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Oz

Amag: Bu calismada amacimiz, belirli bir dozun tizerinde kardiyak
yan etkileri oldukca fazla olan ve meme kanseri tedavisinde kul-
lanilan kemoterapétiklerden doksorubisinin, tedavide kullanim
miktarlarini azaltmayi ve etkinligini arttirmayi saglayan bir mad-
deyi saptamakti. Etken madde olarak anti proliferatif etkisi oldugu
disunilen vitamin D analoglarindan biri olan kalsitriol se¢ilmis ve
doksorubisin ile kombine tedavisinin, insan meme kanseri hiicre
hattt MCF-7 Uzerine sitotoksik etkisinin saptanmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti kalsit-
riol ile muamele edilerek, gercek zamanli olarak, x-CELLigence
cihazinda 72 saat inkiibasyona birakildi ve kalsitrioliin anti-proli-
feratif optimum doz tespiti zamana bagl hiicre indeksi grafigi The
xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) software programi kul-
lanilarak yapild. Kalsitriol optimum dozu ve doksorubisinin farkli
dozlarinin kombinasyonu MCF-7 hicre kiltlrl ile muamele edile-
rek sitotoksisite tayini icin Sulforhodamine-B (SRB) uygulamasi ve
spektrofotometrik 6l¢lim uygulandi. Spektrofotometrik 6l¢iim so-
nuglari anlamlilik sonuglari icin Student’s t-Testi ile degerlendirildi.

Bulgular: MCF-7 hiicrelerinin antiproliferative optimum Kkalsitriol
doz tespiti zamana baglh hiicre indeksi grafigi RTCA software prog-
rami kullanilarak yapilmistir. Sitotoksisite tayini icin uygulanan SRB
yontemi sonucu elde edilen spektrofotometrik 6lcim sonuglar
GraphPad Prism programi kullanilarak Student’s t-testi ile istatistik-
sel olarak degerlendirilmistir. Kalsitriol optimum dozu 250 nM tespit
edilmistir. Doksorubisinin farkl dozlari (1,84 uM-0,92 uM), kalsitriol
(250 nM) ve kalsitriol olmaksizin MCF-7 hticre hatti ile sitotoksik etki
saptamasi icin muamele edilmistir. 0,46 uM doksorubisin ve opti-
mum Kkalsitriol kombinasyonunun sitotoksik agidan diger dozlara
gore anlamli oldugu (p=0,0087) fakat doksorubisin kullaniminda
doz azaltimini saglayacak kadar etkin olmadigi saptanmistir.

ABSTRACT

Objectives: This study aimed to identify a substance that both
increases the efficiency and decreases the dose of doxorubicin.
Doxorubicin has considerable cardiac side effects at certain doses
when used treating breast cancer. Calcitriol, one of the vitamin D
analogs considered to have antiproliferative effects, was selected,
and its cytotoxic effects on the human breast cancer cell line MCF-
7 were investigated in combination with doxorubicin.

Materials and Methods: MCF-7 cell line was treated with calcitri-
ol in real time for 72 h in x-CELLigence. The antiproliferative op-
timal dose of calcitriol was determined by time-dependent cell
index graph plotted using The xCELLigence Real-Time Cell Analysis
(RTCA) software program. The combination of different doses of
doxorubicin and this optimal dose of calcitriol was used to treat
the MCF-7 cell line. Then, Sulforhodamine-B (SRB) assay was con-
ducted, and spectrophotometric measurements were performed
for cytotoxicity assay. The results of these spectrophotometric
measurements were analyzed by Student’s -test.

Results: The optimal antiproliferative calcitriol dose detection of
MCF-7 cells was performed using the time-dependent cell index
graph RTCA software program. Spectrophotometric measure-
ments obtained using the protein-staining sulforodamine B (SRB)
assay for cytotoxicity determination were statistically evaluated
by the Student’s t-test using the GraphPad Prism program. The
optimal dose of calcitriol was determined to be 250 nM. Different
doses of doxorubicin (1.84-0.92 uM), calcitriol (250 nM), and cal-
citriol without the MCF-7 cell line were then used for detecting the
cytotoxic effect. The combination of 0.46 pM doxorubicin and the
optimal dose of calcitriol was found to be cytotoxic compared with
other doses (p=0.0087); however, it was not as effective as the dose
reduction obtained when using doxorubicin.
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Sonug: Doksorubisinin, kalsitriol ile kombine kullaniminin giiniimiizde
kullanilan dozlar Gizerinde azaltici yonde anlamli bir etkisinin olmadigi-
ni saptanmistir. Vitamin D ve doksorubisin birlikte kullaniminin meme
kanserinde fayda saglamayacagini séylemek icin ise heniiz erkendir.
ilerleyen calismalarda vitamin D'nin farkli analoglari ile ¢esitli calisma-
lar yapilabilir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, doksorubisin, kalsitriol, MCF-7,
hiicre kultira

GiRiS

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik gorilen
kanser tirlerindendir. Kadinlarda gérilen tim kanserlerin
yaklasik %30’ unu olusturmaktadir. Avrupa’ da yilda 180.000,
Amerika Birlesik Devletleri’ nde yilda 184.000 yeni olgu sap-
tanmaktadir. Meme kanseri sikhgr diinya tzerinde Ulkeden
uUlkeye farkhhk géstermektedir (1). Tirkiye' de yapilan kanser
taramalarinin verilerine gore her yil yaklasik 159. 000 yeni
kanser vakasi ortaya ¢ikmaktadir (2). Meme kanseri, kadin-
larda erkeklere oranla daha sik gériilmekte ve kanser nedenli
olimlerin basinda yer almaktadir. Meme kanseri tedavisin-
de cerrahi ve adjuvan yontemler kullanilmaktadir (3). Meme
kanseri kemoterapi tedavileri, adjuvan ve neo adjuvan olmak
Uzere iki sekilde yapilmaktadir. Adjuvan ve neoadjuvan kemo-
terapide, ortak ilaglar kullanildigi gibi farkh anti-kanser ajanlar
da kullanilmaktadir (4) Temel timor biyolojisi ve klinik yeni-
likler arasindaki etkilesim sonucu ulasilan bulgular, kemote-
rapi ajanlarinin daha etkin kullanimi ile kanser tedavisinde
ilerleme saglamaktadir. Yayginlasan kanser tedavisi, kanser ve
timor baskilayicilarin isleyisinden elde edilen molekiiler me-
kanizmalari hedef almistir (5).

Doksorubisin, meme kanseri tedavisinde etkin olarak kullani-
lan bir anti-kanser ajandir (6). Yapilan pek ¢ok calisma da ant-
rasiklin tipi bir antibiyotik olan doksorubisinin, diger antrasiklin
grup Uyeleri gibi DNA ve RNA sentezini tizerindeki etkisi tespit
edilmistir (7). Meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kulla-
nilan doksorubisin, DNA replikasyonunda kilit bir enzim olan
topoizomeraz Il tizerinden DNA" nin makromolekiiler biyosen-
tezini inhibe eder (6, 8, 9). Doksorubisin akciger, mesane, tiroid
bezi, over kanseri, kemik sarkomu ve yumusak doku sarkomu,
Hodgkin ve Hodgkin disi lenfomalar, néroblastoma, Wilmsti-
mord, akut lenfoblastik 16semi, akut miyeloid |6semi gibi bircok
kanserin tedavisinde siklikla kullanilan bir tedavi secenegidir
(10-12). Bunun yani sira, Doksorubisinin kardiyotoksisitesinin
yiiksek olmasi nedeniyle kanser tedavisinde sinirlamaya neden
olmaktadir (13).

Vitamin D ise yagda ¢6zlinen bir grup steroid ve bunlarin ilgili
metabolitlerini icerir. Dogada, iki blyiik vitamin D formu olan,
ergokalsiferol (D2 vitamini) ve kolekalsiferol (D3 vitamini) bu-
lunmaktadir. D2 vitamini, bitkilerde fotokimyasal olarak sentez-
lenir, D3 vitamini ise, hayvan ve insan derisinde glines isigina
bagh olarak, 6zellikle de 290-315 nm UV-B radyasyonlarinda
aretilir (14). 1,25(0H),D, (kalsitriol) D vitamininin biyolojik ola-
rak aktif hormonal formunu olusturur (15).
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Conclusion: The combined use of doxorubicin with calcitriol was
found to have no significant effect in reducing the doses presently be-
ing used. Hence, it is too early to state that a combination of vitamin D
and doxorubicin in breast cancer treatment will not have any benefi-
cial effects. Other vitamin D analogs might be potential candidates for
breast cancer treatment in further studies.
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Vitamin D'nin klasik sentez yolu, karaciger ve bobrekte vita-
min D, ve D,'in 25 hidroksilaz ve 1a-hidroksilaz aktivitesiyle
ilerler. llk olarak, hidroksilasyon karacigerde meydana gelir ve
25(0H)D, Uretilir. 25(0OH)D, sistemik dolagima girer ve 12-19
glnlik bir yarilanma émriine sahiptir. Ikinci, hidroksilasyon
bobreklerde olusur ve 1,25(0H),D, (kalsitriol) vitamin D'nin
biyolojik olarak aktif hormonal formunu olusturur. 25(0H)D3
serum seviyeleri, viicuttaki genel vitamin D miktarini vermek-
tedir. Diyetle alinan veya deride sentezlenmis vitamin D ile ilis-
kili, dolagimdaki 1,25(0H),D3 formunda iki temel enzim gérev
yapmaktadir. Bunlar, hepatik mikrozomal veya mitokondrial D
25-hidroksilaz (CYP27A1) ve renal mitokondriyal enzim 1a-hid-
roksilaz CYP27B1'dir (6). Bu hidroksilazlar, sitokrom P450 karisik
fonksiyonlu mono oksidazlari olarak bilinen bir protein sinifina
aittir. Son yillarda makrofajlar, keratinositler, prostatlar ve kolon
kanseri hiicreleri de dahil olmak tzere ¢esitli hiicre tiplerinde
25 (OH) D3-1a-hidroksilaz (CYP27B1) aktivitesi bildirilmistir
(16, 17).1,25(0OH),D3 ‘lin cesitli dokularda lokal olarak Gretildigi
gOsterilmistir. Hedef dokularin (6rnegin, kolon, prostat, meme,
akciger, pankreas) kalsitriolu sentezleyebilecedi ve bozabildigi
gOsterilmistir. Cesitli insan kanser tirlerinde kalsitriollin lokal
Uretiminin ve degredasyonunun dneminin oldugu gdésterilmis-
tir (18, 19). Kalsitriol, vitamin D reseptoru (VDR) ve vitamin D
yanit elementlerine (VDRE) baglidir. Birkag transkripsiyon fak-
torl ile baglantih olarak, bu kompleks vitamin D'ye cevap veren
genlerin transkripsiyonuna yol acar. Vitamin D / VDR dereg-
lasyonu nedeniyle ortaya ¢ikan baslica hiicresel ve molekiiler
fonksiyonlar arasinda kalsemik etkiler, antimikrobiyal, doku
rejenerasyonu, bagisiklik modulasyonu ve otoantikor Uretimi,
kas fonksiyonu, steroid etkililigi, epigenetik dizenlenme, im-
mun yanit, inflamasyon ve hiicresel proliferasyon, farklilasma
ve apoptozis yer almaktadir (20).

Vitamin D ile meme kanseri arasinda iliski olabilecegi ve potan-
siyel biyolojik mekanizmalar aydinlatmak icin yapilan temel
arastirmalar, normal meme dokusundaki vitamin D sinyalinin
molekdiler etkilerini tanimlamaya odaklanmistir. Meme kanseri
hiicreleri Gizerine 1,25 (OH),D,’ (in etkileri GO / G1’ de hiicre doén-
glisti durmasi, farklilasma belirteclerinin indiksiyonu ve apop-
tozun aktivasyonu icermesinin aciklanmasi ile tanimlanmistir.
insan meme kanseri hiicrelerinde 1,25 (OH),D, ile regiile edilen
klinik biyolojik belirtecler arasinda BRCA1, p21, p53, c-Myc ve
siklin D1 bulunur. Bu bulgulara dayanarak, meme kanseri tedavi-
sinde Vitamin D reseptdr (VDR) agonistlerinin terap6tik kullanimi
konusunda buyik ilgi odagr olmustur. Vitamin D analoglarinin
kanser tedavisinde potansiyel etkilere sahip olabilecegine dair
bircok calisma bulunmaktadir (21-24) Yapilan in vitro ve in vivo
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calismalarin bazilarinda Vitamin D’'nin meme karsinogenezi (ize-
rindeki etkilerini incelemis ve bu veriler meme kanseri gelisimin-
de Vitamin D’nin koruyucu bir role sahip oldugunu gdéstermistir
(25, 26). Ornegin, farelerde Vitamin D yetersizligi, VDR gen ifadesi
durdurulmus farelerde kanser gelisimine yol agmaktadir (27).

Arastirmamizin amaci belirli bir dozun Gzerinde yan etkileri ol-
dukca fazla olan kemoterapétiklerden doksorubisinin, meme
kanseri tedavisinde kullanim miktarlarini azaltmayi ve etkinli-
gini arttirmayi saglayan bir madde saptamakti. Etken madde
olarak anti proliferatif etkisi saptanmis olan vitamin D analog-
larindan biri olan kalsitriol ile doksorubisin kombine kullanimi-
nin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattina yonelik etkilerini
saptamak Uzere ¢calismamiz gergeklestirilmistir.

GEREC ve YONTEM

MCF-7 insan meme kanser hiicre hatti, %5 fetal bovine serum,
%1 Penisilin-G (100 U/mL)-Streptomisin (100 pg/mL) iceren
RPMI besiyerinde hiicre sayisi bakimindan uygun sayiya ula-
sincaya kadar hiicre kiltiriinde ¢cogaltilmasi saglandi. Hiicreler
besi yeri ortaminda 37 °C'de, %5 CO,'li ortamda kiiltire edildi.
Deney icin uygun kosullara getirilen hiicreler, kullanilan 96 ku-
yulu E-plate icerisindeki her kuyuya 100 pL besiyeri koyularak
ve 30 dakika 37 °C, %5 CO,'li ortamda inkiibasyonu takiben
bazal 6lciim yapilmak tzere xCELLigence cihazina yerlestiril-
di. Olciim tamamlandiktan sonra e-plate cihazdan cikartildi ve
hiicre soylari 100 pl besiyeri icerisinde 5x10* hiicre/kuyucuk (3
tekrarl) olacak sekilde 96 kuyucuklu altin mikroelektrodlarla
entegre E-plate’lere ekildi. 24 saat 37 °C, %5 CO,'li ortamda in-
kiibasyonu takiben yapismis olan hticreler Gizerinden hiicrelere
zarar vermeden 100 pl besiyeri uzaklastirildi. Kalsitrioltn farkh
dozlar xCELLigence sistemi ile gercek zamanli olarak, MCF-7
hiicre hattina uygulandi. insan meme kanseri hiicresi MCF-7
Uzerindeki sitotoksik etkileri, hiicre bliyimesini, proliferasyo-
nunu, morfolojik degisikliklerini, canlihigini goriintiilemek ve
optimum kalsitriol doz saptamak (izere 48 saatlik islem devam
ettirildi. Zamana bagh hicre indeksi grafigi 48 saat sonunda
RTCA software programi kullanilarak gorintilendi.

Kalsitriolin optimum anti-proliferatif etki gosterdigi 250 nm
olarak saptandi. 250 nM’lik kalsitriol ile doksorubisinin seri di-
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lisyon yapilan dozlarinin (1,84 pM-0,92 uM) kombinasyonunun
insan meme kanseri MCF-7 hiicre hatti Gzerinde sitotoksik et-
kisinin saptanmasina yonelik SRB testi uygulamasina gecildi.
Bunun icin 5000h/kuyu olmak Uzere ekimi yapilmis MCF-7
hicrelerinin 24 saat inkiibasyonundan sonra, kemoterapi ilag
kombinasyonlari ile kalsitriol eklenmis ve kalsitriol eklenmemis
gruplarini icermek Uizere SRB testi icin 48 saat inkibe edildi.
SRB testi sonucunda spektrofotometrik 6l¢tim ile sitotoksik etki
saptandi.

Vitamin D analogu kalsitriol, doksorubisin ve her ikisinin kom-
binasyonun MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti tizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla 96-kuyucuklu hiicre kiltir kapla-
rina her bir doz 3 farklh kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir.
Ayrica her bir deney en az 2 ayri bagimsiz deney seklinde ger-
ceklestirilmistir.

istatistiksel Analiz

MCF-7 hiicrelerinin antiproliferatif optimum kalsitriol doz tes-
piti zamana bagl hiicre indeksi grafigi RTCA software programi
kullanilarak yapilmistir. Sitotoksisite tayini icin uygulanan SRB
yontemi sonucu elde edilen spektrofotometrik 6l¢cim sonug-
lari, GraphPad Prism programi kullanilarak student’s t testi ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Anlamhhk degeri p<0,05
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kuyulara 4 pM'dan baglayarak seri dillisyon ile kalsitriol dozla-
ri uygulandi (Sekil 1). Deney sonucu uygulanan tiim kalsitriol
dozlarinin anti-proliferatif etkisi oldugu gézlemlendi. Kalsitriol
icin secilen optimum doz 250 nM’ d1. Ertesi glin kuyu basina
5000 hiicre olmak lizere MCF-7 hiicreleri Uzerinde tedaviye
baslandi. 48 saat inklibasyonda tutulan hiicrelerin SRB metodu
ile doksorubisin ve kalsitriol kombinasyonlarinin sitotoksik et-
kisi spektrofotometrik 6l¢iim yoluyla saptandi.

Doksorubisinin farkli dozlar (1,84 uM-0,029 pM) ve kalsitriol
optimum anti-proliferatif dozunun (250 nM) kombine tedavi-
sinin MCF-7 hiicreleri Gizerinde SRB metodu ile 6l¢climi sonucu
olusturulan canllik yiizdelerinin grafigi Sekil 2'de yer almakta-
dir. En yiiksek doz 1,84 uM olmak lizere soldan saga dogru seri
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Sekil 1. Chex-CELLigence kalsitriol optimum doz tespit grafigi; 1 numara (4 uM) en yiiksek kalsitriol dozunu icermektedir. Kalsitriol farkli
dozlar 1"den saga dogru seri dilisyon ile uygulanmistir. 5 numarali 6rnek grubu (250 nM) optimum doz olarak belirlenmistir.
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Sekil 2. MCF-7 hiicrelerinde kalsitrioliin ve doksorubisin farkli
dozlarinin kombine kullaniminin canlilik ylizdesi sonug grafigi.

diltsyon yapilmistir. Acik gri ile belirtilen grafik stitunu dokso-
rubisin ve kalsitriol kombinasyonu iken, koyu gri ile gésterilen
grafik siitunu sadece doksorubisin etkisini géstermektedir. Her
bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil et-
mektedir. 250 nM kalsitriol ve 1,84 uM doksorubisin kombinas-
yonu p=0,9171, 250 nM kalsitriol ve 0,94 uM doksorubisin kom-
binasyonu p=0,0331, 250 nM kalsitriol ve 0,46 uM doksorubisin
kombinasyonu p=0,0087, 250 nM kalsitriol ve 0,23 pM dokso-
rubisin kombinasyonu p=0,0757, 250 nM kalsitriol ve 0,115 uM
doksorubisin kombinasyonu p=0,2434, 250 nM kalsitriol ve
0,0575 pM doksorubisin kombinasyonu p=0,0176, 250 nM kal-
sitriol ve 0,029 uM doksorubisin kombinasyonu degerlerine sa-
hiptir. Ayni zaman periyodu icinde kalsitriol varligi baz alinarak,
doksorubisin ile kombine kullanimi ve tek basina doksorubisin
kullaniminin istatistiksel degerlendirmesi yapilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Glinimiizde meme kanseri tedavisinde ila¢ kombinasyonla-
rinin kullanilmasi konusunda yogun bir ilgi vardir (28-30). Bu
fikre uygun olarak, kombinasyon halinde olan ilaclarin bireysel
etkilerin toplamindan daha blyuk bir etki Gretmesi ve daha et-
kili bir tedavi saglamasi durumunda, terapétik bir etki elde edi-
lecegi dustinilmektedir. MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri,
antitimor ilaglarin uygulanmasini arastirmak icin yaygin olarak
kullanilan bir hiicre modelidir. Cesitli calismalar farkli antikan-
ser ilaglarin direngli hiicreler tizerindeki antiproliferatif etkileri-
ni ortaya koymustur (19, 31-36).

Vitamin D ve analoglarinin, hiicre proliferasyonu ve farklilas-
masl, apoptozis, anjiyogenez paratiroid hormon iliskili peptid
salgilanmasi ve timor metastazlari ile iliskili ¢esitli mekaniz-
malarda etkisi oldugu bilinmektedir (20, 37). In vivo ve in vitro
yapilan ¢alismalarda Vitamin D'nin VDR reseptori ile baglan-
masinin hlicre dongisi, apoptozis ve hicre farklilasmasi ile
iliskili genlerin transkripsiyonunu regiile ettigi belirtilmektedir.
Bu durum vitamin D’nin kanser tedavisinde etkili bir ajan ola-
bilecegini diistindiirmektedir (38, 39). VDR nin klasik yerlesimi
olan kemik, bébrek ve bagirsak yolu disinda 16semi hiicreleri ve
bircok malign hiicre tipi gibi epitel ve mezensimal hiicrelerde
yer almasi da bu diisiinceyi kuvvetlendirmektedir (20).
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Tina Gissel, Lars Rejnmark ve arkadaslarinin vitamin D alimi ve
meme kanseri ile ilgili literattirde yer alan ¢alismalara dair yap-
t1§1 analizde, toplamda 1731 adet meme kanseri ve vitamin D
iliskili yayin bulundugu fakat bunlardan sadece 6 tanesinin di-
rekt vitamin D alimi ve meme kanseri riskine dair orijinal verileri
icerdigini belirtmektedir. Calismalarda 100-400 1U/glin diize-
yinde alinan vitamin D’'nin, meme kanseri riskinde herhangi bir
degisiklige yol agmadigi, bu diizeyin izerinde vitamin D alimin-
da ise calisma sonuglarinin riski diislirmede etkili olabilecegine
dair sonuclar yer almaktadir (33).

Yaptigimiz ¢alismada gorildigi tizere Vitamin D'nin optimum
anti proliferatif dozu, ge¢miste yapilan calismalarda ki doz ile
farkliik gostermektedir (40, 41). Buna ek olarak vitamin D'nin,
uzun sureli kullanimda molekiler yapiyi nasil etkiledigine ve
herhangi bir toksik etkisi olup olmadigina dair yas, cinsiyet vs.
gibi durumlarla iliskilendirerek daha kapsamli calismalar da
yapilmalidir. Kalsitriollin, anti-proliferatif etkisi oldugu aciktir
fakat bunun yaninda vitamin D'nin kalsemik etkisi ila¢ kombi-
nasyonlari ile kullaniminda gesitli zorluklar olusturabilir.

Calismamizin sonucunda, antrasiklin grubu ilaclardan dokso-
rubisinin, kalsitriol ile kombine kullaniminin giinimiizde kulla-
nilan dozlar tizerinde azaltici yonde anlamli bir etkisinin olma-
digini saptadik. Bunun yaninda iki etken maddenin kombine
kullaniminin herhangi bir etkisinin olmadigini séylemek igin ise
heniiz erkendir. ilerleyen calismalarda Vitamin D'nin farkh ana-
loglar kullanilarak, kemoterapétik ilaclar ile etkilesimi incele-
nebilir. Doksorubisin ile kalsitroliin kombine kullaniminin mo-
lekuler yolaklar lizerindeki etkilerini saptamak icin calismalar
yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu alan ayrica, vitamin D
diizeyleri ve timor gelisimi ile iliskili molekuler yolaklarda go-
revli molekullerin diizeylerinin degisim ve etkilesimlerine dair
yapilacak calismalara da ihtiya¢ gostermektedir.
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