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OZET

Amag: Oleanolik asitten turetilen sentetik triterpenoidlerin, giclu antiproliferatif ve antitimoérojenik aktiviteye sahip
olduklari bilinmektedir. Bu galismada, bir triterpenoid olan CDDO-Me'nin insan meme kanseri hilicre hatlar
Uzerindeki sitotoksik etkilerini, meme kanserinin rutin tedavisinde kullanilan Tamoxifen ve Docetaxel ile
karsilagtirarak arastirmaktir.

Materyal Metod: CDDO-Me, Docetaxel veTamoxifen’in sitotoksik etkilerini incelemek icin meme kanseri hiicreleri
olarak MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre hatlari tercih edildi. Her bir ilacin gesitli dozlari hiicrelere uygulanarak
sitotoksik etkileri xCELLigence cihaz ile belirlendi ve ilaglarin ICso degerleri belirlendi. ICso dozlariyla muamele
edilen hucrelerden hiicre bloklari hazirlanarak, histolojik ve immunohistokimyasal boyama ile proliferasyon
indeksi Ki-67 ve Cyclin D1, antiapoptotik Bcl-2 ve proapoptotik Bax protein ekspresyonlari skorlandi.

Bulgular: CDDO-Me, Docetaxel veTamoxifen her iki hiicre hattinda hiicre canlihigini istatistiksel olarak énemli bir
sekilde inhibe etti. CDDO-Me'nin Tamoxifen ve Docetaxel ile etkileri molekiler diizeyde karsilastirildiginda, her iki
hiicre hattinda da apopitoz yolag agisindan CDDO-Me’'nin, Tamoxifen ve Docetaxel’e gore istatistiksel olarak
daha etkili oldugu (p<0.001) sonucuna varildi. Hiicre déngisu agisindan ise MCF-7 hiicrelerinde CDDO-Me'nin
Tamoxifen ile istatistiksel olarak benzer etkiler gosterdigi ve Docetaxel’in bu hiicre hattinda istatistiksel olarak
daha etkin oldugu (p<0.001) ve MDA MB-231 hiicrelerinde ise CDDO-Me'nin Docetaxel ile istatistiksel olarak
benzer etkiler gosterdigi ve Tamoxifenin bu hucre hattinda istatistiksel olarak daha etkin oldugu go6zlemlendi
(p<0.001).

Sonug: CDDO-Me'nin antiproliferatif ve apopitoz indikleyici etkileri, rutin meme kanseri tedavisinde kullanilan
Tamoxifen ve Docetaxel'in etkilerine gore her iki meme kanseri tipinde farkhlik gosterse de, CDDO-Me, meme

kanseri tedavisinde alternatif bir kemoterapdtik ajan olabilir. Ayrica bu ¢alismanin sonuglari gelecekte yapilacak in
vivo ¢alismalara yol gosterici olabilir.
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ABSTRACT

Objectives: Synthetic triterpenoids derived from oleanolic acid are known to have strong antiproliferative and
antitumorigenic activity. The aim of this study is to investigate the the cytotoxic effects of CDDO-Me, a
triterpenoid, on human breast cancer cell lines by comparing it with Tamoxifen and Docetaxel, which are used
in the routine treatment of breast cancer.

Material- Method: MCF-7 and MDA MB-231 were preferred as breast cancer cells to study the cytotoxic
impressions of CDDO-Me, Docetaxel and Tamoxife. By applying various doses of each drug to both cells, its
cytotoxic effects were determined by xCELLigence. Cell blocks were equipped and scoring the expressions of
Ki-67 and Cyclin-D1 (proliferation index), antiapoptotic Bcl-2, proapoptotic Bax by histological and
immunohistochemical staining in the blocks.

Results: CDDO-Me, Docetaxel and Tamoxifen inhibited the cell viability of both cells. When the effects of
CDDO-Me with Tamoxifen and Docetaxel were compared at the molecular level, it was concluded that
CDDO-Me was statistically more effective than Tamoxifen and Docetaxel in terms of apoptosis pathway in
both cell lines (p<0.001). In terms of cell cycle, CDDO-Me showed statistically similar effects with Tamoxifen
in MCF-7 cells and Docetaxel was statistically more effective in this cell line (p<0.001) and CDDO-Me showed
statistically similar effects with Docetaxel in MDA MB-231 cells and Tamoxifen was statistically more effective
in this cell line (p<0.001).

Conclusion: Although the antiproliferative and apoptosis-inducing effects of CDDO-Me differ in both types of
breast cancer according to the effects of Tamoxifen and Docetaxel used in routine breast cancer treatment,
CDDO-Me may be an alternative chemotherapeutic agent in the treatment of breast cancer and results of this
study may guide in vivo studies in future.
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1. Giris

Meme kanseri, kadinlarda kanserden 6limlerin en alisiimis nedeni olmakla beraber, 6zellikle BRCA
genlerindeki mutasyon sebebiyle "G¢li negatif’ meme kanserlerinin tedavisinin genellikle basarisiz
olmasindan dolayr meme kanseri insidansindaki artisin dniine gegilememektedir [1,2]. Bununla birlikte
Ostrojen reseptort pozitif (ER +) meme kanseri, tedaviye daha duyarli olmasi nedeniyle, 6strojen
reseptoril negatif (ER -) meme kanserine kiyasla daha az gorilme sikhigina sahiptir [3,4]. ER (+)
meme kanserinin tedavisi icin Tamoxifen, Raloxifene, Doxorubicin ve Docetaxel gibi bir¢ok ilag
gelistiriimis [5] olmasina ragmen, ER (-) meme kanserinde hem yan etkilerinden hem de tedaviye
olumsuz yanitlardan dolayi bu tir ilaglarin sinirli kullanimi, meme kanserinin prognozunda sorunlara
neden olmustur [6]. Bu nedenle istenmeyen yan etkilerden arindiriimis ve tedavide etkileyici yeni
ajanlarin gelistiriimesi icin yeni yaklagimlar 6nem kazanmistir.

Triterpenoidler, sifali bitkiler basta olmak Uzere biberiye ile kekikte ve elma gibi bazi meyvelerde
bulunan dogal bilesiklerdir [7,8]. Bu bilesiklerin biyolojik dnemi tam olarak aydinlatilamasa da, 6zellikle
Asya tibbinda da kullanilan oleanolik asit, antioksidan ve antiproliferatif 6zelliklere sahip dogal bir
triterpenoiddir [7-10]. Oleanolik asit tirevi CDDO ve onun C28 modifiye analoglari olan metil esterleri
(CDDO-Me; NSC713200, Bardoxolone Methyl, 2-siyano-3,12-diokso-oleana-1,9(11)-dien-28-oik asit
metil ester), preklinik ve klinik ¢galismalarda timor hiicrelerinde antiproliferatif etkileri ve apopitozu
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indikleme yetenekleri ile 6n plana cikmistir [7-14]. CDDO-Me'nin antioksidan ve antiproliferatif
yeteneginin, Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1/niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktér 2 yolunun
efektif bir sekilde yeniden etkinlestiriimesinden kaynaklandidi dusuniimektedir [14-16]. Yapilan
galismalarda CDDO-Me'nin nanomolar konsantrasyonlarinin, inflamasyonu ve oksidatif stresi
baskilayarak iyilestirici etkiler gosterdigi gosterilmistir [11, 15, 17, 18]. Antikanser etki mekanizmasi
tam olarak net olmasa da calismalardan elde edilen veriler, CDDO-Me’'nin MAPK yolunu (Erk1/2)
kullanarak hicre proliferasyonu inhibisyonunu gergeklestirebildidini agiklamaktadir [19-21].

Kanser gibi giderek yayginlasan ve tedavi sansi erken teshise bagli olan hastalik tlrlerinde tedavi igin,
yan etkileri en aza indirecek yeni etkin bir ila¢ veya kemopreventiflerin bulunmasi gerekmektedir. Bu
¢alismada inceledigimiz CDDO-Me'nin daha énceki yapilan galismalarda in vitro olarak meme kanseri
hiicre proliferasyonunu inhibe etmede etkin oldugu goésterilmistir, [9, 13, 21-26].

Ball ve ark. meme dokusundaki hiicreleri CDDO-Me (10-1000 nM) ile muamele etmis ve sonu¢ olarak
CDDO-Me'nin  hicre canlihdini inhibe ettigini, tuimdr iliskili makrofajlarin  immudnosupresif
aktivasyonunu azalttigini ve immun uyaricilarin (TNF-a, IFN-y ve IL-6) hem mRNA hem de protein
ekspresyonunu artirdigi ve ayni sekilde timor uyaricilarin (IL-10 ve VEGF) ekspresyonlarini da
azalttigini gézlemiglerdir [9]. Lapillone ve ark. farkli meme kanseri hicre hatlarina CDDO-Me (50-
1000 nM) uygulamasinin ardindan, CDDO-Me’nin hicrelerin biylimeyi inhibe ettigini, apopitozu ve
hicre dongusu tutuklamasini indikledigini gostermiglerdir [13]. CDDO-Me’nin etkinligini hem in vivo
hem de in vitro olarak gosteren Tran ve ark., CDDO-Me’nin (50 mg/kg diyet; 100-600 nM) ER (-) tUmor
hiicrelerinde matris metalloproteinaz-9 salgilanmasi ile siklin D1 ekspresyonunu inhibe ederek ve
epidermal blyume faktorl reseptorl ile STAT3'Un fosforilasyonunu azaltarak bu hicrelerin
proliferasyonunu azaltti§i sonucuna varmiglardir [21]. Yine CDDO-Me’nin (100-300 nM) etkinligini
hem in vivo hem de in vitro olarak galisan Liby ve ark. ¢alismasinda, CDDO-Me’nin in vivo kisimda
timoér hacminin yaklasik % 85'inde azalmaya neden oldugunu, bunun yani sira in vitro kisimda
Ozellikle ER (-) hicre proliferasyonunu azalttigi yoninde sonuglar almislardir [22]. Hyer ve ark.’nin in
vivo ve in vitro olarak tasarladigi ¢calismalarinda CDDO-Me’nin (250-1000 nM) yine timor buyldmesini
ve hicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve apopitozu tetikledigi sonucuna varmiglardir [23]. Ling ve
ark. CDDO-Me’nin (500 nM) etkinligini 6zellikle meme kanserinde asiri eksprese edilen STAT-3
protein inaktivasyonu yoluyla metastatik meme kanseri timér blytumesini inhibe ettigini bulmuslardir
[24]. Kim ve ark.’nin g¢alismasinda CDDO-Me (100-300 nM) maruziyeti sonucu BRCA1-mutasyonlu
meme kanseri hiicrelerinde, hiicre dongusiindeki G2/M fazinin inhibisyonuyla apopitozu indukledigi
yoéninde sonuca variimistir [25]. Jeong ve ark. ise CDDO-Me’nin (500-2000 nM) cesitli meme kanseri
hicrelerine uygulamasi sonucu meme kanseri hicrelerinde ER kaynakli vakuolasyona ve hicre
6limlne katki saglayan intraselliler Ca?* diizeylerinde artisa neden oldugunun yani sira c-FLIPL
asagl regllasyonu yoluyla kaspaz aktivasyonunuyla hicrelerde apopitozu tetikledigi sonucuna
varmiglardir [26].

Tim bu calismalar, CDDO-Me’'nin 6zellikle meme kanserinin 6nlenmesi ve tedavisinde etkili
olabilecegi yonunde ciktilar vermektedir. Ancak CDDO-Me'nin molekiler etkileri, meme kanseri
tedavisinde rutin olarak kullanilan Tamoxifen ve Docetaxel’in molekdler etkileri ile karsilastirimamistir.
Dolayisiyla bu ¢alismanin amaci, CDDO-Me’nin hormon sensitif ve hormon non-sensitif meme kanseri
hicre hatlar Gzerindeki sitolojik, morfolojik ve sitotoksik etkilerini, Tamoxifen ve Docetaxel ile
kiyaslamaktir.

2. Materyal ve Metot
Hiicre Kiiltiiri Caligmalari

Meme kanseri hicreleri olarak MCF-7 (ER+, PR+, HER+) ve MDA MB-231 (ER-, PR-, HER-) hiicre
hatlari bu galismada kullaniimak Gzere, American Type Culture Collection'dan (ATCC, Manassas, VA,
ABD) satin alinmistir. Analizlere baglamadan 6nce, her iki hiicre hatti da %10 Fetal Bovine Serum ve
%21 penisilin/streptomisin L-glutamin iceren Dulbecco’'s Modified Eagle Medium’da c¢ogaltiimistir.
Hucrelerin blyimesi ve ¢ogalmasi igin %5 CO: iceren, 37°C sicaklikta olan nemli bir inkibator
kullanilmigtir. Hicreler yaklasik %80-85 oraninda blyudikten sonra tripsinize edilip, pasajlanarak
analizlere kadar -80 °C’de stoklanmistir.
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Hiicre Canliligi ve Sitotoksisite

Antiproliferatif ve sitotoksik etkilerini gdzlemlemek icin her iki hiicre hattinda CDDO-Me ve Docetaxel
nanomolar (nM), Tamoxifen ise mikromolar (uM) dizeylerde hazirlanip kullaniimigtir. Bunun igin,
hlcreler her bir kuyucuk basina 1x10° olacak sekilde 16 kuyucuklu e-plakalarda kuiltire edilmis ve 24
saat boyunca hicreler inkiibe edilmistir. 24 saat sonra hicrelere ¢esitli dozlarda CDDO-Me (1-100
nM), Tamoxifen (1-100 uM) ve Docetaxel (1-100 nM) uygulanmis ve uygulanan tim ilaglarin hicre
canhligr analizi ile ICso hesaplamalari xCELLigence sistemi (Roche Diagnostics GmbH, Penzbeerg,
Almanya) ile belilenmistir. Tim sistemde normalizasyon yapabilmek adina ICso dederleri her ilag ve
her hlicre igin yaklasik 48. saatlerde hesaplanmistir.

Hiicre Bloklarinin Hazirlanmasi: Sitolojik ve immiinohistokimyasal Analizler

Her iki hicre hatti da daha 6nce ilaglarin sitotoksisite analizlerinde belirlenen 1Cso dozlariyla 48 saat
muamele edilmis ve hicre bloklari bu hicrelerden hazirlanmigtir.  Hucreler, tripsinizasyon olmadan
steril bir kaziyici ile kaldirllarak, %90 etil alkol ve %10 nétral tamponlanmis formalin ile sabitlenmistir.
Bu islemden sonra hucreler steril eppendorflara aktarilarak 2000 x r.p.m.'de santrifijlenmis ve tlplerin
dibine ¢oken pellet, sitoblok kiti (Shandon Cytoblock Cell Block Preparation System, Thermo Fisher
Scientific Inc., Cheshire, UK) ile kasetlere bloklanmistir. Kasetler, oda sicakliginda %10'luk nétral
formalin icinde bekletilerek sabitlenmis ve ardindan hicre bloklari parafine gémulmustur.

Histolojik ve immiinohistokimyasal Boyama Prosediirleri

Hucre bloklari bir mikrotom (Leica RM2245, Leica Microsystems Inc., Bannockburn, IL, ABD)
yardimiyla (4 pm kalinliginda) hazirlanarak, Hematoxylin-Eosin (H&E) ile boyanmigtir. Boyanan
kesitler daha sonra mikroskopla (Olympus BX51, Tokyo, Japonya) incelenmis ve
immunohistokimyasal analizler icin Ki-67 (rabbit monoclonal primary antibody, clone 30-9, Roche),
Bcl-2 (rabbit monoclonal primary antibody, clone SP66, Roche), Cyclin-D1 (rabbit monoclonal primary
antibody, clone SP4-R, Roche) ve Bax (rabbit polyclonal primary antibody, Dako) immin boyamalari
yapilmistir. Herhangi bir ilagla tedavi edilmeyen hicreler kontrol olarak kullaniimistir. H&E ile boyanan
kesitler mikroskopta incelenmis ve rastgele secilen 10 alandan H&E ile boyanmis hicreler sayilarak
ortalamalari alinmistir. Ki-67, Bcl-2, Bax ve Cyclin-D1 boyamalari 1sik mikroskobunda (Olympus BX51)
degerlendiriimis ve yine rastgele secilen alanlardan 100 hicrede pozitif boyanan hiicreler sayilarak
pozitif boyanan hiicrelerin ylzdeleri hesaplanmistir.

istatistiksel Analizler

istatistiksel ~analizler GraphPad Prism [27] programi ile yapilmistir. Histopatolojik ve
immunohistokimyasal skorlama degerlerinin karsilastiriimasi Ki-kare testi ile yapiimistir. 0.05’den
kiiclk olan P degerleri, anlamli olarak kabul edilmistir. Tim deneyler istatistik agisindan degerlendirme
ve standartlastirma igin g kere tekrar edilmistir.

3. Bulgular

Meme Kanseri Hiicre Hatlan Uzerinde Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me'nin Antiproliferatif
Etkileri

Cesitli dozlarda uygulanan CDDO-Me, Tamoxifen ve Docetaxel'in her iki hiicre hattinin proliferasyonu
Uzerindeki doza ve zamana bagh etkileri, gergek zamanli bir hiicre elektronik tespit sistemi ile analiz
edilmistir. Sekil 1'de gorildigu gibi CDDO-Me, Tamoxifen ve Docetaxel'in, MCF-7 (p<0,001) ve MDA
MB-231 (p<0,001) hiicre proliferasyonuna olan etkileri kontrol ile karsilastiriidiginda doz ve zaman
bagimli olarak anlamli bulunmus ve her iki hiicredeki uygulanan tiim ilaglarin 1Cso degerleri Tablo 1'de
gosterildigi gibi hesaplanmistir.
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Sekil 1. CDDO-Me, Tamoxifen ve Docetaxel’'in MCF-7 ve MDA MB-231 hucrelerine farkli konsantrasyonlarindaki
uygulamalarinin doz ve zaman bagimli etkileri xCELLigence sistemi ile analiz edilmistir. ilk ilag uygulamalar
hiicre ekimlerinden sonra yaklasik 24. saatlerde yapilmis olup, ilaglarin 1Csg dozlari uygulamalardan sonraki 48.
saatlerde hesaplanmistir. Kontrol olarak belirtilen gruptaki hiicreler higbir ilagla muamele edilmemis olup, bu sire
boyunca hiicrelere sadece besiyeri yani DMEM uygulamasi yapilmistir. (A) CDDO-Me’nin MCF-7 ve MDA MB-
231 hucre proliferasyonuna etkisi (p<0,001). (B) Tamoxifen’in MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre proliferasyonuna
etkisi (p<0,001). (C) Docetaxel'in MCF-7 ve MDA MB-231 hicre proliferasyonuna etkisi (p<0,001). Proliferasyon
deneyleri her bir hiicre ve ilag icin istatistik analizler acisindan ¢ kere tekrar edilmigtir. Veriler Ort+SS olarak
gOsterilmis olup, 0.05'den kuguk olan P degerleri, anlamli olarak kabul edilmistir.

Tablo 1. CDDO-Me, Docetaxel ve Tamoxifen'in MCF-7 ve MDA MB-231 hiicreleri i¢in hesaplanan ICso degerleri

MCEF-7 MDA MB-231
CDDO-Me (ICso0)( NM) 82 27
Tamoxifen (ICso)( UM) 40 50
Docetaxel (ICs0)( nM) 43 32

ICso. huicrelerin %50'sini inhibe eden inhibitor (ilag) konsantrasyonu, nM: nanomolar, uM: mikromolar.
Histokimyasal ve immiinhistokimyasal skorlama degerleri

CDDO-Me, Docetaxel ve Tamoxifen ile muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerin histopatolojik ve
immunhistokimyasal skorlari Tablo 2'de verilmistir. H&E, Bcl-2, Bax, Bax/Bcl-2 Ki-67 ve Cyclin-D1
skorlama degerlerinden elde edilen sonuglara gore istatistiksel olarak ilagla muamele edilmemis
hiicreler ile CDDO-Me, Docetaxel ve Tamoxifen ile muamele edilmis hiicreler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkhliklar gézlenmistir (p<0.001). Buna goére H&E Ki-67 ve Cyclin D1 ile boyanmig
hiicre sayilarinda MCF-7 i¢gin kontrol grubu ile kiyaslandiginda, ilaglarla muamele edilmis olanlarda
(CDDO-Me, Docetaxel, Tamoxifen) sirasiyla, 3.4, 2.2, ve 4.8 kat azalma; 4.2, 1.68, ve 3.65 kat
azalma; 2.3, 1.5 ve 3.8 kat azalma vardir. Ayni sekilde H&E, Ki-67 ve Cyclin D1 ile boyanmis MDA
MB-231 hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda, ilaglarla muamele edilmis olanlarda (CDDO-
Me, Docetaxel, Tamoxifen) sirasiyla, 6.5, 3.5 ve 2 kat azalma; 5.5, 5 ve 2 kat azalma; 4.5, 3 ve 1.6
kat azalma vardir. Ayrica sadece CDDO-Me, Docetaxel ve Tamoxifen ile muamele edilmis hicreler
histopatolojik ve immunohistokimyasal skorlama degerleri agisindan karsilastiriimis olup (Tablo 2),
H&E (Sekil 2), Ki-67 (Sekil 3), Bcl-2 (Sekil 4), Bax (Sekil 5), Cyclin-D1 (Sekil 6) ve Bax/Bcl-2 skorlari
arasinda 6nemli farkhliklar tespit edilmistir (p<0,001)
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Sekil 2. Kontrol, Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me igin H&E ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik
gorinimi (H&E x 400). Hicre bloklari bir mikrotom yardimiyla (4 um kalinliginda) hazirlanarak, Hematoxylin-
Eosin (H&E) ile boyanmistir. Tim deneyler her bir hiicre ve ilag igin istatistik analizler agisindan (g kere tekrar
edilmistir. Kontrol olarak belirtilen gruptaki hiicreler higbir ilagla muamele edilmemis olup, bu sire boyunca
hiicrelere sadece besiyeri yani DMEM uygulamasi yapilmistir.

Sekil 3. Kontrol, Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me i¢in Ki-67 ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik
g6rinimi  (Ki-67 x 400). Huicre bloklari bir mikrotom yardimiyla (4 pm kalinhdinda) hazirlanarak,
imminohistokimyasal analizler icin Ki-67 (rabbit monoclonal primary antibody, clone 30-9, Roche) ile immun
boyamasi yapilmistir. Tim deneyler her bir hiicre ve ilag igin istatistik analizler agisindan g kere tekrar edilmistir.
Kontrol olarak belirtilen gruptaki hicreler higbir ilagla muamele edilmemis olup, bu siire boyunca hiicrelere sadece
besiyeri yani DMEM uygulamasi yapilmistir.
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Sekil 4. Kontrol, Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me i¢in Bcl-2 ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik
gorinimi  (Bcl-2 x 400). Hucre bloklari bir mikrotom yardimiyla (4 pm kalinhdinda) hazirlanarak,
immunohistokimyasal analizler icin Bcl-2 (rabbit monoclonal primary antibody, clone SP66, Roche), ile immin
boyamasi yapilmistir. Tdm deneyler her bir hiicre ve ilag igin istatistik analizler agisindan g kere tekrar edilmigtir.
Kontrol olarak belirtilen gruptaki hicreler higbir ilagla muamele edilmemis olup, bu stire boyunca hiicrelere sadece
besiyeri yani DMEM uygulamasi yapilmistir.

Sekil 5. Kontrol, Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me icin Bax ile boyanmis hicre bloklarinin mikroskobik
g6rinimi  (Bax x 400). Hucre bloklari bir mikrotom yardimiyla (4 pm kalinhginda) hazirlanarak,
imminohistokimyasal analizler icin Bax (rabbit polyclonal primary antibody, Dako) ile immin boyamasi
yapilmistir. TUm deneyler her bir hiicre ve ilag igin istatistik analizler agisindan (¢ kere tekrar edilmistir. Kontrol
olarak belirtilen gruptaki hiicreler hicbir ilagla muamele edilmemis olup, bu siire boyunca hiicrelere sadece
besiyeri yani DMEM uygulamasi yapilmistir.
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Sekil 6. Kontrol, Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me i¢in Cyclin D1 ile boyanmis hicre bloklarinin mikroskobik
Cyclin D1 x 400). Hucre bloklari bir mikrotom yardimiyla (4 ym kalinliginda) hazirlanarak, immunohistokimyasal
analizler icin Cyclin-D1 (rabbit monoclonal primary antibody, clone SP4-R, Roche) ile immin boyamasi
yapiimistir.  Tdm deneyler her bir hiicre ve ilag igin istatistik analizler agisindan U¢ kere tekrar edilmistir. Kontrol
olarak belirtilen gruptaki hiicreler higbir ilagla muamele edilmemis olup, bu sire boyunca hiicrelere sadece
besiyeri yani DMEM uygulamasi yapilmigtir.

Tamoxifen, Docetaxel ve CDDO-Me'nin Meme Kanseri Hiicre Apopitozuna Etkileri

CDDO-Me, Docetaxel, Tamoxifen’in her iki hiicre hatti Uzerindeki apopitotik etkileri igin antiapopitotik
Bcl-2, proapopitotik Bax ekspresyon analizleri yapilmis olup (Sekil 3 ve Sekil 4), Bax/Bcl-2 oranlari
hesaplanmistir (Tablo 2). CDDO-Me, Docetaxel, Tamoxifen ile muamele edilen hicreler kendi
aralarinda karsilastinldiginda gruplar arasinda Bcl-2, Bax, Bax/Bcl-2, skorlama degerlerinde énemli
farkhhklar goriimustir (p<0.001) (Tablo 2). Buna goére Bcl-2 ve Bax ile boyanmis hiicre sayilarinda
MCF-7 icin kontrol grubu ile kiyaslandiginda, ilaglarla muamele edilmis olanlarda (CDDO-Me,
Docetaxel, Tamoxifen) sirasiyla; Bcl-2 ekspresyonlarinda 2, 1.4 ve 2.5 kat azalma ile Bax
ekspresyonlarinda 2.3, 2 ve 2.7 kat artma s6z konusudur. Ayni sekilde Bcl-2 ve Bax ile boyanmis
MDA MB-231 hcrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda, ilaglarla muamele edilmis olanlarda
(CDDO-Me, Docetaxel, Tamoxifen) sirasiyla; Bcl-2 ekspresyonlarinda 2.8, 2.4 ve 1.4 kat azalma ve
Bax ekspresyonlarinda 8.5, 6.8 ve 3.4 kat artma mevcuttur.

Tablo 2. Kontrol hiicre bloklari ile CDDO-Me, Tamoxifen ve Docetaxel uygulanan hiicre bloklarinda H&E, Ki-67,
Bcl-2, Bax, Cyclin-D1 ve Bax/Bcl-2 orani patolojik skorlama degerlerinin karsilastiriimasi

MCF-7 Untreated CDDO-Me Docetaxel Tamoxifen X2 p

H&E (n) 77 23 35 16 73.24 <0.001
Ki-67 (%) 84 20 50 23 69.37 <0.001
Bcl-2 (%) 79 40 55 32 30.99 <0.001
Bax (%) 30 70 59 80 24.61 <0.001
Bax/Bcl-2 0.38 1.75 1.07 2.50 152.34 <0.001
Cyclin-D1 (%) | 80 35 55 21 55.55 <0.001
MDA-MB-231 | Untreated CDDO-Me Docetaxel Tamoxifen X2 p

H&E (n) 85 13 24 43 96.50 <0.001
Ki-67 (%) 98 18 20 47 99.80 <0.001
Bcl-2 (%) 85 30 35 59 46.85 <0.001
Bax (%) 10 85 68 34 79.57 <0.001
Bax/Bcl-2 0.12 2.83 1.94 0.58 456.76 <0.001
Cyclin-D1 (%) | 90 20 30 58 81.24 <0.001

Bax: Bcl-2-associated X protein. Bcl-2: B-cell lymphoma 2, H&E: Hematoksilen-eozin, Patolojik skorlama degerleri Ki-kare testi
ile kargilagtiriimistir. 0.05°den kiiglik olan P degerleri (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. Tartisma ve Sonug

Proliferasyon her kanser turiinde oldugu gibi meme kanserinde de prognoz ve tedavi yaniti agisindan
kullanilan énemli bir gostergedir. Apopitoz yolundaki anormallikler rutin kanser tedavilerine direngle
iliskili oldugundan, apopitozun indiklenmesi hastaliin prognozunun iyilesmesine destek
olabilmektedir [20]. Bir onkogen olan Cyclin D1, hlcre siklusunda G1'den S fazina gecis kontrol
noktasini duzenlemekle beraber, asir eksprese olmasi halinde G1 fazini hizlandirarak hicre
cogalmasina neden olan bir proteindir ve kdtu prognozla iligkilendiriimektedir [27]. Ayrica proliferasyon
indeksi olan Ki-67’nin saptandigi vakalarda 6zellikle invazyon, daha kétu proliferasyon ve daha sik
metastazlar gériimustur [28]. Dolayisiyla Ki-67 de meme kanseri i¢in kot prognoz gostergesi olarak
gOsterilebilmektedir.

Bir triterpenoid olan CDDO-Me in vitro olarak, meme, pankreas, oral skuaméz htcreli karsinom,
yumurtalik ve akciger kanseri gibi gesitli kanser tirlerinde apopitozu indikleyerek guclu antiproliferatif
ve antitimdrijenik etkinlik gdstermigstir [15, 17-20, 22]. Calismalar, CDDOQO' larin MAPK ve ERK 1/2
yoluyla apopitozu indukledigini, NF-kB ve PPARYy sinyalini inhibe ettigini ve ayrica Bax ekspresyonunu
artirdigi ve Bcl-2 ile Flice benzeri inhibitor protein [15, 20, 22] ekspresyonlarini azalttigini gdstermistir.
CDDO-Me'nin meme kanseri hiicreleri Gzerindeki etkisini arastiran ¢esitli calismalar da bulunmaktadir.
Lapillonne ve ark. CDDO'nun hiicre déngusu inhibisyonuna neden oldugunu, MCF-7 ve MDA MB-435
hicre hatlarinda peroksizom proliferatori ile aktive olan reseptdér gama, Cyclin-D1 ve Bcl-2
inaktivasyonunun reaktivasyonu yoluyla apopitozu indikledigini gostermistir [13]. Baska bir ¢alismada
CDDO'nun HER-2 tirozin kinaz aktivitesini inhibe ettigi ve HER-2 pozitif meme kanseri hicreleri
Uzerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu bildirilmistir [29]. Ayni ¢alismada CDDOQO'nun Cyclin-D1
MRNA ve protein ekspresyonunu azalttigi gosterilmigtir. Bir in vivo ¢alismada, CDDO-Me, ER(-) meme
timorlerinin olusumunu énleyerek koruyucu bir etki sergilemis olup, timdér blyUmesini inhibe ederek
antitimoral bir etki géstermistir [27]. T47D ve MDA-MB-468 meme kanser hicrelerinin kullanildigi
baska bir ¢calismada [23], CDDO ve CDDO-im'’in, apopitozisi indikledigi bildirilmistir. Ling ve ark. ‘nin
yaptigi, kemoterapiye direncgli olan murine 4T1 meme timér modeli lzerinde yapilan bir ¢alismada
[24], CDDO-Me’nin STAT3 inaktivasyonu yoluyla timér blylUmesini ve metastazi inhibe ettigi
bulunmustur. Diger bir sentetik triterpenoid bilesik olan CDDO-im’in, BRCA1 mutasyonu iceren meme
kanseri hiicre soylarinda, hicre siklusunun G2/M fazini inhibe ettigi, DNA hasari ve apopitozise neden
oldugu, diger yandan nonmalign MCF-10A meme epitel hicreleri ve normal fare 3T3 fibroblast
hicrelerine karsi selektif olarak sitotoksik etki gostermedidi bildirilmistir [25]. Jeong ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir calismada [26], MDA-MB 435, MDA-MB 231, MDA-MB 468, BT-549, T47D ve
MCF-7 meme kanser hiicre soylarinda CDDO-Me doz, zaman ve hiicre tipine bagli olarak sitotoksik
etki gostermistir. Bizim ¢alismamizla benzer olarak, CDDO-Me’nin, triple negatif olarak siniflandirilan
MDA-MB 435, MDA-MB 231, MDA-MB 468 ve BT-549 hiicre soylari Gzerinde daha fazla sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.

Calismamizda Nrf-2 aktivatéri CDDO-Me'nin hormona duyarli (ER ve PR +) MCF-7 ve hormona
duyarli olmayan (ER ve PR -) iki farkli insan kaynakli meme kanseri hiicre hatti Gzerindeki etkileri,
meme kanseri tedavisinde halen yaygin olarak kullanilan Tamoxifen ve Docetaxel'in etkileri ile
kiyaslanarak gézlemlenmistir. Arastirilan bilesigin etkilerini ortaya ¢ikarmak igin sitotoksisite analizi ile
histopatolojik ve imminohistokimyasal analizler yapiimistir. Calismamizin sonucunda CDDO-Me
uygulanmis ve Hematoksilen & Eozin ile immin boyanmis hiicre preparatlari analizlerine gére, her iki
hiicre tipinde de hicre sayilarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamh olarak azaldigi (p<0.001)
g6zlemlenmistir. Bunun yani sira tim ilaglarla muamele edilmis ve H&E ile boyanmig MCF-7 hiicre
sayllarinda ilaglar arasinda istatistiksel olarak bir farkliik bulunmazken, MDA MB-231 hiicrelerinde
hiicre sayisi agisindan CDDO-Me, Tamoxifen’e gore istatistiksel olarak daha etkin olarak bulunmustur.
CDDO-Me'nin  her iki meme kanseri hicre tipinde de doz ve zamana bagli olarak hicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, Ki-67, Cyclin-D1, Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi, Bax ekspresyonunu
artirdigr  gortlmustir. Boylece CDDO-Me'nin, hiicre siklusunda G1 fazini hizlandirarak hicre
proliferasyonunu artiran Cyclin-D1 ve proliferasyon indeksi Ki-67'deki azalmaya sebep olmasiyla,
hicre dongusini G1/S fazinda durdurdugunu ve Bax/Bcl-2 oranini artirmasiyla da apopitozu
tetikleyerek hiicre proliferasyonunu engelledigini soyleyebiliriz. Dolayisiyla bu g¢alismada CDDO-
Me’nin her iki meme kanseri hlicre hattindaki molekiler etkileri hem sitotoksik hem apopitotik hem de
hicre donglsu agisindan, yukarida adi gegen c¢alismalarin sonuglariyla benzer sekildedir.

Bunun yanisira CDDO-Me’'nin molekdler etkilerini Tamoxifen ve Docetaxel ile karsilastirdigimizda;
MDA MB-231 hiicrelerinde immiin boyanmig olan Bax ve Bcl-2 skor ve oranlarina gore apopitoz yolagi
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acisindan CDDO-Me’nin, Tamoxifen ve Doceteaxel'e gore istatistiksel olarak daha etkili oldugunu
(p<0.001); yine immin boyanmis Ki-67 ve Cyclin-D1 skorlarina gore hiicre dongisi agisindan CDDO-
Me’nin Docetaxel ile istatistiksel olarak benzer etkiler gosterdigi ve Tamoxifenin bu hiicre hattinda
istatistiksel olarak daha etkin oldugu gdézlemlenmistir (p<0.001). MCF-7 hicrelerinde de immin
boyanmis olan Bax ve Bcl-2 skor ve oranlarina gore apopitoz yolagi agisindan CDDO-Me’nin,
Tamoxifen ve Docetaxel’e gore istatistiksel olarak daha etkili oldugunu (p<0.001); yine immun
boyanmis Ki-67 ve Cyclin-D1 skorlarina gére hiicre dongisi agisindan CDDO-Me’nin Tamoxifen ile
istatistiksel olarak benzer etkiler gosterdigi ve Docetaxel'in bu hiicre hattinda istatistiksel olarak daha
etkin oldugu gézlemlenmistir (p<0.001). Sonuglara bakildijinda genel olarak CDDO-Me her iki hiicre
hattinda da Tamoxifen ve Docetaxel’e goére apopitoz agisindan daha etkindir.

Hormon sensitif olan meme kanseri tedavisi i¢in klinikte rutin olarak kullanilan ilaglarin 6zellikle bu
tirdeki kanserde daha az yan etkiye sahip olup, daha etkili olmasi yénlyle tedaviye daha ¢abuk yanit
alinabilmektedir. Bunun tam tersi hormon non-sensitif meme kanserinde hem yan etkilerinden hem de
tedaviye olumsuz yanitlarindan dolayi ilaglarin sinirli kullaniimasi, bu turdeki kanserde sagkalim
oranini distirmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda 6zellikle hormon non sensitif kanser tedavisi igin
yeni ve daha etkili alternatiflerin olmasi gerektiginin dnemi ortaya gikmaktadir. CDDO-Me’nin hormon
sensitif ve hormon non-sensitif meme kanseri hiicre hatlari ile ¢alisiimasinin asil sebebi bu olmakla
beraber, yapilan c¢alismalarin sonuglarina bakildiginda &zellikle reseptér negatif meme kanseri
hiicrelerinde CDDO-Me’'nin daha etkili oldugu vurgulanmistir. Bunu en iyi agiklayan calismalardan
birisinde, CDDO-Me uygulamasi sonrasi yaklasik 48. saatlerde MDA MB-231 hiicrelerinde MCF-7
hicrelerine gore hiicre bluylumesi inhibisyonunun fazla olmasi, hiicre dénglisinde G1 fazinda daha az
hicre yogunlugunun olmasi, Cyclin D1 protein ekspresyonunun asagi regule edilmesi, apopitotik
hicre yogunlugunun daha fazla olmasi sonuglariyla; gerek blylime inhibisyonu gerekse apoptoz
acisindan hormon non sensitif hicrelerde CDDO-Me’'nin daha etkili oldugu gdézlenmis olup, kendi
calismamiz dahil pek ¢ok calisma icin, bu bilesigin hem her iki kanser hicre tipiyle hem de rutinde
kullanilan ilaglarla kiyaslama acisindan yol goésterici olmustur.

CDDO-Me’nin hormon sensitif ve hormon non-sensitif meme kanseri hucrelerinde, 6zellikle hiicre
dongusi ve apoitoz yoladi agisindan farkh olan etkileri hakkinda hentiz net bir bilgi elde edilememistir.
Buna ragmen iki farkli hiicre tipinde de farkli sonuglar vermesinin arkasinda belki de CDDO-Me’nin
etkiledigi 6zellikle genomik diizeyde farkli ve olasi sinyal yolaklari olabilir. Dolayisiyla ileride yapilacak
olan galismalarla meme kanserinin farkli tirlerinde daha detayli bir genomik analiz yapilarak CDDO-
Me’nin her iki farkli hicre tipindeki etkilerinin farkli olmasinin arkasinda yatan sebepler bulunabilir.
Sonug olarak, meme kanseri hiicrelerinde CDDO-Me'nin antitimoral etkinligini gosterdigimiz bu in vitro
calisma, gelecekteki klinik faz ¢calismalarina destek olup rehberlik edebilir.
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