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OZET

Amag: Taksan simufi antineoplastik bir ajan olan dosetaksel, son yillarin en dnemli kemoterapétik ajanlarindan biridir. Giliniimiizde, meme kanseri
tedavisi i¢in klasik kemoterapi ajanlarinin yeni molekiiller ile birlikte kullanilmasi sonucu daha etkili tedavi secenekleri belirlenmeye galigilmaktadir.
Bu molekiillerin bir tanesi de sentetik kurkumin analogu olan EF24’tiir. Calismamizda, dosetaksel’in tek basina ve EF24 6n kosullamasmim ardindan
dosetaksel uygulamasimi, meme kanseri MCF-7 hiicrelerindeki hiicre cogalmasi ve apoptoz tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: EF24 ve dosetaksel’in hiicre canlihigi ve sitotoksik etki/etkilerini belirlemek amaciyla sirasiyla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltettrazoliyum bromiir (MTT) ve laktat dehidrojenaz (LDH) testleri uygulandi. Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testinin sonucunda segilen uygun
dozlar hiicrelere uygulandiktan sonra akim sitometri yontemi ile hiicre 6liim analizi yapildi. Bunun yani sira kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonu analizi (QRT-PCR) ile cMYC ve cFOS genlerinin mRNA diizeyindeki ifadeleri belirlendi.

Bulgular: MCF-7 hiicrelerine EF24 6n uygulamasinin ardindan dosetaksel uygulamasinin, dosetakselin tek bagina uygulanmasma kiyasla hiicre
canliligimi anlamli 6lgtide diisiirdiigii belirlendi. Apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 akim sitometri yontemi ile belirlendi. Buna ilaveten, EF24 6n
kosullamasinin, tek basina dosetaksel uygulamasina kiyasla cMYC ve cFOS genlerinin mRNA diizeylerini anlamli derecede azalttig: belirlendi.
Sonug: MCF-7 hiicrelerine EF24 6n uygulamasinin, dosetaksel’in tek bagina uygulamasina kiyasla hiicreyi daha duyarl hale getirmesi bu uygulama-
nin meme kanser tedavisinde kullanilabilecegini diisiindlirmektedir. Ancak ilacin meme kanser tedavisinde daha etkin kullanimi i¢in deneysel in vitro
ve in vivo modellere gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Dosetaksel, EF24, Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatti, MCF-7, Apoptoz.
ABSTRACT

The Effects of Sequential Administration of EF24 with Docetaxel Apoptotic Response in Metastatic Breast Cancer Cell Line

Objective: Docetaxel, a taxane class agent, has become one of the most important chemotherapeutic agents in the past several years. Currently, more
effective treatment options have been investigated by combining new molecules with the classic chemotherapy agents for breast cancer. One of these
molecules is EF24, which is a synthetic curcumin analog. We aimed to investigate possible antiproliferative and apoptotic effects of EF24 and docet-
axel alone as well as with their sequential administration on MCF-7 breast cancer cells.

Material and Method: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and Lactate dehydrogenase (LDH) tests were per-
formed to determine the effect of EF24 and docetaxel on cell viability and cytotoxicity. Apoptotic cell death methods were performed using Flow
cytometry assay, with selected appropriate doses of the cells. Besides, relative mRNA levels of cMYC and cFOS genes were determined by quantita-
tive Real-time PCR method (QRT-PCR).

Results: The viability of MCF-7 cells decreased significantly after treatment with sequential administration of docetaxel followed by EF24 treat-
ments, compared to docetaxel alone. Compared to docetaxel alone treatment, EF24 pretreatment overwhelmingly increased apoptosis level in MCF-7
cells. The percentage of apoptotic and necrotic cells were determined by the flow cytometer analysis. Moreover, real-time PCR analyses showed that
cMYC and cFOS mRNA levels changed markedly after sequential treatment.

Conclusion: These data suggest that sequential administration of EF24 with docetaxel could be useful as a potential chemotherapeutic agents in the
management of breast cancer. Further analyses using in vitro and in vivo models are needed to confirm these findings.

Keywords: Docetaxel, EF24, Metastatic Breast Cancer Cell Line, MCF-7, Apoptosis.

Kadinlarda yaygin goriilen meme kanseri, kanser artmaktadir (2). Hastaligin tedavi protokoliinde cerrahi
nedenli limler arasinda ikinci sirada yer almaktadir miidahale, radyasyon tedavisi ve kemoterapi uygulan-
(1). Hastaligin yaygin olarak goriilmesi ve farkli timor maktadir. Kemoterapi, glinimiizde meme kanseri te-
smiflarinin mevcut olmasi nedeniyle, tedaviye yonelik davisinde uygulanan en yaygin ve etkili bir yéntemdir
arastirmalar halen giincelligini korumakta ve giderek (3). Ancak, kemoterapi siiresince, hastalarin tedaviye
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cevap vermemesi veya tedavi sonrasi kanserin tekrar-
lamasi1 siklikla goriilen bir durumdur. Meme kanseri
semptom gdstermeden metastaz yapabildiginden, has-
taligin tedavisinde ve Onlenmesinde yeni alternatif
ajanlarin arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir (4-6).
Kanser tedavisinde basariya ulagmak i¢in genellikle
birden fazla kanser karsiti ilag uygulanmaktadir. An-
cak, sonradan kazanilan ya da tedavi oncesi kiside var
olan ilag direncliligi, kanser kemoterapisinde basariya
ulagmay1 biyiik ol¢tide engellemektedir. Bu duruma
“coklu ilag direngliligi” (CID) denilmektedir (7-10).
Kemoterapiye karsi gelisen direng pek ¢ok kanser kar-
sit1 ilacin hastalar {izerinde beklenen etkisini gostere-
memesine ve hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir
(5,7).

Protoonkogenler, hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma, farkli-
lasma ve apoptozu kontrol eden pozitif diizenleyici
genlerdir. Biiyiime faktorleri ve reseptorleri, sinyal
iletimini saglayan proteinler, transkripsiyon faktorleri
ve apoptoz diizenleyicileri protoonkogenlere Ornek
olarak verilebilir (11, 12). cMyc ve cFos gibi transkrip-
siyon faktorleri de diger protoonkogenler gibi herhangi
bir nedenle mutasyona ugrarlarsa onkogenlere doniisiir-
ler. Bu genlerde gergeklesen degisiklikler sonucunda
olugan onkogenik yapilar, anormal hiicre proliferasyo-
nuna, apoptozun gerceklesmemesi nedeniyle neoplastik
hiicre birikimine ve timdr gelisimine yol acar. Ayrica,
bu genlerin meme, kolon, akciger ve burkitt lenfoma
gibi kanserlerde siirekli ve/veya artmig ekspresyonu
goriilmektedir (11-13).

Meme Kkanseri olgularinda da gozlenen CID, éncelikli
olarak antrasiklin ve taksan grubu kemoterapétik ilag-
larin kombinasyonlar1 kullanilarak giderilmeye ¢alisil-
sa da yetersiz kalinmistir (14). Fakat, altin standart
olarak nitelendirilen bu tedavi protokoliinde, tekli tak-
san veya antrasiklin uygulanmasiyla olusturulan tedavi
rejimlerine kiyasla tedaviye cevap ve sag kalim oranla-
rinda artisin oldugu gézlenmistir (15-17).

GEREC VE YONTEM

Kimyasallar

Deneysel preklinik calismamizda Dosetaksel (R&D
Systems, ABD), EF24 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD), Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640
besiyeri, L-Glutamin, fotal sigir serumu (FBS), penisi-
lin-streptomisin ve dimetil siilfoksit (DMSO) (Gibco,
Grand Island, NY, ABD), Cytotoxicity Detection Kit
Plus, High Pure RNA Isolation Kit, Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit ve LightCycler® 480 Pro-
bes Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Almanya) ve CycleTEST Plus DNA Reagent Kit ile
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (Becton
Dickinson, ABD) satin alinmigtir. Kullanilan diger
kimyasallar Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD)
saglanmustir.

Yar Saglam ve ark.

Taksan grubu antineoplastik bir ajan olan dosetaksel,
B-tiibiilin alt Gnitelerine yiiksek afinite ile baglanarak,
mitozun metafaz asamasinda mikrotiibiillerin depoli-
merizasyonunu engelleyerek etkisini gosterir (18-20).
Dosetaksel, metastatik meme kanserinde tek basina da
kullanilabilen aktif maddelerden biri olma 6zelliginde-
dir. Dosetaksel ile yapilan galigmalarda meme kanse-
rinde % 50-68 oraninda basari saglanmis olmasina
ragmen, dosetaksel'in meme kanserindeki optimum
dozu heniiz saptanamamistir. Hem in vitro, hem de in
vivo ¢aligmalarda, hiicre i¢ine aliminin hizli olmasina
baglh olarak dosetakselin bir¢ok hiicre grubunda anti-
neoplastik aktivite gosterdigi goriilmiistiir (20, 21). Ote
yandan giincel ¢aligmalar, meme kanseri tedavisinde
altin standart olan taksanlarin farkli anti-neoplastik
ajanlarla yapilan kombinaSyonlarinin, MDR-1 ve Pgp
aracili disa atim mekanizmalar1 basta olmak {izere
diren¢ mekanizmalarini uyardigi ve sag kalima aracilik
eden gen ve proteinlerin transkripsiyon ve translasyon-
larin artirarak apoptotik cevabin olugsmasini engelledi-
§i gosterilmistir (22-25). Bu nedenle 6zellikle metasta-
tik ve erken evre meme kanseri olgularinda etkinligi
kanitlanmis olan taksanlar ile kombine edilerek kemo-
duyarlilig1 artiracak yeni ajanlara ihtiyag duyulmakta-
dir (26-28).

Sentetik kurkumin analogu olan difenil difloroketon
(EF24) molekiilii ovaryum, kolon, prostat, meme,
pankreas, mezotelyoma ve akciger kanseri gibi farkl
kanser hiicre hatlarma tek basina ve/veya diger kanser
karsit1 ajanlar ile birlikte uygulandigi zaman kanser
karsit1 aktiviteyi potansiyelize ettigi gosterilmistir (29-
37).

Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmamizda taksan grubu
anti-neoplastik b ajan olan dosetaksel bilesigi ile
EF24’tin farkli konsantrasyonlarda tek baslarina veya
stirali uygulanmalarinin, MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda hiicre canliligi, sitotoksisite, apoptoz ve proli-
ferasyon tizerindeki olasi etki ve/veya etkilerinin arasti-
rilmas1 amaglanmustir.

Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, MCF-7 (ATCC® No:
HTB-22™-Human breast cancer) insan meme kanseri
hiicreleri kullanilmustir. Hiicreler standart kiiltiir kosul-
larinda ve %10 FBS, 2 uM L-glutamin ve 100U/ml
penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 besiyeri igeri-
sinde 37 °C sicaklikta ve %5 CO; igeren inkiibatorde
(Hanau, Almanya) kiiltiire edilmigtir. Hiicre kdltiir
kabinin  %70-80’ini kapladiginda %0.025 tripsin-
EDTA ¢ozeltisi ile kiiltiir kaplarindan pasaj veya ekim
yapmak tizere ayrilmasi saglanmistir. Yeterli sayiya
ulasan hiicreler, 96’lik kiiltiir kaplarina, her bir kuyu-
cukta 4x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Calismada
hi¢ bir ajan (EF24 ve dosetaksel) verilmeyen MCF-7
hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmistir. Buna
ilaveten calismada ¢oziici kontrolii olarak % 0.1
DMSO kullanilmistir. Hiicreler, kademeli olarak Dose-
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taksel (0.1-50 uM) ve EF24 (0.25-50 uM) doz araligin-
da, tek tek ve/veya sirali olarak birlikte 24 ve/veya 48
saat inkiibe edilmistir.

Dosetaksel ve EF24 Konsantrasyonlarimin Hazir-
lanmasi

Dosetaksel ve EF24, %0.1'lik DMSO’da ¢ozdiiriilerek
stok soliisyon hazirlanmis ve bu stok soliisyonlar deney
siiresince -20 “C’de muhafaza edilmistir. Dosetaksel
(0.1-50 uM) ve EF24’iin (0.25-50 uM) degisen kon-
santrasyonlart deneyde kullanilmak iizere, kullanimla-
rindan hemen Once kiiltiir besiyerinde seyreltilerek
hazirlanmigtir. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar
ve her grupta 6 6rnek olacak sekilde galisilmistir.

Hiicre Canlihi@1 Analizi

Dosetaksel ve EF24°iin tek baglarina ve sirali uygula-
manin hiicre canlilig lizerine olan etkilerinin degerlen-
dirilmesi amaciyla MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir) yontemi kullanilmistir (38,
39). Kisaca, 96’lik kiiltiir kaplarina, her bir kuyucukta
4x10* olacak sekilde ekilerek bir gece inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan, hiicrelere artan dozlarda Dose-
taksel ve EF24 tek tek ve/veya sirali bir sekilde uygu-
lanmistir. Dosetaksel ve EF24°iin farkli konsantrasyon-
larinin uygulandigi kuyucuklarin inkiibasyon siireleri
sonunda, kuyucuklardaki 100 pl taze besiyeri ile degis-
tirilerek her bir kuyucuga MTT ¢alisma soliisyonundan
10 pl/kuyucuk (5 mg/ml) olacak sekilde ilave edilmis-
tir. 4 saat 37 °C ve %5 CO; iceren ortamda inkiibasyon
sonunda olusan formazan kristalleri 100 pul DMSO ile
¢ozlilmiistiir. Cozlinen kristallerin absorbans degerleri
570 nm dalga boyunda ELISA mikroplaka okuyucuda
(Spectramax M3 plate reader, Molecular Devices,
Silicon Valley, California, ABD) okutulmustur. Kont-
rol gruplarmin absorbans degerlerinin ortalamasi alina-
rak, bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edilmistir.
Dosetaksel ve/veya EF24 uygulanan kuyucuklardan
elde edilen absorbans degerleri, kontrol absorbans
degerine oranlanarak, yiizde canlilik olarak belirlenmis
ve her ilag i¢in ICso degeri hesaplanmistir. Her deney 3
tekrarli olarak ¢aligilmistir.

Besiyerine Salinan Laktat Dehidrojenaz (LDH)
Tayini

MCEF-7 hiicrelerinde EF24 ve dosetaksel’in etkilerine
bakilmak tizere apoptotik/nekrotik hiicrelerin ge¢ fa-
zinda goriillen plazma membran biitiinligiintiin bozul-
mast sonucunda besiyerine salinan LDH miktarinin
Olgiilmesi amaciyla Cytotoxicity Detection kit plus
(LDH) kiti kullanilarak asagidaki protokole gore ol-
¢llmistiir (39). MCF-7 hiicreleri 96°lik kiiltiir kaplari-
na her bir kuyucuga 4x10* hiicre gelecek sekilde ekil-
mistir. Dosetaksel ve/veya EF24’iin belirlenen dozlari-
nin inkiibasyon siireleri dolduktan sonra kiiltiir orta-
mindan 100 pl besiyeri alinip 96’lik kiiltiir kaplarina
aktarilmigtir. Kuyulara kit icerisinde bulunan 100 pl
taze hazirlanmis reaksiyon karigimi eklenerek, 1siktan
uzak bir ortamda, oda sicakliginda 30 dk bekletilmis ve
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ardindan mikroplaka okuyucu cihazi ile 490 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri okunmustur. Deney
protokoliinde kullanilan kontroller: Kor kontrol: Besi-
yeri, Diisiik kontrol: Besiyeri+Hiicre, Yiiksek kontrol:
Triton X-100 soliisyonu+Besiyeri+Hiicre. Elde edilen
absorbans degerlerinden kor kontroliin absorbansi
cikartildiktan sonra, ilaclarin sitotoksisite degerinin
ylizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmstir.
Sitotoksisite (%) = (6rnek abs. — diisiik kontrol abs. /
yiiksek kontrol abs. — diigiik kontrol abs.) x 100

Hiicre Oliimii Analizi

Hiicre 6limiinii test etmek amaciyla “FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (katalog no:556547) kulla-
nilmistir. Buna gore, hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra 100 pl 1x tampon ¢ozelti icinde ¢ozilmiistiir.
1x10° hiicre i¢in 5 pl Annexin V ve 5 pl PI eklenmis ve
15 dk. karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir. Y1-
kamadan 300 pl tampon ¢ozelti eklenmis ve akim si-
tometri (Beckton Dickinson, FACS Canto) cihazinda
analiz edilmistir.

RNA izolasyonu ve Revers Transkriptaz PCR (RT-
PCR) Yontemi

MCF-7 hiicre hattindan High Pure RNA Isolation Kiti
(Roche, Almanya) kullanilarak RNA izolasyonu ya-
pilmistir. Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safliklari
spektrofotometrik olarak NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific, Ingiltere) (260/280 nm) cihazinda &lgiilerek
RT-PCR’da kullanilana kadar -80 °C derin dondurucu-
da saklanmistir. Hedef genlere ait mRNA ifade diizey-
lerinin belirlenmesi amaciyla, hiicre hattindan elde
edilmis RNA orneklerinden 1 pg total RNA, Random
hekzamer primerleri ve cDNA sentez Kiti (Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, Almanya)
kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi ger-
¢eklestirilmistir.

Kantitatif Real Time PCR Yo6ntemi

Gen ifade diizeyi ¢aligmalar1 kantitatif Real-time PCR
(QRT-PCR) yontemi ile Light Cycler-480™ (Roche,
Almanya) cihazi kullanilarak belirlenmigtir. Amplifi-
kasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde,
cDNA, bolgeye ozgii primerler, UPL probu ve LC
Probe Master mix kullanilarak gerceklestirilmistir,
cMYC ve cFOS gen ifadelerini normalize etmek i¢in,
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni
referans olarak alinmig ve tiim cDNA 6rnekleri her bir
gen i¢in lger tekrarli galigilmistir. Secilen genler ile
ilgili 6zgiin primer ve UPL prob listesi tablo 1’de ve-
rilmigtir. Reaksiyonda, 95 °C'de 10 dakikalik denatii-
rasyon, 50 °C'de 10 saniye primer baglanmasi ve 72
°C'de 10 saniyelik zincir uzamasi basamaklarini olustu-
racak sekilde 45 dongiiden olusan PCR tepkimesi uy-
gulanmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH
housekeping geni referans alinarak REST 2009 (Rela-
tive expression software tool) yazilimi (Qiagen, Al-
manya) kullanilarak hesaplanmistir.
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istatistiksel Analiz Yontemleri

Hiicre canliligi, LDH salinmasi, hiicre dongiisii analiz
sonuglar1 ve apoptotik/nekrotik hiicre oranlarinin ista-
tistiksel a¢idan degerlendirilmesi bagimsiz Student's t-
testi ile SigmaStat v3.5 programi kullanilarak gergek-
lestirilmigtir. Tim sonuglar ortalama + standart hata
olarak verilerek, p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 olan de-

Tablo 1. Gene dzgii primer dizileri ve prob numaralari.

Yar Saglam ve ark.

gerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
c¢MYC ve cFOS mRNA ifade diizeylerindeki farklilik-
lar “Pair-wise Fixed Reallocation Randomization”
istatistiksel analiz testi kullanilarak “REST (2009
V2.0.13)” programu ile karsilastirilmistir (40).

Gen ileri primer Geri primer UPL prob no
cFOS 5’-ACTACCACTCACCCGCAGAC-3>  5’-CCAGGTCCGTGCAGAAGT-3’ 67
cMYC 5’-GCTGCTTAGACGCTGGATTT -3°  5-TAACGTTGAGGGGCATCG-3’ 75
GAPDH 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’ 60

BULGULAR

EF24 ve Dosetaksel’in Hiicre Canliig Uzerine Etki-
leri

MCF-7 hiicreleri EF24 ile 24 saat inkiibe edildiginde
hiicre canliliginin doza bagimli bir sekilde azaldig:
belirlendi. Uygulanan en diisiik EF24 konsantrasyonu
olan 0.25 pM’da hiicre canliliginin %93 oldugu goz-
lendi (p =0.06). Buna kargin 0.5-1 uM (p <0.05), 2.5
UM (p <0.01) ve iizeri konsantrasyonlarda (5-50 uM)
(p <0.001) hiicre canlilik oranlarmin kontrole gore
istatistiksel acidan anlamli bir sekilde azaldigi belirlen-
di (Sekil 1a). MCF-7 hiicrelerine 0.1-50 pM aras1 degi-
sen dozlarda 24 saat siire ile dosetaksel uygulandigin-
da, hiicre canlilik oranlarinda doza bagl bir azalmanin
olmadig1 ve uygulanan tiim dosetaksel konsantrasyon-
lar1 igin canlilik degerlerinin yaklagik %90 oldugu
gozlendi (p <0.05) (Sekil 1b).
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Sekil 1. MCF-7 hiicrelerinin EF24 (a) ile Dosetaksel (b)'in 24 saat inkiibasyo-
nu sonunda belirlenen hiicre canhlik oranlar, *p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001 vs. Kontrol grubu hiicreler.

EF24 ve Dosetakselin Sirali Uygulamasinin Hiicre
Canliig Uzerine Etkileri

MCF-7 hiicrelerinin EF24 ile 24 saat siiren inkiibasyo-
nu sonucunda, kontrol grubuna kiyasla doza bagiml
bir sekilde goriilen anlamli diigiis ve dosetaksel’in artan
dozlarinda kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda
belirgin bir farklilik goriilmemesi nedeniyle, EF24’{in

hiicrelere daha kisa siireli uygulanmasmin hiicreleri
dosetaksele duyarli hale getirme potansiyeli arastiril-
mak istenmistir.
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Sekil 2. MCF-7 hiicrelerine EF24 ile 8 saat degisen konsantrasyonlarda [10
uM EF24 (a)], [20 uM EF24 (b)] ve [40 uM EF4 (c)] inkiibasyonu sonrast 16
saat degisen konsantrasyonlarda (1, 10, 20, 40 ve 50 uM) Dosetaksel uygu-
lanmasi sonunda belirlenen hiicre canhilik oranlari, *p <0.05; **p <0.01;
***n <(0.001 vs. Kontrol grubu hiicreler. °p <0.05; “p <0.01; *°p <0.001 vs.
Tek basina Dosetaksel uygulanan hiicreler. DOC: Dosetaksel
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Bu dogrultuda, MCF-7 hiicrelerine 8 saat siire ile EF24
uygulanmasimin ardindan EF24 ortamdan uzaklagtiril-
mis ve dosetaksel 16 saat siire ile uygulanmistir. Bu
amagla 10, 20 ve 40 uM EF24 konsantrasyonlari ile 1,
10, 20, 40 ve 50 uM dosetaksel konsantrasyonlar1 hiic-
re canlilik durumlar dikkate alinarak sirali uygulama-
daki konsantrasyonlar belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerine 8 saat siire ile tek basina EF24
uygulandiginda, EF24’iin 10, 20 ve 40 uM dozlarinda
etkili oldugu ve hiicre canliligini azalttigi belirlenmis-
tir. Buna gore 10, 20 ve 40 pM konsantrasyonlarda
EF24 uygulamas1 sonrasinda hiicre canliligi sirasiyla
%67.88 (p =0.009), %50.04 (p <0.001) ve %22.25 (p
<0.001) olarak belirlenmistir (Sekil 2a-c). Hiicre canli-
lig1 dosetaksel’in 16 saat tek basina 1, 10, 20, 40 ve 50
uM konsantrasyonlarda uygulanmastyla, kontrol grup-
larina kiyasla, sirastyla %85.43 (p =0.032), %81,11 (p
=0.021), % 78,87 (p =0.007), %77,32 (p = 0.005) ve
%74,33 (p =0.003) olarak belirlenmistir (Sekil 2a-c). 8
saat EF24 + 16 saat dosetaksel uygulanan gruplarda,
dosetaksel’in 16 saat tek basina uygulandigi gruplara
kiyasla, hiicre canliliginin istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldigi gozlenmistir (Sekil 2a-c). Bununla
birlikte, EF24 ve dosetakselin sirali uygulanmasi sonu-
cunda elde edilen hiicre canlilik degerlerinin, 16 saat
dosetaksel uygulanan Orneklere oranla daha diisiik
oranda bulunmasi, EF24 6n uygulamasinin hiicrelerin
dosetaksele karsi olan duyarliligint arttirdigint goster-
mektedir.

EF24 ve Dosetaksel’in Besiyerine Salinan LDH
Miktarlar

Son yillarda yapilan ¢esitli ¢alismalarda meme (MDA-
MB-231), prostat (DU-145) ve osteosarkom (Sao0s2)
hiicrelerine uygulanan 10 pM EF24’iin hiicreler iize-
rindeki apoptotik etkisinin kontrol gruplarina kiyasla
anlamli diizeyde arttign gézlenmistir (41, 42). Calis-
mamizda hiicre canlilifi ve besiyerine salinan LDH
diizeyleri degerlendirildiginde, EF24 i¢in en uygun
konsantrasyonun 10 puM oldugu belirlenmis, sec¢ilen
konsantrasyonun literatiir ile uyumlu oldugu goz 6niine
almarak, takip eden tiim deneysel analizler bu konsant-
rasyon iizerinden devam etmistir.

MCF-7 hiicrelerine 8 saat tek basina EF24’lin degisen
konsantrasyonlarinda (10, 20 ve 40 uM) uygulanmasi-
nin, besiyerine salinan LDH enzim miktarint kontrol
hiicrelerine kiyasla, doza bagimli olarak arttirdig1 belir-
lenmistir. Dosetaksel’in tek bagina 16 saat uygulanmasi
ise arastirilan tiim konsantrasyon degerleri (1, 10, 20,
40 ve 50 uM) igin %2.5'in altinda LDH salinmasina
neden olmustur. Buna karsin, 8 saat EF24 ile 16 saat
dosetaksel’in sirali bir sekilde uygulanmasinin dosetak-
sel’in tek basina uygulanmasina ve kontrol gruplarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli miktarda LDH en-
ziminin salinmasina yol actig1 belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. MCF-7 hiicre dizilerinin 10 uM EF24 ile 8 saat uygulamasindan sonra
16 saat degisen konsantrasyonlarda Dosetaksel’in inkiibasyonu sonunda
goriilen besiyerine LDH salimmi. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 vs.
Kontrol grubu hiicreler; °p <0.05; ®p <0.01; *p <0.001 vs. Tekli Dosetaksel
uygulanmug hiicreler. DOC: Dosetaksel; LDH: Laktat dehidrogenaz.

EF24 ve Dosetaksel’in Apoptoz ve Nekroz Uzerine
Etkisi

EF24 ile dosetakselin siralt uygulamalarinda nekrotik
etkinin yaklasik %10 civarinda oldugu belirlenmesine
ragmen, bu degerlerin EF24°iin tek basia uygulanma-
sina oranla istatistiksel agidan anlamli bir fark olustur-
madigi bulundu (p >0.05) (Sekil 4).

EF24 ve dosetaksel tek basina uygulandiginda gozle-
nen apoptotik hiicre oraninin kontrol hiicrelerine gore
anlaml bir farklilik olusturmadig1 ve apoptoz oranlari-
nin %5.8 ve altinda oldugu belirlendi (p >0.05). Buna
karsin, sirali uygulama sonrasinda apoptoz oranlarinin
anlamli derecede yiikseldigi ve 10, 20 ve 40 uM dose-
takselin kullanildig1 ardisik uygulamada apoptoz oran-
larimin sirasiyla %17.4 (p =0.004), %28.9 (p <0.001) ve
%29.3 (p <0.001) oldugu goriildii (Sekil 4).

EF24 ile dosetakselin sirali bir sekilde uygulanmasi
nekrotik hiicre oranlarinda istatistiksel agidan anlamli
bir artisa neden olmazken, apoptotik hiicre oranlarinda
anlamli bir artiga neden olarak etkili bir hiicre 6liimiine
yol agtig1 anlagilmigtir (Sekil 4).
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Sekil 4. MCF-7 hiicrelerine EF24’iin 8 saat uygulamasindan sonra 16 saat
degisen konsantrasyonlarda (1, 10, 20, 40 ve 50 uM) Dosetaksel’in inkiibasyo-
nu sonunda apoptoz ve nekrozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi. *p
<0.05; **p <0.01; ***p <0.001 vs. Kontrol grubu hiicreler. DOC: Dosetaksel.
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EF24 ve Dosetakselin cFOS ile cMYC mRNA ifade
Edilmesine Etkileri

EF24 tek basina uygulandiginda, kontrol hiicrelerine
kiyasla cFOS ifadesini 2 kat, cMYC ifadesini ise 3.4
kat azalttig1 gézlenmistir (p <0.001). Benzer sekilde tek
basina dosetaksel uygulamasinin da cFOS ve cMYC
mRNA ifade diizeylerinin de istatistiksel olarak anlam-
i diizeyde azaldigi belirlenmistir (p <0.001). Bunun
yani sira, EF24 ile belirlenen dozlarda dosetaksel’in
siralt bir sekilde uygulanmasi ise cFOS mRNA ifade
diizeyini 2.5-3 kat araliginda azaltirken, cMYC mRNA
ifadesini ise 10 kattan daha fazla azalttig1 gézlenmistir
(p <0.001) (Sekil 5).

EF24 ve 10 uM dosetaksel ile EF24 ve 20 uM dosetak-
sel’in sirali uygulamasinin tek basina verilen EF24
grubuna kiyasla cFOS ifade diizeylerini sirasiyla 4 ve
4,5 kat azalttig1 gozlenmistir (p <0.001). Benzer sekil-
de, EF24 ile 10 uM dosetaksel ile EF24 ile 20 uM
dosetaksel’in sirali uygulamasinin tek basina verilen
EF24 grubuna kiyasla cMYC ifade diizeylerini sirasiy-
la 5.5 ve 6 kat azalttig1 belirlenmistir (p <0.001). Bu-
nun yan sira, EF24 ile 10 uM dosetaksel’in sirali uy-
gulamasinin tek basina verilen 10 uM dosetaksel gru-
buna kiyasla cFOS ve cMYC mRNA diizeylerinde
azalma gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak bir
anlam gortiilmemistir (p >0.05). Buna ilaveten, EF24 ile
20 pM dosetaksel’in sirali uygulamasinin tek bagina
verilen 20 pM dosetaksel grubuna kiyasla cFOS
mRNA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis gozlenmemis (p >0.05), ancak cMYC mRNA
diizeyinin ise yaklagik 2.3 kat azaldigi belirlenmistir
(p =0.006) (Sekil 5).
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Sekil 5. EF24 ve Dosetaksel’in degisen konsantrasyonlarda (10, 20
ve 40 uM) tek baslarina ve siralt uygulamalari sonrasiarda cMYC ve
cFOS genlerinin mRNA diizeylerindeki degisiklik. Hedef genin ifade
diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alimarak normalize
edildi. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 vs. Kontrol grubu hiicre-
ler; °p <0.05; ®°p <0.01; *°p <0.001 vs. Tekli Dosetaksel uygulanmus
hiicreler; *p <0.05; #p <0.01; *p <0.001 vs. Tekli EF24 uygulan-
mug hiicreler. DOC: Dosetaksel.

TARTISMA

Coklu ilaglarla kombinasyon terapisi, toksisiteyi azalt-
mak ve sinerjik etkiyi arttirmak igin kanser tedavisinde
yaygin olarak uygulanmaktadir (43-45). Bu amag dog-
rultusunda ¢aligmamizda, kurkumin analogu olan EF24
ile mikrotiibiillerin olusumunu stabilize ederek hiicre
¢ogalmasini durduran dosetaksel’in tek basina ve siral
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uygulamalarinin MCF-7 meme kanser hiicreleri iize-
rindeki etkilerini inceledik.

Taksan grubunda yer alan ve sistemik etkili bir ila¢
olan dosetaksel 6zellikle meme, over, prostat, mesane,
mide ve akciger kanserinde yaygin olarak kullanilmak-
tadir (20, 21, 46-48). Bununla birlikte, yapilan in vitro
calismalarda dosetakselin meme ve serviks kanseri
hiicrelerinde bifazik cevap olusturdugu gosterilmistir.
Buna gore, diisiik konsantrasyonlarda (nM) uygulanan
dosetaksel meme kanseri hiicrelerinde mitotik katastro-
fu takip eden apoptoza neden olurken, yiiksek konsant-
rasyonlarda (uM) uygulandiginda ise terminal mitotik
duraklamaya ve ilerleyen maruziyete bagl olarak nek-
roza neden olmaktadir (49, 50). Wang ve ark. (51)
tarafindan MCF-7 hiicrelerine 24 saat siireyle dosetak-
sel uygulanmasi sonucunda artan doza bagimli olarak
hiicre canliliginin azaldig1 gézlenmis ve ICsp degerinin
80 nM oldugu belirlenmistir. Yine ayni caligmada
apoptotik hiicre oraninda meydana gelen azalmanin
mikromolar konsantrasyonlara ¢ikildiginda yavasladig
da gosterilmistir (51). Ote yandan calismamizda dose-
taksel’in artan dozuna bagli olarak hiicre proliferasyo-
nunda belirgin diisiise neden olmadigi ve mikromolar
dozlarda dahi hiicre canliliginin %80 {izerinde oldugu
belirlenmistir. Bu durum Hernandez-Vargas ve ark.
(52) tarafindan MCF-7 hiicrelerine yiiksek konsantras-
yonlarda dosetaksel uygulanmasi ile gecikmis mitotik
duraksama ile agiklanmaktadir. Benzer sekilde Trebu-
nova ve ark. (53) dosetaksel’in nanomolar konsantras-
yonlardan mikromolar konsantrasyonlara kadar artan
dozlarda MCF-7 hiicrelerine uygulanmasimi takiben
direng mekanizmalarinin aktifleserek yabanil tip hiicre-
lerin iki katina ¢ikmalari igin gereken siirede meydana
gelen oransal artisin dosetakselin yiiksek konsantras-
yonlarinda yavagladigi bildirilmistir.

Ovaryum, prostat, kolon, meme, gastrik, pankreatik,
mezotelyoma, kii¢iik hiicreli dig1 akciger kanseri ve
hepatoseliiler kanser gibi farkli hiicre serileri ile yapi-
lan ve EF24’iin tek bagina veya farkl ajanlar ile birlik-
te uygulandigi caligmalar bulunmaktadir (29-36, 54,
55). 10 uM EF-24, 24 saat sonunda MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu %100,
DU-145 prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ise
%70-80 oraninda baskilamistir (56). Calismamizda,
EF24°iin tek basina 24 saat siire ile MCF-7 hiicrelerine
uygulanmasinin, hiicre canliligini doza bagiml olarak
anlamli bir gekilde diisiirdiigii ve hiicrelerin %50’sini
6ldiiren letal konsantrasyonunun 15 pM oldugu belir-
ledik. EF24, kombine uygulamalarda, birlikte kullani-
lan ajanlarin etkisini arttiran bir molekiil olarak karsi-
miza ¢ikmaktadir (37, 54, 57). Bu ¢alismalardan biri
olan, Chen ve ark.’nin (54) yaptig1 gastrik kanser mo-
delinde in vitro ve in vivo olarak gerceklestirilen bir
aragtirmada, EF24’lin tek basma ve rapamisin ile bir-
likte uygulanmasinin ardindan, kombinasyon tedavisi-
nin hiicreler tizerindeki doza ve zamana bagh bir sekil-
de antiproliferatif ve apoptotik etkisininin oldugunu
gostermislerdir. EF24’iin rapamisinin kanser karsiti
6zelligini sinerjik bir etki yaratarak arttirdigini, etkisini
ise, mitokondriyal fonksiyon kaybi1 ve apoptoz gibi
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farkli molekiiler yolaklar iizerinden gosterdigini be-
lirtmislerdir. Benzer sekilde ¢alismamizda, EF24 ile
dosetakselin siralt bir gsekilde uygulanmasinin da dose-
takselin tek basina uygulamalarina kiyasla, hiicre canli-
ligin1 anlamhi diizeyde diisiirdiigii gézlenmistir (Sekil
2a-c ve Sekil 4). Hiicre canliliginda meydana gelen bu
azalma, hiicresel metabolik akitivitedeki degisimine
dayanan ve proliferasyonun degerlendirilmesinde kul-
lanilan MTT yonteminin yani sira, apoptotik/nekrotik
hiicrelerin ge¢ fazinda goriilen plazma membran biitiin-
ligiiniin bozulmasi sonucunda besiyerine salinan LDH
miktarinin Slglilmesi ile de desteklenmistir (39). Ca-
lismamizda, kisa siireli yiiksek konsantrasyonda dose-
taksel uygulamasiin belirgin bir sitotoksik etki olug-
turmadigi, buna karsin EF24 ile 6n muamele edilen
dosetakselin sirali bir sekilde uygulandig: hiicrelerde
ise hiicre canliliginin belirgin bir sekilde azaldigi ve
apoptotik hiicre liimiiniin de 24 saatin sonunda %30
seviyelerine kadar yiikseldigi, nekrotik hiicre olimii-
niin ise %10 seviyelerine ¢iktig1 gbzlenmistir.
Protoonkogen olan cFos ve cMyc gen iiriinil proteinler,
niiklear transkripsiyon faktorleri olup, hiicre biiyiimesi,
¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz sirasinda gen ifa-
desinin agamal1 diizenlenmesi ile iligkilidir (50, 58, 59).
Kanser gelisiminde Fos ve Myc proteinlerinin katkisi
oldugu bilinmektedir (60). Baz1 tiimor tiplerinde cFos
ve cMyc diizeyinin arttifi gosterilmis ve bu artigin
artan hiicre ¢ogalmasmin bir kaniti olacag i¢in timdr
olusumunda 6nemli rol oynadig: ileri stiriilmiistiir (58,
59). Calismamizda, MCF-7 meme kanser hiicre hattin-
da proliferasyonda etkili olan cMYC ve cFOS genleri-
nin, tek basina EF24 ve dosetaksel uygulanmasi sonrasi
ifade edilme oranlarinin azaldigini belirledik. Bununla
birlikte, EF24 ve dosetakselin sirali uygulanmasini
takiben cMYC ve cFOS genlerinin mRNA diizeylerin-
de gorillen azalmanin EF24°tin tek basma verildigi
gruba kiyasla daha belirgin oldugunu goézledik.
EF24’tin MCF-7 ve farkli kanser hiicre hatlarinda
c¢cMYC ve cFOS genlerinin mRNA diizeylerine olan
etkisi ile ilgili bir ¢alismaya literatiirde rastlamamakla
birlikte, Adams ve ark. (41) tarafindan yapilan bir
calismada meme ve prostat kanser hiicrelerine EF24
uygulanmast sonucu cMyc ve cFos protein diizeylerin-
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deki degisim ELISA yontemi ile gosterilmistir. Bu
calismada, 10 uM EF24’i meme (MDA-MB-231) ve
prostat (DU-145) kanser hiicre hatlarina uygulandigin-
da, cMyc ve cFos protein diizeylerinin azaldig1 goste-
rilmistir (41). Bu nedenle, ¢alismamizda 10 uM EF24
sabit doz olarak secilmistir. Bunun yani sira, dosetak-
sel’in farkli kanser hiicreleri iizerinde antiproliferatif
etkilerinin oldugu, yapilan birkag¢ calismada gézlenmis-
tir (61-63). Ornegin, el Khyari ve ark. (61) HT29-D4
kolon kanser hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada, dosetak-
sel uygulamasi sonrasinda cMYC geninin mRNA di-
zeylerinde anlamli bir azalis oldugunu gostermislerdir .
Li ve ark. (62) ise A549 akciger kanser hiicre hattinda
dosetaksel’in ¢ctMYC mRNA diizeyine herhangi bir
etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir. Buna ilaveten
SW620 and HCT116 kolon kanser hiicre hatlar1 ile
yapilan bir baska ¢aligmada ise dosetaksel’in Ginseno-
side Rg3 ile birlikte uygulanmasinin cFOS geninin
mRNA diizeylerini azalttii gosterilmistir (63). Dose-
takselin uygulandigi farkli kanser hiicrelerinden elde
edilen yanitlardaki bu farkliliklar sadece ajanlarin uy-
gulama konsantrasyonuna, ya da etki mekanizmasina
degil, ayn1 zamanda kanser hiicresinin yapisal ve gene-
tik 6zelliklerine de baglidir (49).

Dosataksel tedavisi uygulanan meme kanseri hastala-
rinda ve paklitaksel tedavisi uygulanan metastatik
meme Kanseri hastalarinda tedaviye ek olarak kurku-
min uygulanmasi ile ilgili Faz II caligmalar1 devam
etmektedir. Bu ¢aligmalarin sonuglarinin olumlu olma-
s1, kurkumin ve analoglarinin kanser tedavisinde kulla-
nilabilmesi agisindan umut vaat etmektedir (64, 65).
Genel olarak sonuglarimiz, EF24 6n uygulamast MCF-
7 hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda dosetaksele
kars1 verdigi cevabin belirgin bir sekilde degismesine
yol agmis ve 24 saatlik siirede konvansiyonel kemote-
rapi ilacinin etkinligi hiicre canlilifinin azalmasi ve
apoptotik etkinin ortaya ¢ikarilmasi yoluyla in vitro
kosullarda arttigin1 géstermistir. Sonuglarimizi destek-
leyecek nitelikte, meme kanseri tedavisinde daha etkili
olabilecek yeni molekiillerin bulunmasi ve bu ajanlarin
etkiledigi molekiiler yolaklarin belirlenmesi i¢in in
vitro ve in vivo modeller ile yapilacak c¢aligmalara
ihtiyag vardir.
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