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Ama¢  Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve farkli alt tiplere ayrilan heterojen bir kanser tiirtidiir. Bu nedenle, meme kanseri alt tiplerine 6zgii tedavi yaklasimlar: dikkat
cekmektedir. Mevcut ¢aligmada, kemik metastazi goriilen kanser tiplerinin tedavisinde klinikte kullanilan ve anti-proliferatif ve anti-metastatik etkiye sahip oldugu bilinen
bir bifosfonat inhibitorii zoledronik asitin (ZOL)tin, iki farkli meme kanseri alt tipinde [MCF-7 (luminal A) ve MDA-MB-231 (triple negatif)] ve insan gébek kordonu
veni endotel hiicrelerinde (HUVEC) terapétik etkisinin arastirilmasi amaglanmugtir. ( Sakarya Tip Dergisi 2019, 9(1):92-102 )

Geregve  ZOLin (10-100 uM) sitotoksik ve apoptotik etkisi WST-1, Annexin V ve hiicre siklusu analizleri ile belirlenmistir. Ayrica ZOLliin, hiicrelerde ve nukleusta neden oldugu
Yontem  morfolojik degisimler sirastyla akridin oranj (AO) ve DAPI boyamast ile gériintiilenmistir.
Bulgular ~ ZOLtn MCF-7 hiicrelerine gore, MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla anti-proliferatif etkiye ve erken ve ge¢ apoptotik 6liime neden oldugu analiz edilmistir (p<0.05).
Ozellikle 50 ve100 uM ZOL uygulanan hiicrelerde G0/G1 fazinda hiicre miktarinin anlaml bir gekilde arttii saptanmistir (p<0.05). Bunun yan sira, ZOL uygulanan MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde, hiicre membran biitiinliigiinde bozulma ve kromatin yogunlagmas: gozlemlenmistir. Ancak, yiiksek konsantrasyonlarda ZOLiin HUVEC
hiicrelerinde toksik etkiye neden oldugu belirlenmistir.

Sonug  Sonug olarak, ZOLiin farkli meme kanseri alt tiplerinde potansiyel terapétik etkiye sahip oldugu belirlenmekle birlikte, MDA-MB-231 hiicrelerinde, MCF-7 hiicrelerine
gore daha fazla sitotoksik etkiye ve apoptotik 6liime neden oldugu tespit edilmistir. Ancak, ZOLiin meme kanseri alt tipine bagh olarak degisen terapotik etkisine neden
olan molekiiler mekanizmalarin ve ideal uygulama protokoliiniin belirlenmesine yonelik detayl ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar ~ Meme kanseri; meme kanseri alt tipleri; zoledronik asit; apoptoz.
kelimeler
Abstract

Objective  Breast cancer is a heterogeneous type of cancer with many subtypes and is the most common cancer among women. It is noteworthy that breast cancer subtype-based treatment options have
attracted great attention. In the present study, we aimed to i igate the therapeutic effect of a bisphosph inhibitor zoledronic acid (ZOL), which is a clinically used in the treatment of
cancer types with bone metastases and has been found to exert anti-proliferative and anti-metastatic effects, on two different subtypes of breast cancer [MCF-7 (luminal A) and MDA-MB-231
(triple negative)] and human umbilical vein endothelial cell (HUVEC). ( Sakarya Med J 2019, 9(1):92-102 )

Materials and

Method The cytotoxic and apoptotic effect of ZOL (10-100 uM) were determined by WST-1, Annexin V and cell cycle analysis. In addition, changes in cell morphology and nucleus after treatment with
ethods

ZOL were observed by acridine orange (AO) and DAPI staining, respectively.

Results  ZOL caused more anti-proliferative effect and early and late apoptotic death in MDA-MB-231 cells compared with MCF-7 cells (p<0.05). The cell population in G0/G1 phase was significantly
increased after treatment with especially 50 and 100 uM ZOL (p <0.05). Additionally, the loss of cell membrane integrity and chromatin condensation were observed in MCF-7 and MDA-
MB-231 cells treated with ZOL. However, ZOL had a toxic effect on HUVEC cells at higher concentrations.

Conclusion  In conclusion, although ZOL has a potential therapeutic effect on different subtypes of breast cancer, ZOL causes more cytotoxic effects and apoptotic death in MDA-MB-231 cells than MCF-7
cells. However, further studies are needed to determine the molecular mechanisms underlying the therapeutic effect of ZOL depending on subtypes of breast cancer and the optimal schedule
and dose of ZOL.

Key words  Breast cancer; Breast cancer subtypes; Zoledronic acid; Apoptosis
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GIRiS

Meme kanseri diinya genelinde akciger kanserinden son-
ra ikinci sirada gelen ve kadinlarda en sik goriilen kanser
tipidir."* Meme kanserinin genomik, epigenetik, trans-
kripsiyonel ve proteomik analizler sonucunda farkl: kli-
nik, morfolojik, histopatolojik ve prognostik ozelliklere
sahip oldugu ve bu nedenle tedaviye farkli yanit gosteren
heterojen kompleks bir hastalik olarak belirtilmektedir.’*
Dolayistyla, meme kanserinin alt tipine 6zgii hedefli ilag-
larin gelistirilmesi ve/veya klinikte uygulanmasi, hastanin
tedaviye yanitinda, prognozunda ve bireysel hedefli tedavi
seceneklerinin gelistirilmesinde bilyiik 6neme sahiptir.>*

Meme kanseri ile iligkili 6lim nedenleri arasinda diger
kanser tiplerine gore meme kanseri hiicrelerinin basta ak-
ciger, karaciger ve kemik olmak tizere yitksek metastatik
potansiyele sahip olmalar1 temel rol almaktadir.”'° Kemik
metastazi metastatik hiicreler tarafindan osteoklast temelli
kemik rezorpsiyonunun uyarilmasini saglayarak kemik-
lerde osteolize, kirillganliga ve kirilmaya yatkinliga neden
olmaktadir. Zoledronik asidin (ZOL) yer aldig1 bifosfonat-
lar osteklast temelli kemik rezorpsiyonu inhibitérleridir ve
bu nedenle kemik hastaliklari, postmenopozal osteoporoz
ve kemik metastazi goriilen kanser tiplerinin tedavisinde
klinikte kullanilmaktadir. Bifosfonatlarin ana hedefi oste-
oklastlar olmasina ragmen, son yillarda yapilan 6n-klinik
ve klinik ¢alismalarda bifosfonatlarin anti-kanser aktivite-

leri {izerine odaklanilmaktadir.'-!?

Azot igeren bifosfonatlardan biri olarak ZOLiun fark-
i kanser tiplerinde anti-proliferatif, anti-metastatik ve
anti-anyijogenik etkiye sahip oldugu literatiir de belirtil-
mektedir.*"® ZOLiin meme kanseri tedavisinde etkisinin
aragtirildig1 6n-klinik ve klinik aragtirmalar incelendigin-
de, ZOLtin meme kanseri alt tipine, uygulanan doz ve sii-
resine bagli olarak degisen terapétik etkisinin belirlendigi
farkli sonuglar mevcuttur.®?' Ayrica, in vitro ¢aligmalar-
da ZOLtin meme kanseri hiicrelerinde apoptotik 6lime
neden oldugu belirlenmesine ragmen, 6liime neden olan
molekiiler mekanizmalar hentiz tam olarak aydinlatilama-

migtir.2%

Bu kapsamda mevcut ¢aligmanin amaci, ZOLn iki fark-
It meme kanseri alt tipinde [MCF-7 (6strojen reseptorii
pozitif (ER+), progesteron reseptorii pozifit (PR+), insan
epidermal bitytime faktorii reseptorii 2 negatif (HER2-) ve
MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-)] uygulanan konsant-
rasyonuna ve siiresine bagl olarak bagli degisen terapotik

etkisinin aragtirilmasidir.

GEREC VE YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii
Mevcut ¢alismada, bir in vitro aragtirmast oldugu igin,
hormon duyarli meme kanseri hiicre hatti olarak MCF-7
ve hormon duyarsiz, triple negatif meme kanseri hiicre
hatt1 olarak MDA-MB-231 hiicreleri kullanilmistir. Bu-
nun yani sira olarak insan gébek kordonu veni endotel
hiicresi (HUVEC) kontrol hiicre hatt1 olarak kullanilmis-
tir. Hiicreler ATCC (American Type Culture Collection,
ABD)den ticari olarak temin edilmistir. MCF-7, MDA-
MB-231 ve HUVEC hiicre hatlarinin Dulbecco’s Modified
Eagle Media (DMEM, Sigma-Aldrich, ABD) besiyerine
%10 Fetal S1g1r Serumu (FBS, Gibco, Invitrogen, ABD) ve
%]1 Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich St ABD) ekle-
nerek 37°Cde, %95 nem ve %5CO2 igeren etiiv icerisinde

kiltiire edilmesi saglanmustir.

Sitotoksisite Analizi
ZOL (Novartis, Isvigre) 10 mM stok soliisyon elde edilecek
sekilde hazirlandiktan sonra deneyler gergeklestirilinceye
kadar alikotlanarak -20°C’ de saklanmistir. MCF-7, MDA-
MB-231 ve HUVEC hiicreleri her bir kuyuya 2x104 hiicre
olacak sekilde 96’l1 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekildik-
ten 24 saat sonra, hiicrelere 10, 25, 50 ve 100 uM ZOL ek-
lenerek hiicreler 24 ve 48 saat boyunca etiivde inkiibe edil-
mistir. Belirlenen inkiibasyon siirelerinin sonunda, her bir
kuyuya 10 uL. WST-1 (Proliferation Colorimetric Reagent
WST-1, BioVision, ABD) reaktifi eklendikten sonra, 96’11
kuyucuklu kiltiir plakalari 37°Cde 30 dakika boyunca
karanlikta inkiibe edilmistir. Son olarak, hiicrelerin mik-
roplaka okuyucu (Allsheng, Cin) ile 450 nmde absorbans

degerleri okutularak hiicre canlilig1 analizi gerceklestiril-
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mistir. Her bir deney 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Annexin V Analizi
MCEF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde ZOLiin
apoptotik etkisi Muse Annexin V & Dead Cell Assay (Mil-
lipore, Almanya) kullanilarak analiz edilmistir. MCF-7,
MDA-MB-231 ve HUVEC hiicreleri 6 kuyulu plakalara 1
x 105 kuyu/hiicre olarak ekildikten 24 saat sonra, 10, 25, 50
ve 100 uM ZOL ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. In-
kiibasyon sonunda, hiicreler 5 dakika boyunca 2000 x gde
santrifiij edilerek, iki kez soguk fosfat tamponu (PBS) ile
yikanmuigtir. Sonrasinda, her bir deney grubu Annexin V
& Dead Cell Assay kiti ile boyanarak, oda sicakliginda 30
dakika boyunca karanlikta inkiibe edildikten sonra Muse®
Cell Analyzer (Millipore, Almanya) cihazi kullanilarak

analiz edilmistir.

Hiicre Siklusu Analizi
ZOLitn MCEF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde
hticre siklusu tizerindeki etkisini analiz etmek i¢in Muse
Cell Cycle Kit (Millipore, Almanya) kullanilmistir. MCF-7,
MDA-MB-231 ve HUVEC hiicreleri 6 kuyucuklu plakala-
ra 5 x 105 kuyu/hiicre olarak ekildikten 24 saat sonra, 10,
25,50 ve 100 uM ZA ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler %70 soguk etil alkol ile
fikse edilerek 3 saat boyunca -20°Cde bekletilmistir. Fikse
edilen hiicreler soguk PBS ile iki kez yikanarak santrifij-
lenmistir (5 dk/ 2000 x g). Sonrasinda, toplanan hiicreler
30 dakika boyunca karanlikta Muse Cell Cycle Kit (Milli-
pore, Almanya) ile inkiibe edilerek, Muse® Cell Analyzer

(Millipore, Almanya) ile analiz edilmistir.

Akridin Oranj ve DAPI Boyama
ZOLin MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde
neden oldugu morfolojik degisimlerin goriintiilenmesi
i¢in akridin oranj (AO) (Sigma-Aldrich, ABD) ve nukleus
morfolojisindeki degisimlerin goriintiilenmesi icin DAPI
(Sigma-Aldrich, ABD) boyamasi gergeklestirilmistir. Hiic-
reler 6 kuyucuklu plaka icerisinde her bir kuyuya 5 x 105
hiicre olacak sekilde ekildikten 24 saat sonra, 10, 25, 50 ve

100 uM ZOL ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. In-
kiibasyon sonrasinda hiicreler oda sicakliginda 15 dakika
boyunca %4 paraformaldehid ile fikse edilerek karanlik
kosullarda 30 dakika boyunca AO (100 mg/ml) veya 5 da-
kika boyunca DAPI (5 mg/ml) ile boyanmuis ve PBS ile ii¢
kez yikanmistir. Son olarak, goriintiiler EVOS FL Hiicre
Gortintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, ABD) yardimiyla elde edilmistir.

Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz icin GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA,
ABD) programi kullanilmistir. Biitiin deneyler en az 3 tek-
rarli gerceklestirilmistir. Elde edilen degerler ortalama +
standart hata olarak ifade edilmis olup, doza bagl 6liim
oranlarinin, toplam apoptotik hiicre ve hiicre siklusundaki
hiicre miktarlarinin karsilagtirilmasinda Post Hoc (Tukey)
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. *p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR
ZOLiin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

ZOLin MCEF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicre hatlarin-
da sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi i¢gin WST-1 ana-
lizi gerceklestirilmistir ve elde edilen bulgular Sekil 1de
ozetlenmistir. 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyon-
larda ZOL uygulanan hiicrelerde canlilik oranlarinin doza
ve zamana bagli olarak anlamli bir sekilde azaldig: belir-
lendi (p<0.05). 48 saat boyunca 10 uM ZOL uygulanan
MCEF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilik oranlari
sirast ile %87,88+1,73 ve %82,47+1,73 iken, 100 uM ZOL
uygulandiginda hiicrelerde canlilik oranlarinin anlaml bir
sekilde sirasiyla %67,15+3,68 ve %29,05+3,11% azaldig1
analiz edildi (p<0.01). 48 saat boyunca 10 ve 100 uM ZOL
uygulanan HUVEC hiicrelerinde ise canlilik orani sirasi
ile %91,73+1,24 ve %63,75+2,50 olarak belirlendi. Sonug
olarak, ZOLiin MCF-7 hiicrelerine gére, MDA-MB-231
hiicrelerinde daha fazla anti-proliferatif etkiye neden ol-
dugu belirlenmistir. Ancak, yiiksek konsantrasyonlarda
ZOLiin HUVEC hiicrelerinde toksik etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir.
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Zolendronik asit konsantrasyon (M)
Sekil 1. ZOLiin (A) MCF-7, (B) MDA-MB-231 ve (C) HU-
VEC hiicrelerinde anti-proliferatif etkisinin belirlenmesi.
Farkli konsantrasyonlarda ZOL (10, 25, 50 ve 100 puM)

uygulanan hiicrelerde 24 ve 48 saat i¢in canlilik yiizdeleri

kontrol grubu ile kargilastirilarak istatistiksel olarak analiz
edilmistir (*p<0.05, *p<0.01).

ZOLiin Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi
ZOLin MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde
apoptotik etkisi incelendiginde, uygulanan doza bagli ola-
rak 6zellikle toplam apoptoz yiizdelerinde anlamli bir artig
oldugu gozlemlenmistir (p<0.01, Sekil 2). 10 uM ve 100
uM ZOLtin MCF-7 hiicrelerinde apoptotik etkisi incelen-
diginde, kontrol grubu (00,00+1,34) ile karsilastirildigin-
da, hiicrelerde toplam apoptoz orani sirasiyla %8,82+0,66
ve %28,44+1,07 iken, MDA-MB-231 hiicrelerinde bu

oranlarin sirastyla kontrol gurubuna gore (%5,61+0,78),
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Sekil 2. 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda ZOL uy-
gulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde
apoptotik 6liimiin degerlendirilmesi. (2a) (a) Kontrol, (b) 10
uM, (c) 25 pM, (d) 50 uM ve (e) 100 uM ZOLiin hiicrelerde
apoptotik etkisi Annexin V analizi ile degerlendirilmistir. (2b)
ZOL1n hiicrelerde toplam apoptotik etkisi kontrol grubu ile
karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir (*p<0.05,
“*p<0.01).
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%16,22+1,64 ve %59,44+1,27%¢ arttig1 belirlendi (p<0.01).
HUVEC hiicrelerinde ise, kontrol grubu (1,83+0,39) ile
karsilastirildiginda, 10 uM ve 100 uM ZOL uygulanmasi
sonucunda, hiicrelerde toplam apoptoz oranlar sirasiyla
%8,92+0,47 ve %37,56+1,32 olarak tespit edildi. Sonug
olarak, ZOLin hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiic-
relerinde apoptotik 6liime neden oldugu ancak MDA-
MB-231 hiicrelerinde MCE-7 hiicrelerine gore daha fazla
oranda erken ve ge¢ apoptotik 6liimde artisa neden oldugu
analiz edilmistir ve elde edilen bulgular WST-1 analizin-

den elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir.

ZOLiin Hiicre Siklusu Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi
ZOLin MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde
hiicre siklusu {izerinde etkisinin belirlenmesi amaciy-
la hiicre siklusu analizi gergeklestirilmis ve elde edilen
bulgular Sekil 3'de 6zetlenmistir. 48 saat boyunca 10 uM
ve 100 uM ZOL uygulanan MCEF-7 hiicrelerinde kontrol
grubu (%71,30+0,92) ile karsilastirildiginda GO/G1 fazin-
da hiicre miktar1 siras1 ile %71,00+0,79 ve %84,10+0,64
olarak belirlenmesine ragmen, MDA-MB-231 hiicrelerin-
de kontrol gurubu (%65,50+1,34) ile karsilastirildiginda,
G0/G1 fazinda hiicre miktarinin sirasi ile %75,60+0,99 ve
%90,70+0,21°¢ arttig1 analiz edildi (p<0.01). HUVEC hiic-
relerinde ise, kontrol grubu (%71,10+1,41) ile karsilasti-
rildiginda, 10 pM ve 100 uM ZOL uygulanan hiicrelerde
GO0/G1 fazinda hiicre miktarinin sirasiyla %77,80+1,70 ve
%84,20+1,56¢ arttig1 belirlendi (p<0.01). Sonug olarak,
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ZOL uygulanan hiic-
relerde GO/G1 fazinda hiicre miktarinda anlamli bir sekil-

de artis oldugu tespit edilmistir.

Hiicre Morfolojisindeki Degisimlerin Goriintiilenmesi
Farkli konsantrasyonlarda ZOLiin MCF-7, MDA-MB-231
ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degi-
simler AO boyamas ile goriintillenmistir ($ekil 4). MCEF-
7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde ZOLiin artan
konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerde apoptotik
olimiin arttig1 goriintillendi. ZOL uygulanan MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol gruplari ile karsilag-

3a

tirildiginda, hiicre membran biitiinliigiinde bozulma, kro-
matin yogunlagmasi ve hiicre ve/veya sitoplazmik kiigiil-

meler oldugu gézlemlendi.
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Sekil 3. 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda ZOLiin
MCEF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde hiicre siklu-
su tizerinde etkisinin degerlendirilmesi. (3a) (a) Kontrol, (b)
10 uM, (c) 25 uM, (d) 50 uM ve (e) 100 uM ZOLiin hiicre-
lerde etkisi hiicre siklusu analizi ile degerlendirilmistir. (3b)
ZOLiin neden oldugu G0/G1 fazinda hiicre miktarinda artis
kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz
edilmistir (*p<0.05, **p<0.01).
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MCEF-7 MDA-MB-231 HUVEC

Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda ZOLiin MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolo-
jik degisimlerin AO boyamast ile goriintiilenmesi. (a) Kontrol, (b) 10 puM, (c) 25 puM, (d) 50 uM ve (e) 100 uM ZOL.
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MCE-7 MDA-MB-231 HUVEC

Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda ZOL uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde niikleus mor-
folojilerinin DAPI boyamast ile goriintiilenmesi. (a) Kontrol, (b) 10 uM, (c) 25 uM, (d) 50 uM ve (e) 100 uM ZOL
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Ayrica, ozellikle 50 ve 100 uM ZOL uygulanan MDA-
MB-231 hiicrelerinde apoptotik cisimcikler ve niikleer
fragmentasyon belirlenmesine ragmen, MCEF-7 hiicrele-
rinde apoptotik hiicrelerin yani sira nekrotik hiicreler de
tespit edildi. HUVEC hiicrelerinde ise 10 uM ZOL uygu-
lanmasindan itibaren hiicrelerin genel morfolojik yapisini
kaybettigi ve apoptotik cisimcikler ve niikleer hasar belir-
lendi.

Ayrica belirlenen konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ve 100
uM) ZOL uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC
hiicrelerinde niikleus morfolojileri DAPI boyamasi ile go-
rinttlenmistir ($ekil 5). ZOLiin artan konsantrasyonuna
bagli olarak hiicrelerde kromatin yogunlasmasi ve niikleus
fragmentasyonu olan apoptotik hiicreler gézlemlendi. So-
nug olarak, ZOLin MDA-MB-231 hiicrelerinde MCEF-7
hiicrelerine gore daha fazla apoptotik 6liime neden oldugu
ancak yiiksek konsantrasyonlarda HUVEC hiicrelerinde
de toksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Mevcut ¢alismada, ZOLin farkli meme kanseri alt tiple-
rinde kontrol hiicre hatti ile karsilagtirmali olarak potan-
siyel terapétik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, ZOL{in MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7 hiic-
relerine gore daha fazla sitotoksik etkiye ve apoptotik 6lii-
me neden olmasiyla birlikte yiiksek konsantrasyonlar da
kontrol hiicrelerinde toksik etkisi tespit edilmistir.

ZOL potansiyel iigiincii nesil bir bifosfonat inhibitortdiir
ve son yillarda meme kanseri hastalarinda klinikte yaygin
olarak kullanilmaktadir. On-klinik ¢aligmalarda ZOLiin
kanser hiicrelerinde dogrudan ve dolayli olarak anti-pro-
liferatif etkisi in vitro ve in vivo belirlenmistir. ZOLin
farkli kanser tiplerinde dogrudan etkisi uygulanan doza
ve zamana bagli olarak hiicrelerde neden oldugu sitotoksik
etkiye ve apoptotik 6liime dayanmaktadir. Dolayli etkisi
ise, kanser hiicrelerinin proliferasyonu i¢in uygun ortami

saglayan kemik mikrogevresinde etkisine baglidir.'?"*

Klinik faz c¢alismalarinda (ABCSG12, AZURE, Z-Fast,

ZO-Fast, NATAN, SUCCESS, SWOG 0307, ZEUS, RA-
DAR, STAMPEDE Study 2419) ise, adjuvan tedavi olarak
ZOLin meme, prostat ve kii¢tik hiicreli olmayan akciger
kanseri hastalarinda genel olarak hastaliksiz sag kalim
stiresinde etkili olduguna dair sonuglar mevcuttur.'¢*¢
Ornegin, ABCSG12 klinik denemesinde, ZOLiin preme-
nopozal I/II evre meme kanseri hastalarinda endokrin
tedavi ile birlikte uygulandiginda hastaliksiz sag kalim
stiresinde artis sagladigi belirtilmektedir. Ancak, AZU-
RE klinik denemesinde standart tedaviye ek olarak ZOL
uygulanmasinin premenopozal II/III evre meme kanseri
hastalarinda hastaliksiz sag kalim siiresinde etkili olmadig1
belirlenmistir. Sonug¢ olarak, ABCSG12 ve AZURE klinik
denemelerinde ZOLiin adjuvan kemoterapi olarak uygu-
lama protokollerinin ve farkli hasta kriterlerin olmasindan
dolay1 farkliliklar mevcuttur. Bu nedenle, ZOLiin kanser
tedavisinde ideal kullanimi hasta alt gruplarinin, ZOLiin
farmakokinetik ozellikleri ile uyumlu olarak anti-tiimor
mekanizmalarinin ve ideal kombin tedavi olarak uygula-
nacag1 kemoterapik ajanlarin belirlenmesine baglhdir.?¢-%
Bunun yani sira, ZOLiin anti-tiimor etkisinin maksimum
seviyede olmas i¢in, osteoporoz ve kemik metastazi olan
hastalarda oOnerilen uygulama protokoliiniin optimize

edilmesine de gerek duyulmaktadir.?*

Farkli konsantrasyonlarda ve uygulama stirelerinde (24-
168 saat) ZOLiin (6.25-100 uM), farkli kanser tiplerinde
(meme, prostat, mesane ve akciger kanseri, hepatoseliiler
karsinoma ve multipl miyelom) terapétik etkisinin aragti-
rildigr cesitli caligmalar mevcuttur.'*'® Ancak, kanser tipi
ve Ozelliklerine bagl olarak ZOLiin etkin konsantrasyon
ve uygulama stiresinin degistigi ve kontrol hiicrelerinde
etkisinin belirlendigi ¢alisma sayisinin literatiirde sinirli
olmasindan dolayi, mevcut ¢aligmada iki farkli alt tipte
meme kanserinde ZOLiin potansiyel terap6tik etkisi aras-

tirllmagtir.

Literatiirde belirlendigi gibi ***', mevcut ¢aliymada farkli
konsantrasyonlarda ZOLiin (10,25, 50 ve 100 pM) 24 ve
48 saat boyunca MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiic-
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relerinde sitotoksik etkisi arastirilmis ve ZOLiin uygula-
nan doza ve zamana bagli olarak MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu anlaml bir sekilde
azalttig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira, ozellikle 48 saat
boyunca 100 pM ZOL uygulanan HUVEC hiicrelerinde
ZOLn toksik etkisi ve hiicrelerde apoptotik 6liime ve GO/
G1 fazinda artiga neden oldugu analiz edilmistir. Ayrica,
MDA-MB-231 hiicrelerinin MCF-7 hiicrelerine gére ZOLa
kars1 daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak, Senaratne
ve ark.” calismalarinda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre-
lerinde bifosfonatlarin benzer bir sekilde etki gosterdigini
tespit etmistir. Diger yandan, Toni ve ark. (2012), MCF-7
(ER+,PR+, HER2-), SK-BR-3 (ER-, PR-,HER2+), MDA-
MB-231 ve BRC-230 (ER-, PR-, HER2-) hiicrelerinde 12.5,
25 ve 50 uM ZOL1in 24, 48, 72, 96, 144 ve 168 saat boyun-
ca etkisini aragtirdiklarinda ¢alismalarinda, triple negatif
meme kanseri hiicrelerinin (MDA-MB-231 ve BRC-230)
hormon reseptor (HR)+ (MCF-7) ve HER2+ (SK-BR-3)
meme kanseri hiicrelerine gore ZOLe kars1 daha duyarli
oldugu belirtilmektedir. Ayrica, KRAS ve BRAF mutas-
yonu tastyan MDA-MB-231 hiicrelerinin, BRAF, KRAS
ve HRAS degisimi olmayan BRC-230 hiicrelerine gore
ZOLke kars1 daha duyarli oldugu belirlenmistir. MCE-7 ve
SK-BR-3 hiicrelerinin ZOLe kars1 daha az duyarli olmasi-
nin ise sirastyla kaspaz-3’tin eksprese olmamast ve ytiksek
HER?2 ekspresyonu sonucu RAS yolagiin aktivitesinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Ayrica, ZOLitn farkli
alt tipte meme kanseri hiicrelerinde G0/G1 fazinda hiic-
re miktarinda artiga ve apoptotik 6liime neden oldugu ve
bu 6liimiin triple negatif meme kanseri hiicrelerinde RAS
ekspresyonda (~10 kat) azalmaya neden oldugu belirlen-
mistir.! Wilson ve ark. *' 48 saat boyunca 50 pM ZOL uy-
gulanan MDA-MB-231, MDA-MB-436, T47D ve MCF-7
hiicrelerinde tripan mavi boyamas: sonucunda, ZOLiin
triple negatif meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231,
MDA-MB-436) anti-proliferatif etkiye sahip oldugunu
ancak, T47D ve MCEF-7 hiicrelerinde canlilik oranlarinda
ZOLtn anlaml bir azalmaya neden olmadigini belirtmis-

lerdir.

ZOLin meme ve prostat kanseri hiicrelerinde apoptotik
etkisinin aragtirildig1 caligmalar mevcuttur. Ornegin, Jag-
dev ve ark. %, 72 saat boyunca 0.1, 1, 10 ve 100 uM ZOL
uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilik
oranlarinin anlamli bir sekilde azaldigini ve ZOLftin hiic-
relerde apoptotik 6liime neden oldugunu belirtmislerdir.
Ancak, 0.1 pM ve 1 uM ZOLtin MCEF-7 hiicrelerinde apop-
totik 6lim de anlamli bir artiga neden olmazken, 10 pM
ZOLin hiicrelerde 4 kattan daha fazla apoptotik 6lime
neden oldugunu analiz etmislerdir. Ayrica, 0.1, 1,10 pM
ZOLin MDA-MB-231 hiicrelerinde daha az oranda apop-
totik 6lime neden olmasina ragmen, 100 uM ZOL uygu-
lanan hiicrelerde 15 kat apoptotik 6liimde artis oldugunu
tespit etmislerdir. Diger yandan Lan ve ark., 24, 48 ve 72
saat boyunca 0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM ZOLiin MCEF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde etkisini inceledikleri ¢aligma-
larinda, 6zellikle 72 saat boyunca 50 ve 100 uM ZOLiin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilik oran-
larinda anlamli bir azalmaya ve 6zellikle 50 uM ZOLiin
hiicrelerde GO/G1 ve S fazinda artisa ve apoptotik 6liime
neden oldugunu belirtmislerdir.'® Gschwantler-Kaulic ve
ark.*® postmenapozal meme kanseri hastalarinda ZAnin
hastaliksiz sag kalim {izerinde etkisini belirlemek icin
yaptiklar1 ¢alismalarinda, hormonal cevreyi taklit etmek
i¢in estradiol ile birlikte ZOLiin MCEF-7, T47D ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde etkisini belirlemislerdir. Sonug ola-
rak, 6 giin boyunca 2.25, 6.25 ve 10.25 pM ZOL uygulanan
hiicrelerde ZOLiin hiicrelerde GO/G1 ve S fazinda hiicre
miktarinda artiga ve apoptotik dliime neden oldugunu ve
ZOLtn hormon durumundan bagimsiz olarak anti-kanser
etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, ZOLiin
anti-kanser etkisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde estradi-
olden bagimsiz bir sekilde gerceklestigini ancak MCF-7 ve
T47D hiicrelerinde estradioliin ZOLtin anti-proliferatif ve
pro-apoptotik etkisini énemli derecede azalttigini belirt-
mislerdir. Prostat kanserinde ise, Mani ve ark.ZOLtin (5,
10, 25, 50 ve 100 uM) 24, 48 ve 72 saat boyunca PC-3, DU-
145 ve LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde anti-prolifera-
tif ve proapoptotik etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir
** (100 uM ZOL1in etki diizeyi; PC-3 > DU-145 > LNCaP).
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Ayrica 100 uM ZOLiin PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde er-
ken apoptoza neden olmasina ragmen, LNCaP hiicrelerin-
de ge¢ apoptoza neden oldugunu tespit etmislerdir. Mev-
cut ¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda ZOLiin MCEF-7,
MDA-MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde apoptotik etkisi
hem kantitatif hem de kalitatif olarak analiz edilmistir.
Sonug olarak, ZOLtin MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7
hiicrelerine gore daha fazla oranda G0/G1 fazinda hiicre
miktarina ve apoptotik 6liime neden oldugu belirlenmis-
tir. Ayrica, apoptoz ile iligkili karakteristik degisimler ve
niikleus morfolojileri de goriintiilenerek elde edilen veriler
desteklenmistir. Ancak literatiir de ZOLiin meme kanse-
rinde farkli konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde
etkisinin arastirilmasindan dolay1 10,19-21,31-33, ideal
uygulama protokoliiniin (doz ve uygulama siiresinin) ve
hiicrelerde apoptotik 6liime yol agmasina neden olan mo-
lekiiler mekanizmalarin belirlenmesine yonelik ¢aligmala-

ra ihtiya¢ duyulmaktadir.

SONUC
Mevcut ¢aligmada farkli konsantrasyonlarda ZOLiin farkli
alt tiplerde meme kanseri ve kontrol hiicrelerinde etkisinin
degerlendirilmesi ile literatiire katki saglanmasi amaglan-
mustir. Sonug olarak ZOLiin triple negatif meme kanserin-
de daha etkin olmasiyla birlikte kontrol hiicrelerinde tok-
sik etkisi belirlenmistir. Ancak, ZOLtin apoptotik etkisine
neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina
ve ideal uygulama protokoliiniin (etkin konsantrasyonu ve
uygulama siiresi) belirlenmesine yonelik detayli caligmala-

ra ihtiya¢ bulunmaktadir.
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