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Amag: Meme kanseri kadinlarda gorilen en sik kanser olup gorilme
sikhgl giderek artmaktadir. Ginumizde meme kanserinin
tedavisinde cerrahi tedavi, radyasyon tedavisi ve kemoterapi gibi
bircok ydntem vardir. Kemoterapi tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kemoterapétiklerden birisi olan doksorubisin (DOX) belirli
bir dozun tizerinde tehlikeli yan etkilere ve ilag direncine neden olur.
Mevcut tedavilere kiyasla kombinasyon tedaviler son zamanlarda bu
sorunlarin  Ustesinden gelmek icin ©6nem kazanmistir. Bir
fotoduyarlastirici ile uygulanan fotodinamik terapi klinikte birgok
kanser turiinde uygulanmaktadir. Bu calisma ile meme kanseri
tedavisinde kullanilan DOX’u fotodinamik terapi (PDT) ile aktive
edilen metilen mavisi (MB) ile kombinasyon uygulayarak DOX’un
uygulanmasinda dusuk toksisite ile yiksek etkinlik alinmasi
amaglanmistir.

Yontem: MCF-7 meme kanseri hiicre hatti Uzerinde farkli
konsantrasyonlarda DOX, MB, MB-PDT, DOX-PDT, MB-PDT+DOX ve
DOX+MB-PDT olacak sekilde ayri ayri ve kombinasyon tedaviler
denenmistir. Hicre canliigini  belirlemek igin  MTT testi
gergeklestirilmis ve hiicrelerin %50 canlilk gosterdigi ICso degerleri
hesaplanmistir. Ayrica, MB ve DOX arasindaki etkilesimin derecesini
belirlemek igin kombinasyon indeksi (CI) degeri bulunmustur. Ayrica
DOX ve fotodinamik terapi kombinasyonunun meme kanseri
hicrelerine karsl apoptotik potansiyelini belirlemek igin apoptotik ve
antiapoptotik  belirteglerin  (Bax, Bcl-2) mRNA ekspresyon
seviyelerine RT-PCR ile bakilmistir.

Bulgular: MB-PDT ve ardindan disik konsnatrasyonda DOX (428.4
nM) kombinasyonunun, tek basina DOX'a ve 6nce DOX ardindan MB-
PDT’ye kiyasla kanser hiicresi 6limini indiklemede daha iyi bir
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayni zamanda bu kombine
uygulama Bcl-2 gen ekspresyonunu dugurirken, Bax gen
ekspresyonunu yukselterek apoptotik potansiyelini géstermistir.
Sonug: Doksorubisin ve metilen mauvisi ile indiklenmis fotodinamik
terapi kombine tedavisi meme kanseri hiicreleri Gzerinde sinerjik,
sitotoksik ve apoptotik etkiler gostererek, umut verici bir yaklagim
sunmustur.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, doksorubisin, fotodinamik terapi,
metilen mavisi, kombinasyon tedavi.
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ABSTRACT \

Objective: Breast cancer is the most common cancer in women and
its incidence is increasing. Today, there are many methods in the
treatment of breast cancer, such as surgery, radiation therapy and
chemotherapy. Doxorubicin (DOX), one of the chemotherapeutics
commonly used in chemotherapy treatment, causes dangerous side
effects and drug resistance above a certain dose. Thus, it reduces the
effect of the treatment. Compared to existing treatments,
combination therapies have recently gained importance to overcome
these problems. Therefore, this study aimed to reduce the dose of
DOX used in breast cancer treatment and increase the effectiveness
of the treatment by combining it with methylene blue (MB) activated
by photodynamic therapy (PDT).

Methods: Different concentrations of DOX, MB, MB-PDT, MB-PDT,
DOX-PDT, MB-PDT+DOX and DOX+MB-PDT were tested separately
and in combination on MCF-7 breast cancer cell line. MTT assay was
performed to determine the cell viability and IC50 values were
calculated where cells showed 50% viability. In addition, the
combination index (Cl) value was found to determine the degree of
interaction between MB and DOX. In addition, mRNA expression
levels of apoptotic and antiapoptotic markers (Bax, Bcl-2) were
analysed by RT-PCR to determine the apoptotic potential of DOX and
photodynamic therapy combination against breast cancer cells.
Results: The combination of MB-PDT followed by low concentrations
of DOX (428.4 nM) had a better effect in inducing cancer cell death
compared to DOX alone and DOX followed by MB-PDT. At the same
time, this combined treatment showed its apoptotic potential by
decreasing Bcl-2 gene expression and increasing Bax gene expression.
Conclusion: The combined treatment of doxorubicin and methylene
blue-induced photodynamic therapy has shown synergistic, cytotoxic
and apoptotic effects on breast cancer cells, offering a promising
approach.

Keywords: Breast cancer, doxorubicin, photodynamic therapy,
methylene blue, combination therapy.
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Girig

En yaygin ve olduriici hastaliklardan biri olan kanser,
hicrelerin  kontrolsiiz  bir sekilde ¢ogalmasi ve
bulunduklari bolge disina yayilarak metastaz yapmasi ile
gelisir. Akciger kanserinden sonra ikinci siklikta goriilen
kanser ¢esidi olan meme kanseri, kadinlarda en sik
gorilen kanser tiiriiniin basinda gelir.?

Cesitli kriter ve siniflandirmalar olmasina ragmen, en
temel meme kanseri tirleri Gg gruba ayrilabilir; meme
kanseri eksprese eden hormon reseptorii (Ostrojen
reseptori (ER+) veya progesteron reseptori) (PR+)),
insan epidermal reseptori 2'yi eksprese eden meme
kanseri (HER2+) ve Ugli negatif meme kanseri (TNBC)
(ER-, PR-, HER2-).2 TNBC, ER, PR veya HER2 eksprese
etmez ve meme kanserlerinin  %15-20'sinde
gorilmektedir. HER2 ise meme kanserlerinin %20-25'ini
olusturur.®> Meme kanseri tiirleri icerisinde en agresif
olani olan TNBC ¢ogunlukla beyin, kemikler, akcigerler ve
karacigere metastaz yapar. Bununla birlikte, cogu zaman
tani aninda ileri evrelerde fark edildiginden yiksek niiks
oranina ve diisiik hayatta kalma oranina yol acar.*
Cerrahi miidahale, radyasyon ve kemoterapi kanser
tedavisinde kullanilan 3 temel tedavi yontemidir.
Kullanilan en yaygin yéntem olan kemoterapi siirecinde
birden fazla anti-kanser ilag uygulanarak basariya ulasma
hedeflenir. Ancak kanserin mutasyona ugramasi,
hastalarda ila¢ direncinin gelismesi, cesitli yan etkilerin
gorilmesi ya da metastatik meme kanserinin son evrede
tanisinin konmasi bu basariy1 gélgelemektedir.”> Bu
nedenle pek ¢ok anti-kanser ilag, hastalar Uzerinde
beklenen etkisini gosterememekte ve hastaligin
ilerlemesine neden olmaktadir. Bu kapsamda kombine
tedaviler 6nem kazanmaktadir.

Fotodinamik terapi (PDT) malign timorlere karsi segici
sitotoksik aktivite gosterirken normal dokuya dulsuk
toksisite gosteren bir tedavi olup son vyillarda kanser
tedavisinde biyik ilgi gérmistiir.® Ug temel bileseni
vardir; 1siga duyarlilastiricilar (photosensitizer), belirli
dalga boylarinda isik ve oksijen. Tek baslarina toksik
degillerdir. Ancak, belirli bir dalga boyundaki isikla
uyarilan 1siga duyarhlastiricilarin - oksijenle molekiiler
reaksiyona girmesiyle hedef dokuda reaktif oksijen
turlerini olusturur. Boylece apoptoz veya nekroz yoluyla
timor hicrelerinin 6limiine yol acar.” Metilen mavisi
(MB), PDT tedavisinde i1siga duyarlastirici olarak kullanilan
bir boyadir. MB, metiltiyoninyum klorir olarak da bilinir.
Hidrofilik ve fenotiyazin tirevidir. 660 nm'de maksimum
optik absorpsiyon sunar.®2 MB sk varliginda aktive
olurken karanlikta toksisite Gretmez. MB ayrica disuk
maliyetli bir 1si8a duyarhlastiricidir. MB, tim bu
ozellikleriyle PDT’de kullanilan iyi bir 1s1ga duyarlastirici
secenegidir.’

Doksorubisin (DOX), Streptomyces peucetius turlerinden
izole edilen bir antrasiklin antibiyotiktir. Adriamisin
olarak da bilinir ve bir¢ok kanser gesidinde antikanser ilag
olarak kullanilmaktadir. DOX enterkalasyon yoluyla DNA
ile etkileserek DNA polimerazi inhibe eder. Boylece
niikleik asit sentezini durdurur. Ayrica, DNA
replikasyonunda 6nemli roli olan topoizomeraz Il ile
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etkilesime girerek enzimin ilerlemesini engeller.?® Ne
yazik ki DOX oldukga etkili olmasina ragmen kanser
hicreleriicin segici degildir ve toksisitesi kullanimini ciddi
sekilde sinirlamaktadir. Bu toksisite sonucunda kalp,
beyin, karaciger ve bobrekler etkilenir ve bu etkilerin
goérilmesi yillar alabilir.?

Apoptozun molekiiler = mekanizmalarindaki kilit
dizenleyicilerden biri Bcl-2 ailesidir. Bu proteinler hiicre
membraniyla iliskili veya sitozolde serbest halde bulunur.
intrinsik apoptozu diizenleyen mitokondrinin hiicre igi
membranlarinda iglev gorurler. Bu aile Bax gibi
proapoptotik ve Bcl-2 gibi antiapoptotik Uyeleri igerir.
Hem sitozolik hem de mitokondriyal Bcl-2 ailesi
Uyelerinin ekspresyon seviyelerindeki degisime bagli
olarak aralarindaki iletisim, hiicrenin 6lim veya hayatta
kalma kaderini belirler'%3,

Kombinasyon tedavisinde iki veya daha fazla tedavi
kullanilarak tedavinin etkinligini arttirmak amaclanir.
Birgok arastirma kombine tedavinin timor biyumesini ve
ilag direncini azaltabilecegini géstermistir.'*!> Bu yiizden
bu calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda DOX
ve MB ile aktive edilen PDT’nin kombine tedavisi
uygulanarak DOX toksisitesini ve yan etkilerini azaltmak
amaglanmistir.

Yontem

Hiicre Kultiirii

Ticari olarak temin edilen MCF-7 hiicre hatti (HTB-22, The
American Type Culture Collection;ATCC, Manassas, VA,
USA). 37°C'de, %5 CO?’li ve %95 nem iceren ortamda %10
fetal bovin serumu (FBS, 12103C, Sigma-Aldrich, USA),
yuksek glikozlu Dulbecco modifiye Eagle's besiyeri
(DMEM, ECB7501L, Euroclone S.p.A, Italy) ve 1%
Penicillin- streptomycin (10,000 U/mL, Capricorn
Scientific, Germany) iceren besiyerinde kiltiire edilmistir.
%80-90 yogunluga ulasan MCF-7 Dulbecco’s fosfat buffer
saline (DPBS, ECB4004, Euroclone S.p.A, Italy) ile yikanip
%0.25 Tripsin-EDTA (T4049, Sigma-Aldrich, USA) ile
kaldirilmistir. Tripsin-EDTA-hicre karigimi 1200 rpm’de 3
dk santriflij edilmistir. Santriflij sonrasinda siipernatant
uzaklastirilmis ve taze besiyeri eklenmistir. Hiicreler 96
kuyucuklu plakalara (6x10* hicre/kuyucuk, Euroclone
S.p.A., Italy) ekilerek inkibe edilmistir.

MTT Testi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromir) kolorimetrik bir yontemdir. Hiicre canhhginin,
¢ogalmasinin ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak
hicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmek icin kullanilir.
MTT sari renkli bir tetrazolyum tuzudur ve metabolik
olarak aktif hicreler tarafindan mor formazan
kristallerine indirgenir. Belirli bir miktar formazanin
DMSO icerisinde ¢6zlinmesiyle olusan bu mor ¢bzeltinin
absorbansi 570 nm'de spektrofotometrik olarak
Olgilebilmektedir. Olusan mor rengin miktari canh hiicre
sayisiyla dogru orantihdir.®

Kombine olarak kullanimda Doksorubisinin ve MB’nin
etkin dozunu (ICso) belirlemek igin MCF-7 hiicreleri 96
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kuyucuklu plakalara 6x10* hiicre/kuyucuk sekilde
ekilmistir. Hucrelerin 24 saat kuyucuklara tutunmasinin
ardindan DOX ve MB igin 32-16-8-4-2-1-0,5-0,25 pM
konsantrasyonlarda 5 tekrar olacak sekilde 24 saat
boyunca inkiilbe edilmistir.  Etken = maddenin
uygulanmadigi hiicre grubu kontrol grubu olarak kabul
edilmistir. Deney siliresi sonunda tim kuyucuklardan
besiyeri uzaklastirilip kuyucuklara 100 pL besiyeri ile 20
pL (5 mg/mL) MTT sollisyonu (T0793(DB0362),Bio Basic
Inc., Markham ON, Canada ) eklenmistir. 3 saat
inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 100 pL DMSO
(MERCK) ilave edilmistir. Absorbans degerleri 570 nm’de
ELISA okuyucuda (Multiskan GO-Thermo) olgilmustdr.
Sonuglar GraphPad Prism 9 (California, USA) programi
kullanilarak hiicre canliliginin %50 azalmasini saglayan
doz (ICso) degerleri hesaplanmistir. Tum istatistiksel
analizler GraphPad Prism 9 (California, USA) kullanilarak
gerceklestirilmistir. £ SD olarak ifade edilmistir. Veriler
One-Way ANOVA ile analiz edilmistir. 0.05'ten kuglk p-
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Fotodinamik Terapi

Hicreler taze kiltiir ortami uygulanarak 96 kuyucuklu
plakaya ekilmis ve ardindan 37°C'de 24 saat boyunca %5
CO2 altinda inkiibe edilmistir. Ardindan, hiicrelere farkli
konsantrasyonlarda MB (32-16-8-4-2-1-0,5-0,25 uM) ve
DOX (32-16-8-4-2-1-0,5-0,25 uM iceren besiyerinde 1
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicreler PBS
tamponuile yikandi ve ardindan 660 nm ile 60 sn isinlama
yapilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda Hicrelerin
canliigini belirlemek igin MTT testi uygulanmigtir. Her
deney 5 kez tekrarlanmigtir. Lazer ve ilag uygulanmayan
hicreler kontrol olarak eklenmistir.

MCF-7 Hiicrelerinde MB-PDT ve DOX ile Kombinasyon
Tedavi
Bu calismalar igin iki farkli kombinasyon yapilmistir.

Once MB-PDT Ardindan DOX ile Tedavi

96 kuyucuklu plakalara 6x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilen MCF-7 hicreleri tutunmasi igin 24 saat
37°C'de, %5 CO2'de inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda
hicrelere MB igin hesaplanan ICso degerinin altindaki bir
konsantrasyon (3,5 uM) 5 tekrar olacak sekilde taze
besiyeri ile eklenmis ve 1 saat inklbe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklardan besiyeri
uzaklastirihp PBS ile yikanmistir. Hiicrelere 660 nm dalga
boyu ile 60 saniye lazer 15181 uygulanmistir. Daha sonra
hicrelere farkli konsantrasyonlarda DOX (32-16-8-4-2-1-
0,5-0,25 pM) ilave edilip ve 24 saat inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicre canlihigini
belirlemek icin MTT testi gergeklestirilmistir.

Once DOX Ardindan MB-PDT ile Tedavi

MCF-7 hiicreleri 6x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra hticrelere farkli konsantrasyonlarda DOX (32-
16-8-4-2-1-0,5-0,25 pM) ilave edilip ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun sonunda tiim
kuyucuklardan besiyeri uzaklastiriip PBS ile yikanmistir.
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3,5 uM MB iceren taze besiyeri ile 1 saat inklbe
edilmistir. Ardindan hicrelere 660 nm dalga boyu ile 60
saniye lazer g1 uygulanmig olup hicre canhhgini
belirlemek icin MTT testi gergeklestirilmistir.

Ayrica tedavileri daha iyi karsilastirmak amaciyla
DOX+PDT (lazer), MB+PDT, MCF-7+PDT tedavileri
uygulanmistir. Uygulanan DOX ve MB dozlari 32-16-8-4-
2-1-0,5-0,25 puM’dir. 5 tekrar olacak sekilde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 660 nm
dalga boyu ile 60 saniye lazer 15181 uygulanmig ve hicre
canliligini belirlemek icin MTT testi yapilmistir.

Kombinasyon indeksi (Cl) Hesaplanmasi

MB ve DOX arasindaki sinerjik etki, CompuSyn yazilim
programi (Chou and Martin, 2005, Compusyn Inc, USA)
kullanilarak hesaplanmistir. Kullanilan formal CI =
D1/(Dx)1 + D2/(Dx)2. (Dx)1 ve (Dx)2, belirlenen bir
konsantrasyonda hiicre biylmesini inhibe etmek igin
gereken ve tek basina uygulanan MB ve DOX dozlaridir.
D1 ve D2 ise, kombinasyon halinde uygulanan DOX ve MB
dozlaridir. 1'in altindaki ClI degerleri sinerjiyi (Cl < 1), 1’e
esit olan Cl degerleri (C=1) aditif etkiyi ve 1'in Gzerindeki
Cl degerleri antagonizmi (Cl>1) gosterir. Etkilenen
fraksiyon (Fa) dozdan etkilenen blyime inhibisyonunu
belirtir.!” Fa’ya iliskin ortalama Cl degerleri, DOX ve
MB'ye ait sekiz kombinasyonu hesaplamak igin kullanildi.

Gene Ekspresyon Analizi
MCF-7 hicresinde anti-apoptotoik, pro-apoptotik
genlerin (Bax ve Bcl-2) mRNA ekspresyon seviyeleri

sadece DOX, DOX+MB-PDT ve MB-PDT+ DOX
kombinasyonu kullanilarak gPCR ile belirlenmistir.
Hicrelere 24 saatlik inkiibasyonda belirlenen IC50

degerlerinde DOX, MB ve 660 nm lazer uygulanmistir.
Ardindan, total RNA izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.  Referans gen olarak GADPH
kullanilmistir. Primerler, Bax ve Bcl-2 Gen Bankasinda
yayinlanan gen dizisine gére Primer3 yazilimi kullanilarak
tasarlanmistir. Primer setleri Tablo 1'te verilmistir. ifade
diizeyleri 2-AACt yontemi ile hesaplanmistir.

Tablo 1. Primer dizileri

Primer Dizi

Bax-F TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG
Bax-R TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
Bcl-2-F ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT
Bcl-2-R GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
GADPH-F GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
GADPH-R ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

istatiksel Analiz
Tum istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 (California,
USA) kullanilarak gercgeklestirilmistir. = SD olarak ifade
edilmistir. Veriler One-Way ANOVA ile analiz edilmistir.
0.05'ten kiguk p-degerleri istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir.
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Bulgular

DOX'un ve MB’nin MCF-7 Hiicre Hattindaki Etkisi

Farkh konsantrasyonlarda (32-16-8-4-2-1-0,5-0,25 uM)
uygulanan DOX'un meme kanseri hiicre hatti MCF-7'nin
canlilig tzerindeki etkisi arastirilmistir. Sonuglar, DOX ve
MB’nin konsantrasyonunun artmasiyla hiicre canhhginin
azaldigini, inhibisyon degerinin arttigini gostermistir.
DOX’un 24 saatte MCF-7 hiicre hattindaki |Cso degeri 6,8
UM ve MB’nin ise 5,42 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 1).

MCF/7

sokkok

DOX 24H

MB 24H
MB+PDT
DOX+PDT
DOX+MB-PDT
MB-PDT+DOX

sk

KAk

AR

7+ TR

BEBEBER

IC50 Degeri

Sekil 1. Doksorubisin (DOX), metilen mavisi (MB) ve
kombinasyon tedavilerin (MB+ fotodinamik terapi (PDT),
DOX+PDT, DOX+MB-PDT, MB-PDT+DOX) ICso degerleri
(**+*%p<0.0001).

DOX+PDT’nin ve MB+PDT’nin MCF-7 Hiicre Hattindaki
Etkisi

DOX’un ardindan yapilan lazerin etkisi 32-16-8-4-2-1-0,5-
0,25 uM konsantrasyonlarda uygulanarak incelenmistir.
Sadece DOX uygulamasi ile karsilastirildiginda 32-16-8-4-
2-1-0,5-0,25 pM’da %77, %67, %57,6, %43,2, %31,1,
%27,8, %22,1, %18,6 olan inhibisyon degerleri %80,9,
%77,1, %68,2, %59,4, %48,1, %37,8, %31,4, %23,7'ye
yukselmistir (Sekil 2). Sadece DOX'un 24 saatteki ICso
degeri 6,8 uM iken bu deger DOX+PDT'nin birlikte

uygulamasinda 2,26 uM  olarak  bulunmustur
(##*%p<0.0001).
MCF/7
100
© DOX 24H
ot = MB 24H
——— -+ MB+PDT
_ o F T o DOX+PDT
&3 DOX+MB-PDT
§ —— MB-PDT+DOX
0 10 23 ;0 43
Konsantrasyon (uM)
Sekil 2. Doksorubisin (DOX), metilen mavisi (MB), ve
kombinasyon tedavilerin (MB+ fotodinamik terapi (PDT),
DOX+PDT, DOX+MB-PDT, MB-PDT+DOX) MCF-7 hiicre

hattindaki inhibisyon grafigi.
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Sonuglar, 32-16-8-4-2-1-0,5-0,25 uM konsantrasyonlarda
MB ardindan uygulanan lazerin etkisi tek basina
uygulanan MB’ye gore inhibisyon degerini daha da
arttirdigini géstermistir. %85,4, %85,2, %77,2, %48,8,
%35,6, %29,6, %23,1, %16,1 olan inhibisyon degerleri
%89,8, %82,8, %77,7, %54,8, %47,8, %39,7 %35,4 ve
%26,9’a yukselmistir. Ek olarak, 5,42 uM olan ICso degeri
lazerin etkisi ile 3,57 uM’a gerilemistir.

DOX+MB-PDT’nin MCF-7 Hiicre Hattindaki Etkisi

Sekil 2. ye gbre 24 saatlik DOX tedavisinden sonra
uygulanan MB-PDT’'nin DOX+PDT’ye goére inhibisyon
degerinde ¢ok 6nemli bir artma goriilmese de ICso degeri
2,26 uM’dan 1,32 uM’a dismustar.

MB-PDT+DOX’un MCF-7 Hiicre Hattindaki Etkisi
MB-PDT ardindan uygulanan DOX tedavisi sonucunda
inhibisyon degeri %85,5, %81,1, %77,6, %71,6, %64,5,
%60,6, %58,3, %45,1‘'yve 6nemli Olglide artmistir. I1Cso
degeri 428.4 nM bulunmustur. Boylece MB+PDT
tedavisinde elde edilen ICso degeri (3,57 uM) DOX etkisi
ile 428.4 nM’a gerilemistir. Sonug olarak tim tedaviler
karsilastirildiginda, en yiiksek 6liim ve inhibisyon yizdesi,
hicreler MB-PDT ve ardindan DOX tedavisi
uygulandiginda gozlenmistir (***+p<0.0001).

MB-PDT+DOX Tedavisinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki
Kombinasyon indeksi (Cl) Analizi

MB-PDT ardindan 32-16-8-4-2-1-0,5-0,25 UM
konsantrasyonlarda uygulanan DOX tedavisinin MCF-7
hiucrelerindeki kombinasyon indeksi (Cl) analiz grafigi
Sekil 3'te gosterilmistir. Cl <1, =1 ve >1 degerleri sirasiyla
sinerjistik, aditif ve antagonistik etkileri temsil eder.
inhibitér oranini ise etkilenen fraksiyon (Fa) gdsterir.

:

Cl

Fa

Sekil 3. MB-PDT'den (Metilen mavisi-Fotodinamik terapi) sonra
uygulanan farkli konsantrasyonlardaki doksorubisin (DOX)
tedavisinin  MCF-7 hiicrelerinde biyime inhibisyonunun
kombinasyon indeksi (Cl) analizi.

Analiz sonucu MB-PDT ardindan DOX kombinasyonunun
0,25 uM harig tim konsantrasyonlarda Cl degerinin 1'den
dusik ve sinerjistik oldugunu ortaya gikarmistir (Tablo 2).



Acikalin Coskun ve ark., Meme kanseri hiicresinde kombine etki

Tablo 2. MB-PDT'den (Metilen mavisi-Fotodinamik terapi)
sonra uygulanan farkli konsantrasyonlardaki doksorubisin
(DOX) tedavisinin kombinasyon indeksi (Cl) analizi.

MB Dozu DOX Dozu Cl Degerleri Etkisi

(uM) (»M)

3,5 32 0,41378 Sinerjizm
3,5 16 0,44999 Sinerjizm
3,5 8 0,44732 Sinerjizm
3,5 4 0,56188 Sinerjizm
3,5 2 0,75277 Sinerjizm
3,5 1 0,85384 Sinerjizm
3,5 0,5 0,91456 Sinerjizm
3,5 0,25 1,75517 Antagonizm

DOX+MB-PDT Tedavisinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki
Kombinasyon indeksi (CI) Analizi

DOX ardindan uygulanan MB-PDT tedavisinin MCF-7
hicrelerindeki kombinasyon indeksi (Cl) analiz grafigi
Sekil 4’te gosterilmistir.

2 1 DOR+hM

Cl

[olo]

Fa

Sekil 4. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan doksorubisin
(DOX) tedavisi ardindan yapilan MB-PDT (Metilen mavisi-
Fotodinamik terapi) tedavisinin MCF-7 htcrelerinde blyime
inhibisyonunun kombinasyon indeksi (Cl) analizi.

Analiz sonuglari DOX ardindan uygulanan MB-PDT
tedavisinin 32-16-8-4-2 uM’da Cl degeri 1'den dusik ve
sinerjistik etki, 1-0,5-0,25 uM’da Cl degeri 1'den biylk ve
antagonist etki gostermistir (Tablo 3).

Tablo 3. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan doksorubisin
(DOX) tedavisi ardindan yapilan MB-PDT (Metilen mavisi-
Fotodinamik terapi) tedavisinin kombinasyon indeksi (Cl)
analizi.

MB Dozu DOX Dozu . ) .
Cl Degerleri Etkisi
(uMm) (1m)
3,5 32 0,67315 Sinerjizm
3,5 16 0,65838 Sinerjizm
3,5 8 0,80353 Sinerjizm
3,5 4 0,85953 Sinerjizm
3,5 2 0,92748 Sinerjizm
3,5 1 2,30276 Antagonizm
3,5 0,5 3,19629 Antagonizm
3,5 0,25 6,88738 Antagonizm

117

Gen Ekspresyon Sonuglari

MCEF-7 hiicrelerinde tek bagina DOX uygulnmasina kiyasla
kombine DOX ve MB aracili fotodinamik terapi tedavisi
MCF-7 hicrelerinde Bcl-2 ve Bax genlerinin mRNA
ekspresyon seviyelerini degistirmistir. Bu degisim Once
MB-PDT sonra DOX uygulanmasinda daha fazla olmustur.
Sonuglar kontrole goére normalize edilmis ve istatiksel
acidan anlamh olmasi degerlendirilmistir.

Bcl-2'nin mRNA gen ekspresyon seviyeleri yalnizca Dox
icin MCF-7'de istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
kontrole gore 0.86 kat, DOX+MB-PDT kombinasyonu igin
0.63 kat ve MB-PDT +DOX kombinasyonu igin 0.53 kat
azalmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. DOX tek basina ve kombinasyon halinde 24 saatlik
inkiibasyonda Bcl-2 mRNA ekspresyon seviyeleri Uzerindeki
etkisi. Veriler kontrole normalize edilmistir. (n=3, **p < 0.01,
*xkxp < 0.0001).

Bax icin mRNA ekspresyon seviyeleri sadece hiicerelere
DOX uygulandiginda kontrole goére gen ifadesi 1.37 kat,
once DOX ardindan MB-PBT uygulandiginda 1.57 kat ve
once MB-PDT ardindan DOX uygulandig§inda 1.81 kat
artmistir (Sekil 6). Bu artislar Gg grup icinde kontrole gére
istatiksel agidan anlamli bulunmustur.

Tartisma

Antrasiklin antibiyotik doksorubisin (DOX) yillardir meme
kanseri, yumurtalik kanseri, akciger karsinomu, akut
I6semi gibi pek ¢ok kanser gesidinde kullanilan bir anti-
kanser ajandir'®. Klinikte kullanimi yaygin olmasina
ragmen sitostatik etkisi genellikle terapotik dozlarda
yetersizdir. Daha yiksek dozlarda kullanimi ise kalp,
beyin, karaciger ve bobrekler dahil olmak Uzere ¢esitli
organlarda gesitli olumsuz etkilere neden olabilir. Ayrica
kanser hiicrelerinde DOX direncinin gelismesi tedavinin
etkinligini azaltmaktadir.®® Bu sorunlarin Ustesinden
gelmek ve DOX'un etkinligini artirmak igin c¢esitli
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¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan bir tanesi PDT ile
kombinasyon tedavidir.
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Sekil 6. DOX tek basina ve kombinasyon halinde 24 saatlik
inkiibasyonda Bax mMRNA ekspresyon seviyeleri Uzerindeki
etkisi.  Veriler kontrole normalize edilmistir. (n=3,
*%%%p<0.0001).

Metilen mavisi (MB), fotodinamik terapide (PDT) isiga
duyarhlastirici olarak kullanilan bir fenotiyazinil boyadir
ve antikanser tedavisi i¢cin umut verici olmustur. Akridin
boyalarina benzer diizlemsel yapisi nedeniyle MB, DOX
ile benzer sekilde DNA ile kolayca etkilesime girebilir.’® Bu
yuzden bircok calisma PDT ile DOX'u kombinasyon
uygulayarak tedavi etkisinin arttirabilecegini
gostermistir.

Aniogo ve ark.?’ DOX ile siilfonatl ¢inko ftalosiyanin
(ZnPcS ) PDT ile anti-kanser etkisini MCF-7 hiicre hattinda
ayri ayri ve kombinasyon halinde incelediler. DOX ve
ZnPcS konsantrasyonlari giderek arttirildi. Bu galismanin
sonuglari, DOX-PDT kombinasyon tedavisinin MCF-7
hicrelerinin ¢ogalmasini ve biyimesini daha etkili bir
sekilde engelledigini gosterdi. Ayrica PDT’nin daha diisik
dozlarda DOX ile kombinasyonunun meme kanseri
tedavisinde umut verici bir kombinasyon terapi stratejisi
oldugunu goéstermektedir. Zakaria ve ark.’®* MCF-7
hiicrelerinde DOX ile 5-Aminolevulinic acid (ALA)‘nin PDT
ile etkisini arastirdilar. DOX + ALA/PDT ile tedavi edilen
hiicrelerde, bireysel etkileriyle karsilastirildiginda daha
fazla hiicre 6limu gorilda.

Dos Santos ve ark.?? {ic meme epitel hiicre hattinda MB
kullanarak  PTD'nin  hiicre 6ldirme potansiyelini
degerlendirdi. MDA-MB-231 (TNBC), MCF-7 hiicre
hatlarinda ve neoplastik olmayan MCF-10A hiicre
hattinda MB varlginda ve yoklugunda 660 nm'de PDT
uygulandi. En ylksek olim malign hicrelerde sirasiyla
MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF 10A hatlarinda gozlendi.
Yousefi Sadeghloo ve ark.? farkli konsantrasyonlarda
DOX, MB ve MB-DOX'un kombinasyon terapisinin MDA-
MB-231 hiicre hatti Uzerindeki etkisini arastirdi. Once
DOX ardindan MB-PDT tedavisi ve dnce MB-PDT sonra
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DOX tedavisi olacak sekilde iki farkl uygulama yapilmistir.
Sonuglar, MB-PDT ve ardindan DOX'un (dusuk
konsantrasyonlarda bile) kullanildigi kombinasyonun,
kanser hiicresi 6limini tetiklemede tek bagina DOX'tan
daha etkili oldugunu géstermistir.

Bu calismada DOX'un MCF-7 meme kanseri hiicreleri
Gzerinde ayri ayri ve MB-PDT varliginda DOX'un etkilerini
degerlendirdik. Boylece MB ile fotodinamik tedavinin
etkinligini arttirarak hiicre 6lim oraninin arttiriimasi ve
ilag dozunu azaltarak yan etkilerinin azaltilmasi
hedeflenmistir. DOX, MB, MB-PDT, DOX-PDT, MB-
PDT+DOX ve DOX+MB-PDT olacak sekilde ayri ayri ve
kombinasyon tedaviler denenmistir. Sonuglar MB-PDT
ardindan uygulanan DOX tedavisinin DOX ardindan MB-
PDT tedavisine gore ve tek basina uygulanan her tedaviye
gore MCF-7 hicrelerinde en yiiksek 6lim ve inhibisyon
gosterdigini  ortaya  koymustur.  Ayrica, MCF-7
hicrelerinin  6nce DOX ardindan MB-PDT tedavisi
sonucunda 32-16-8-4-2 uM’da sinerjizm, ve 1-0,5-0,25
uM’da antagonist etki gosterse de MCF-7 hicrelerinin
once MB-PDT ve daha sonra DOX ile tedavi edilmesi
durumunda terapide sinerji olusmus ve disuk
konsantrasyonlarda da (1 ve 0,5 uM) DOX'un artan
etkisiyle sonuglanmistir. Bdylece bu g¢alismanin sonuglari
onceki yapilan sonuglar ile uyumlu olmustur ve yapilan
calismalara benzer sekilde MB, DOX ile kombinasyon
halinde etkinligi arttirmis ve ilag konsantrasyonunu
azaltmistir.

Doksorubisin gibi sitotoksik ajanlar, duyarli hedef
hicrelerde o6lim sinyal yollarini baslatarak apoptozu
indiikleyebilirler. Apoptoz belirtegleri olarak bilinen
cesitli genlerin ekspreyon seviyeleri ile ajanlarin apoptoz
surecindeki etkisi belirlenmektedir. Bunlardan Bcl-2 geni
apoptozun baslmasini aktive ederken, Bax geninin
ekspresyondaki artis apoptozu indiiklemektedir. Cok
cesitli deneysel ve klinik raporlar doksorubisin igin
biyolojik etkiler gdstermistir. Benzer sonuglar Bcl-2
ekspresyonunda azalmaya ve Bax ekspresyonunda artisa
neden olan doksorubisin ile de gdsterilmistir®3.

Bu c¢alismada, MCF-7 hicrelerinde doksorubisin ile
apoptozisin uyarilmasini takiben ayrica fotodimamik
terapi uygulanarakl Bcl-2 (anti-apoptotik), Bax (pro-
apoptotik) genlerinin ekspresyonu, seviyesindeki degisim
rapor edilmistir. Sonuglara bakildiginda DOX ile tedavi
edilen MCEF-7 hicrelerinde Bcl-2 geninin
ekspresyonundaki azalma (0.86 kat) fotodinamik
terapinin DOX ile muamelesinden 06nce yada sonra
verilmesine bagli olarak degismistir. Once MB+PDT sonra
DOX uygulandigi zman Bcl-2 gen ekspresyonununda
azalma (0.53 kat) olmustur. Ancak hicrelere 6nce DOX
sonra MB+PDT uygulanmasiyla bile (0.63 kat) sadece DOX
muamelesine gore Bcl-2 geni daha fazla asag regile
olmustur.

Ayni sekilde Bax geninin ekpresyon seviyelerina
baktigimiz zaman gruplae arasindaki degisimler Bcl-2 gen
degisimleriyle ayni paterni gostermistir. Bax geni
hiicreleri apoptoza yoénlendiren bir aktivatoér olarak rol
oynadigl i¢in ekspresyonda yilkselme goézlenmesi
vaptigimiz calismayi desteklemektedir. Yalniz DOX
uygulandigl zaman Bax ekspresyonu 1.37 kat, 6nce DOX
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sonra MB+PDT uygulandiginda 1.57 kat ve 6nce MB+PDT
sonra DOX uygulandigi zaman ise 1.81 kat artmistir.

Gen ekspresyonundaki bu degisimler literatiirde daha
dnce yapilan c¢ahsmalari ?* destekledigi gibi yalnizca
doksorubisin kullanimi degil beraberinde fotodinamaik
terapinin de uygulnmasi hem doksorubisinin etkinlgini,
artirmis  ve  hicrelerin daha fazla apoptoza
suriklenmesini sagladigini desteklemistir.

Sonug olarak, MB-PDT ardindan uygulanan DOX’un ICso
degeri (428.4 nM) tek basina uygulanan DOX'un ICso
degerine (6,8 uM) goére oldukga disik bir deger
bulunmus ve DOx ile fotodinamik terapi sinerjik bir etki
gostermistir. Bu etkiye parelel olarak antiapoptotik ve
proapoptotik gen degisimleri de bu sonuglarla korele
olarak artis ve azalis gostererek sitotoksisite sonuglarini
desteklemistir. Bdylece bu calismanin sonuglari PDT
tedavisinde MB ile kombine olarak uygulanan DOX
dozunun azaldigini goéstermistir.  Bu, DOX'un yan
etkilerinin en aza indirilmesiyle sonuglanabilir. Dolayisiyla
bu yaklasim gelecekte meme kanserinin tedavisi igin
umut verici bir strateji olabilir. Daha fazla gen ve protein
ekspresyon seviyelerindeki degisimler yolak analizleri
floresan gériintiilemelerde bu sonuglarin dogrulugu daha
artirilabilir. Ayrica meme kanserinin farkli alt tiplerindeki
hicre hatlarinda daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.
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