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Selenyum Dioksit ve Paklitaksel Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme
Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi*
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Amac: Bu calismanin amaci, bitkisel kokenli bilesik olan selenyum dioksit (SEL) ile kemoterapdtik ilag olan
paklitaksel’in (PTX) kombine uygulamasinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti tizerine etkisinin belirlenmesidir.
Gerec¢ ve Yontemler: Calismamizda 6ncelikle SEL’in yar1 maksimal inhibitor konsantrasyonunun belirlenmesi amactyla
MTT testi yapildi. Deney gruplar1 SEL1, SEL2, SEL3, PTX, SEL1+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX seklinde
olusturulduktan sonra apoptoz TUNEL metodu, NF-kB ekspresyonu immunofloresan boyama metodu ile hiicre canliligi
ise MTT analizi ile gosterildi.

Bulgular: SEL’in meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligim azalttigi gosterildi. SEL1, SEL2, SEL3, PTX gruplarinda
kontrole gdre apoptozun arttig1 goriildii (p<0,001, p<0,001, p=0,312, p<0,001). SEL1+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX
gruplarinda ise PTX grubuna gore apoptozun azaldigi belirlendi (p=0,009, p=0,011, p=0,010). SEL1, SEL2, SEL3, PTX
gruplarinda kontrole gére NF-kB immiinreaktivite yogunlugunda azalma oldugu gériildii (p<0,001, p=0,002, p>0,999,
p<0,001). SEL1+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX gruplarinda NF-kB ekspresyonunda PTX grubuna gore artig oldugu
belirlendi (p>0,999, p>0,999, p>0,999). SEL1+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX gruplarinda PTX grubuna gére hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig oldugu gériildii (p>0,999, p>0,999, p=0,725).

Sonug¢: Mevcut calismada MDA-MB-231 meme kanseri hiicre dizisinde SEL ve PTX’in antagonistik etkiye sahip
olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz; MDA-MB-231; NF-kB; paklitaksel; selenyum dioksit.

Evaluation of the Effect of Selenium Dioxide and Paclitaxel Combination on MDA-MB-231

Breast Cancer Cell Line
ABSTRACT
Aim: The aim of this study is to determine the effect of the combined application of the plant-derived compound selenium
dioxide and the chemotherapeutic drug paclitaxel (PTX) on the MDA-MB-231 breast cancer cell line.
Material and methods: In our study, first of all, the MTT test was performed to determine the semi-maximal inhibitory
concentration of selenium dioxide. After the experimental groups were formed as SEL1, SEL2, SEL3, PTX, SEL1+PTX,
SEL2+PTX, and SEL3+PTX, apoptosis was demonstrated by the TUNEL method, NF-kB expression was demonstrated
by the immunofluorescent staining method, and cell viability was demonstrated by MTT analysis.
Results: Selenium dioxide has been shown to decrease cell viability in breast cancer cells. Apoptosis was observed to be
increased in SEL1, SEL2, SEL3, and PTX groups compared to control(p<0.001, p<0.001, p=0.312, p<0.001). It was
determined that apoptosis was decreased in the SEL1+PTX, SEL2+PTX and SEL3+PTX groups compared to the PTX
group (p=0.009, p=0.011, p=0.010). A decrease in NF-kB immunoreactivity intensity was observed in the SEL1, SEL2,
SEL3, PTX groups compared to the control (p<0.001, p=0.002, p>0.999, p<0.001). It was determined that there was an
increase in NF-kB expression in the SEL1+PTX, SEL2+PTX and SEL3+PTX groups compared to the PTX group
(p>0.999, p>0.999, p>0.999). There was a statistically insignificant increase in cell viability in the SEL1+PTX,
SEL2+PTX, and SEL3+PTX groups compared to the PTX group.
Conclusion: In the current study, it was determined that SEL and PTX have antagonistic effects on the MDA-MB-231
breast cancer cell line.
Keywords: Apoptosis; MDA-MB-231; NF-kB; paclitaxel; selenium dioxide.
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BULUT ve ark.

GIiRiS

Diinya Saglik orgiitii 2020 yilinda diinya genelinde 2,3
milyon kadina meme kanseri teshisi kondugunu ve
685.000 kadinin ise meme kanserinden o6ldigini
bildirmistir (1). Gliniimiizde meme kanserinde rutin tedavi
olarak kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedaviye ek
olarak hedef molekiil tedavileri de uygulanmaktadir (2).
PTX, rahim ve meme kanseri tedavisinde siklikla tercih
edilen kemoterapotik ila¢lardan birisidir (3). PTX, hiicre
boliinmesi sirasinda mikrotiibiil kompleksini etkileyerek
hiicre dongiisiinii durdurmakta ve hiicrelerde apoptoza
neden olmaktadir (4, 5). Klinik ¢alismalar dogrultusunda
PTX’in norotoksisite, gastrointestinal sistem toksisitesi,
miyelosupresif etki ve hipersensitivite gibi yan etkilerinin
oldugu belirtilmistir (6). Baz1 insanlarda ise, kanser
hiicrelerinde PTX’e kars1 direncin gelistigi gozlenmistir
(7). Bu negatif etkileri minimale indirmek ve PTX’in
kanser hiicrelerindeki etkinligini artirmak {izere, son
donemlerde gergeklestirilen ¢aligmalar yon degistirmistir.
Bu c¢aligmalar kemoterapotik ilaglarin  ¢esitli  dogal
bilesiklerle kombinasyonel kullanimlari ile etkinliklerinin
artirilmasi tizerine yogunlagmustir (8-10).

Selenyum dioksit, insan sagligl i¢in esansiyel bir eser
element olan selenyumun inorganik formudur (11).
Selenyumun, antioksidan etkisiyle kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, norolojik problemler ve kanser gibi 6nemli
dejeneratif hastaliklarin  olusumunun engellenmesinde
onemli rol oynadig: belirlenmistir (12). Ayrica kemoterapi
ve radyoterapi ile iliskili yan etkilere kars1 alternatif olarak
da  Onerilmektedir (13-16). Selenyumun apoptoz
aktivasyonu, hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu, immiin
sistem uyarilmasi ve anjiyogenezin inhibisyonu gibi
mekanizmalar iizerindeki etkisinden dolayr meme
kanserinde faydali olabilecegi diigiiniilmektedir (17).
Ancak kullanilan takviye ajanlarin kemoterapétik ilaglarla
etkilesimi sonucunda tedaviye nasil bir yon katacagi
degisebilmektedir. Dolayisiyla bu etkiyi belirlemeye
yonelik calismalar hiicre proliferasyonu ve Oliimiinde
etkili olan sinyal yolaklarindaki molekiiller hedef alinarak
yiriitilmelidir. Bu yolaklardan biri de apoptozdur.
Apoptoz, normal fizyolojik sartlarda, hasar gérmiis veya
yaslanmis hiicrelerin programlanmis bir mekanizmayla
6lmesidir (18). Cogu kanser ¢esidinde apoptotik sinyal
yolaginda bozulmalar oldugu belirlenmistir (19). Apoptoz
mekanizmasinda ¢ok sayida farkli protein gorev
yapmaktadir. NF-kB’da bir transkripsiyon faktorii olup bu
siirecte rol almaktadir (20). NF-kB, apoptozu uyaran
molekiile gore hiicrelerde pro ya da anti-apoptotik
fonksiyon gosterebilmektedir (21).

Meme kanserinde, c¢esitli c¢aligmalarda, selenyum
seviyeleri ile kanser riski ve 6liim orani arasinda ters bir
iligki oldugu soylenmektedir (22). Ancak selenyumun
inorganik formu olan SEL ile yapilan ¢aligmalar olduk¢a
kisithidir. Bu nedenle SEL takviyesinin PTX ile birlikte
uygulanmasinin meme kanseri hiicrelerindeki etkilerinin
belirlenmesinde  hiicre ~ apoptozunun  molekiiler
ozelliklerinin anlasilmasi &nemli rol oynamaktadir.
Dolayistyla bu ¢alismada SEL’in PTX ile birlikte
uygulanmasinin  MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
dizisinde hiicre proliferasyonu, apoptoz mekanizmas ile
bu siirecte 6nemli rol oynayan NF-kB {iizerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmistir.
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Bu ¢alisma, TYL-2021-11044 no’lu proje kodu ile Erciyes
Universitesi  Bilimsel ~Arastirma  Projeleri  Birimi
tarafindan desteklenmistir. Calismanin deneysel agamalari
Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi ile Erciyes
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Anabilim Dali Aragtirma laboratuvarlarinda
gerceklestirildi.

Hiicre Kiiltiirii

Calisgmamizda MDA-MB-231 (ATCC kaynakli) insan
meme kanseri hiicre dizisi kullanildi. Hiicreler %10
oraninda FBS (Gibco, Giiney Amerika), %1 L-glutamin
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, ABD) igeren
Dulbecco'nun konsantre Eagle's Medium (DMEM)( Sigma
Aldrich, ABD) besiyerinde kiiltiire edildi. Ayrica bakteri
kontaminasyonunun onlenmesi amaciyla 100 1U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisinden (Capricorn
Scientific, Almanya) olusan antibiyotik soliisyonundan
%1 oraninda besiyerine eklendi. Hiicreler 75cm2 kiiltiir
flasklarina ekildi, 37°C’de 5% CO2 igeren inkiibatorde
bekletilerek canliliklarinin devami saglandi.

Selenyum Dioksitin Hazirlanmasi

SEL (Selenium dioxide; molecular weight: 110,96 g/mol),
Merck-Millipore firmasindan (800653, Merck, Darmstadt,
Almanya) temin edildi. Oncelikle 500uM stok SEL
¢ozeltisi igin 1,1 mg SEL tartild1 ve 20 ml steril dH20 ile
¢0Ozdiiriildi. Daha sonra 0,2 um filtreden gegirilerek steril
hale getirildi.

Paklitaksel Dozunun Belirlenmesi

Sivi formda temin edilen PTX (300 mg/50 ml, Sandoz,
Novartis) dozu literatiir taramasi sonrast 20 nM olarak
belirlendi (23-25). Stok soliisyondan besiyeri ile diliie
edilerek hazirlandi.

Selenyum Dioksitin Yar1 Maksimal Inhibitor
Konsantrasyon Dozunun Belirlenmesi
SEL uygulamasi sonrast yart maksimal inhibitor

konsantrasyon (IC50) dozunun belirlenmesi amaciyla
hiicre canlhilik testi olarak MTT (tetrazolyum (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum  bromid) testi
kullanildi (26). Bu amagla 3 adet (24, 48 ve 72 saat) 96
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 100ul’de 5x103
hiicre gelecek sekilde ekildi. Sonra hiicrelerin yapismasi
icin 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatdrde 24 saat 6n
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin farkli dozlarda SEL
(14uM, 12 pM, 10 pM, 8 uM ve 6 uM) her doz i¢in 100
pl hacimde olacak sekilde ilgili kuyucuga eklendi.
Hiicreler daha sonra 24, 48 ve 72 saat boyunca 37 °C'de
%5 CO2 inkiibatoriine yerlestirildi. Her periyodun
sonunda uygun plak {izerindeki hiicrelere 10 pl MTT
(Sigma Aldrich, Amerika) soliisyonu eklendi. Hiicreler
daha sonra 37 °C'de %5 CO2'de 4 saat siireyle inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan formazan
kristallerini pargalamak i¢in tiim kuyucuklarin hiicrelerine

100 ul DMSO (Sigma Aldrich, Amerika) ilave edildi.
Daha sonra 570 nm dalga boyunda
spektrofotometre  (Promega  Glomax  Multireader,

Wisconsin, Amerika) ile absorbans degeri Olgiildii.
Kontrole gore ilag uygulanan hiicrelerin absorbans
degerleri orantilanarak IC50 dozu belirlendi.
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Deney Gruplarinin Olusturulmasi

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in SEL’in IC50 dozu
belirlendikten sonra PTX ile birlikte sekiz grup
olusturuldu; Kontrol grubu, herhangi bir ilag uygulamasi
yapilmadan sadece besiyeri ile inkiibe edilen hiicre hatti
grubu; SEL1 grubu, SEL’in IC50 dozunun iki katinin
hiicrelere uygulandig1 grup; SEL2 grubu, SEL’in IC50
dozunun hiicrelere uygulandig: grup; SEL3 grubu, SEL’in
IC50 dozunun yarisinin hiicrelere uygulandigi grup; PTX
grubu, PTX’in belirlenen dozunun hiicrelere uygulandigi
grup; SEL1 + PTX, SEL’in IC50 dozunun iki kat1 doz ve
PTX dozunun birlikte hiicrelere uygulandig: grup, SEL2 +
PTX, SEL’in IC50 dozu ve PTX dozunun birlikte
hiicrelere uygulandigi grup; SEL3 + PTX, SEL’in IC50
dozunun yarist ve PTX dozunun birlikte hiicrelere
uygulandigi grup.

Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi i¢in ApopTag® Fluorescein In Situ
Apoptosis Detection Kit (EMD Millipore, Darmstadt,
Almanya) kullanildi. Hiicreler yuvarlak lamellere
ekildikten sonra selenyum dioksit ve PTX uygulamalari
yapildi. 24 saat sonra %10 formaldehit soliisyonu ile
hiicreler fikse edildikten sonra 0.5% Triton X-100 ile 15
dakika muamele edildi. Daha sonra TUNEL karigimi
iiretici firma talimatlarina gore her bir lamele uygulandi
(27). Apoptozu belirlemek igin, 400x orijinal biiylitme ile
her grup igin on ayr1 mikroskobik alandan goriintii rastgele
alindi. TUNEL pozitif hiicrelerin immiinreaktivite
yogunluklari, Image J yazilimi (Imagel, Bethesda,
Amerika) kullanilarak 6l¢iildi.

NF-kB Ekspresyon Analizi

MDA-MB-231 hiicre hattinda ilag uygulamalar1 sonrasi
NF-kB  ekspresyon  diizeyini  belirlemek iizere
immiinofloresan boyama metodu kullanildi. Hiicreler PBS
ile yikandiktan sonra %35 goat serumu damlatilarak 1 saat
beklendi. Tekrar fosfat tamponu (PBS) ile yikandi. Daha
sonra hiicreler NF-kB antikoru (Santa cruz, Sc-8008,
Kaliforniya, ABD) damlatilarak 1 gece +4 °C'de bekletildi.
Ertesi giin hiicreler 10 dk PBS ile yikandiktan sonra FITC
sekonder antikor ile 60 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra PBS ile yikanan
hiicrelere ¢ekirdek boyanmasi i¢in bir dakika DAPI
uygulandi. Hiicreler tekrar PBS ile yikandiktan sonra
kapatict medyum ile kapatildi. Preparatlar Olympus
BX51 floresan mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya)
altinda incelendi. NF-kB ekspresyon diizeyini belirlemek
iizere her gruptan rastgele 10 farkli alandan Image J
yazilimi (ImageJ, Bethesda, Amerika) kullanilarak 6l¢iim
yapildi.

Hiicre Canlii@imin Gésterilmesi

SEL ile PTX kombine uygulanmasinin hiicre canliligina
etkisi MTT metodu uygulanarak gosterildi (26). Bunun
i¢in besiyeri igerisinde 3x103 hiicre/kuyu olacak sekilde
96 kuyucuklu plakaya hiicre ekimi yapildi. Ertesi giin
belirlenen dozlarda SEL ve PTX soliisyonlar1 belirlenen
dozlarda besiyeri ile diliie edilerek hiicrelere uygulandi.
Ardindan hiicreler 37 °C, %5 CO21i inkiibatére konuldu.
Belirlenen siirenin sonunda ilgili plakadaki hiicreler
iizerine 10pl MTT (Sigma Aldrich, Amerika) soliisyonu
eklendi. Daha sonra hiicreler 4 saat siireyle 37 °C, %S5

CO2’1li ortamda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
biitiin kuyucuklardaki hiicrelerin {izerine 100 ul DMSO
(Sigma Aldrich, Amerika) eklendi. Plakadaki ¢dzeltilerin

absorbans  degerleri 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Promega Glomax Multireader,
Wisconsin, Amerika) Ol¢iildii. Kontrol grubunun

absorbans degerinde hiicre canliligi %100 olarak kabul
edildi. Kontrole gore ilag uygulanan hiicrelerin absorbans
degerleri orantilanarak yiizde canlilik degerleri hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Her  antikorun  immiinreaktivitesinin  yogunlugu
degerlendirilirken, her bir lamelden rastgele 10 farkli
alandan Image J yazilim programu kullanilarak o6lciim
yapildi. Verilerin istatistiksel analizi i¢cin GraphPad Prism
8.0.2 paket programi kullanildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-wilk testi ile degerlendirildi. Yiizde
canlilik degerlerinin doz gruplarina goére karsilastiriimalart
“one sample t test” ile yapildi. Ikiden fazla gruplar arasi
kargilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi kullanildi.
Ikiden fazla 6l¢iimler arasi karsilastirmalar igin Friedman
testi ve tekrarli Olciimler de varyans analizi ile
degerlendirildi. Coklu karsilagtirmalar i¢in Dunn-
Bonferroni ve Tukey testleri uygulandi. Anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edildi. Veriler ortalama (X) + standart
sapma (SS) olarak ifade edildi.

BULGULAR

Selenyum Dioksitin IC50 Dozunun Belirlenmesi

MTT analizi sonrasinda 24, 48 ve 72. saatlerde SEL
konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulandiktan sonra meme
kanseri hiicrelerinin canliliginda énemli bir diisiis oldugu
goriildii. Buna gore de IC50 dozu MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatt1 i¢in 12uM-24 saat olarak belirlendi
(Sekil 1).
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Sekil 1. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait 24
saat SEL toksisitesi. Her bir SEL dozunun ortalama yiizde
canlilik degerleri verilmistir (*p<0.05,
**p<0.01,***p<0.001). SEL: selenyum dioksit.
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Apoptoz Analizi Bulgular

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt iizerine SEL ve
PTX uygulamasi sonrasi elde edilen immunofloresan
goriintiiler sekil 2’de gosterildi. Resimlerdeki yesil
yansimalar TUNEL+ apoptotik cisimciklerdir. Deney
gruplarina ait TUNEL+ apoptotik hiicre
immiinreaktivitelerinin istatistiksel analiz sonuglar1 tablo
1’de verilmigtir. SEL’in tek basmna meme kanseri
hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda SEL1 ve SEL2
grubunda TUNEL+ apoptotik hiicre immiinreaktivitesinde
kontrol grubuna gore anlamli bir artma oldugu goriildii
(p<0,001). SEL3 grubunda ise kontrol grubuna gore
apoptotik hiicrelerde bir artis oldugu ancak bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi (p=0,312).
PTX grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artmis apoptotik hiicre varligi dikkati g¢ekti
(p<0,001). SEL ve PTX’in birlikte uygulandig1 gruplara
bakildiginda SEL1+PTX grubunda apoptotik hiicre
yogunlugunda hem SEL1 (p<0,001) hem de PTX grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii
(p=0,009). SEL2+PTX grubunda da benzer sekilde SEL2
ve PTX gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu goriildii (p=0,001, p=0,011). SEL3+PTX
grubu degerlendirildiginde SEL3 grubu arasinda anlamli
fark olmadig1 (p>0,999), PTX grubuna gore ise
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi
(p=0,010). SEL1+PTX(p=0,009), SEL2+PTX e

SEL3+PTX gruplart ile PTX grubu arasinda apoptotik
hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak bir azalma oldugu
dikkati ¢ekerken p=0,011, p=0,010), bu ii¢ grubun kendi

aralarinda anlamli bir farkliligin olmadig1 goriildi
(p>0,999) (Sekil 2, Tablo 1).
TUNEL DAPI MERGE

KONTROL

SEL1

SEL2

SEL3

Sekil 2. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattina ait TUNEL  gorintiileri.
Resimlerdeki yesil yansimalar hiicrelerde olusan apoptotik
cisimcikleri gostermektedir. SEL: selenyum dioksit, PTX:
paklitaksel.

MERGE

TUNEL DAPI

PTX

SEL2 + PTX SEL1 + PTX

SEL3 + PTX

Sekil 2 (devami). SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattina ait TUNEL gorintiileri.
Resimlerdeki yesil yansimalar hiicrelerde olusan apoptotik
cisimcikleri gostermektedir. SEL: selenyum dioksit, PTX:
paklitaksel.

NF-kB Ekspresyon Bulgulari
SEL ve PTX’in birlikte MDA-MB-231 meme kanseri

hiicre  hatti  lizerine uygulamasi1 sonrast NF-kB
ekspresyonuna dair elde edilen immunofloresan
goriintiler  sekil  3’de  gosterildi.  Mikroskobik

fotograflardaki yesil yansimalar NF-kB’nin sitoplazmik
yerlesim goOsterdigini  belirledi. Gruplardaki NF-kB
immiinreaktivite yogunlugunun istatistiksel sonuglari
Tablo 2’de gosterilmistir. SEL’in tek basina uygulanmasi
sonrasinda SEL1 ve SEL2 grubunda NF-kB
ekspresyonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0,001, p=0,002).
PTX grubunda ise kontrol grubuna gore NF-kB
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 dikkati ¢ekti (p<<0,001). SEL ve PTX’in birlikte
uygulandigi gruplara  bakildiginda SEL1+PTX,
SEL2+PTX ve SEL3+PTX gruplarinda PTX grubuna gore
arttigi belirlendi. Ancak bu artiglar istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,999, p>0,999, p>0,999) (Sekil 3,
Tablo 2).
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Tablo 1. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait TUNEL istatistiksel analiz sonuglar1

GRUPLAR

KONTROL SEL1 SEL2 SEL3 PTX SEL1+PTX SEL2+PTX SEL3+PTX p

TUNEL  (0.900.27)°  (4.10:0.89)°  (3.26:0.80)c  (1.72¢0.21)°  (2.94+0.48)c  (1.74%0.40)  (1.76:0.39)*  (1.75:0.38)  <0.001

Veriler ortalama (X) + standart sapma (SS) olarak ifade edilmistir. Ayn satirda yer alan aymi harfler gruplar aras1 benzerligi, farkli
harfler farklilig1 ifade etmektedir. SEL: selenyum dioksit, PTX: paklitaksel

SEL2 SELL KONTROL

SEL3

Sekil 3. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanserl hiicre hattina ait NF-kB ekspresyonu. Parlak yesil
yansimalar NF-kB ekspresyonunu gostermektedir.

FITC DAPI MERGE

PTX

SELL+PTX

SEL2 + PTX

SEL3 + PTX

Sekil 3 (devami). SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait NF-kB ekspresyonu. Parlak
yesil yansimalar NF-kB ekspresyonunu gostermektedir. SEL: selenyum dioksit, PTX: paklitaksel.
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Tablo 2. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait NF-kB ekspresyonu istatistiksel analiz

sonuglari

Gruplar

KONTROL SEL1 SEL2 SEL3

PTX SEL1+PTX SEL2+PTX SEL3+PTX p

(8.89£2.92)

a

NF-kB (1.79£0.48)b (4.6240.77)b¢ (7.6241.14)

(3.31£1.85)b (4.65+1.11)b¢ (4.55+1.12)b¢ (4.5340.74)bc <0.001

Veriler ortalama (X) + standart sapma (SS) olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli
harfler farklilig1 ifade etmektedir. SEL: selenyum dioksit, PTX: paklitaksel.

Hiicre Canlihig Bulgulari

SEL ve PTX’in kombine uygulamasi sonrasinda hiicre
canliligit MTT analiziyle degerlendirildi (Sekil 4). SEL1 ve
SEL2 grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalmanin oldugu goriildii (p<0,001, p<0,001).
SEL3 grubunda ise kontrol grubuna gore hiicre
canliliginda anlamli bir artis oldugu belirlendi (p=0.004).
(p=0,003). PTX grubunda hiicre canliligmin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalig oldugu
dikkati ¢ekti (p<0,001). SEL1+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalmanin oldugu belirlendi (p<0,001,
p<0,001, p<0,001). SEL1+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda PTX grubuna gore hiicre
canliliginda bir artis oldugu belirlendi. Ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,999, p>0,999,
p=0,725) (Sekil 4).

TARTISMA

Ulkemizde ve diinyada kadinlarm yasamlarii olumsuz
yonde etkileyen meme kanserinde, goriilme sikliginin
fazla olmasi ve biiyiik oranda 6liime neden olmasindan
dolay1 tedavisine yonelik arastirmalar giincelligini
korumaktadir (2). Son zamanlarda yapilan gesitli in vitro
ve in vivo c¢alismalarda, dogal bilesiklerin anti-kanser
ilaglar ile birlikte uygulanmasinin kanser hiicrelerinin
duyarliligini arttirdigr bildirilmistir (28). Ancak kombine
kullanimin  meme kanseri hiicrelerini ne yonde
etkileyecegi heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Bir ilacin kansere karsi aktivitesinin belirlenmesinde farkli
mekanizmalar  degerlendirilmekle birlikte  6zellikle
apoptoz ilk sirada yer almaktadir (17). Selenyumun
kansere kars1 potansiyel etkilerinden bir kismi antioksidan
etki, anjiyogenez, DNA hasari, ekstraseliller matriks

diizenlemesi, hiicre dongiisi  ve apoptoz  gibi
mekanizmalarla iligkilidir (29). El-Bayoumy ve ark.,
selenyum formlarinin anti-kanser  Ozelliklerinin

gosterilmesinde, kullanilacak selenyumun yapisina ve
dozuna dikkat edilmesi gerektigini vurgulamigladir (17).
Watrach ve ark. calismalarinda in vitro selenyum
uygulamasinin meme kanseri hiicre ¢cogalmasini %80-%93
oraninda inhibe ettigini gdostermistir (30). Kuppusamy ve
ark., MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
yaptiklart ¢aligmalarinda SEL’in bu hiicrelere karsi
inhibisyon etki gosterdigini belirtmislerdir (22). Ayrica
selenyum  formlarmin  kemoterapdtik  maddelerle
uygulandig1 caligsmalarda bulunmaktadir. Selenyumun bir
tiirevi olan metilselenosistein ile taksan
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—
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Sekil 4. SEL ve PTX’in kombine uygulamasi sonrasinda
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait hiicre
canlilig1.(ns:non-significant p>0.999, *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001). SEL.: selenyum dioksit, PTX: paklitaksel.

grubu ilaglardan biri olan dosetakselin birlikte prostat
kanseri hiicrelerine uygulandigi bir calismada bu iki
maddenin sinerjistik etki gostererek hiicre canliligini
azalttigi belirlenmistir (31). Freitas ve ark. ise, prostat
kanseri hiicre dizisi olan PC-3 hiicreleri ile olan
¢alismalarinda sodyum selenitin (inorganik bir selenyum
formu) dosetaksel ile kombine uygulanmasini
arastirdiklarinda, bu birlikte kullanimin sinerjistik etki
gostererek hiicre canliligini inhibe ettigini bildirmislerdir.
Bu uygulamada proapoptotik faktorlerin etkilenmedigi de
vurgulanmistir (32). Mevcut ¢alismada, SEL ve PTX
kombine uygulamasinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerindeki etkileri arastirildi. Selenyum dioksit ve
PTX’in tek baglarina uygulandigt gruplarda doza bagh
olarak apoptozu aktive ettikleri gosterildi. Ancak
selenyum dioksit ve PTX’in kombine uygulandig:
gruplarda tek basina PTX uygulanan gruba goére apoptozun
azaldig1 dikkati ¢ekti.

Apoptoz oldukg¢a karmasik bir siirectir ve bu siiregte ¢cok
farkli molekiiller ¢alismaktadir. NF-kB bir transkripsiyon
faktorii olup apoptoz diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(33). NF-kB hiicrelerde pro- ya da anti-apoptotik etki
gosterebilmektedir. Bu durumda hangi sekilde etkili
olacag1 apoptozu indilkleyen maddenin yapisina bagl
belirlenmektedir (21). Baz1 ¢alismalarda NF-kB’ nin pro-
apoptotik etkisi oldugu bildirilmistir. Ryan ve ark.,
caligmalarinda p53 uyariminin apoptozu indiikledigi ve bu
sirada NF-kB ekspresyonunun da arttigini sdylemislerdir
(34). Asprin ve HT29 hiicreleriyle yapilan bir caligmada
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ise  NF-kB aktivasyonu ile apoptozun uyarildigini
bildirilmistir (35). NF-kB’min anti-apoptotik etkisinin
gosterildigi bazi caligmalarda mevcuttur. Davis ve ark
¢aligmalarinda genistein’in NF-kB inhibisyonu ile prostat
kanseri hiicrelerinde apoptotik yamiti aktive ettiklerini
sOylemiglerdir (36). Celik, ise ¢alismasinda sar1 kantaron
bitkisinin bazal hiicreli karsinom hiicre dizisinde
apoptozda rol alan proteinlerin ekspresyonunu aktive
ettigi, NF-kB ekspresyonunu ise inhibe ettigini
gostermislerdir (37). Wang ve ark. ise COX-2 inhibit6rii
olan selekoksib’in doz ve zamana bagli olarak MDA-MB-
231 ve SK-BR-3 meme kanseri hiicre hatlarinda apoptozu
uyardigi, NF-kB’nin ise ekspresyonunu azalttifini
bildirmiglerdir (38). Bizim calismamizda da SEL ve
PTX’in tek baglarina uygulanmalar1 sonrasinda NF-kB
ekspresyonunun azaldigi goriildi. SEL ve PTX’in
kombine wuygulandigi SELI1+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda ise NF-kB ekspresyonunun
kontrol grubuna gore azaldigi, PTX grubuna gore arttigi
gozlendi.

Sonug olarak SEL ve PTX uygulamasinin MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde apoptozu uyardigi, NF-kB’nin
ekspresyonunu azalttigr belirlendi. Dolayisiyla bu iki
madde arasinda antagonist etki oldugu ve SEL’in PTX’in
apoptotik etkisini azalttig1 sonucuna varildi. Dolayisiyla,
bitkisel kokenli bilesiklerin kemoterapédtiklerle kombine
kullanilmasinda dikkatli olunmast gerektigi,
kemoterapotik maddenin etkinligini azaltmasi kanser
tedavisinin yoniinii degistirebilecegine dikkat edilmelidir.
Bundan  dolay bitkisel kokenli bilesiklerin
kemoterapotiklerle birlikte uygulanmasma yonelik daha
ayrmtili ¢aligmalara ihtiyag oldugu diigiiniilmektedir.
Yazarlarin Katkilari: Fikir/Kavram: A. Y., G.0.0;
Tasarim: A.Y., G.0.0; Veri Toplama: G.0.0., S.B;
Analiz ve Yorum: A.Y., G.0.0., S.B.; Literatiir Taramast:
G.0.0.,, S.B.; Makale Yazimi: A.Y., G.0.0.; Elestirel
Inceleme: A.Y.
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