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OZET

GIRIS VE AMAC: Meme kanseri, diinya ¢apinda ikinci en yaygin malign neoplazm
tiirii olmakla birlikte hastaligin tedavisi ¢esitli klinik 6zellikler ve kemoterapdtiklerin
toksik yan etkileri nedeniyle sinirli kalmaktadir. Bu nedenle yeni terapotik bilesiklerin
meme kanserindeki etkilerinin degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir. Toll-benzeri
reseptor 4 (TLR4), Toll-benzeri reseptor ailesinin en dnemli iiyelerinden biridir ve
meme kanseri hiicrelerinde asir1 ekspresyonu progresyona eslik etmektedir. Rutin
(RUT) bir polifenolik flavonoid olup, gosterdikleri anti-neoplastik etkinlikler
nedeniyle kanser immunoterapisinde dikkat ¢cekmektedir. Bu nedenle bu ¢aligmada
RUT'un TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolu aktivasyonundaki roliiniin hormon duyarli
meme kanseri hiicrelerinde arastirilmasi amaglanmaistir.

GEREC YONTEM: RUT konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksisitesi
WST-1 analizi ile, TLR4 ekspresyon seviyesi RT-PCR analizi ile, TLR4 ve IRF3
hiicresel lokalizasyonu IF boyama ile ve anti-migratif etkisi Strach (Cizik) analizi ile
tespit edilmistir.

BULGULAR: RUT" un MCF-7 hiicrelerinin canliligini ve migrasyonunu azalttigi,
tipik apoptotik morfolojiyi arttirdigi, TLR4 ekspresyonunu baskiladigi, TLR4'iin
endozomal lokalizasyonunu ve IRF3'in niikleer translokasyonunu azalttig:
belirlenmistir.

SONUC: Calismada RUT'un anti-inflamatuar etkinlik ile hormon duyarli meme
kanserinde TLR4'e karsi antagonist aktivite gostererek TLR4/TRIF/IRF3 sinyal
yoluna aracilik edebilecegi ortaya konulmustur. Ayrica, RUT ve TLR aktivasyonun
dahil olabilecegi hiicre kaskadinin ortaya konulmasi i¢in daha fazla in vitro

arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Apoptoz, flavonoid, meme kanseri, rutin, TLR4



SUMMARY

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Although breast cancer is the second most
common malignant neoplasm worldwide, the treatment of the disease is limited due to
various clinical features and toxic side effects of chemotherapeutics. Therefore, it is
important to evaluate the effects of new therapeutic compounds in breast cancer. Toll-
like receptor 4 (TLR4) is one of the most important members of the Toll-like receptor
family, and its overexpression in breast cancer cells is associated with progression.
Rutin (RUT) is a polyphenolic flavonoid that draws attention in cancer immunotherapy
due to its anti-neoplastic activities. Therefore, in this study, it was aimed to investigate
the role of RUT in TLR4/TRIF/IRF3 signaling pathway activation in hormone-
sensitive breast cancer cells.

METHODS: The cytotoxicity of RUT concentrations in MCF-7 cells was determined
by WST1 analysis, TLR4 expression level was determined by RT-PCR analysis,
cellular localization of TLR4 and IRF3 was determined by IF staining and its anti-
migratory effect was determined by Strach assay.

RESULTS: It was determined that RUT decreased the viability and migration of
MCEF7 cells, increased typical apoptotic morphology, suppressed TLR4 expression,
decreased endosomal localization of TLR4 and nuclear translocation of IRF3.
CONCLUSION: In the study, it was revealed that RUT may mediate
TLR4/TRIF/IRF3 signaling pathway by showing anti-inflammatory activity and
antagonist activity against TLR4 in hormone sensitive breast cancer. Moreover, more
in vitro research is needed to elucidate the cell cascade in which RUT and TLR

activation may be involved.

Key Words: Apoptosis, breast cancer, flavonoid, rutin, TLR4
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, diinya ¢apinda ikinci en yaygin malign neoplazm tiiriidiir.
GLOBOCAN verilerine gore 2021 yilinda diinya genelinde 2 milyondan fazla yeni
vaka tespit edilmekte ve goriilme sikliginin daha da artmasi beklenmektedir
(Pilevarzadeh et al 2019, Barone et al 2020). Meme kanseri, genetik ve epigenetik
olarak farkli hastaliklarin oldukga heterojen bir grubu olup; cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi dahil gesitli tedavi yollart mevcuttur (Barone et al 2020). Meme kanseri
hastalarinin tedavisi, g¢esitli klinik 6zellikler ve kemoterapoétiklerin toksik yanlar
nedeniyle sinirli kalmaktadir (Guan et al 2019). Bu nedenle, basarili klinik
uygulamalar saglamak i¢in mevcut kemoterapi ve/veya yeni terapotik ilaglarin ve/veya

bilesiklerin meme kanserindeki etkilerinin degerlendirilmesi olduk¢a dnemlidir.

Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), farkli hiicre i¢i sinyal yollari araciligiyla kanser
ve/veya diger hastaliklarla baglantili patojenle iliskili molekiiler paternleri (PAMP'ler)
taniyarak immiin yanitta ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir (Poltorak et al 1998,
Aliprantis et al 1999, Hemmi et al 2000, Wagner 2006). TLR'ler, tiimér ilerlemesinde
ve tedavisinde TLR'lerin veya TLR ile iligkili sinyallesme basamaklarinin
aktivasyonuna gore farkli etkiler gostermektedir (Zhao et al 2014). Timor
ilerlemesinde, TLR'ler akciger, prostat ve meme dahil olmak {izere farkli kanser
tirlerinde asir1 eksprese edilmekte ayrica, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
desteklemektedir (Fukata et al 2007, He et al 2007, llvesaro et al 2007, Curtin et al
2009). Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4), TLR ailesinin lipopolisakkarit (LPS) tarafindan
uyartlan en Onemli lyelerinden biridir (Poltorak et al 1998). Meme Kkanseri
hiicrelerinde ytiksek oranda eksprese edilen TLR4, apoptoz ve metastaza kars1 direng
gelistirilmesine aracilik ederek tiimorii tesvik edici bir rol sergilemektedir (Jiang et al
2015). Ornegin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde TLR4 ve MyD88 ekspresyon
seviyeleri LPS uyarimu ile artirilirken TLR4 sinyalinin baskilanmast meme kanseri
hiicrelerinin hayatta kalmasini engellemektedir (Yang et al 2010, Yang et al 2014).
LPS tarafindan TLR4 sinyalinin aktivasyonu, MyD88'e bagimli veya TRIF kaskadini



iceren MyD88'den bagimsiz yol olmak iizere iki farkli yolu desteklemektedir.
MyD88'e bagli yol; TIRAP, IRAK2/IRAK4, TRAF6 ve NF-«kB aktivasyonuna neden
olarak IL-1B, TNF-a ile IL-6 dahil farkli proinflamatuar sitokinlerin salinimini
indiiklemektedir. Ancak, MyD88'den bagimsiz TRIF yolunun aktivasyonu MyD88'e
baglimli yolun aksine TLR4/TRIF/endozomal kompleksin igsellestirilmesine
dayanmaktadir. Bu yola TRAM ile IRF3 fosforilasyonunun ve interferon  (IFN-p)

transkripsiyonunun baslatilmasi aracilik etmektedir (Kuzmich et al 2017).

Diyet polifenolleri bitkilerde yaygin olarak bulunur ve biyoaktif potansiyelleri
nedeniyle oldukg¢a dikkat ¢cekmektedir (Han et al 2007). Meyve ve sebze tiiketiminin
artmasinin, kismen polifenollerin etkilerine bagli olarak kanser insidansini
azaltabilecegi iyi bilinmektedir (Batra and Sharma 2013, Niedzwiecki et al 2016).
Flavonoidler, temel benzo-Y-piron isketine sahip diisiik molekiiler agirlikli dogal
polifenolik bilesiklerin 6nemli bir sinifidir. Bitki sekonder metabolitleri olup, gesitli
sebzelerde, meyvelerde, tahillarda, sert kabuklu yemislerde ve belirli igeceklerde (¢ay,
kahve) yaygin olarak bulunmasiyla diyet polifenollerinin ana kategorisi olarak kabul
edilmektedir (Sharma et al 2011). Cesitli flavonoidler arasinda, quercetin ve ramnoz-
glukoz disakkaritin glikosile edilmis bir formu olan Rutin (RUT) meyve ve sebzelerde
yaygin olarak dagilmistir (Gentile et al 2015). Ayn1 zamanda rutosid, quercetin-3-O-
rutinosid, vitamin P ve soforin olarak da bilinmektedir. Molekiil agirligi 610.53 kD ve
kimyasal formiilii C27H30016 olan sari-yesil renkli igne seklinde bir kristaldir. Adi
RUT agisindan zengin olan Ruta graveolens L. bitkisinden gelmektedir (Patel and
Patel 2019). RUT un hiicre dongiisii aracilari, hiicresel kinazlar, inflamatuar sitokinler,
transkripsiyon faktorleri ve reaktif oksijen tiirleri gibi karsinogenezde yer alan bir¢cok
molekiiler hedefi modiile ettigi bilinmektedir (Park et al, 2016, Nafees et al 2018,
Farha et al 2022). Farkli dogal tirinlerin farkli TLR sinyalleri tizerindeki baskilayici
etkisini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Murakami et al 2000; Safarinejad
2010). Ancak meme kanserinde TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunun aktivasyonu iizerine
RUT’un potansiyel etkilerini arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu
calismada RUT’un TLR4'e bagli TRIF sinyallemesi iizerindeki etkilerinin hormon
duyarli meme kanseri hiicrelerinde arastirilmasi amaglanmistir. Meme kanserlerinin

yaklasik %751 ER ve/veya PR icin pozitiftir. Bu nedenle ¢alismamizda RUT un



potansiyel immiinoterapotik etkisinin ilk defa MCF-7 hiicrelerinde arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri en sik goriilen malignitelerden biridir ve giinimiizde meme kanseri
basta cinsiyet kadin olmak {izere, kisi beden ve metal saglig1 i¢in 6nemli bir tehdit
unsuru olusturmaktir (Seksenyan et al 2015). Meme kanseri oldukg¢a heterojen karakter
sergileyen bir hastalik olup klinik tedavi ve prognoz hastalar arasinda biiyiik
farkliliklar gostermektedir (Turashvili and Brogi 2017). Erken teshis ve tedavideki
ilerlemeler meme kanserinde 6liimii %38 oraninda azaltmistir, nitekim neoadjuvan ve
ana tedavi sonrasi pre-neoplastik veya metastatik olmayan kanserden invazif karaktere
bagli niiksler mortaliteyi arttirmaktadir (Shaukat et al 2013). Meme Kkanseri
tedavisinde bu hastaliga bagh niiksii ve 6liimii azaltan yenilik¢i yaklagimlara ihtiyag
soz konusudur. Son yillarda elde edilen veriler, meme kanseri hastalarinda hem
standart tedaviye yanitt hem de uzun siireli sag kalimi belirlemede bagisiklik

sisteminin 6nemli bir rolii oldugunu desteklemektedir (Savas et al 2016).

2.1.1. Meme Kanseri Alt Tipleri

Meme kanseri ¢esitli tedavi yontemlerine ve klinik sonuglara yanit modellerinde
farkliliklar gosteren birgok alt tipten olusan bir spektruma sahiptir. Meme kanseri alt
tiplerinin sergiledikleri farkli biyolojik 6zellikler nedeniyle heterojen bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Tiimoér boyutu, lenf nodu tutulumu, histolojik derece,
hastanin yasi, ER, PR ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2 veya c-
erbB2) durumu gibi biyolojik 6zelliklere iliskin geleneksel siniflandirma sistemleri,
hastaya 6zel tedavi stratejilerinin gelistirilmesini oldukga kisitlamaktadir (Schmidt et

al 2016). Ayrica tiimorlerin histolojik goriiniimii, altta yatan karmasik genetik



degisiklikler kanser gelisimi ve ilerlemesinde yer alan biyolojik olaylart belirlemek
icin yeterli olmamaktadir. Benzer klinik ve patolojik prezantasyonlara sahip
timorlerin farkli davranislari bulunmaktadir (Yersal 2014). Bu nedenle, son galismalar
hasta risk siniflandirmasini iyilestirmek, belirli bir tedavi modalitesinden en yiiksek
fayda sansin1 saglamak ve toksisiteyi azaltmak i¢in daha ayrintili biyolojik 6zellikleri
tanimlamaya odaklanmaktadir (Moccia and Haase 2021). Bu konuda global gen
ekspresyon profilleme (GEP) c¢alismalari, meme kanserinin gen ekspresyon
paternlerine dayali olarak sagkalim ile iligkisini farkli biyolojik siniflarda tasnif i¢in
kanit saglamaktadir (Rakha and Ellis 2011, Eroles et al 2012).

Analizler, klinik olarak ER-pozitif ve ER-negatif olmak tizere iki ana grubu
tanimlamaktadir. ER-pozitif gruptaki tiimérler, meme liimen hiicreleri tarafindan ifade
edilen bir¢cok genin (ER-yanit veren genler, liimen sitokeratinleri ve diger liimenle
iliskili belirtegler) nispeten yiiksek ekspresyonu ile karakterize edilmekte ve bu
nedenle liminal grup olarak adlandirilmaktadirlar (Naderi et al 2007). Luminal-
A en yaygin alt tip olup tiim meme kanserlerinin %50-60'm1 temsil etmektedir. Bu
timorler siklikla diisiik histolojik dereceye, diisiik niikleer pleomorfizme, diisiik
mitotik aktiviteye sahiptir ve iyi prognoza ait histolojik tipleri (tiibiiler, invaziv
kribriform, miisin6z ve lobiiler) icermektedir. Luminal-A daha yiiksek ER seviyeleri
ve daha diisiik proliferasyonla ilgili gen seviyeleri ile karakterize edilmektedir (Carey
et al 2010). Luminal-B tiimérleri meme kanserlerinin %15-20'sini olusturmaktadir.
Luminal-B daha agresif bir fenotipe, daha yiiksek histolojik dereceye, proliferatif
indekse ve daha kotii bir prognoza sahiptir (Creighton 2012). Bu tip Luminal-A ile
karsilastirildiginda daha yiiksek niikse ve niiks sonrasi daha diisiik sagkalim oranlarina

sahiptir (Ellis et al 2008).

ER-negatif grup ise bazal-benzeri, ErbB2-pozitif (HER2-pozitif) ve normal-benzeri alt
smiflarina ayrilmaktadir. Bazal benzeri tiimoérler, ER eksprese etmeyen ve bazal
keratinlerle boyanma gosteren meme bazal epitel hiicrelerinin bir¢ok Ozelligini
eksprese eden tiimorlerdir. Diger bir tiimor kiimesi olan ErbB2-pozitif, diisiik
seviyelerde ER ekspresyonu ve ER ekspresyonu ile baglantili diger genleri de ifade
eden yiiksek seviyelerde HER2 onkogen ekspresyonu ile karakterize edilmektedir

(Naderi et al 2007). Normal-benzeri tiimorler ise luminal ve bazal benzeri arasinda bir



ara prognoz sunan adipoz dokusunun gen ozelliklerini ifade etmektedir ve genellikle
neoadjuvan kemoterapiye yanit vermemektedir. ER, PR ve HER2 ekspresyonundan
yoksun olduklarindan, bu tiimorler ti¢lii negatif olarakta isimlendirilmekte ve tiim

meme karsinomlariin yaklasik %5-10'unu olusturmaktadir (Weigelt et al 2010).

2.1.2. Tedavi Yontemleri

Insan meme tiimérlerinin yaklasik %70'i hormon reseptdrlerini (HR/HR+) ifade
etmektedir (EBCTCG 2011). Ostrojen tarafindan uyarildiktan sonra ER, spesifik
epigenetik olaylar yoluyla oldukca organize bir sekilde genomdaki belirli bolgelere
alinmaktadir (Lupien et al 2008). ER sinyali; ostrojenlerin ER'ye baglanmasinin
tamoksifen ile antagonize edilmesi, aromataz inhibitérleri (Als) veya LHRH
agonistleri ile dstrojen biyosentezinin bloke edilmesi ve ER'nin fulvestrant (Faslodex)
ile asag1 regilile edilmesi ile etkin bir sekilde hedeflenebilmektedir (Johnston and
Cheung, 2010). Adjuvan anti-Gstrojen tedavisine ragmen hastalarin 6nemli bir
azinliginda niiks goériilmekte ve bununla birlikte metastatik karakter gdsteren ¢cogu
hastada anti-ostrojen tedavilerine direng gelismektedir (Ozyurt and Ozpolat 2022).
HR+ tiimorleri tek bir hastalik antitesini temsil etmemekte olup 6nemli molekiiler ve
Klinik heterojenlik sergilemektedir (Perou et al 2000). Diger meme kanseri alt
tiplerinden farkli olarak, HR+ meme kanseri genellikle ge¢ niikslerle iligkilidir
(Saphner et al 1996, Esserman et al 2011). Adjuvan anti-ostrojen tedavisini takiben
yillik uzak niiks riski, kapsamina bagli olarak %1 ila %4 arasinda olmaktadir (Goss et
al 2008). Adjuvan kemoterapinin kullanimi ve anti-Gstrojen rejimler ile kombin tedavi
bazi hastalara fayda saglamakla birlikte (Paik et al 2006), ge¢ niiksii engelleme
konusunda yeterli olmamaktadir (Lin and Winer 2008). Halihazirda prediktif
belirtegler ve alternatif tedavi stratejilerinin agikca gerekli oldugu tedavi direnci ve geg
relapsin altinda yatan mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Lim et al
2012; Rani et al 2019).

Meme kanserlerinin yaklasik %75'i ER ve/veya PR i¢in pozitiftir. ER-pozitif timorler,
liimen epitel hiicrelerinin tipik proteinlerini kodlayan ER, PR, ER'ye yanit veren genler

ve diger genleri ifade etmektedir (Sotiriou et al 2003, Habashy et al 2012). MCF-7, 40



yili askin bir siiredir yaygin olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre dizisi olup
(Baguley and Leung 2011) ER pozitif / PR pozitiftir (Shirazi et al 2011) ve liimen A
molekiiler alt tipine (Constable et al 2017) aittir. Muhtemelen yakin gelecekte,
diizenlemenin tiimoral anahtar mekanizmalari ayr1 ayr1 tanimlanarak tedaviler
minimum toksisite ile daha spesifik ve etkili olacaktir. Cesitli biyolojik yollar
hedefleyen ¢ok sayida ajan, meme kanserinde kisisellestirilmis bir tibbi terapotik
yaklasima ulagsmak i¢in su anda klinik gelistirme asamasindadir. Bu nedenle
¢alismamiz bir flavonol glikoziti olan RUT potansiyel immiinoterapétik etkisini ilk

defa MCF-7 hiicre hattinda in vitro olarak arastirilmasini hedeflemistir.

2.1.3. Meme Kanserinde inflamasyonun Rolii

Inflamasyon ve kanser arasindaki baglant1 ilk olarak 1863'te 6ne siiriilmiistiir (Keibel
et al 2009). Ancak yine de inflamasyonun kanseri siddetlendirdigi veya uzlastirdigi
bugiine kadar tartisma konusu olmaya devam etmektedir. Bir cerrah olan William
Coley, 1891'de erizipel ile enfekte olmus hastalarda kanserin geriledigini
gozlemlemistir ve "Coley toksini* olarak bilinen bakteriyel toksini kanser tedavisinde
kullanmistir  [60]. Ote yandan kronik inflamasyonun, inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda kolon kanseri gibi kanser gelisme riskini arttirdigi bilinmektedir
(Itzkowitz and Yio 2004). Inflamatuar mediatorler, Sstromal hiicreleri dogrudan
etkileyerek epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT) tesvik edilmesi ve kanser
hiicrelerinin metastazt gibi kanserin cesitli ayirt edici Ozelliklerine katkida
bulunmaktadir (Suarez-Carmona et al 2017). Tiim meme kanseri kohortunda, yiiksek
inflamatuar yolak skoru olan tiimorler, daha kotii prognoza 6zgii sagkalim, daha
yiiksek Nottingham histolojik derecesi ve tan1 aninda daha geng yas gibi agresif klinik
ozellikler ile iliskilendirilmistir (Bunt et al 2007). Uclii negatif meme kanseri (TNBC)
ile bazal ve normal benzeri alt tiplerde inflamatuar skorun diger alt tiplere gére anlamli
derecede yiiksek olmasi, yiiksek diizeyde inflamasyonun zararli etkisinin agresif bir

alt tip igermesinden kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir (Qiu et al 2018).



2.2. FLAVONOIDLER VE RUTIN

2.2.1. Flavonoidler ve Anti-Karsinojenik Etkileri

Flavonoidler, temel benzo-Y-piron isketine sahip diisiik molekiiler agirlikli dogal
polifenolik bilesiklerin 6nemli bir sinifidir (Panche et al 2016). Flavonoidler bitki
sekonder metabolitleri olup gesitli sebzelerde, meyvelerde, tahillarda, sert kabuklu
yemiglerde ve 6zellikle belirli iceceklerde (cay, kahve) yaygin olarak bulunmaktadir.
Cesitli farmasdtik, nutrasotik, kozmetik ve tibbi uygulamalar gibi genis bir yelpazede
kullanilan flavonoidler 6zellikle saglik sektoriiniin 6nemli bir bilesenidir (Panche et al
2016). Ayrica flavonoidler, anti-viral, hepatoprotektif, anti-bakteriyel, analjezik,
antialerjik, anti-ostrojenik/dstrojenik ve apoptotik dahil olmak iizere ¢ok g¢esitli
farmakolojik potansiyele sahiptir (Kumar and Pandey 2013). Flavonoidlerin bu ¢esitli
farmakolojik aktiviteleri; dogrudan ve dolayli antioksidan gorevi, faz 1 ve II
detoksifikasyon enzim aktivitelerinin modiilasyonu, protein kinazlarin inhibisyonu,
gen transkripsiyonunun modiilasyonu, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve epigenetik
etkinlikleri dahil ¢esitli molekiiler mekanizmalara iliskilendirilmistir (Juca et al 2020;
Khan et al 2021). Flavonoidlerin karsinojenezi destekleyen epigenetik mekanizmalari
tekrar diizenleyebilecegini bildiren ¢alismalar mevcuttur Jiang et al 2021, Khan et al
2021). Genel olarak, bu fotokimyasal ajanlar, timor baskilayici genlerin aktif hale
getirilmesi ve onkogen ekspresyonunun bloke edilmesiyle sonuglanan anahtar sinyal
transdiiserlerini hedefleyerek tiimériin ilerlemesini baskilamaktadir (Kasi et al 2016).
Flavonoidler 6zellikle DNA metiltransferazlar (DNMT), histon deasetilazlar (HDAC)
ve histon asetiltransferazlar (HAT) gibi enzim aktivitelerini dogrudan diizenleyerek
anti-timor etkinlik gostermektedir Jiang et al 2021, Khan et al 2021). Ayrica gesitli
hastaliklar sirasinda flavonoidlerin, degisen mikro RNA (miRNA) ve uzun
kodlanmayan RNA (IncRNA) profilini de diizenleyerek invazyon siirecini

yonlendirdigine dair kanitlar mevcuttur (1zzo et al 2020).

Kanser tedavisinde kemoterapotik ajanlarin hayat kurtarici roliine ragmen normal
hiicreler lizerindeki potansiyel asir1 toksik etkileri en biiylik dezavantajlarin basinda

gelmektedir. Bu nedenle kiimiilatif tedavide istenmeyen yan etkileri olmayan daha iyi



ajanlara ihtiyag duyulmaktadir. Anti-karsinojenik flavonoidlerin ¢ogu normal
hiicrelere karsi nispeten daha az toksisiteye sahip oldugundan umut vadetmektedir
(Galati and O’Brien 2004). Nitekim bazi flavonoidlerin normal hiicrelerde serbest
radikaller, mutajen kaynagi pro-oksidanlar ve yiiksek dozlarda endokrin sistemde
anahtar rol oynayan enzimlerin inhibitorleri olarak hareket edebildikleri de rapor
edilmistir (Skibola and Smith 2000). Buna ragmen ¢ok sayida caligma epigenetik
modifikasyon potansiyeline sahip flavonoidler, kombinasyon tedavi dahil olmak iizere
kemoterapétik yaklasimlar igin oldukga etkili se¢imler olabilecegi diisiiniilmektedir
(Izzo et al 2020). Bu nedenle flavonoidlerin, giivenilirliklerinin ve yan etkilerinin

degerlendirilmesi i¢in daha ileri toksisite ¢aligmalarina gereksinim duyulmaktadir.

2.2.2 Flavonoidlerin Siniflandirilmasi

Flavonoidler, B halkasinin bagli oldugu C halkasinin karbonuna, C halkasinin
doymamuslik ve oksidasyon derecesine bagli olarak alt gruplara ayrilmaktadir (Kumar
and Pandey 2013) (Sekil 1). izoflavonlar B halkasinin C halkasina 3. konumundan
baglandigi flavonoidlerdir. B halkasina 4. konumundan bagli olanlar ise
neoflavonoidler olarak isimlendirilmektedir. Neoflavonoidler B halkasmin 2.
konumunda bulunduklarinda C halkasinin yapisal 6zelliklerine gore temel olarak 6 alt
grup olusturmaktadir. Bu alt gruplar sunlardir: flavonlar, flavonoller, flavanonlar,

Katesinler, antosiyaninler ve kalkonlar (Kumar and Pandey 2013).
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Sekil 1. Flavonoidlerin temel iskelet yapisi ve siniflart (Panche et al 2016).

Flavonlar, cesitli farmakolojik 6zelliklere sahip 2-fenilkromen-4-on omurgasi igeren;
kereviz, maydanoz ve yenilebilir tahillar basta olmak {lizere hemen hemen tiim
bitkilerde yaygin olarak bulunan bir flavonoid grubudur. Apigenin, luteolin,
tangeretin, krisin, tricin, baicalein, roifolin ve 6-hidroksiflavon bazi yaygin flavon
tiirlerindendir (Barreca et al 2020).

Flavonoller, keton grubu igeren flavonoidlerdir. Pro-antosiyaninlerin monomerleri
olan flavonoller, ¢esitli meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunmaktadir. En ¢ok
caligilan flavonollerin basinda kaempferol, kuersetin, mirisetin ve fisetin
gelmektedir. Sogan, lahana, marul, domates, elma, {iziim ve ¢ilek flavonol agisinda

zengin besin kaynaklaridir. Meyve ve sebzelerin yani sira ¢ay ve kirmizi sarap da
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onemli flavonol kaynaklarini olusturmaktadir (Hékkinen et al 1999). Mevcut literatiir
flavonollerin anti-oksidan potansiyeline ve vaskiiler hastalik riskini azalttigina yonelik
onemli bulgular ortaya koymaktadir (Koztowska and Szostak-Wegierek 2022).
Flavonlarla karsilastirildiginda, flavonoller, C halkasinin 3. pozisyonunda da glikozide
olabilen bir hidroksil grubuna sahiptir. Flavonoller ¢esitli metilasyon, hidroksilasyon
ve glikozilasyon potansiyelleri sebebiyle en yaygin ve en biiyiik flavonoid alt grubudur
(Russo and Ungaro 2019). Ozellikle quercetin bircok bitkisel gidada bulunan ve
kemopreventif yonii ¢okga calisilmis bir flavonoldiir (Iwashina 2015, Vafadar et al
2020). Kuersetin’nin meme (Dixon and Pasinetti 2010), akciger (Kumar and Pandey
2013), nazofaringeal (Panche et al 2015), bobrek (Manach et al 2004), kolorektal
(lwashina 2015), prostat (Matthies et al 2008), pankreas (Aoki et al 2000) ve
yumurtalik Dixon 2002) kanserleri gibi ¢ok ¢esitli kanser tiirlerinde kotii prognozu
onledigi bildirilmistir.

Flavanonlar, genellikle portakal, limon ve {liziim gibi tiim turunggillerde bulunan bir
diger onemli flavonoid sinifidir. Hesperitin, naringenin ve eriodictyol bu flavonoid
sinifinin yaygin 6rneklerindendir. Flavanonlar narenciye meyvelerinin suyunun ve
kabugunun ac1 tadindan sorumludur. Narenciyede bulunan flavanonlar; anti-oksidan,
anti-inflamatuar etkinlikleri; ayrica kandaki kolesterol ve gliserol miktarini disiiriicii
ajan olma potansiyelleri nedeniyle ¢esitli farmakolojik ozellik gostermektedir
(Iwashina 2015). Flavononlar, serbest radikal baglayict 6zelliklerinden dolay1 bir dizi

hastaligin tedavisi ile yakindan iligkilidir (de Souza Farias et al 2021).

Dihidroflavonoller veya katesinler olarak da adlandirilan flavanonoller, flavanonlarin
3-hidroksi tlirevleridir. Katesinler yesil ¢ay, muz, elma, yaban mersini, seftali ve
armutta bol miktarda bulunmaktadir. Yesil ¢ay katesinlerinin en bilineni olan
epigallokatesin-3-gallat (EGCG) farkli kanser modellerinde apoptozu indiikledigi
bilinmektedir. Ozellikle, hem igsel (mitokondriyal) hem de digsal (6liim reseptdrii)
apoptotik yolaklar ile anti-proliferatif etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Liu et al
2017). Niikleer yogunlasma, kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP inaktivasyonu, yesil ¢cay
(Green Tea/GT) katesinlerinin ana apoptotik Ozellikleri arasinda yer almaktadir
(Gosslau et al 2011).
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Antosiyaninler kirmizi, mor ve mavi renkli meyve ve sebzelerde bol bulunan flavonoid
tirevleridir (Miyake et al 2012, Burton et al 2015). Bitkilerde, ¢igeklerde ve
meyvelerde renklerden sorumlu pigmentler olan antosiyaninler, pH'a ve ayrica A ve B
halkalarindaki hidroksil gruplarindaki metilasyon veya asilasyona bagli olarak farkli
renkleri yansitirlar (Iwashina 2015). Kizilcik, siyah kus tiziimi, kirmizi iiziim, merlot
liziimii, ahududu, ¢ilek, yaban mersini, bogiirtlen gibi ¢esitli meyvelerin ve yam
patates, kirmizi lahana gibi bitkilerin dis hiicre katmaninda bol miktarda
bulunmaktadir (Giusti and Wrolstad 2003). Siyanidin, delfinidin, malvidin,
pelargonidin ve peonidin en bilinen antosiyaninlerdendir. Cok sayida arastirma,
antosiyaninlerin insan sagligi lizerinde potansiyel anti-kanser aktiviteye sahip
oldugunu; kanser 6nleme ve yonetimi i¢in nutrasotik olarak siddetle tavsiye edildigini
gostermektedir (Chen et al 2022). Antosiyaninlerin P glikoproteinini inhibe ederek ve
tiibiilin polimerizasyonunu azaltarak prostat kanserinde kemo-duyarliligi arttirdigi
rapor edilmistir (Eskra et al 2019). Antosiyaninlerin in vitro ¢alismalardan ortaya
cikan potansiyel kemopreventif aktiviteleri; faz 11 detoksifiye edici enzimlerin
stimiilasyonunu, anti-proliferasyonu, ant-inflamasyonu, anti-anjiyogenezi, anti-
invazyonu, anti-metastazi, apoptozu, otofajiyi ve farklilasmanin indiiklenmesini
icermektedir (Wang and Stoner 2008).

Flavonoidlerin alt sinifi olan kalkonlar; temel flavonoid iskelet yapisinda C halkasinin
olmamasi ile karakterize edilmektedir. Bu nedenle, acik zincirli flavonoidler olarak da
adlandirilmaktadir. Kalkonlarin baslica 6rnekleri arasinda floridzin, arbutin, floretin
ve kalkonaringenin gelmektedir. Domates, armut, ¢ilek, yaban mersini ve bazi bugday
tirleri 6nemli kalkon kaynaklaridir (Gaonkar and Vignesh 2017). Kalkonlar ve
tiirevleri, sayisiz besinsel ve biyolojik faydalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir
(Katsori and Hadjipavlou-Litina 2011). Bir kalkon olan naringeninin hem
transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrast mekanizmalar yoluyla inflamatuvar
sitokin tiretimini baskilayarak tiimor mikrogevresini diizenledigi ortaya konulmustur
(Barfod et al 2002). Ayrica naringenin, sitokin iiretimini transkripsiyonel diizeyde
diizenleyerek yeni anti-inflamatuvar ajanin gelistirilmesi i¢in model teskil etmektedir
(Zeng et al 2018).
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2.2.3. Rutin (RUT)

Flavonoidler, diyet polifenollerinin ana kategorisi olarak kabul edilmektedir (Sharma
et al 2011). Bitkilerde bulunan ¢esitli flavonoidler arasinda, quercetin ve ramnoz-
glukoz disakkaritinin glikozile edilmis formu olan rutin (RUT) (Sekil 2) yaygin olarak
dagilmistir (Gentile et al 2015). Aym1 zamanda rutoside, quercetin-3-O-rutinosid,
vitamin P ve sophorin olarak da bilinen RUT, molekiil agirlig1 610.53 kD ve kimyasal
formiili C27H30016 Olan sari-yesil renkli igne seklinde bir kristaldir. Adi RUT
acisindan zengin olan Ruta graveolens L. bitkisinden gelmektedir (Patel and Patel
2019). RUT un emilimi ve metabolizmasi iizerine yapilan arastirmalar, zayif emilime
ve diisiik biyoyararlanima sahip oldugunu géstermektedir (Mel et al 2020). Bununla
birlikte RUT, anti-kanser, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-oksidan,
kardiyovaskiiler koruyucu ve anti-diyabetik aktiviteler gibi birgok saglik yararina
sahip aday bilesik olarak tanimlanmustir (Ganeshpurkar and Saluja 2017). Ozellikle
RUT’un hem kemoterapdtik hem de kemopreventif potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir (Sharma et al 2013, Dixit 2014, Perk et al 2014). Cok sayida ¢aligsmada,
RUT’un meme (Ghasemzadeh et al 2014), pankreas (Saleh et al 2019), kolon (Nasri
Nasrabadi et al 2019), ve prostat (Satari et al 2019) gibi kanser hiicrelerinde in vitro
proliferasyonu engelledigi ortaya koymustur (Farha et al 2022). RUT’un anti-kanser
etkileri arasinda hiicre proliferasyonunun 6nlenmesi (Abdul Hamid Hasani et al 2017),
apoptozun tetiklenmesi (Nafees et al 2018), otofajinin indiiklenmesi (Park et al 2016),
anjiyogenezin baskilanmas1 (Chuang et al 2010) ve metastazin engellenmesi
(Ghasemzadeh et al 2014) gelmektedir. Ayrica RUT un hiicre dongiisii aracilarini,
hiicresel kinazlari, inflamatuvar sitokinleri, transkripsiyon faktorlerini ve reaktif
oksijen tiirlerini modiile ederek karsinogenezde yer alan bircok molekiiler
mekanizmay1 hedefledigi bilinmektedir (Park et al 2016, Nafees et al 2018, Farha et al
2022).
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Sekil 2. Rutinin kimyasal yapisi ve baslica diyet kaynaklari (Farha et al 2022).

2.2.4. Rutinin (RUT) Etki Mekanizmalari

RUT, gallik asit, klorojenik asit, kumarik asit, kuersetin ve ferulik asit gibi diger
antioksidanlara benzer bir sekilde kaspazdan bagimsiz bir yol araciligiyla hiicre
apoptozunu indiiklemektedir (Farias Wohlenberg et al 2015). Arastirmalar RUT un
insan MG-63 hiicrelerinde osteoblasti uyardigini, insan 16semisi (HL-60) ve karaciger
hiicrelerinde tiimor boyutunda kayda deger bir azalma sagladigini, hepatoseliiler
karsinomda anti-neoplastik etkinlik gosterdigini bildirmistir (Lin et al 2012, Park et al
2014, Chandra and Viswanathswamy 2018). RUT hiicre canliligini1 azaltarak insan
karaciger hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir (Cristina Marcarini et al 2011).
Ayrica RUT’un tglii meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231), hormon duyarli
meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7"de ve HTC hepatik hiicrelerinde EGF, Whnt,
JAK-STAT, AP-1, NF-xB ve Akt sinyalizasyonlarini diizenledigi gosterilmistir (Perk
et al 2014, Iriti et al 2017). RUT, hiicre canliligini azaltarak insan akcigeri (A549) ve
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kolon (HT-29 ve Caco-2) kanser hiicre hatlarinin tedavisi igin aday bir terapotik ajan
olma potansiyeli gostermistir (ben Sghaier et al 2016). Bu nedenle yapilan ¢alismalar
RUT un kanser tedavisinde tek basina veya adjuvan tedavide anti-kanser etkinlige

sahip olabilecegini dngérmektedir.

2.3. TOLL BENZERI RESEPTORLER (TLRs)

2.3.1. TLR’lerin Yapisal Ozellikleri ve TLR Sinyal Yolaklar

Toll benzeri reseptorler (TLR) istilact patojenleri taniyarak dogustan gelen
bagisikligin aktivasyonunu saglamakta ve adaptif bagisikligi giiglendirmektedir (AkKira
et al 2001, Nishimura and Naito 2005). Toll-benzeri reseptorler dogal bagisiklikta
anahtar rol oynayan ve dogal immun sistemde patern tantyan reseptorler (PRR) olarak
gérev yapan bir transmembran reseptOr ailesidir. Bu reseptorler yiiksek olarak
korunmus yapilar olan bakteri, viriis, mantar ve diger parazitler gibi patojen ile iligkili
molekiiler yapilar1 (PAMP) tanimakta ve bir dizi hiicre i¢i sinyal kaskadi olusturarak
immiin sistemi aktive etmektedir (Takeda et al 2003). Ayrica kanser basta olmak tizere
farkli bozukluklarda endojenik olarak olugan DAMP’larida tanimaktadir (Takeda et al
2003). Insanlarda ekspresyon paternleri ve agonist 6zgiinliikleri bakimindan farklilik
gosteren 10 TLR ailesi tiyesi vardir (Hornung et al 2002). TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
ve TLR6 hiicre yiizeyinde ifade edilmektedir ancak TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9
endozomal reseptorler olarak bulunmaktadir (Takeda et al 2003). TLR ’ler ligandlarini
tanimak i¢in 6zgiinliik géstermektedir. TLR2 bakteriyal lipopolisakkaritleri, TLR3 ¢ift
zincirli bir RNA olan Poly (I:C)’yi, TLR4 LPS’yi, TLRS5 flajellini, TLR7 tek zincirli
RNA’y1 (sSRNA), TLR9 ise DNA’daki metillenmemis CpG’leri (CpG-ODN)
tanimaktadir (Poltorak et al 1998, Heil 2004) (Sekil 3).
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Sekil 3. TLR ligandlar1 ve ligand aracili olusan bagisiklik tepkileri (Kawai and Akira
2006).

TLR’lerin aktivasyonu ile mevcut sinyalin bir ya da daha fazla adaptor protein
(MyD88, TICAM1, TIRAP ve TICAM2) tarafindan aktarimi gergeklesmektedir. Tim
TLR’ler sinyal aktarimmi (TLR3 hari¢) IL-1 reseptor ailesi iiyeleri ve MyD88
tizerinden yapmaktadir. TLR3 ile iliskili sinyal kaskad: ise TRIF molekilii ile
aktarilmaktadir. TLR4 ise hem MyD88 hem de TRIF yolagimi kullanarak sinyal
iletimini gergeklestirmektedir (Takeda et al 2003) (Sekil 4). TLR’lerin uyarilmasi
inflamatuvar sitokinlerin yapimiyla sonuglanan NF-kB, JNK, ERK, IRF3, IRF5, IRF7,
MAPK ve p38 sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (Sato and Iwasaki
2004). TLR’ler immunoregiilatér rollerinin yan1 sira anti-apoptotik proteinler olan
BCL2AL, clAP1, clAP2, XIAP ve Bcl-2 ailesi iiyelerinin ekspresyonunu arttirarak

hiicre 6liim mekanizmalarini da diizenlemektedir (Salaun et al 2007).

16



= Phosphoryation
TLRY6 (M1 02 TLR4 b
TLRS Endosome
Plasma membrane ssRNA/imiquimod dsDNA

TLR8 . TLRY .

!
0
\

Nuclear membrane

! IRF3 iIRFJ I c l IRF7 !IRF7 c m

Pro-inflammatory Cytokines IFNB, IFN-inducible genes ~ IFNaand IFN inducible  pro.inflammatory Cytokines
IL-12, IL-6, IL-8, TNF « RANTES genes IL-12, IL-6, IL-8, TNF «

Sekil 4. TLR sinyal yollarinin sematik goriiniimii (O’Neill et al 2009).

Toll-benzeri reseptorler agirlikli olarak dentritik hiicrelerde, makrofajlarda ve dogal
oldiiriicii hiicreler (NK) gibi dogal bagisiklik hiicrelerinde ifade edilmektedirler.
TLR’lerin bu hiicrelerde aktive olmasi dogal bagisikligin aktivasyonuna sebep
olmaktadir. Antijen sunan hiicrelerde (APC) TLR’lerin aktivasyonu kazanilmisg
bagisikligi da tetiklemektedir. Bu siire¢ pro-inflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve
adhezyon molekiillerinin yapimiyla sonuglanmakta ve kazanilmis bagisikligin
aktivasyonunu kolaylastirmaktadir (Iwasaki and Medzhitov 2004). Artan kanitlar
TLR’lerin tiimor hiicrelerinde de ifade edildigini gostermektedir (Yu et al 2014).
Tiimor hiicrelerinde TLR ’lerin artan ifadesi sonucu tipik dogal bagisiklik hiicrelerinin
aktive olmasi, kanser prognozunun sekillenmesinde olduk¢a karmasik bir siireci
icermektedir. Nitekim TLR’lerin uyarilmas1 ile artan sitokinlerin, akut

inflamasyondan kronik inflamasyona gegiste asir1 ifade edilerek tiimoér mikrogevresini



modiile ettigi ve neoplaziyi destekledigi bildirilmistir (Medzhitov 2001). Bu nedenle
TLR sinyal yolaklar1 fiizerinde etkili anti-inflamatuar potansiyel tasiyan yeni

molekiillerin kesfi bu alanda onem arz etmektedir.

2.3.2 Toll Benzeri Reseptor 4 (TLR-4)

TLR4’lin deri, sindirim, iireme ve solunum organlarindaki periferik monositler,
makrofajlar ve normal epitel hiicreleri tarafindan eksprese edildigi gosterilmistir
(Akira et al 2001, Medzhitov 2001, Nishimura and Naito 2005, Ou et al 2018). TLR4
ligandi olan LPS, gram-negatif bakterilerin dis zarlarinin 6nemli bir bilesenidir
(Alexander and Rietschel 2001). LPS, dogal immun sistemin bir bileseni olan CD14
geni tarafindan kodlanan protein varliginda LPS baglayici protein (LBP) tarafindan
TLR4/MD2 kompleksine baglanmakta ve TLR4 hiicre sinyal yolunu tetiklemektedir.
TLR4/MD2 kompleksinin aktivasyonu, asagi yonde sinyal iletimini saglayan
konformasyonel degisikliklerle sonuglanmaktadir (Malm et al 2005). TLR4 endojen
ligandlar1 olan HSP'ler, fibrinojen ve HMGB1’in dogustan gelen bagisiklik tepkilerini
baslatmakla kalmayip, ayn1 zamanda adaptif bagisikliga iliskin molekiiler modeller
olarak da islev gordiigii bilinmektedir (Smiley et al 2001, Dybdahl et al 2002, Apetoh
et al 2007). Fibrinojen esas olarak hepatositler tarafindan sentezlenmekte; trombin,
fibrinojenin fibrin ve fibrinojen doniisiimiinii tesvik etmekte ve TLR4 ligand1 gorevini
iistlenmektedir. Bunlar inflamatuar sitokinler iiretmek igin makrofajlar1 aktive
etmektedir (Millien et al 2013). Diger bir endojen TLR4 agonisti olan HSP'ler, hiicre
yiizeyinde TLR4'e dogrudan baglanarak MAPK ve NF-kB aktivasyonu ile dendritik
hiicrelerde pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-o, IL-1B ve IL-12p70) iiretimini
saglayan protein katlanmalarinda rol oynamaktadir (Fang et al 2011). HMGB1 ise
DNA baglayici bir protein olup, TLR4/MD2 kompleksi yoluyla yaralanma sonrasi

inflamasyonun indiiklenmesini saglamaktadir (Kim et al 2013).

TLR4 kompleksinin ligasyonu, iki farkli hiicre sinyal yolunu tetiklemektedir; MyD88
bagli yol ve MyD88'den bagimsiz yol (Sekil 5). MyD88'e bagli yol, TIRAP, IRAK2
ve IRAK4, TRAF6 ve NF-kB salinimi tarafindan diizenlenmektir. IL-1B, TNF-a ve

IL-6 dahil olmak {izere farkli proinflamatuar sitokinlerin salinimi ile sinyal
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sonlanmaktadir. MyD88'in aktivasyonu ile IRAK2, IRAK4 ve TRAF6, «B
kompleksinin inhibitoriiniin  (IKKB) aktivasyonunu indiiklemek igin kompleks
olusturmaktadir. Bu NF-kB'nin aktivasyonu ve niikleer translokasyonu
gerceklestirerek proinflamatuar sitokin tiretimini saglamaktadir (Kawai and Akira
2006).

MyD88 bagimsiz TRIF yolunun aktivasyonu MyD88'e bagli yolun aksine TLR4/TRIF
endozomal kompleksinin igsellestirilmesine dayanmaktadir. TRAM aracili TRIF 1n
aktive olmasi Tlzerine TRAF3, IRF3’i fosforile ederek INF-p diretimini
gerceklestirmektedir (Kawai and Akira 2006). IRF3 fosforilasyonu ile IFN-B
transkripsiyonunun baglatilmasi ile sinyal sonlanmaktadir (Lu et al 2008, Kuzmich et
al 2017). Bu nedenle, TLR4 aktivasyonundan sonra bu hiicre sinyal yollarinmn
aktivasyonu, inflamasyon bdlgesinde anti-mikrobiyal tepkileri baslatan bir dizi
inflamatuar yanit ve gen transkripsiyonu ile sonuglanmaktadir (Kawai and Akira 2006)
(Sekil 5).

MD2 e

TLR4

MyD88-dependent
MyD88-independent

Cytoplasm

TNF-a, IL-6

Type |l IFN

Sekil 5. TLR4 bagimli sinyal yolaklarinin sematik goriiniimii (Ou et al 2018).
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2.3.3. TLR4 Sinyal Yolagi’nin Meme Kanserindeki Rolii

Meme kanseri hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilen TLR4, tiimdr gelisiminde
aktive edici bir rol iistlenmekte olup apoptoz ve metastaza karsi direnci tesvik
etmektedir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde TLR4 ve MyD88 ekspresyon
seviyeleri LPS wuyarimi ile artirilirken, TLR4 sinyalinin baskilanmasi meme
kanserinde iyi prognozu ongdrmektedir (Yang et al 2010, Yang et al 2014). Fakat
literatiirde buna iliskin sonuglar oldukga c¢eliskilidir. TLR4'lUin meme kanseri
patogenezindeki roliine iligkin arastirmalarda kanser gelisimini ve metastazini inhibe
ettigini bildiren ¢alismalar olsa da; TLR4'in meme kanserinde iyi prognozu

ongordiigiine dair raporlarda mevcuttur (Paarnio et al 2017).

Farkli dogal iiriinlerin (nobiletin, shinbaro3, curcumin, tanshinones, phloretin,
ksantohumol, celastrol, sarimsak bilesikleri vb.) farkli TLR sinyalleri iizerindeki
baskilayici etkisini gosteren ¢ok sayida calisma yapilmistir (Ishiwa et al 2000,
Murakami et al 2000, Safarinejad 2010). Ek olarak, umut vadeden birkag dogal bilesik
(shinbaro3, kurkumin, tanshinones) TLR4/MyD88/NF-KB yolu iizerinde engelleyici
etkin sergileyerek anti-inflamatuar aktivite gostermistir. Ancak bildigimiz kadariyla
meme kanserinde TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunun aktivasyonu tizerine RUT un
potansiyel etkilerini aragtiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada
RUT’un TLR4'e bagl TRIF sinyallemesi iizerindeki etkilerinin hormon duyarli meme
kanseri hiicrelerinde arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla RUT un MCF-7 hiicreleri
tizerindeki toksik etkileri WST-1 analizi, TLR4"lin ekspresyon seviyesi RT-PCR
analizi, hiicrelerin migrasyon diizeyi Scratch analizi, morfolojik degisiklikler ise
Akridin  Oranj boyama ile belirlenmistir. Ayrica, RUT ile tedavi sonrasi
TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunun aktivasyonunun incelenmesi amaciyla TLR4 ve
IRF3’1in hiicresel lokalizasyonu immiinofloresan analiz ile gdsterilmistir. Boylelikle
bir flavonoid olan RUT’un TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunun aktivasyonundaki rolii
hormon duyarli meme kanseri hiicrelerinde ilk defa belirlenerek literatiire katki

saglanmasi gerceklestirilmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada MCF-7 insan ostrojen duyarli meme adenokarsinom (HTB-22™) hiicre
hatt1 ile birlikte kontrol hiicre hatt1 olarak HUVEC insan umbilikal damar endotel
(CRL-10317 ™) hiicreleri Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari
olarak temin edildi. Tim kiiltlir islerimler laminar hava akimli kabinde (Thermo
Fisher, ABD) steril olarak gerceklestirildi. MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlar1 i¢in
Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) besiyerine %10 nihai konsantrasyonda
Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco, Invitrogen, ABD) ve %]1 Penisilin-Streptomisin
(Sigma-Aldrich St ABD) ilave edilerek uygun hacimde 75 cm? flitreli flasklara
dagitildi. Flasklar besiyeri pH’in dengelenmesi i¢in 37°C’de 15 dakika bekletildi.
-80°C’deki stok hiicreler 37°C su banyosunda yaklagik 2 dakika hizlica ¢6zdiiriildii ve
9 mL tam kiiltiir ortami iceren falkonlara alinarak 125xg’de 5 dakika oda sicakliginda
santrifiij edilerek hiicre stok soliisyonu uzaklastirildi. Hiicre pelleti 1 mL tam
besiyerinde pipetaj yapilarak 75 cm? flitreli flasklara aktarildi. Daha sonra 37°C’de
%95 nem/hava ve %5 CO; igeren etiiv igerisinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast %80 konfluent olan hiicreler pasajlanmak iizere besiyerleri uzaklastirldi ve
flask fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (1X PBS) (Gibco, ABD) ile nazik¢e yikand.
Besiyeri kalintilar1 uzaklastirldiktan sonra 3 mL %0,25 (w/v) Trypsin/ 1ImM EDTA
(Gibco, ABD) soliisyonu ile 37°C’de 3 dakika inkiibe edildi. Hiicre tabakasinin invert
mikroskopta ayrildiginin gézlenmesinin ardindan flaska 6 mL besiyeri ilave edilerek
tripsin aktivitesi durduruldu ve hiicreler falkonlara toplanarak 1500xrpm’de 5 dakika
oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilarak hiicre
pelleti ImL besiyerinde ¢ozilindiiriildii. Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon
islemi sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonundan 50 pl ependorf tiipe alinarak

lizerine esit miktarda tripan mavisi boyasi eklendi. Bu soliisyondan Thoma lamina
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(Marienfeld, Almanya) 10 pL aktarilmis ve binokiiler 151k mikroskobunda (Olympus,
Cin) 10x objektifinde lamin ortasinda bulunan 16 bdlmedeki boyanmayan canli
hiicreler sayildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1 ml besiyerindeki

hiicre sayisi tespit edildi.

3.2. RUTIN HIDRAT'IN (RUT) HAZIRLAMASI

Calismamizda kullanilan Rutin Hidrat flavanoidi Caymanchem (ABD) markasindan
ticari olarak temin edidi. RUT 12 mg tartilarak Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma,
ABD) ile ImL'ye tamamlanarak 20 mM stok soliisyonu elde edildi (Iriti et al 2017).
Elde edilen stok soliisyon uygun besiyeri ile 1:1 oranda seyreltilerek 10 uM
konsantrasyonda ara stok olusturuldu. Hiicrelere farkli konsantrasyondaki (0-1000
uM) RUT, ara stoktan g¢ekilerek ortam hacmine tamamlanacak sekilde hesaplanarak

uygulandi.

3.3. WST-1 HUCRE CANLILIK TESTI

RUT’un MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde gosterdigi sitotoksik etkinin belirlenmesi
icin WST-1 hiicre canlilik analizi gergeklestirildi. Bu amagla MCF-7 ve HUVEC
hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarma her kuyucuguna 2x10% hiicre/100uL
olacak sekilde ekildi. Belirlenen konsantrasyonlarda (31.25, 62.5, 125, 500 ve 1000
uM) RUT uygulanan hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe edildikten sonra her bir kuyuya
100 pL nihai hacim olacak sekilde taze medium ve 10 uL WST-1 (Biovision, ABD)
boyasi eklendi. 1,5 saat 37°C’de (%5 CO3) inkiibe edilen hiicreler inkiibasyon sonrasi
horizontal shakerde 1 dakika nazik¢e dondiirtildii ve ardindan 450 nm dalga boyunda
¢oklu plate okuyucusunda (Allsheng, Cin) optik dansite degerleri kaydedildi
(Mohamed et al 2017). RUT uygulanmayan kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul
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edilerek deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi. Gergeklestirilecek

diger analizler i¢in WST-1 analizinden elde edilen en etkin doz ve saat se¢ildi.

3.4. AKRIDIN ORANJ (AO) VE DAPI BOYAMA

RUT tedavisi sonrast MCF-7 hiicrelerindeki morfolojik degisimlerin gézlemlenmesi
amaciyla AO boyama yapildi. Bu amagla 6 kuyulu plakalara esit sayida (1x10°
hiicre/kuyu) MCF-7 hiicreleri ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrast MCF-7 hiicreleri WST-1 analizi ile belirlenen en etkin doz ve saatte RUT ile
muamele edildi. Uygulama sonrasi kuyular PBS ile yikanarak kiiltiir ortami
uzaklasirildi. Hiicreler %4 Paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika fikse edildi ve
fiksasyon sonrasi kuyular ii¢c kez 1X PBS tampon ile yikanarak paraformaldehitin
uzaklastirilmasi saglandi. Ardindan 100 mg/mL Akridin Oranj (Sigma-Aldrich, ABD)
soliisyonu ile boyama prosediirii geregi 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
boyamaya alindi. Tiim protokol oda sicakliginda gergeklestirildi. Boyanan kuyular ti¢
kez PBS tamponundan gecirildi. Ardindan c¢ekirdek morfolojisini goriintiillemek
amaciyla DAPI (invitrogen, ABD) stok soliisyonu, 1X PBS tampon ile 300nM
derisimde dengelenerek her bir kuyuya 300 uL eklendi ve 1 dakikda karanlikta inkiibe
edildi. Sonrasinda birka¢ kez 1X PBS tampon ile yikanan kuyular Olympus CX23
Upright Mikroskop Sistemi (Olympus, Cin) hiicre goriintiileme sistemi ile uygun dalga

boylarinda goriintiilendi.

3.5. HUCRELERDEN TOTAL RNA iZOLASYONU

TLR4 reseptoriiniin mRNA gen ifade diizeyini belirlemek amaciyla MCF-7 hiicreleri
T25 flasklara 20 mL besiyerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat 37°C’de
(%5 CO2) inkiibe edildi. inkiibasyon sonrast MCF-7 hiicrelerine WST-1 analizi ile

belirlenen en etkin doz ve saatte RUT uygulandi. Uygulama sonrasindan hiicreler
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E.Z.N.A.® Total RNA Kit I (Omega, ABD) kullanilarak kit protokoliine uygun bir
sekilde RNA izolasyonu gercgeklestirildi. RNA izolasyon protokoliinde izlenen yol
asagidaki gibidir:

= Hiicrelerin oldugu Tos flasklarda biiyiime ortam1 uzaklastirildi ve 2 mL %0,25
Trypsin/ ImM EDTA (Gibco, ABD) 37C'de 3 dakika inkiibe edildi.

» Tripsinizasyon sonrasi tripsin etkinligini durdurmak i¢in medium eklenerek

15'lik steril falkonlara alindi ve 1500x rpm'da 21°C’de 5 dakika santrifiij edildi.
* Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi.

» Pellet tizerine 350 pul TRK ¢ozeltisi ve 7 pl 2-merkaptoetanol eklenerek
yaklagik 2 dakika vorteks yapildi.

* 350 pl hiicre lizatina 350 pl %70 etanol eklenerek vortekslendi.
* Toplama tiipiine gecen siviya 350 ul %80 etanol eklendi ve karistirildi.

= 700 pl 6rnek RNA baglama kolonuna transfer edildi ve 10000xg’de 1 dakika

santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken akis sivis1 uzaklastirildi.

= Kolona 500 pul Wash Buffer I eklendi ve 10000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipiine gecen akis sivist uzaklastirldi.

= 500 pl Wash Buffer II 1 eklendi ve 10000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipiine gegen akis sivisi uzaklastirldi. Bu adim birkez daha

tekrarlandi.

» Filtreyi arta kalan ¢6zeltiden temizlemek icin kolon maksimum hizda 2 dakika

santrifiij edildi. Toplama tiipiine gegen akis sivis1 uzaklastirildi.

» Filtre yeni ve steril mikrosantrifiij tiipline gecirildi. Membranin iizerine
dogrudan 40-60 ul RNaz igrmeyen su eklendi ve 2 dakika sonra maksimum
hizda santrifiij edildi.
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* Mikrosantrifiij tiipiinde toplanan RNA oOrneklerinin Qubit® HS RNA
(Invitrogen, ABD) kiti kullanilarak Qubit® 2.0 (Invitrogen,ABD) cihazinda
ng/uL konsantrasyonda &lgiimleri gerceklestirildi. Ornekler RT-PCR analizi

oncesi -80 °C’de saklandi.

3.6. CDNA SENTEZi VE KANTITATIF GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIYONU (RT-PCR) ANALIZI

RUT tedavisi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde TLR4'tin mRNA ekspresyon seviyesini
analiz etmek amaciyla RT-PCR analizi gerceklestirildi. izole edilen RNA &rnekleri
konsantrasyon ve saflik tayininin ardindan High Capacity cDNA cevrim kiti (Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak cDNA’ya ¢evrildi. Buz blok iizerinde her bir PCR
tiipiinde 2 uL RT Tamponu (10X), 0.8 uL 100mM dNTP karisim1 (25X), 2 uLL RT
Random Primer (10X), 1 uL MultiScribe™ Reverse Transkriptaz ve 4.2 uL niikleaz
icermezen H2O bulunacak sekilde 2x RT Master Mix hazirlandi. Karisim her bir PCR
tiipiine 10 uL olacak sekilde dagitildi ve nihai hacmi 10 uL olacak sekilde RNA
ornekleri de reaksiyon tiiplerine eklendi. 2X Master Mix ve RNA 6rnekleri buz blok
tizerinde hafifce pipetaj yapilarak karigtirildiktan sonra 25°C’de 10 dakika, 37°C’de
120 dakika, 85°C’de 5 dakika 4°C’de 15 dakika Bio-Rad Thermal Cycle (ABD)
cihazinda aplikasyonu gerceklestirildi. Dongii sonrasi elde edilen cDNA'lar gen ifadesi

analizi i¢in -20°C’de muhafaza edildi.

TLR4 mRNA seviyesi, ozgiin primerler ve ¢alisilacak olan proba (SYBR) uygun
ABsolute QPCR Mix, SYBR Green, no ROX (Themofisher Scientific, ABD) Kiti
kullanilarak tespit edildi. ilgili mRNA diizeyleri, 3 tekrarli olmak iizere her bir
reaksiyon i¢in 96’lik PCR plakalar1 kullanilarak belirledi. Her bir kuyu i¢in 12,5 pL
SYBR Green ¢ozeltisi (2X), 1,75 uM ileri primer, 1,75 puM geri primer ve 2 pL kalip
cDNA (nihai derisim 250 ng) buz blok {izerinde niikleaz icermeyen su ile 25 pL’ye
tamamlandi. Sentezlenen cDNA’lar i¢in ilgili gPCR reaksiyonunda kullanilan gene

Ozgil primer giftleri Tablo 1’de gosterilmistir. qPCR reaksiyonlar1 CFX Connect
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sisteminde (Bio-Rad, ABD), 95 °C’de 15 saniye 1 dongii antikor inaktif enzimin
aktivasyonunun ardindan, 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30 saniye
40 dongii olacak sekilde gergeklestirildi. Reaksiyonun o6zgilliigiinii dogrulamak
amaciyla erime egrisi analizi 95°C’de 30 saniye 1 dongii, 60°C'de 30 saniye 1 dongii,
60°C'de 10 saniye 80 dongii ve her dongii basina 0,5°C sicaklik artig1 olacak sekilde
programlandi. Referans gen olarak B-gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)
kullanildi1 ve deney gruplar arasindaki karsilagtirmalar kontrol grubuna gore yapildi.
PCR reaksiyonlarinda kontaminasyon kaynakli olas1 hatalarin belirlenmesi amaci ile
kalip cDNA icermeyen negatif kontrol gruplart da kuyucuklara eklendi. CFX
Manager™ Software yazilimi kullanilarak, kontrol gruplarina ve referans gene gore
deney gruplarinin ilgi genlerdeki degisiminin goreceli normalizasyonu i¢in AACT
degerleri elde edildi. Elde edilen bu degerlerin deney gruplarinda ilgili genin nispi
ifadesinin gorsellestirilmesi amaciyla GraphPad Prism 9.0.0 kullanilarak grafikleri

cizildi.

Tablo 1. qPCR deneylerinde kullanilan gene 6zgiil primer ciftleri (F: Ileri Primer,
R:Geri Primer).

F 5’-TAGCAGTCATCCAACAGAATCAT-3’
TLR4
R 5’-AATCTTCTGAGTTGATTATGGGTAA-3’
F 5’-GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA-3’
GAPDH
R 5’-CAACGGATTTGGTCGTATTGG-3’
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3.7. IMMUNFLORESAN GORUNTULEME (IF)

RUT tedavisi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunda gorev
alan TLR4 ve IRF-3 proteinlerinin hiicresel lokalizasyonunu belirlemek amaciyla IF
goriintiileme yapildi. Bu amagla 6 kuyulu plakalara yerlestirilen lameller {izerine esit
sayida (1x10° hiicre/kuyu) MCF-7 hiicreleri ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrast MCF-7 hiicrelerine WST-1 analizi ile belirlenen en etkin doz ve
saate sadece RUT uygulandi. Uygulama sonrasi kuyular 1X PBS ile yikanarak
besiyerinden arindirildi ve 15 dakika %4 paraformaldehit ile fikse edildi. Fiksasyon
stiresi sonunda kuyular tger kez 5 dakika 1X PBS tamponu ile yikandi.
Permeabilizasyon i¢in kuyular %0.1 Triton X-100 iceren 1X PBS ile 30 dakika 37C'de
ve 10 dakika oda sicakliginda olmak iizere 40 dakika inkiibe edildi. Herhangi bir
buharlasmanin olmamasi i¢in 6 kuyulu plakanin kapatilmasi i¢in parafilm kullanildi
ve sonraki asamalar icinde bu adim tekrarlandi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyular
1X PBS tamponu ile licer kez 5 dakika yikanarak permeabilizayon tamponunda
arindirildi. Ardindan %10 Normal Goat Serum (IRF3 i¢in %0.1 Triton X-100
eklenerek) igeren 1X PBS ile hazirlanan bloklama soliisyonu eklenen kuyular oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda kuyular iicer kez 5
dakika nazik¢e yikandi. Bloklama soliisyonu ile {reticinin talimatlarina gore
seyreltilen anti-TLR4 (Mause) (Bio-Rad, ABD) ve anti-IRF3 (Mause) (Bio-Rad ABD)
primer antibodiler ile hiicreler 4°C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda tiger
kez 5 dakika 1X PBS tampon ile yikandi. Bloklama soliisyonu ile iireticinin
talimatlarina uygun olarak seyreltilen Mause Alexa Fluor 488 konjuge sekonder
antikor (Bio-Rad, ABD) ile hiicreler oda sicakliginda 1 saat karanlikta inkiibe edildi.
Siire sonunda kuyular ticer kez 5 dakika 1X PBS tampon ile yikandiktan sonra hiicre
nukleuslar1 stok soliisyonu 1X PBS tampon ile 300nM derisimde dengelenen DAPI
(Invitrogen, ABD) ile boyandi. Her bir kuyuya 300 uL DAPI eklendi ve 1 dakikda
karanlikta boyandi. Boyamanin ardindan birka¢ kez 1X PBS tampon ile yikanan
kuyulardan alinan lameller bir lam iizerine kapatilarak kenarlarindan oje ile sabitlendi.
Slaytlar Olympus CX23 Upright Mikroskop Sistemi (Olympus, Japonya) hiicre

gorintiileme sistemi ile uygun dalga boylarinda goriintiilendi.
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3.8. CIZIK (SCRATCH) ANALIZI

RUT tedavisi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin migrasyon yetenegindeki degisimlerin
gbzlemlenmesi amaciyla Scratch analizi yapildi. Bu amagla 6 kuyulu plakalara esit
sayida (1x10° hiicre/kuyu) MCF-7 hiicreleri ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi muamele &ncesinde kuyularda 1000 pL’lik mikropipet ucu
kullanilarak horizontal ve vertikal kesisim olacak seklinde ¢izik olusturuldu. Ardindan
MCF-7 hiicrelerine WST-1 analizi ile belirlenen en etkin doz ve saatte sadece RUT
uygulandi. Muamele sonrasi kuyular 1 X PBS ile yikanarak besiyerinden arindirildi ve
hiicreler %4 Paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika oda sicakliginda fikse edildi.
Fiksasyon sonrast kuyular iicer kez 5 dakika 1X PBS tampon ile yikanarak
paraformaldehit uzaklasirildi. Ardindan Olympus 1X81 Mikroskop (Olympus,

Japonya) ile goriintiilendi.

3.9. iISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Tim deneyler 3 kez tekrarlandi ve sonuglar GraphPad Prism 8.0.0 (La Jolla, CA) ile
degerlendirildi. Veriler ortalama+ standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir.
Gruplar arasindaki karsilastirmalar, Tek Yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc
Tukey Testi ile yapildi. Gen ifadesi sonuglart CFX Manager™ Yazilimi, goriintiiler
ImageJ program kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7 HUCRELERINDE RUT’UN SITOTOKSIK ETKIiSi

Bu calismada, RUT flavonoidinin hormon duyarli meme kanseri hiicresi MCF-7
tizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile belirlendi. Hiicreler 24 saat ve 48 saat
boyunca 62.5, 125, 250, 500, 1000 ve 1500 uM RUT ile tedavi edildi. Ayrica kontrol
grubu olarak kanserli olmayan HUVEC hiicreleri kullanildi. RUT un WST-1 canlilik

analizi sonucunda elde edilen verileri Tablo 2 ve Sekil 6’de gosterildi.

MCF-7 hiicre hattinda 31.25, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 uM RUT tedavisi sonrasinda
canlilik oranlar1 sirasiyla 24 saat i¢in; %105.99, %98.38, %93.88, %86.18, %60.96,
%38.59 ve 48 saat i¢in ise %91.94, %84.92, %83.38, %79.75, %57.63, %33.51 olarak
belirlendi (Sekil 6A). HUVEC hiicre hattinda ise 31.25, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000
uM RUT’un uygulamasi sonrasinda canlilik oranlar1 48 saat icin sirasiyla %105.99,

%99.86, %88.10, %85.67, %81.28 ve %69.03 olarak belirlendi (Sekil 6B).

Calismamizda RUT’un MCF-7 hiicrelerinde canlilik oranlarini istatistiksel olarak
zamana ve doza bagli bir sekilde azalttigini ve kanser olmayan HUVEC hiicrelerinde
toksik etki gostermedigi belirlendi (p<0.01). Verilerimiz RUT un potansiyel anti-
inflamatuar potansiyelini vurguladi. RUT un IC50 degerleri 24 saat ve 48 saatte
sirasiyla 746,1 uM ve 588,9 uM bulundu. IC50 degerleri etkin RUT dozunun zamana
baglh bir sekilde degistigini gosterdi (Sekil 6C). Bu sonuclara neticesinde, diger
analizler i¢cin 500 ve 1000 uM RUT konsantrasyonu ve 48 saatlik tedavi siiresi se¢ildi.
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Sekil 6. RUT’un MCF-7 ve HUVEC hiicrelerindeki sitotoksik etkisi. Farkli
konsantrasyonlarda RUT (62,5-1000 uM) muamelesinin (A) MCF-7 ve (B) HUVEC

hiicrelerinin canliligi {izerine olan etkisi (C) RUT’un MCF-7 hiicrelerinde IC50
degerleri (**p<0,01; *p<0.05).
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Tablo 2. RUT un doza ve zamana bagli olarak gosterdigi canlilik analizi sonuglart.

MCF-7 HUVEC
Uygulama grubu 24 saat 48 saat 48 saat
Kontrol %100 %100 %100
500 uM RUT %60.96 %57.63 %81.28
1000 uM RUT %38.59 %33.51 %69.03

4.2. RUT’UN HUCRE MORFOLOJIiSi UZERINE ETKISI

Canlilik analizi ile elde edilen veriler g6z oniine alinarak RUT tedavisi sonrasi hiicre
morfolojisi lizerine etkisi inverted mikroskop ile goriintiilendi (Sekil 7). RUT un (500
ve 1000 uM) 48 saat uygulama sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde canlilik oranlarini
doza bagimli olarak azaltmasina korale olarak hiicrelerin epitel benzeri morfolojisinin

bozuldugu belirlendi.
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Kontrol

Sekil 7. RUT un MCF-7 hiicrelerindeki genel morfolojik etkileri.
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4.3. MCF-7 HUCRELERINDE RUT’UN APOPTOTIK HUCRE
MORFOLOJISI VE CEKIRDEK MORFOLOJIiSi UZERINE ETKIiSi

RUT tedavisi sonrasi MCF-7 hiicreleri iizerindeki apoptotik hiicre ve ¢ekirdek
morfolojisi tizerindeki etkisi sirasiyla AO ve DAPI boyama ile degerlendirildi. MCF-
7 hiicre hattina RUT uygulamasi sonrasinda daha yuvarlak hiicreler, membran
kabarmasi, hiicresel biiziilme, niikleer yogunlasma ve parcalanma gibi belirgin
apoptotik morfolojik degisimler gozlendi (Sekil 8 ve Sekil 9). Ozellikle RUT
konsantrasyonuna bagli olarak MCF-7 hiicrelerinde apoptotik morfolojik degisimlerin
arttig1 belirlendi. Bu nedenle bulgularimiz, RUT un hormon duyarli meme kanseri

hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigini gosterdi.
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Kontrol

500 pM RUT

1000 pM RUT

Sekil 8. MCF-7 hiicrelerinde AO boyama ile RUT un apoptotik hiicre morfolojisi

uzerine etkisi.
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Kontrol

500 pM RUT

1000 pM RUT

Sekil 9. MCF-7 hiicrelerinde DAPI boyama ile RUT un ¢ekirdek morfolojisi {izerine

etkisi.
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4.4. RUT’UN MCF-7 HUCRELERI UZERINDEKI TLR4 iFADE DUZEYININ
BELIiRLENMESI

RUT tedavisinin MCF-7 hiicrelerinde TLR4 mRNA ifade seviyesi tizerindeki etkilerini
arastirmak icin RT-PCR analizi yapildi. Analiz sonrast 500 ve 1000 uM RUT
muamelesinin TLR4 ifadesini MCF-7 hiicrelerinde sirasiyla 0.53- ve 0.22-kat
azaldigini tespit etti (p<0.01, Tablo 3). Bu nedenle clde ettigimiz sonuglar RUT un
hormon duyarli meme kanseri hiicrelerinde TLR4 aktivasyonunu baskiladigini

gosterdi (Sekil 10).

Tablo 3. RUT’un MCF-7 hiicrelerinde TLR4 ifadesi kat degisimleri iizerine etkisi
(**p<0.01).

TLR4
Uygulama grubu o Kat degisimi p
500 uM RUT 0.057 0.53 0.241
1000 uM RUT 0.023 0.22 0.062**
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Sekil 10. RUT ’un RT-PCR ile MCF-7 hiicrelerinde TLR4 mRNA ifade seviyelerindeki

degisimler tizerine etkisi (**p<0.01).

4.5. MCF-7 HUCRELERINDE RUT’UN TLR4 VE IRF3 PROTEINLERININ
HUCRESEL LOKALIZASYONU UZERINE ETKIiSi

MCEF-7 hiicrelerinde RUT un TLR4/IRF3 sinyal yolaginda gorevli olan TLR4 ve IRF3
proteinlerinin hiicresel lokalizasyonu iizerindeki etkisi immiinofloresan boyama (IF)
ile degerlendirildi (Sekil 11 ve Sekil 12). RUT uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinde
sitoplazmik TLR4 varlig1 gézlemlenmedi ve sitoplazmik inaktif IRF3 proteinleri tespit
edildi. Bununla birlikte, RUT tedavisi sonrast TLR4'lin sitoplazmik ve IRF3'lin
niikleer lokalizasyonunun doza bagl bir sekilde arttig1 belirlendi. Bu sonuglar gen
ifade analizi sonuglar ile tutarli olarak RUT’un TLR4 ve IRF3 aktivasyonunu
azalttigin1 ortaya koydu. Bulgularimiz, RUT un TLR4'in endozomal lokalizasyonunu
azalttigini ve IRF3'lin niikleer translokasyonunu inhibe ettigini ve dolayistyla RUT un

TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolu ekspresyonunu baskilayabilecegini gosterdi.
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Kontrol

500 pM RUT

1000 pM RUT

Sekil 11. MCF-7 hiicrelerinde IF analizi ile RUT un TLR4 proteininin hiicresel

lokalizasyonu {izerine olan etkisi.
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Kontrol

500 pM RUT

1000 pM RUT

Sekil 12. MCF-7 hiicrelerinde IF analizi ile RUT’un IRF3 proteininin hiicresel

lokalizasyonu {izerine olan etkisi.
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4.6. MCF-7 HUCRELERINDE RUT’UN MIGRASYON UZERINE ETKIiSI

RUT un hormon duyarlit meme kanserindeki migrasyon {izerine etkisi ¢izik (scratch)
analizi ile MCF-7 hiicrelerinde gosterildi (Sekil 13A). Analizin baslangicinda (0 saat)
kontrol ve RUT uygulanmis (500 ve 1000 uM) gruplar ayni diizeyde klerens bolgerine
sahipti. Hiicre go¢iiniin daha iyi gézlemlenebilmesi i¢in 500 ve 1000 uM dozlarin daha
az toksik olan saati (24 saat) segcildi. Kontrol hiicreleri 24 saat sonunda klerans
bolgesini kapatarak bos alana tamamen gog ettigi gézlemlendi. Bununla birlikte RUT,
artan doza bagl olarak hiicre go¢iinii kuvvetli bir sekilde inhibe etti. RUT, MCF-7
hiicrenin gegis mesafesini 24 saat sonra islenmemis hiicrelere kiyasla %79 oraninda
(1000 uM RUT) o6nemli dl¢iide azaltt1 (Sekil 13B). Bu sonuglar RUT un TLR4 sinyal

yolunun baskilanmasina bagli olarak hiicre migrasyonunu azalttigini ortaya koydu.
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Sekil 13. RUT un MCF-7 hiicrelerindeki Cizik (Strach) analizi sonuglar1 (A) 24 saat
RUT tedavisi sonrast MCF-7 hiicrelerinde gdzlemlenen klerens bolgeleri (B) RUT un
MCEF-7 hiicrelerindeki anti-migrasyon etkisi (**p<0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, diinya ¢apinda ikinci en yaygin malign neoplazm tiiriidiir ve 2021
yilinda diinya genelinde 2 milyondan fazla yeni vaka tespit edilmistir (Barone et al
2020). Meme kanseri oldukga heterojen bir karakter sergileyip; cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi dahil meme kanseri hastalarmin tedavisinde smrli kalmaktadir
(Pilevarzadeh et al 2019). Bu nedenle, basarili klinik uygulamalar saglamak igin
mevcut kemoterapi ve/veya yeni terapotik ilaglarin ve/veya bilesiklerin meme
kanserindeki etkilerini degerlendirmek dnemlidir. TLR4 esas olarak dogustan gelen
bagisiklik hiicrelerinde ifade edilmektedir ve TLR4 dimerizasyonu hem MyD88'e
bagimli hem de bagimsiz TRIF sinyal yollariin aktivasyonu i¢in olduk¢a dnemlidir.
Bu nedenle TLR4 dogustan gelen bagisiklik tepkisinde onemli bir role sahiptir
(Takeda et al 2003). Diger taraftan TLR4 sinyal yollarinin inhibisyonunun meme
kanseri proliferasyonunu baskiladigina dair ¢alismalar rapor edilmistir (Yang et al
2010b). RUT in vitro kanser tedavisi i¢in hem tek bagina hem de ilaglarla kombinasyon
halinde umut verici bir aday olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Batra and Sharma 2013).
RUT’un anti-tiimor 6zelliginin yani sira, Wnt ve MAPK gibi sinyal yollari tizerindeki
etkisi de bilinmektedir (Iriti et al 2017). Bununla birlikte, RUT un kanser hiicreleri
tizerindeki uygun etki mekanizmasini anlamak icin ileri molekiiler ¢aligmalara ihtiyag
oldugu agiktir. Ancak meme kanserinde TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunun aktivasyonu
tizerine RUT’un potansiyel etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu ¢alismada bir flavonoid olarak RUT ‘un ilk defa hormon duyarli meme
kanseri hiicrelerinde TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunun aktivasyonu iizerine olan etkisi

arastirilmastir.

Flavonoidlerin kanser tedavisindeki potansiyel rolii hali hazirda etki mekanizmasi
yeterince aydinlatilmamig RUT i¢in umut vadedicidir. Literatiirde c¢esitli
flavonoidlerin farkli kanser hiicrelerinde anti-kanser etkinligini kanitlayan ¢ok sayida
caligma bulunmaktadir. Pandey ve ark. (2012) flavon siifina ait Apigenin'in ilk kez
Siif I HDAC'leri (6zellikle HDAC1 ve HDAC3'i) inhibe ettigini, insan prostat

kanseri hiicrelerinde proliferasyonu durdurdugunu ve apoptozu indiiklemek i¢in
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kromatin yapida fragmantasyonlar meydana getirdigini bildirmistir. Uglii negatif
meme kanserinde apigenin, hiicre siklusunu G2/M fazinda tutarak ve histon H3
asetilasyon aracili p21 ekspresyonunu indiikleyerek hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi
gosterilmistir (Tseng et al 2017). Bir flavon olarak Luteolin’in kolorektal kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Krifa et al 2014). Ayrica Luteolin ve
Gefitinib kombinasyonunun, insan prostat kanseri hiicrelerinde (PC-3), EGF reseptorii
ile stimiile olan tirozin kinazlar1 hedefleyerek hiicre dongiisiiniin kontroliinde yer alan
genleri (CCNA2, CCNE2, CDC25A, CDKNI1B ve PLK1) diizenledigi gosterilmistir
(Markaverich et al 2010). Bir flavonoid olarak Tangeretin’in p21 gen ekspresyonunu
diizenleyerek kanser hiicrelerinin ilerlemesinin 6nlenmesinde ve invasyonun
baskilanmasinda (Wei et al 2019); Baicalein’in insan prostat, meme, mesane ve
miyelom kanser hiicrelerinin proliferasyonunun azaltilmasinda, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda ve apoptozun indiiklenmesinde basarili oldugu bildirilmistir (Gao et
al 2016). Narinciye kabuklarinda yaygin bulunan O-metillenmis bir flavanoid olan
Nobiletin’nin metastatik prostat kanseri hiicrelerinde erken apoptozu indiikleyerek ve
GO0/G1 fazinda sitostatik tutulum ile anti-neoblastik etkinlik sergiledigi bildirilmistir
(Guney Eskiler et al 2019). Ayrica Nobiletin’in, kanser ve immun sistemde yaygin bir
patern tanima reseptor ailesi olan TLR’lerden TLR4 ve TLR9 aracili sinyal yolaklar1
tizerine baskilayict bir etkinlik gosterdigi de literatiir verilerinde mevcuttur (Deveci
Ozkan et al 2020). Birgok bitkisel gidada yaygin olarak bulunun Quercetin’nin, ¢oklu
ilag direci proteinleri (MRP) ve kemodiregle iligkili p-glikoprotein {izerindeki inhibitor
etkileri bilinmektedir (van Zanden et al 2007). Quercetin 6zellikle prostat kanserinde
apoptozun indiiklenmesi, proliferasyonun inhibisyonu ve IGF-1 yolunun dahil oldugu
¢oklu mekanizmalar araciligiyla kemo-preventif aktivite sergilemektedir (Sharmila et
al 2014). Genistein ve Daidzein gibi izoflavonlar, bazi hayvan modellerinde dstrojenik
aktivitelerinden dolay1 yaygin fito-Ostrojenler olarak kabul edilmekte ve Ostrojen
reseptorlerinin spesifik modiilatorleri olarak goriillmektedir (Adlercreutz 2002, Pons et
al 2016)(Adlercreutz 2002; Pons et al., 2016). Bundan dolay1 6zellikle meme kanseri
basta olmak lizere Genistein, fito-ostrojenlerin potansiyel terapotik ajani olarak dikkat
cekmektedir (Szkudelska and Nogowski 2007). Ozellikle Genistein kullanimima
yonelik epidemiyolojik ¢alismalar, Genistein tliketimine bagli olarak meme kanseri

insidanst ile ters korelasyonunu ortaya koymustur (Nadal-Serrano et al 2013). Katesin
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grubundan olan EGCG'nin anti-kanser mekanizmasina pro-apoptotik BAX
aktivasyonunun, mitokondriyal membran depolarizasyonunun ve sitozole sitokrom c
salmiminin eslik ettigi bilinmektedir (Lambert and Elias 2010). Kanser hiicrelerinde
proliferasyonun diizenlenmesindeki ana stratejilerin basinda gelen apoptozun
uyarilmast ve hiicre dongiisiiniin durulmasi flavonoidlerin baslica kemoterapdtik
hedeflerindendir. Yesil ¢ay katesinleri hem G1/S hem de G2/M gegisini diizenleyerek
karsinogenezi engellemektedir (Ahmad and Mukhtar 1999, Liu et al 2017). EGCG,
hiicre dongiisii ilerlemesindeki ilk basamak olan siklin bagimli kinazlar1 (CDK)
dogrudan inhibe etmektedir. Ayrica G1/S gegisinde siklin D1 ekspresyonunu ve
retinoblastomun (pRb) fosforilasyonunu azaltarak CDK inhibitdrleri olan p21 ve p27
ekspresyonunu indiiklemektedir (Liu et al 2017). Katesinler pro-apoptotik ve anti-
proliferatif etkilerinin yani sira nitrit oksit sentazlarin (NOS) aktivasyonunu
saglayarak anti-neoblastik bir etkinlik gostermektedir (Okabe et al 1999, Pervin et al
2019). Ayrica EGCG’nin, NF-kB inhibisyonu ile anti-inflamatuvar, anti-proliferatif
ve anti-karsinojenetik mekanizmalarda etkili genlerin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynadigina dair ¢ok sayida kanit mevcuttur (Lambert and Elias 2010, Khan and
Mukhtar 2013, Gupta et al 2014, Fujiki et al 2018). Ek olarak, EGCG'nin tiimor nekroz
faktori o (TNF-a) aktivasyonunun inhibisyonu ile sistemik inflamasyonu baskilayarak
timor mikrogevresini modiile ettigi de bilinmektedir (Okabe et al 1999). Mevcut
kanitlar, basta flavonoidler olmak iizere fito-kimyasallarin kanser tedavisinde etkin

kemoterapotik roliine dikkat cekmektedir.

Diger yandan meme kanserinde TLR4’lin rolii ile ilgili literatiir verileri
degerlendirildiginde; TLR4’{in meme kanserinde ila¢ direncinin indiiklenmesinde rol
oynadigi bildirilmistir (Xu et al 2014, Khademalhosseini and Arababadi
2019). Obezite ile iliskili lipoliz sonucu salinan doymus yag asitlerinin meme
kanserinde TLR4'e bagli kronik inflamasyon aracili metastazi destekledigini rapor
eden kanitlar mevcuttur (Howe et al 2013). TLR4 ligandlarinin ve hidrojen peroksitin
(H202) TLR4 ile etkilesiminin TGF-f1 aktivasyonu ile invaziv olmayan meme kanseri
hiicrelerinin aktivasyonuna yol agtigin1 bildirilmistir (Zhou et al 2013). Benzer bir
calisma TLR4'lin Akt/GSK3p/B-katenin bagimli sinyal yoluyla meme kanserinde
karsinojenezi destekledigini gostermektedir (Li et al 2017). Ayrica Liao ve ark. (2012)

meme kanserlerinde TLR4 aktivasyonunun, vitronektin i¢in bir reseptor tiirii olan
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avP3 integrin molekiiliiniin asir1 eksprese edilmesini destekleyerek anjiyogenez ve
invasyonda rol oynadigini rapor etmistir. TLR4 aktivasyonuna bagli inflamasyonun
tiimor gelisimi iizerindeki etkilerine dair literatiirde ¢eliskililer de bulunmaktadir.
Meme karsinomlarinin LPS ile tedavisinde TLR4 ve MYD88’¢ bagli olarak kemokin
ligandi 2 ve 5’in (CCL2 ve CCLS5) ekspresyonunun arttig1 ve sonug olarak hem insan
hem de farelerde meme kanserinin biiylimesinin ve metastazinin engellendigi rapor
edilmistir (Egunsola et al 2012). TLR4, meme kanserine kars1 bagisiklik tepkilerini
indiikleyebilen veya uyarabilen 6nemli bir molekiildiir (Khademalhosseini and
Arababadi 2019). TLR4'lin pro-inflamatuar molekiil (proinflamatuar sitokinler,
adezyon molekiilleri ve CDI16) ekspresyonlarini indiiklenmesindeki rollerine
dayanarak, meme kanserinde makrofajlari, NK hiicrelerini ve sitotoksik T
lenfositlerini destekleyerek tiimorigenezi baskiladigi diisiiniilmektedir (Song et al
2003, Hsu et al 2011, Rittirsch et al 2009). Nitekim onkolitik adenovirtisler ile
gelistirilen bir asinin, meme kanseri immiinoterapisinde, TLR4’lin anti-timor
bagisikligin indiikledigi ve hayvan modelinde tiimor gerilemesine katki sagladig
ortaya konulmustur (Lapteva et al 2009). Tiimor hiicrelerinde ROS iiretimi, biiyiime
faktorleri, sitokinler ve tiimor promotorleri tarafindan NADPH oksidaz veya
mitokondriye bagimli bir sekilde hiicre adezyonunu, EMT'yi ve invazyonu
desteklemek i¢in indiiklenmektedir (Wu 2007). Bu nedenle hali hazirda kanser
hiicrelerinde kritik diizeydeki ROS un, TLR4 aktivasyonunun NOS’u indiikklemesine
bagli olarak toksik seviyede arttirilmasi tliimdrigenezin baskilanmasina neden
olmaktadir (Lamrani et al 2016). Bu nedenle TLR4’iin basta meme olmak {izere farkli
kanserlerdeki roliiniin ve bu rolle iliskin molekiiler mekanizmalarin iyi anlasilmasina

ihtiya¢ vardir (Petriceviz et al 2012).

Calismamizdan elde edttigimiz veriler 48 saat boyunca RUT un MCF-7 hiicrelerinde
canlilik oranlarin1 doza bagimli olarak anlamli bir sekilde (p<0,01) azalttigini ve
HUVEC hiicrelerinde toksik etkiye neden olmadigini ortaya koymustur. Boylece
RUT’un, hormon duyarli meme kanseri hiicre dizilerinde secici sitotoksite gostererek

potansiyel anti-inflamatuar aktivite sergileyebilecegi gosterilmistir.

RUT'un meme, glioma, pankreas, kolon, karaciger, akciger, deri, prostat, servikal ve

yumurtalik kanseri hiicreleri dahil olmak {izere ¢esitli kanser hiicresi tiirlerinin in vitro
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cogalmasini engelledigi gosterilmistir ( Romero et al 2002, Ghasemzadeh et al 2014,
Li et al 2014, ben Sghaier et al 2016, Wu et al 2017, Saleh et al 2019, Yan et al 2019).
Anti-kanser etkileri iiretmek i¢in gereken RUT konsantrasyonu kanser tiiriine bagl
olarak degismektedir. RUT, in vitro olarak yalnizca 4 ila 850 mM araliginda nispeten
yiikksek konsantrasyonlarda onemli anti-kanser etkilere sahip oldugu belirtilmistir
(Thani and Vallisuta 2010, Ghasemzadeh et al 2014). Calismamizda elde ettigimiz
veriler de literatiir verisi ile tutarli olarak 500 ve 1000 uM RUT konsatrasyonunun

onemli 6l¢iide sitotoksik etkinlik gosterdigini belirlemistir.

Literatirde RUT’un farkli kanser hiicrelerinde apoptotik Oliime neden oldugu
belirlenmistir. LAN-5 néroblastom hiicrelerinde RUT un Bcl2/Bax oranindaki azalma
ile apoptozun igsel yolunu tetikledigi ortaya konulmustur (Chen et al 2013). Benzer
sekilde, HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde RUT, kaspaz-3 aktivasyonunu
indiiklemistir (Jayameena et al 2018). Ek olarak RUT’ un, kaspaz-3/8/9 ve Bax'in
yukari regiilasyonu ile Bcl-2'nin asagi regiilasyonu yoluyla HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinde hem dissal hem de i¢sel apoptoz yollarin1 aktive ettigi rapor edilmistir
(Nafees et al 2018). MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde RUT un, bir tiimor baskilayici
olan PTEN ifadesini artirarak apoptoz aracili hiicre 6liimiine yol agtigina dair kanitlar
mevcuttur (Hasani et al 2017). RUT ayrica p53 aktivasyonuna bagli kanser hiicresi
apoptozunu indiikleyebilmektedir (Hasani et al 2017, Nafees et al 2018, Yan et al
2019). Calismamizda AO ve DAPI boyama ile elde ettigimiz verliler, bu veriler ile
korole olarak RUT’un MCF-7 hiicrelerinde tipik apoptotik morfolojiyi arttirdigini

gostermistir.

RUT, basta meme kanseri olmak iizere birgok kanser tiiriinde; hiicre yapismasini ve
goclinli durdurmak, proliferasyonu engellemek, ROS iiretimini azaltmak, timor
biiylimesini ve metastazini sinirlamak, apoptoz ve otofajiyi indiiklemek i¢in ¢ok islevli
bir ajan olma potansiyeline sahiptir (ben Sghaier et al 2016, Park et al 2016, Li et al
2021). Bununla birlikte, sadece sinirli sayida ¢alisma, RUT’un kanser hiicreleri
tizerindeki anti-inflamatuar etkilerini gostermistir. Ancak TLR4/TRIF/IRF3 sinyal
yolunun aktivasyonuna dair RUT un potansiyel immiinoterapdtik etkilerini arastiran
bir calisma mevcut degildir. Bu amagla RUT un TLR4 sinyalizasyonu ve 6zellikle

TLR4/TRIF/IRF3  eksenindeki  potansiyel 6zgiin  etkisi bu ¢alismada
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degerlendirilmistir. Calismamiz ilk kez RUT’un MCF-7 hiicrelerinde TLR4'{in
endozomal lokalizasyonunu azaltigimm1 ve IRF3'in niikleer translokasyonunu
baskiladigini;  Kkarsinogenezi engellemede TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yolunu
diizenleyerek anti-inflamatuar etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. Sonuglarimiz
kanser hiicrelerinde fitokimyasallarin TLR4’iin TRIF’a bagl sinyal yolunu
baskiladigini gosteren kanitlarla uyumludur (Youn et al 2006, Lee et al 2009, Liu et al
2016).

TLR4 esas olarak dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde ifade edilir. TLR4
dimerizasyonu, hem MyD88'e bagimli hem de bagimsiz TRIF sinyal yollarinin
aktivasyonu icin ¢ok Onemlidir. Bu nedenle TLR4 dogustan gelen bagisiklik
tepkisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Shi et al 2006). TLR4’iin MyD88 bagimsiz
sinyal yolagina TRIF, IRF3 aktivasyonu ve tip I IFN'lerin (IFN-a/B) ifadesi aracilik
etmektedir (Kuzmich et al 2017). Onceki calismalar, TLR4 ve MyD88'in meme
kanserinde asir1 eksprese edildigini gostermistir (Wang et al 2013, Yang et al 2014,
Chen et al 2015, Wu et al 2018). Calismamizdan elde ettigimiz veriler RUT ile tedavi
sonrast MCF-7 hiicrelerinde TLR4 ifadesini kontrole gore anlamli bir sekilde
azaldigin1 ortaya koymustur (p<0,01). Bu nedenle ¢alismamiz RUT muamelesinin
hormon duyarli meme kanseri hiicrelerinde ilk kez artan TLR4 aktivasyonunu

baskiladigin1 gostermistir.

Go¢ eden karsinomlar azalmis apio-bazal polarite ve aktince zengin hiicresel ¢ikintilar
ile mezenkimal ozellikler gosterir. EMT tipi mekanizmalarin bu epitellerin gog
hareketine dahil oldugu bilinmektedir (Revenu and Gilmour 2009). EMT hiicrelerin
epitel Ozelliklerini kaybetmesine ve hareketli mezenkimal 6zellikler kazanmasini
saglayan fenotipik degisikliklere neden olmaktadir (Mendez et al 2010). Cok sayida
kanit, EMT'nin meme kanseri dahil malignitelerde neoplastik invazyon ve metastaz ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur (Singh and Settleman 2010, Craene and Berx 2013,
Felipe Lima et al 2016, Cao et al 2020). Bu nedenle kanser tedavisinde yan etkilere
neden olmadan timor yayillimint ve metastazin1 inhibe eden biyomolekiillere
gereksinim vardir. TLR4’ilin kanser hiicrelerinde migrasyona ve EMT siirecine dahil
oldugu bilinmektedir (Zandi et al 2019). Hepatoseliiler karsinomada yapilan bir
calisma LPS’nin TLR4 yoluyla in vitro olarak EMT’yi destekledigini gostermistir (Li
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et al 2014). TLR4 ve sinyal molekiillerinin asir1 ekspresyonu meme kanserinde
invasyon ve metastazi desteklemektedir (Yang et al 2014, Chen et al 2015, Volk-
Draper et al 2017, Wang et al 2017). TLR4 ekspresyonu meme kanseri metastazi ile
pozitif bir korelasyon gostermektedir (Gonzalez-Reyes et al 2010). Meme kanserinde
TLR4 ve MYDB88 ekspresyonuna bagli olarak niiks/metastaz ve 6liim oraninda artis
s6z konusudur (Ma et al 2014). Ek olarak, arastirmalar bir TLR4 ligandi olan
Paklitaksel kullaniminin TLR4 aktivasyonunu destekledigini ve sonug olarak meme
kanseri metastazini arttirdigimi gostermistir (Rajput et al 2013, Volk-Draper et al
2014). TLR4 agonisti olan Resistin’in, TLR4 ile etkilesimi sonrast meme kanserinde
STAT3 ve NF-kB ekspresyonunu arttirarak EMT’yi tetikledigi bildirilmistir (Wang et
al 2018). Birgok c¢alisma RUT’un potansiyel metastatik inhibitér roliine dikkat
cekmektedir. C57BL/6 ve Isvigre fareleri iizerinde yapilan bir calisma RUT un akciger
metastazini ve timor nodiil olusumunu inhibe ettigini rapor etmistir (Menon et al 1995,
Martinez Conesa et al 2005). RUT’un MDA-MB-231, A549 ve HT-29 hiicrelerinde
hiicre istilasin1 ve goglinii engelleyerek metastazini  Onledigi  bildirilmistir
(Ghasemzadeh et al 2014, ben Sghaier et al 2016). Ayrica molekiiler yerlestirme
(molecular docking) ¢alismalart RUT un etkili bir matris metalloproteinaz inhibitorii
oldugunu gostermistir (Selvaraj et al 2019). Elde ettigimiz veriler RUT un MCF-7
hiicrelerinde ilk kez azalan TLR4 ifadesine bagli olarak migrasyon oranini azalttigini
ortaya koymustur. Calismamiz TLR4 sinyalini baskilayarak meme kanseri
hiicrelerinde segici sitotoksisite gosteren RUT’un, EMT siirecine dahil olan

mekanizmalarin arastirilmasinin 6niinti agmaktadir.

Sonug olarak, ¢alismamiz RUT un anti-inflamatuar etkisi ile hormon duyarli meme
kanserinde TLR4 antagonist aktivite gosterdigi ve TLR4/TRIF/IRF3 sinyal yoluna
aracilik edebilecegini elde edilen veriler dogrultusunda ortaya koymustur. Diger
yandan RUT, genis bir potansiyel terapotik kullanim yelpazesine sahiptir ve en ¢ok
caligilan diyet flavonoidlerinden biridir. Son zamanlarda kanser tedavisinde, dogal
tirtinleri etkili kemopreventif ve kemoterapdtik ajanlara doniistiirmek icin diinya
genelinde devam eden kapsamli federal ve ticari cabalar vardir. RUT, kansere karsi
hem kemoterap6tik hem de kemopreventif etkiler gostermektedir. RUT un anti-kanser

etkileri giiglii anti-inflamatuvar ve anti-oksidan aktivitesi ile iliskilendirilirken; kanser
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ilerlemesinde yer alan c¢oklu molekiiler hiicre sinyal yollari1 da etkiledigi
bilinmektedir. Ancak biyoaktif potansiyeline ragmen, zayif biyoyararlanim, diisiik
¢cOziinlirlik ve azaltilmis sitotoksisite gibi gesitli faktorler dogrudan kullanimin
sinirlandirmigtir.  RUTun  kemoterapotik  ilaglar/fitokimyasallar/isinlama  ile
kombinasyonlari, sentetik analoglari ve nanoformiilasyonlari gibi ¢oklu yaklasimlar
ile bir anti-kanser ajan olarak biyo-yararlaniminin ve etkinliginin arttirilmasi olasidir.
Genel olarak RUT, umut verici anti-neoblastik potansiyeli olan bir flavonoiddir ve
kanserin yonetimi i¢in etkili bir kemoterapétik ilag potansiyeline sahiptir. Bununla
birlikte, meme kanserinde RUT’un anti-inflamatuar etkisi ile TLR4/TRIF/IRF3 ve
TLR4/MyD88/NF-kB sinyal yolaklari arasindaki iliskiyi ayrintili olarak aragtirmak
icin daha fazla molekiiler ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ek olarak, RUT ve TLR
aktivasyonu yoluyla diger sinyal yollar1 arasindaki baglantilarin ortaya konmasi i¢in

in vitro olarak daha fazla arastirma gerekmektedir.
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