama ve ayirma jelleri
hazirlanmigtir. Jellerin hazirlanmasindan sonra her bir 6rnek i¢in 30 pg protein miktar
ylikleme tamponuyla karistirildiktan sonra 95 °C’de, 5 dak. kuru 1sitic1 blokta denatiirasyon
icin bekletilmistir. Ardindan 6rnekler oda sicakligina geldikten sonra ilk kuyuya protein
ladder ve her gruptan 3 Ornek 3 tekrarli olacak sekilde jele yiiklenmistir. Ornekler 1X
ylirlitme tamponu igeren tankin igerisinde, 120 V’da 2 saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Stire
sonunda proteinlerin jelden 1slak transfer yontemi ile PVDF membrana transferleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla hazirlanan transfer kaseti tanka yerlestirilmis ve tank 1X
transfer tamponu ile doldurulduktan sonra 250 mA’de yaklasik 2 saat boyunca jelden
membrana protein gecisi saglanmistir. Siire sonunda membranlarin 1X BSA ile
bloklanmasinin ardindan E-kaderin, N-kaderin, B-katenin, Vimentin, Snail, Slug ve B-actin
primer antikorlar1 ile +4°C'de yatay calkalayici yardimiyla karistirilarak gece boyunca
inkiibe edilmistir. Siire sonunda membranlar 1X TBS-T ile 3 kez yikanmis ve uygun
sekonder antikor ile oda sicakliginda, yatay calkalayicit yardimiyla karistirilarak 1,5 saat
inkiibe edilmistir. Membranlar tekrar 1X TBS-T ile 3 kez yikanmis ve goriintiileme islemine
gecilmigtir. Membranlar ECL Western Blotting Substrate (Millipore) ile muamele edildikten
sonra Kodak Gel Logic 2200 Pro cihazi ile goriintiilleme yapilmistir. Goriintiileme sonrasi

proteinlere ait bant kalinliklar1 Image J programi kullanilarak hesaplanmistir.

Istatistiksel analizler

E-kaderin, N-kaderin, B-katenin, Vimentin, Snail, Slug, Zebl ve Zeb2 mRNA ifade
diizeylerindeki farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programu ile karsilagtirilmistir
[52]. Gruplar arasindaki farkliliklar elde edilen verilerin SPSS 24.0 istatistik programi

kullanilarak degerlendirilmesi ile gergeklestirilmistir. Siirekli verilerin karsilastirilmasinda
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Student’s t testi kullanilmistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 bulunan p degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tax ve EPI’nin Hiicre Canhhgina Etkisi

4T1 hiicre canliligt MTT deneyi ile belirlenmistir (Sekil 4.1). 4T1 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat
boyunca Tax ve EPI ile muamele edilmistir. Sekil 4.1a’da 24, 48 ve 72 saat boyunca Tax
uygulanmasi 500 puM'ye kadar olan konsantrasyonlarda hiicrelerin canliliini degistirmemistir
(p>0.05). Sekil 4.1b’de EPI'nin (0,1-0,5 uM) 4T1 hiicrelerine tek basina uygulanmasi hiicre
canliliginda hafif bir azalmaya yol agmis (p<0,05), ancak 24, 48 ve 72 saat boyunca daha yiiksek
konsantrasyonlarda (1, 2,5, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM) énemli dlgiide azalmistir (p<0,001). Tax ve
EPI kombine uygulamalarmim hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri Sekil 4.1c'de gosterilmistir. 24
saatlik uygulamadan sonra, en diisiik hiicre canlilig1 (%56,39) 50 uM Tax ve 1 uM EPI kombine
tedavilerinde gézlenmistir. 5, 10, 25 ve 50 uM Tax ile 5 uM EPI uygulamalarinin hem 24 hem de
48 saat i¢inde hiicre canliligin1 %50'nin altina diistirdiigii tespit edilmistir. Tax ve EPI'nin kombine
uygulamalari, inhibitorlerin tek tek kullammina kiyasla hiicre canliliginda daha fazla azalmaya yol

agmustir.
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Sekil 4.1. 0-500 uM Tax (a), 0-100 uM EPI uygulanmis 4T1 hiicrelerinin (b) 24, 48 ve 72 saatlerde
hiicre canlihgl. 24 ve 48. saatlerde Tax ve EPI kombinasyonunun (c) secilen
konsantrasyonlarmin 4T1 hiicre canlihif: tizerindeki etkileri. Veriler ortalama + Standart
Sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda *p<0.05; Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda **p<0.01; Kontrol grubu ile karsilastirldiginda ***p<0.001;
EPI: Epirubisin; 5 Tax: 5 uM Taksifolin; 10 Tax: 10 uM Taksifolin; 25 Tax: 25 uM
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Taksifolin; 50 Tax: 50 uM Taksifolin; 0.1 EPL: 0.1 uM Epirubisin; 0.5 EPL: 0.5 uM
Epirubisin; 1 EPL: 1 uM Epirubisin; 5 EPI: 5 uM Epirubisin

Kombinasyon indeksi analizinden elde edilen sonuglara gore, Tax ve EPI, 4T1 fare meme

kanseri hiicrelerinin tedavisinde sinerji gostermistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Tax ve EPI sinerjistik etkileri i¢in kombinasyon indeksi (CI) analizi. CI degerleri
dogrusal regresyon ile olusturulmustur. Egilim ¢izgileri beklenen herhangi bir etki
icin CI degerlerini gosterir (Fa, etkilenen fraksiyon, 0-1; %0-%100 inhibisyon) ve
Cl degerleri <1, =1, >1 sirastyla sinerji, eklenebilirlik veya antagonizmay1 gosterir

4.2. Tax ve EPI’nin Sitotoksisite Uzerine Etkisi

Tax ve EPI'nin 4T1 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri LDH salinim deneyi ile
degerlendirilmistir. EPI'nin tek basina uygulanmasi, 24 saat boyunca muamele edilen 4T1
hiicrelerinde ~ sitotoksisiteye neden olmustur. 24 saat boyunca secilen Tax
konsantrasyonlarina (10, 25 ve 50 uM) maruz birakilan 4T1 hiicrelerinde sitotoksisite gok
diisiik ve benzer ¢ikmistir. 0,5 ve 1 puM'de LDH salinim yiizdeleri asagidaki sirasiyla gibidir;
%3,50 ve %5,07 (p<0,05). 4T1 hiicrelerinin Tax ile muamelesi EPI ile indiiklenen LDH
salinimin1 doza bagh bir sekilde azaltmistir (0.1, 0.5 ve 1 uM) (p<0.05). Sonuglarimiz Tax
ve EPI'nin kombine tedavisinin 4T1 hiicrelerinde EPI'nin tek basina sitotoksik etkilerini

onemli Ol¢lide azalttigin1 gostermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Tax ve/veya EPI'nin 4T1 hiicrelerinde LDH salinim ile belirlenen sitotoksisite
iizerindeki etkisi. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda *p<0,05; 5 Tax: 5 pM Taksifolin; 10 Tax:
10 uM Taksifolin; 25 Tax: 25 uM Taksifolin; 50 Tax: 50 uM Taksifolin; 0,1 EPI:
0,1 uM Epirubisin; 0,5 EPIL: 0,5 uM Epirubisin; 1 EPI: 1 uM Epirubisin; 5 EPI:
5 uM Epirubisin

4.3. Viicut Agirhiklar: ve Tiimor Hacimlerinin Degerlendirilmesi

Timorler tedavilerin sonunda alti gruptan toplanmistir (Resim 4.1a ve 4.1b). Kontrol
gruplan ile Tax grubu arasinda viicut agirhiginda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir.
Haftalik tlim6r hacmi dl¢limlerinde kombinasyon grubu disinda istatistiksel anlamlilik tespit
edilmemistir (Sekil 4.4) Ancak, EPI grubu ve kombine grupta kontrol gruplarina kiyasla
viicut agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmustur (p<0.05, Sekil 4.5a). Deney
baslangicinda ve deney sonunda gruplar arasinda ortalama tliimdr hacmi agisindan anlaml
bir fark bulunmamistir (p>0.05). Tiimo6r hacim degisikliklerinin yiizdesi tiim gruplarda
artmistir. Sham kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda, Tax- ve EPI- tek basma tedavi
gruplarindaki tiimor hacim ytizdesi (sirastyla %87,91 ve %72,03) daha diisiik oldugu ancak
tim bu degisikliklerin anlamli diizeye ulagmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Buna karsilik,
kombine gruptaki tlimoér hacminin (%53,64) sham kontrol gruplarina kiyasla 6nemli dl¢giide

azaldig goriilmistiir (p<0,05, Sekil 4.5b).



30

Resim 4.1. 4T1 hiicresi tastyan BALB/c farelerin farkli tedavilerle fotograflar1 (a). Deney
sonunda gruplardan ¢ikarilan timoér dokularinin fotograflari, Grup 1: ¢oziici
kontrolii (DMSO ile tedavi); Grup 2: ¢oziicii kontrolii (PBS ile tedavi); Grup 3:
¢oziicii kontrolii: (DMSO ve PBS ile tedavi); Grup 4: Tax ile tedavi; Grup 5:

EPI ile tedavi; Grup 6: Tax ve EPI kombinasyonu ile tedavi (b). EPI: Epirubisin,
Tax: Taksifolin
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Sekil 4.4. Kontrol ve tedavi gruplarinda haftada bir 6lciilen timdr hacmi degisiminin
gosterilmesi. Grup 1: kontrol grubu (DMSO ile tedavi); Grup 2: kontrol grubu
(PBS ile tedavi); Grup 3: kontrol grubu: (DMSO ve PBS ile tedavi); Grup 4: Tax
ile tedavi; Grup 5: EPI ile tedavi; Grup 6: Tax ve EPI kombinasyonu ile tedavi.
EPI: Epirubisin, Tax: Taksifolin
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Sekil 4.5. BALB/c farelerinde Tax ve/veya EPI'nin viicut agirliklar1 (a) ve tiimor hacimleri
(b) lizerindeki etkileri. *p<0.05, student t-testi. Grup 1: ¢oziicii kontrolii (DMSO
ile tedavi); Grup 2: ¢6ziicili kontrolii (PBS ile tedavi); Grup 3: ¢oziicii kontrolii:
(DMSO ve PBS ile tedavi); Grup 4: Tax ile tedavi; Grup 5: EPI ile tedavi; Grup

6: Tax ve EPI kombinasyonu ile tedavi. EPI: Epirubisin, Tax: Taksifolin

4.4. Tax ve EPI’nin Kaspaz-3/7 seviyelerine In Vivo EtKisi

Tiimor dokularinda apoptoz varligini dogrulamak igin kaspaz-3/7 aktivite seviyeleri

belirlenmistir. Kaspaz-3/7 aktivite seviyeleri, Tax ve EPI ile tek basina tedavi edilen

gruplarda kontrol grubuna kiyasla énemli dl¢lide artmistir (p<<0.05). Ek olarak, kaspaz-3/7

aktivite diizeyi kombine grupta kontrol gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0.05).

Ayrica, kaspaz-3/7 aktivite seviyesi, tek basina Tax ve EPI ile tedavi edilen gruplar G4 ve

G5 ile karsilagtirildiginda kombine grup G6’da 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0.05; Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Tax ve/veya EPI'nin tiimdr dokularindaki kaspaz-3/7 aktivite seviyeleri iizerindeki
etkileri. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Gdsterilen
sonuglar {ic bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol gruplar ile
karsilagtirildiginda *p<0,05; kontrol gruplar ile karsilastirildiginda ***p<0,001.
G1: Grup 1; G2: Grup 2; G3: Grup 3; G4: Grup 4; G5: Grup 5; G6: Grup 6. EPI:
Epirubisin, Tax: Taksifolin

Aktif Kasp3/7 Seviyeleri

G5 ' 66

4.5. Hematoksilen- Eozin Sonuclar:

Sham kontrol grubundan alinan meme tiimoérii 6rneklerinde, memenin karakteristik kanal
yapisinin olmadigi merkezi yerlesimli bir tiimor alan1 goézlenmistir. Cevre bolgelerde
infiltrasyon c¢ok belirgin iken, meme dokusunun kanallarinin yiizeye yakin bolgelerde
kaldig1 dikkat ¢ekmistir (Resim 4.2a). Tax ile tedavi edilen grupta tiimor odag: 6zellikle
merkezi alanda belirginlesirken, sham grubundan farkli olarak periferik alanin yani sira
timoriin odak alaninda da kanallarin varligi dikkat ¢ekti. Bu grupta infiltrasyon daha
belirgindi (Resim 4.2b). EPI ile tedavi edilen tiim6r dokusunda, tiimor yapisi diger gruplarda
oldugu gibi merkezi konumdaydi, ancak odak i¢inde normal meme dokusunda kanal
yapilariin varligr belirgindi. Tiim timor odaginin cevresi infiltratif hiicre kiimeleri
iceriyordu (Resim 4.2¢). Timorli meme dokusunun tedavisi i¢in Tax+EPI'nin birlikte
uygulandig1 grupta normal meme dokusunun varligi dikkat c¢ekti. Tiim alanda kanallar
gozlendi. Periferik bolgede infiltratif hiicreler igeren alanlar belirgindi (Resim 4.2d). Sonug
olarak, sham kontrol grubunda gozlenen tiimdral histomorfolojik doniisiim i¢in en etkili

tedavi yonteminin Tax ve EPI'nin birlikte uygulanmasi oldugu sonucuna varildi.
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Resim 4.2. Her bir grup i¢in (a) Kontrol grubu, (b) Tax ile tedavi edilen grup, (c) EPI ile
tedavi edilen grup ve (d) Tax + EPI ile tedavi edilen grubu gosteren meme
tiim&rii doku kesitleri. Kesikli daire igindeki bolge: Tiimor alani, (&): Infiltratif
alan, (Du): Normal kanal yapis1 (Hematoksilen-eozin X 40). EPI: Epirubisin,
Tax: Taksifolin

4.6. Tax ve EPI’nin EMT iliskili Genlerin In vivo mRNA Seviyelerine Etkisi

E-cadherin, N-cadherin, B-catenin, Vimentin, Snail, Slug, zinc finger E-box binding
homeobox 1 (Zebl) ve Zeb2 genlerinin mRNA seviyeleri qPCR ile degerlendirilmistir. E-
cadherin mRNA seviyeleri EPI uygulanan grupta (G5) ve Tax+EPI grubunda (G6) kontrol
gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide artmistir (p<<0.05). N-cadherin, B-catenin, Vimentin, Snail,
Slug, Zebl ve Zeb2 genlerinin mRNA seviyeleri G5 ve G6'da kontrol gruplarina gore
anlaml1 derecede diisiiktli (p<0.05). Ayrica, N-cadherin, B-catenin, Vimentin, Snail, Slug,
Zebl ve Zeb2 mRNA ekspresyon seviyelerinin G6'da G5'e kiyasla daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Tax ve/veya EPI'nin tiimor dokularinda EMT ile iligkili mRNA diizeyleri
tizerindeki etkileri. Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Gosterilen sonuglar ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol gruplar ile
karsilagtirildiginda *p<0,05; kontrol gruplari ile karsilastirildiginda ***p<0,001.
G1: Grup 1; G2: Grup 2; G3: Grup 3; G4: Grup 4; G5: Grup 5; G6: Grup 6. EPI:
Epirubisin, Tax: Taksifolin

4.7. Tax ve EPI’nin EMT iliskili Proteinlerin Protein Seviyelerine Etkisi

Tiimor dokularina uygulanan Tax ve EPI tedavisinin N-cadherin, E-cadherin, B-catenin,
Vimentin, Snail ve Slug protein ifade diizeyleri iizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in
Western blot analizi uygulanmistir (Sekil 4.8). qPCR sonuglariyla uyumlu olarak, E-
cadherin protein seviyesi EPI ile tedavi edilen grupta (G5) ve Tax+EPI grubunda (G6)
kontrol gruplarina (G1, G2 ve G3) kiyasla anlamli derecede arttig1 goriildii N-cadherin, B-
catenin, Vimentin, Snail ve Slug proteinlerinin seviyeleri EPI ile tedavi edilen grupta (GS5)
ve Tax+EPI grubunda (G6) kontrol gruplarmma (G1, G2 ve G3) kiyasla onemli 6l¢iide
azalmistir (p<0.05). Ayrica, tek basimna Tax uygulamasi (G4) timér dokularindaki bu

proteinlerin seviyelerini degistirmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.8. Tax ve/veya EPI'nin tiimor dokularindaki EMT ile iligkili protein seviyeleri

tizerindeki etkileri. Tiimoér dokusunda EMT ile iligkili protein seviyelerinin
temsili Western blot goriintiileri (a). Tax, EPI ve Tax+EPI ile tedavi edilen
farelerin tiimor dokularindaki goreceli protein ifade diizeyleri (b). Veriler
ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Grafikler, her grup i¢in en az
i¢ farkli farede belirtilen proteinlerin kat degisimini temsil etmektedir.
Gosterilen sonuglar ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Kontrol gruplar ile
karsilagtirildiginda *p<0.05. G1: Grup 1; G2: Grup 2; G3: Grup 3; G4: Grup 4;
G5: Grup 5; G6: Grup 6. EPI: Epirubisin, Tax: Taksifolin
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5. TARTISMA

Meme kanseri 6nemli bir saglik sorunudur ve kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin 6nde
gelen nedenlerinden biridir. Meme kanseri i¢in yaygin tedavi yontemleri arasinda
kemoterapi, cerrahi, immiinoterapi, radyasyon tedavisi ve hormon tedavisi yer almaktadir.
EPI, erken evre, ileri evre ve metastatik meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan
bir kemoterapi ilacidir [11]. Kanser hiicrelerinin DNA'sina miidahale ederek, hiicrelerin
biliyiimelerini ve ¢ogalmalarini engeller ve bdylece hiicre dliimiine yol acar [11]. EPI
genellikle diger kemoterapi ilaglariyla kombinasyon halinde veya daha genis bir tedavi
rejiminin pargasi olarakta kullanilabilir. Genis spektrumlu antitiimor etkinligine sahip giiglii
bir kemoterapi ilact olmasina ragmen, klinik faydasi kalp, karaciger ve bobrek gibi

dokularda doza bagli toksisite ile sinirl olabilir [54,55].

Kemosensitizasyon, kanser tedavisinde kemoterapi ilaclarinin etkinligini arttirmak igin
kullanilan bir stratejidir. Amag, kanser hiicrelerini bu ilaglarin toksik etkilerine kars1 daha
duyarl hale getirmek ve sonugta tedavi sonucunu iyilestirmektir. Kemosensitizorler, dogal
olarak olusan veya sentetik olabilen toksik olmayan molekiillerdir. Kanser hiicrelerindeki
hiicresel ortami veya sinyal yollarii degistirerek c¢alisirlar ve bu da onlar1 kemoterapi
ilaglarinin sitotoksik etkilerine karst daha savunmasiz hale getirir. Kemosensitizatorleri
kemoterapi ilaclariyla birlestirerek, kombine tedavinin tek basina her iki tedaviden daha
etkili oldugu sinerjik bir etki elde etmek miimkiindiir. Bu yaklasim potansiyel olarak
kemoterapi tedavisinin etkinligini artirabilir ve ilag direnci veya kanser niiksii olasiligini
azaltabilir [12,13,56]. Olas1 kemosensitizorler genellikle flavonoidler gibi dogal
maddelerdir. Dihidroquercetin olarak da bilinen Tax, kanser tedavisinde kemosensitizor
olarak umut vaat eden bir flavonoid bilesigidir [57]. Bazi ¢alismalar Tax'in kanser
hiicrelerini sitotoksik etkilerine karsi hassaslastirarak kemoterapi ilaglarmin etkinligini
artirabilecegini 6ne siirmiistiir. Ote yandan, ¢ok sayida calisma flavonoidlerin serbest
radikalleri notralize etme ve serbest radikal olusumunu azaltma potansiyelini arastirmistir.
Bu flavonoidler arasinda Tax, oksidatif stresi hafifletme ve antioksidan 6zellikler sergileme
kapasitesi nedeniyle 6zellikle dikkat ¢ekmektedir [58-61]. Najeb ve arkadaglar1 yaptiklar
calismada, sicanlarda diazinon ve C vitamini kombinasyonlarinin neden oldugu
miyokardiyal hasar iizerinde Tax'in antioksidan etkilerini incelemislerdir. Tax, stres
kosullar1 altinda miyokard hiicrelerinde laktat dehidrogenaz (LDH) salgilanma oranlarini

etkili bir sekilde azaltarak antioksidan 6zelligini gostermistir [25,62,63]. Lin ve arkadaglar
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arastirmalarinda, tek basina veya Tax ile birlikte gentamisine maruz birakilan fare koklear
UB/OC-2 hiicreleri tizerinde LDH sitotoksisite deneyleri gerceklestirmislerdir. Bulgulari,
Tax'in antioksidatif ozelliklerinin gentamisin tarafindan indiiklenen oksidatif stresi
azalttigin1 ve Tax uygulamasi ile LDH saliniminda doza bagli bir azalma ile sonuglandigini
gostermistir [64]. Bir baska kombinasyon i¢in gerceklestirilen in vivo deneylerde, metastatik
renal hiicreli karsinoma kars1 kullanilan kemoterapétik bir ilag olan Pazopanib tek basina
veya Tax ile birlikte uygulanmistir. Farelerden elde edilen karaciger dokularindan LDH
seviyeleri Ol¢ililmiis, Pazopanib ve Tax kombinasyonu ile tedavi edilen gruplarda LDH
seviyelerinin diistiigli gdzlenmistir [65]. Yine, Luo ve arkadaslar1 yaptiklari arastirmada, 12
farkli flavonoidin OVCAR-3 yumurtalik kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonu
iizerindeki etkilerini incelemislerdir. LDH testi sonuglari, Tax'in calisilan hiicrelerde
sitotoksisiteyi indiiklemedigini ortaya koymustur [66]. Zai ve arkadaslar1 tarafindan
ylriitiilen ayr1 bir caligmada ise, asetaminofenin karaciger {izerindeki zararli etkisi ve Tax'in
bu etkilere kars1 koyma potansiyeli incelenmistir. C57BL/6 farelerinden elde edilen hiicreler
iizerinde LDH sitotoksisite testi yoluyla Tax, LDH salgilanmasindaki azalma ile kanitlandig1
iizere asetaminofenin neden oldugu sitotoksik etkileri hafifletme kabiliyetini gostermistir
[67]. Calismamizda, 4T1 hiicrelerinin farkli dozlarda Tax ile muamelesi, EPI tarafindan
indiiklenen LDH saliniminda doza bagli bir azalma ile sonuc¢lanmistir. Bulgularimiz, Tax ve
EPI'nin kombine tedavisinin 4T1 hiicrelerinde EPI'nin tek basina sitotoksik etkilerini 6nemli
Olciide azalttigin1 gdstermektedir. Kilit nokta, daha dnce baska ¢alismalarda bildirilmis olan
Tax'in anti-oksidatif 6zellikleri araciligiyla EPI kaynakli sitotoksisitenin azaltilmasinda
yatmaktadir. Kemoterapotik oOzellikleriyle bilinen EPIL, interkalasyon yoluyla DNA'ya
baglanir ve oksidatif stres de dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar1 aktive ederek hiicre
Oliimiine yol agar. Bu siiregte, Tax'in antioksidatif islevleri LDH salinimini tetikleyen
mekanizmalarin iyilestirilmesine katkida bulunarak LDH seviyelerinde doza bagli bir
diisiise yol acar. Tax kanser tedavisinde bir kemosensitizer olarak umut vaat etse de bir
tedavi stratejisi olarak yaygin bir sekilde benimsenmeden Once potansiyel faydalarini ve
risklerini tam olarak aydinlatmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir [68]. Bu
caligmanin amaci, 4T1 hiicrelerinde ve allograft BALB/c modelinde BC tedavisinde EPI'nin
etkinligini artirmak i¢in Tax'in EPI lizerindeki potansiyel etkilerini arastirmak ve altta yatan

ilgili mekanizmalar1 belirlemektir.

Oldukga agresif meme kanseri hiicre hatti olan 4T1 ile yapilan in vitro ¢alismamizda, Tax

ve EPI'nin birlikte uygulanmasiyla hiicre canliligi ve sitotoksisitede konsantrasyona ve
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zamana bagli diisiisler gézlemledik. Farkli hiicre hatlarinin deneysel kosullara, tedavilere ve
uyaranlara kars1 farkl tepkiler gdsterebilmesi hayati 6nem tasimaktadir. Ancak, kisith biitce
nedeniyle c¢aligmanin in vitro kismina baska bir hiicre hatti ekleyemedik. Bu nedenle
deneyler sadece bir hiicre hattinda gerceklestirildi. Bununla birlikte, bir in vivo timdr modeli
gelistirerek arastirmamizin kapsamini genislettik. Bu konuda yapilan ilk ¢aligma olmasi
nedeniyle literatiirde elde ettigimiz verileri karsilastirabilecegimiz herhangi bir rapor
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, Tax'in farkli kombinasyonlarda arastirildigi ¢cok sayida
caligma mevcuttur [11,64-69]. Tax'in timor baskilayici rolii ¢esitli hiicre hatlarinda ve in
vivo caligsmalarda gosterilmistir. Bu c¢aligmalardan birinde Tax, hiicre canlilifini inhibe
ederek U-2 OS ve Saos-2 osteosarkom hiicre hatlar1 iizerinde anti-kanser etkiler sergilemistir
[70]. Benzer sekilde, bagka bir ¢alismada Tax ile muamele edilen BC hiicrelerinin (MDA-
MB-231 ve 4T1) canlilig1 ve sitotoksisitesinin 48 ve 72 saat sonra dnemli dl¢iide azaldig,
24 saatlik maruziyette ise 6nemli bir degisiklik gézlenmedigi 6ne siiriilmiistlir [26]. Tax
dahil olmak {tizere gesitli flavonoidlerin BC (MDA-MB-231) ve prostat kanseri (LNCaP)
hiicre hatlar {izerindeki etkilerini arastiran bir ¢alisma, hiicrelere artan konsantrasyonlarda
ve siirelerde Tax uygulanmasmin hiicre canliligi ve sitotoksisitesinde azalmaya neden
oldugunu gostermistir [71]. Ayrica, in vivo bir ¢alismada, Tax tedavisinin 4T1 hiicre tiirevli
allograft timor tastyan farelerde timor biiyiimesini ve akciger metastazini etkin bir oranda
engelledigi gosterilmistir [26]. MTT ve LDH deneyleriyle de desteklenen sonuglarimiz, Tax
ve EPI'nin birlikte uygulanmasinin EPI'nin anti-proliferatif etkisini artirdigini gostermistir.
Bu sonuglar, Tax'iln meme kanseri tedavisinde potansiyel bir terapdtik ajan olarak hizmet
edebilecegini ve EPI'nin hiicre canliligi iizerindeki etkisini hafifletebilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, Tax'in EPI ile birlikte uygulanmasinin 4T1 hiicre hatlarin1 EPI'ye
kars1 daha duyarli hale getirdigini sOyleyebiliriz.

Kanser hiicrelerinde hiicre 6liim yolaklarinda meydana gelen degisikliklerin izlenmesi ve
arastirilmasi tedavi protokollerinde biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu yolaklardan biri olan
apoptoz iki ana mekanizmay1 igerir: kaspaz-8 aktivasyonunu tetikleyen dissal yolak ve
kaspaz-9 aktivasyonunu tetikleyen i¢sel yolak. Her iki apoptotik yolakta nihayetinde birden
fazla substratin boliinmesinden sorumlu birincil yiiriitiicii olan kaspaz-3'iin aktivasyonunu
indiikler [72-75]. EPI'nin igsel yolak araciligityla tiimor hiicrelerinde apoptotik siireci
indiikledigi bilinirken [76], calismamiz Tax ile kombine uygulamasinin bu siireci nasil
etkiledigini gdstermistir. Yalnizca EPI ile tedavi edilen gruba kiyasla birlikte tedavi edilen

grupta artan aktif kaspaz-3 seviyesi, Tax'in 4T1 tiimorlerinde EPI ile indiiklenen apoptozun
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duyarliligmi artirabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, bulgularimizla uyumlu olarak,
Tax'in tek basina uygulanmasinin ksenograft BC modelinde kaspaz-3 ve kaspaz-9
seviyelerini artirdig1r gosterilmistir [77]. Benzer sekilde, tek tek uygulanan Tax'in
hepatoseliiler karsinom {izerindeki etkilerini aragtiran bir baska c¢alismada kaspaz-3
seviyelerinde artig gdzlenmistir [ 78]. Ayrica, kolorektal karsinom ksenograft modelinde Tax
uygulamasina odaklanan farkli bir ¢alismada, Tax tedavisi alan gruplarda kaspaz-3 aktivite
seviyelerinde artig goriilmiistiir [68]. Yukarida belirtilen bulgulara ek olarak, cesitli
caligmalarda Tax'in akciger, osteosarkom ve meme kanserleri tizerinde apoptozu indiikleyici
etkiler sergiledigi gosterilmistir [58,79,80]. Ayrica, Tax'in kolon, mide ve karaciger
kanserine kars1 diger kemoterapdtik ajanlarin apoptotik 6zelliklerini arttirdigi gézlenmistir
[58,60,80]. Elde ettigimiz verilerle uyumlu olan bu bulgular, kanser tedavisinde umut
vadeden bir terapotik stratejinin varhigimi diisiindiirmektedir ve bu, Tax'in potansiyel bir

terapotik yaklagim olarak islev gdrmesine yonelik umutlari artirmaktadir.

4T1 fare meme kanseri hiicreleri yiiksek invazivlikleri ve kendiliginden metastaz olusturma
yetenekleri ile bilinmektedir. Bu 6zellik onlar1 preklinik arastirmalarda meme kanseri
metastazini incelemek i¢in 6nemli bir model haline getirmektedir [1]. EMT, kanser hiicresi
metastazi ve ilerlemesinde ¢ok dnemli bir rol oynar. Epitel hiicrelerini mezenkimal hiicrelere
dontistiiren EMT siireci, ¢ok sayida molekiiler mekanizma ve diizenleyici yolak igeren
oldukca karmasik ve ¢ok yonlii bir siiregtir [8]. EMT anormal sekilde diizenlendiginde
kanser, fibrozis ve doku hasar1 gibi ¢esitli patolojik durumlara katkida bulunabilir [8,81].
Kanserde, anormal EMT, kansere bagli oliimlerin ana nedenlerinden biri olan timor
invazyonunu ve metastazi tesvik edebilir [79]. Cesitli ¢aligmalarda, Tax'in kanser hiicresi
proliferasyonu ve migrasyonunun inhibisyonu da dahil olmak iizere giiglii anti-kanser
etkilerine sahip oldugu gosterilmistir. Tax'in mezenkimal belirteclerin etkilerini azaltarak ve
mezenkimal-epitelyal gecisi tesvik ederek kanser metastazinda kritik bir adim olan EMT

siirecini engelledigi gdsterilmistir [8,82,83].

Tax ve EPI kombinasyonunun EMT veya MET iizerindeki etkisini aragtirmak icin
caligmamizda qPCR ve western blot analizi yapilmistir. Bu amagla, E-cadherin, N-cadherin,
Vimentin, B-catenin, Snail ve Slug gibi yer alan anahtar proteinlerin ifade diizeyleri
degerlendirilmistir. Bu proteinlere ek olarak, Zeb1 ve Zeb2 transkripsiyon faktorlerini iceren
gruptaki mRNA seviyeleri de degerlendirilmistir. Sonuglarimiz Tax ve EPI'nin birlikte

uygulanmasinin N-cadherin, B-catenin, vimentin, snail ve slug protein seviyelerini azaltirken
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E-cadherin seviyesini artirdigin1 ve EMT siirecini tersine ¢evirdigini gostermistir. Ayrica,
birlikte uygulanmalar1 E-kaderin mRNA seviyelerinde artisa ve N-kaderin, B-katenin,
Vimentin, Slug, Snail, Zebl ve Zeb2 mRNA seviyelerinde azalmaya yol agmustir.
Literatiirdeki bir ¢alismaya gore, BC ksenograft modelinin Tax ile tedavisi vimentin ve N-
kaderin protein ekspresyonunda azalma ile sonuglanmistir [84,85]. Diger calismalar Tax'a
maruz kalan BC ksenograftlarinin E-cadherin seviyelerinde artis ve B-catenin diizeylerinde
azalma sergiledigini gostermistir [85-88]. Flavonoidlerin BC ksenograftlarinda EMT
yolunda yer alan transkripsiyon faktorleri iizerindeki etkisini arastiran bu c¢aligmalardan
birinde, E-cadherin gen ifade diizeylerindeki artisin ardindan Zebl ve Zeb2'min gen ifade
diizeylerinde es zamanl bir diisiis oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu diisiis dolayli olarak Snaill
ve Snail2/Slug'in gen ekspresyonunun azalmasina neden olmus ve sonug olarak N-cadherin,
Vimentin ve B-catenin ifade diizeyini etkilemistir [88,89]. Calismamizin sonuglari, Tax ve
EPI'nin birlikte uygulanmasinin umut verici bir anti-metastatik etkinlige sahip oldugunu
gostererek, EPI'nin antikanser etkinligini artirmak i¢in yeni ve benzersiz bir strateji oldugunu

diistindiirmektedir.

Bir flavonoid olarak Tax'in deneysel meme kanser dokularinda primer timor biiylimesini
baskilama yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Metastatik 4T1 hiicreleri tasryan BALB/c
fareleri lizerinde yapilan in vivo ¢aligmalar, kontrol grubuna kiyasla Tax ve EPI ile birlikte
tedavi edilen farelerde tiimdr biiyiime oraninda belirgin bir azalma oldugunu gostermistir.
Tax, antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri nedeniyle potansiyel anti-kanser 6zellikleri
acisindan incelenmistir. Bu o6zellikler kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini
engellemeye yardimci olabilir [23,25,26,59-61,70,72,79-83]. Bu veriler, Tax ve EPI'nin
birlikte uygulanmasinin, hayvan viicut agirliginda 6nemli bir degisiklik olmaksizin apoptoz
indiiksiyonu yoluyla timdr boyutunu ve biiylimesini azaltmada in vivo etkisini ortaya

koymaktadir.

Sonug olarak, bulgularimiz Tax ve EPI'nin birlikte uygulanmasinin apoptozu indiikleyerek
ve EMT yolunu inhibe ederek 4T1 meme kanseri hiicrelerine ve 4T1 tastyan tiimorlere karst
etkili olduguna dair kanitlar sunmaktadir. EPI yaygin olarak kemoterapotik bir ajan olarak
kullanilirken, ¢calismamiz Tax'in EPI ile birlikte uygulanmasinin 4T1 hiicre hatlarin1 ve 4T1
tagtyan timor modelini EPI'ye kars1 hassaslastirdigini ortaya koymaktadir. Bu duyarlilik,
EMT ilerlemesinin tersine g¢evrilmesine yol acan gen ve protein ifade diizeylerindeki

degisiklikler yoluyla elde edilmektedir. Bu bulgular, Tax'in BC tedavisinde EPI'nin
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etkinligini artirmak i¢in yardimci tedavi olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Literatiire
yeni bulgular sunan caligmamiz, Tax'in kanser hiicresi eradikasyonu ve metastazin
azaltilmasi1 agisindan EPI'nin terapotik etkinligini etkili bir sekilde artirdigini basariyla
gostermektedir. Calismamizin sonuglari, Tax'in BC tedavisi i¢in umut verici bir terapotik
yaklagim ve yeni bir strateji oldugunu vurgulayabilir. Son olarak, Tax ve farkli kemoterapi
ilaglar1 arasindaki iliskinin gelecekteki calismalarda meme kanseri modellerinde

arastirilmasi onerilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Taksifolinin kanser, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklar {izerindeki etkilerini
dogrulayan yeni arastirmalar, bu flavonoidin 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalar, taksifolinin antrasiklin ailesinden Epirubisin gibi ticari
olarak temin edilebilen bir ilagla kombinasyon halinde kullanildiginda, Epirubisinin
hiicrelerde daha hassas bir sekilde etkilesime girmesini tetikledigini ve bu sayede
Epirubisinin antitimdér oOzelliklerini  artirdigimi  gostermektedir. Taksifolinin bu etki
mekanizmasi, metastaz mekanizmalarin1 baskilayarak kanser hiicrelerinin diger dokulara
yayillmasin1  engelleyebilecegi ve boylece kanserin yayilmasini durdurabilecegi
distiniilmektedir. Sonug olarak, yapilacak in vitro ve in vivo c¢aligmalar ile taksifolinin,
Epirubisin ile diisiik dozlu birlikteliklerinin 4T1 meme kanser hiicre hatt1 ve deneysel meme
kanseri modeli iizerindeki potansiyel kanser onleyici etkisinin belirlenmesi, daha etkin
tedavi segeneklerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Ayrica, bu ¢caligmalar taksifolinin
uyardig1 ya da baskiladigi sinyal yolaklarim1 tanimlayarak, bu yolaklara 6zgiil olabilecek
yeni molekiillerin tasarlanmasina ve meme kanseri tedavisinde daha basarili yaklasimlarin
ortaya ¢ikmasina da yardimci olabilir. Bu tiir ¢aligmalarin, kanser tedavisindeki ilerlemeler
icin onemli bir adim olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, taksifolinin gelecekte kanser
tedavisinde giiclii bir kemosensitizor olarak kullanilabilecegi ve diger terapotik ilaglarla

birlikte kullanilmas1 gerektigi one siiriilmektedir.
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