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Embelin’in insan meme kanseri MCF-7 ve MDA MB-231 hiicre
proliferasyonu lizerindeki sitotoksik etkisinin tamoxifen ve
docetaxel ile karsilastirilmasi
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OZET

Amag: Meme kanseri son yillarda hizla gelisen
tan ve tedavi stratejilerine ragmen kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirii olup kansere bagli 6lim sebebidir.
Embelin, giicli bir XIAP inhibitori ve antiostrojenik
etkileri olan bir bilesiktir. Calismamizda, hormon
reseptor negatif (MDA-MB-231) ve pozitif (MCF-7) olmak
uzere iki farkli insan kaynakli meme kanseri hiicre
hattinda, etkilerini farkli hiicresel yolaklarla gosteren
Embelin’in antitiimoral etkinliklerini, halen meme
kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olan
tamoksifen ve docetaxel’in etkileri ile karsilastirarak

arastirilmas1 amaglanmistir.

Yontem: Embelin’in etkilerini hiicresel diizeyde

gostermek icin, gercek zamanli hiicre elektronik
algilamassistemi (xCELLigence) ile sitotoksisite analizleri
ve IC,, hesaplamalar yapilmistir. Bundan sonraki diger
tim calismalar icin hiicreler Embelin’in sitotoksisite
analizlerinde belirlenen IC,; dozuyla muamele edilmis
ve histopatolojik ve immunohistokimyasal (Ki-67, Bax,

Bcl-2, Cyclin D1) analizleri gerceklestirilmistir.

Bulgular: Hucre sitotoksisite analizleri sonucunda,

ABSTRACT

Objective: Despite the rapidly developing diagnosis
and treatment strategies in recent years, breast cancer is
the most common type of cancer in women and is the cause
of cancer-related death. Embelin is a potent XIAP inhibitor
and a compound with antiestrogenic effects. In our study,
we aimed to investigate the antitumoral activities of
Embelin, which shows its effects through different cellular
pathways, in two different human breast cancer cell lines,
hormone receptor negative (MDA-MB-231) and positive
(MCF-7) and we compared the effects of Embelin with
tamoxifen and docetaxel, which are currently widely used

in the treatment of breast cancer.

Methods: To demonstrate the effects of Embelin
at the cellular level, cytotoxicity analyzes and IC,,
calculations were performed with a real-time cell
(xCELLigence).

subsequent studies, cells were treated with the IC,;, dose

electronic detection system For all

of Embelin which determined in cytotoxicity assays and
histopathological and immunohistochemical (Ki-67, Bax,

Bcl-2, Cyclin D1) analyzes were performed.

Results: As a result of cell cytotoxicity analyzes,
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Embelin’in, doz ve zaman bagimli olmak lizere, her
iki kanser hiicre tipinde antiproliferatif etki gosterdigi
gozlenmistir. Embelin uygulanan hiicrelerin proliferasyon
egrisi grafiklerinden, IC, degerleri MCF-7 icin 63 pM
ve MDA-MB-231

Hematoksilen-Eozin

icin 64 pM olarak hesaplanmistir.
(H&E) ve Ki-67

olan preparatlarin incelenmesi sonucunda,

ile  boyanmis
Embelin
uygulanan kanser hiicrelerinde, hiicre sayisinin ve Ki-67
proliferasyon indeksinin azaldig1 (p<0,05) bulunmustur.
Embelin’in hiicre siklusu Uzerine olan etkilerini analiz
etmek amaciyla, Cyclin D1 ile boyanan preparatlan
inceledigimizde, her iki bilesigin de hiicre siklusunun
S1 fazi icin gerekli olan Cyclin D1 diizeylerini azalttigi
(p<0,05) gorulmustur. Embelin’in apoptotik yolaklar
tzerine olan etkisini gormek icin, proapoptotik Bax
ve antiapoptotik Bcl-2 ile boyanmis olan preparatlar
incelenmistir. Buna gore, Bax ekspresyon diizeyi artarken

(p<0,05), Bcl-2 ekspresyon diizeyi azalmistir (p<0,05).

Sonug: Genel olarak Embelin’in, her iki meme kanser
hiicre tipinde de, doz ve zamana bagli olmak {zere
kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini, 6zellikle
hormon reseptorii negatif MDA MB-231 hiicrelerinde
hem Tamoxifen hem de Docetaxel ile kiyaslandiginda
Embelinin, istatistiksel olarak molekiiler diizeyde daha
etkin oldugunu ortaya cikarilmistir. Ozellikle de hormon
reseptor negatif olan meme kanserinde daha etkili
oldugu sonucuna varilarak Embelin, ileride meme kanser
tedavisinde alternatif yeni bir antitiimoral ajan olabilir.
Bu calismanin sonuclar gelecekteki in vivo calismalara

yol gosterici olabilir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, docetaxel,

embelin, tamoksifen

it was observed that Embelin had an antiproliferative
effect in both cancer cell types in a dose and time
dependent manner. IC,, values were calculated as
63 pM for MCF-7 and 64 pM for MDA-MB-231 from the
proliferation curve graphs of Embelin exposed cells.
As a result of the examination of the preparations
stained with Hematoksylin-Eosin (H&E) and Ki-67, it
was found that the cell number and Ki-67 proliferation
index decreased (p<0.05) in cancer cells treated with
Embelin. In order to analyze the effects of Embelin on
the cell cycle, when we examined the preparations
stained with Cyclin D1, it was observed that embelin
decreased the Cyclin D1 levels required for the S1
phase of the cell cycle (p<0.05). In order to see the
effect of Embelin on apoptotic pathways, preparations
stained with proapoptotic Bax and antiapoptotic Bcl-2
were examined. Accordingly, while Bax expression level
increased (p<0.05), Bcl-2 expression level decreased
(p<0.05).

Conclusion: In general, Embelin inhibits cancer
cell proliferation in both breast cancer cell types,
depending on dose and time. We found that Embelin
was statistically more effective at the molecular level
when compared to both Tamoxifen and Docetaxel,
especially in hormone receptor-negative MDA MB-231
cells. By concluding that it is more effective especially
in hormone receptor-negative breast cancer, Embelin
may be an alternative new antitumoral agent in the
treatment of breast cancer in the future. The results of

this study may guide for in vivo studies in future.

Key Words: Breast cancer, docetaxel, embelin,

tamoxifen

GIRIS

Pek cok risk faktorine sahip meme kanseri,
kadinlarda en sik gorulen kanserdir ve tedavi
modalitesindeki gelismelere ragmen meme kanserinin
genel sag kalim oranm dusiktir (1). Meme kanseri

insidansinda her ne kadar yasla beraber bir artis
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olsa da (2), Bat1 iilkelerinde ve Ortadogu bdlgesinde
ozellikle genc kadinlarda da meme kanseri goriulme
sikligr artmistir (3,4). Meme kanseri morbidite ve
mortalitesindeki bu artisin nedenlerinden birisi,

muhtemelen  kanser  hiicrelerinin  cogalmasina

neden olan ve geleneksel kemoterapiye direnc

kazandiran bircok agresif molekulin olmasi olabilir



(5, 6).
olarak hedeflenebilen ve aktif olan baz1 molekiillere

Bu nedenle, meme kanserinde terapotik

gereksinim vardir.

Meme kanserleri, hormon reseptor

ve negatif olmak Uzere hiicre ylizeyinde yer alan

pozitif

ostrojen ve progesteron reseptor dizeylerine gore
simflandinlmaktadir (7). Buna gore hormon reseptor
pozitif tiimorler, tamoksifen ve aromataz inhibitorleri
gibi anti-ostrojenlerle genel olarak tedaviye iyi yanit
vermekte ve bu nedenle hormon reseptor pozitifligi
iyi prognozla iliskilendirilmektedir. Boylece oOstrojen
reseptor (ER) antagonistleri ile yapilan terapilerde
genelanlamda basar elde edilmektedir (8). Progesteron
reseptoru (PR), ER ve insan epidermal bliyiime faktoru
reseptori 2’nin (HER2) patolojik olarak az ekspresyonu
ile karakterize olan ucli negatif meme kanseri (TNBC)
(9), yuksek metastaz potansiyeline sahip olup, standart
tedavilere direnc gostermekte ve teshis edilen
vakalann yaklasik %15-20’sini kapsamaktadir (10).
Meme kanseri, esasen kemoterapiye duyarli bir
timor olup, metastatik hastalikta sifa saglanamasa
bile, kemoterapi ve eger hormon reseptorleri pozitif
ise, tamoksifen veya aromataz inhibitoru ilaclarla uzun
stireli yasam saglanabilmektedir. Tamoksifenin yani
sira rutin tedavi protokolune gore en sik kullanilan
kemoterapotikler antrasiklin grubu (doksorubisin) ve
taksan grubu (paklitaksel ve dosetaksel) ilaclardir.
mekanizmalarin

Apoptotik disfonksiyonuyla,

transforme hicrelerin  hayatta kalma slresinin
uzamasi ve bu hiicrelerin proliferasyonuna yol acmasi,
kanserin en bariz 6zelligidir (11). Apoptoza direnc, cok
sayida kanser turiinde yaygindir ve tedavi direncinde
faktordur.

yollar kanser tedavisi icin hedef haline gelmistir.

cok onemli bir Dolayisiyla apoptotik

(12). Apoptozis inhibitor proteinler (IAP), kaspaz
aktivasyonunu ve programlanmis hiicre olumini
diizenleyen major protein ailelerinden biridir. XIAP,
bilinen en giiclu kaspaz inhibitoru olup, ozellikle de
kaspaz 3, 7, 9 lizerinde etkili oldugu gorulmustir (13).
Hemen hemen tim doku ve hicre tiplerinde eksprese
edilen fakat normal dokulara gore, timor hiicrelerinde

daha fazla eksprese edilen XIAP, kanser hiicrelerinin

direnc kabiliyeti kazanmasina neden olabilmektedir.
Bu nedenle, XIAP’yi hedeflemeye yonelik calismalara
egilim artmis olup, su anda temel tedavilere karsi
direncin Ustesinden gelmeye yardimci olmak icin XIAP
inhibitorleri gelistirilmektedir (14). XIAP ozellikle Orta
Dogu bolgesinde meme kanseri ve diger kanserlerde
umut verici bir terapotik molekiiler hedef olarak
bulunmustur (15).

Spesifik XIAP inhibitori olan ve kimyasal yapisi
koenzim Q10 (ubikinon)’e  benzeyen
(2,5-dihidroksi-3-undesil-1,4-benzokinon),
ribes bitkisinden elde edilen, hiicre gecirgen ozellikli

Embelin
Embelia

bir benzokinon derivatifidir (16). Yapilan calismalarda,
Embelin’in, proapoptotik etkileri ile birlikte, guclu
anti-ostrojenik ve zayif progestasyonel aktiviteye sahip
oldugu ve hatta giiclii bir kontraseptif etkisi oldugu
(17-19).
inflamatuar sitokinler, buylime faktorleri ve protein

gosterilmistir Cesitli onkojenik faktorler,
kinazlarin da araciik ettigi Embelin’in antikanser
aktivitesi, losemi, prostat, meme, mide ve beyin
glioma gibi farkli kanser hiicre hatlarinda incelenmistir
(20-24). Aynca Embelinin, anti-inflamatuar, analjezik,
farkl
etkilerinin oldugu da sdylenmektedir. (12).

antidiyabetik ve antioksidan gibi biyolojik

Kanser gibi goriilme siklig1 gittikce artan ve tedavi
sansi erken taniya bagli olan hastalik tirleri ile ilgili
olarak, toplumun saglik beklentilerinin karsilanabilmesi
icin, bu alanda yapilan calismalarin hiz kazanmasi
ve elde edilen bilimsel verilerin hizli bicimde urine
donustirilebilmesi gerekmektedir. Guliniimuzde
hastaya ve hastaliklara yaklasimda en onemli amag, en
erken donemde, miimkiinse patolojik degisim heniiz
tek hiicre diizeyindeyken tan koyabilmek ve tedaviye
baslayabilmektir. Bu, ancak in vitro yontemlerin
etkinligini arttirmakla miimkiin olacaktir.

Bu calismanin amaci, hormon sensitif MCF-7 (ER ve
progesteron reseptor pozitif) ve hormon non-sensitif
MDA MB-231 (ER ve progesteron reseptor negatif) insan
kaynakli meme kanseri hiicre hatlarinda, Embelin’in
molekiler dizeydeki antiproliferatif etkilerini,
meme kanserinin rutin tedavi protokoliinde yer alan

ve kullanmlan Tamoksifen ve Docetaxel’in molekiiler
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duzeydeki etkileri ile sitolojik, morfolojik ve sitotoksik
olarak karsilastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Kimyasallarin hazirlanmasi

Tamoksifen ile Embelin 1000 pmol/L, Docetaxel ise
1000 nmol/L olacak sekilde %0,1’lik DMSO’da coziilerek
0,2 pm capli steril filtreden gecirilmis ve -40°C’de
stoklanmistir. ilaclanin diger dozlari hazirlanan bu
stoklardan dillisyon yapilarak ayarlanmistir.

Hiicre kiiltiirii

Calismada kullanilan meme kanseri
hiicresi proliferasyonundaki etkilerinin gozlemlenmesi
acisindan ATCC den temin edilen insan meme kanseri
hiicre serisi olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatti
kullamlmisti.  MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri,
nemlendirilmis, %5 CO,’e sahip ve 37° C’lik atmosferde,

ilaclarin

%10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 penisilin streptomisin
glutamin (PSG) iceren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) besi yerinde kiltire edilmistir.
Hiicreler %70-80 konfliient oldugunda, tripsin-EDTA ile
kaldinlip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 75
cm?’lik flasklarda besi yerine alinarak pasajlanmistir.

docetaxel’in  hiicre

Embelin, tamoxifen ve

proliferasyonuna etkilerinin belirlenmesi

Her iki hiicre hatt1 icin de onceden, 16 kuyulu
e-platelerin (mikroelektrot iceren ozel hiicre kulturu
kaplari) her bir kuyusuna 100’er yl DMEM eklenip,
DMEM’in yarim saat kuyulara yerlesmesi beklenilmistir.
Ardindan hucre sayimi yapilarak her bir kuyucukta
MCF-7 icin 1 x 10® ve MDA MB-231 icin 1,5 x 10 hiicre
olacak sekilde e-plate’lere, kuyucuk basina 100’er
pl hiicre ekimi yapilmistir. 24 saat sonra hiicreler
(12,5-100 pM), Tamoxifen (12,5-100 pM)
(12,5-100 nM)
edilerek,

Embelin
ve Docetaxel’in farkli dozlaryla

muamele hiicre  proliferasyonundaki
degisiklikler, mikroelektrot iceren 6zel hiicre kiiltiirii
(Roche

cihaz1 ile

kaplarinda, inkubator icindeki xCELLigence
Diagnostics GmbH, Penzbeerg, Germany)
gozlemlenmistir.
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Sitolojik ve immiinositokimyasal analizler: hiicre
bloklarinin hazirlanmasi

her bir
ilacin belirlenen 1C50 dozu ile muamele edilmis

Hiicre bloklan, her bir ilac icin,
hiicrelerden hazirlanmistir. Hucreler, enzimatik islem
uygulanmaksizin, steril bir kaziyic1 ile kaldinlmis ve
supernatant atilmistir. Hucreler %90 etil alkol ve %10
notral tamponlanmis formalin ile oda sicakliginda 30
dakika tespit edilmis ve steril dibi konik eppendorf
tiplere transfer edilmistir. 2000 rpm’de 5 dakika
santrifuj edilmis ve tiplerin dibindeki pellet, sitoblok
kiti (Shandon Cytoblock Cell

System, Thermo Fisher Scientific Inc., Cheshire, UK)

Block Preparation

kullamlarak kasetler icerisine bloklanmistir. Kasetler,
oda sicakliginda 12 saat %10 ndtral formalinde
bekletilerek tespit edilmis ve daha sonra hiicre bloklan
parafine gomulmustdur.

Histolojik ve

immunohistokimyasal = boyama

islemleri

Formalinde fikse edilmis ve parafine gomulmis
olan hiicre bloklarinin, 4 pm kalinliginda yan-
(Leica RM2245, Leica

Microsystems Inc., Bannockburn, IL, USA) ile kesitleri

otomatik rotary mikrotom

alinmistir.  Kesitler, H&E ile otomatik side stainer

ve coverslipper (Tissue-Tek Prisma/Film, Sakura
Finetek Inc., CA, USA) kullanilarak boyanmis ve 151k
mikroskobunda incelenmistir (Olympus BX51, Tokyo,
Japan). Immunohistokimyasal boyama islemleri icin
de otomatik slide staining sistem (Roche Ventana
BenchMark GX, Ventana Medical Systems, Inc., Tucson,
AZ, USA) kullamlarak, 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
boyamalarn yapilmistir. Herhangi bir ilacla muamele
edilmemis hiicreler kontrol olarak kullamlmistir. H&E
ile boyanmis kesitler 1s1k mikroskobunda incelenmistir
(Olympus BX51). Rastgele secilmis 10 sahadan H&E
ile boyanmis hiicrelerin sayimi yapilarak ortalamalan
alinmistir. Ki-67, Bcl-2, Bax ve Cyclin-D1 boyamalan



151k mikroskobunda degerlendirilmistir  (Olympus
BX51). Rastgele secilmis alanlardan her 100 hiicrede
pozitif boyanmis hiicreler sayilarak pozitif boyanan

hiicre ylzdeleri hesaplanmistir.
istatistiksel analizler

istatistiksel analizler GraphPad Prism version
6.05 (GraphPad Software, Inc., CA, USA) programi ile
yapilmistir. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal
skorlama degerlerinin karsilastiriimas ki-kare testi ile
yapilmistir. 0,05’den kiiciik olan P degerleri, anlamli

olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Embelin, Docetaxel ve Tamoksifen’in MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicreleri
antiproliferatif etkileri

tizerindeki sitotoksik ve

Tamoksifen, Docetaxel ve Embelin’in MCF-7 ve MDA-
MB-231 hucrelerinin proliferasyonuna doz ve zaman
bagimli etkisi, gercek zamanli hiicre elektronik algilama
sistemiyle analiz edilmistir. Embelin, Tamoksifen ve
Docetaxel’in, kontrol ile karsilastirildiginda; hiicreleri
doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigi gorilmis
olup (Sekil 1), IC50 dozlan Tablo 1’de verilmistir.

Tamoxifen 12.5 uM

==

Tamoxifon S0 uMm

-e

I e e e
Embelin 12.8 uMm —
! ’ "—'_/"_’/_’vTvW Embelin 25 um
S om fe . - +  Emitreting 26 ua H t
j DMEM = !
( Embalin 50 uM
2
) oo 0o - e s - e
MCF-7 Yo i Vo)

™ I I 1 L i

o0 " e e ne s “s
MDA-MB-231

CONTROL {
g-- g.. _ :;Ni;“f/\\tc:‘a!" i‘zs nm
M(.:.r - e ad '~":M b b oad ne Ml;.l\ams-za.; " e ~'.‘...wn- - - -
Sekil 1. Embelin, Tamoksifen ve Docetaxelin MCF-7 ve MDA MB-231 hiicrelerine doz ve zaman bagimli etkileri
Tablo 1. Embelin, Docetaxel ve Tamoxifenin MCF-7 ve MDA MB-231 hiicreleri i¢in hesaplanan IC,; degerleri
MCF-7 MDA-MB-231

Embelin (IC,,)( UM) 63 64

Tamoxifen (IC,,)( M) 40 50

Docetaxel (IC,,)( nM) 43 32
IC50: hiicrelerin %50’sini inhibe eden inhibitor (ilac) konsantrasyonu, pM: mikromolar, nM: nanomolar
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Histokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir
boyanmis hiicre bloklarinin degerlendirilmesi (p<0,05). Histopatolojik ve imminohistokimyasal

Her iki hiicre hatti icin histopatolojik skorlar, skorlama degerleri icin sadece Tamoxifen, Docetaxel
hem ilacla muamele edilmis hem de ilacla muamele V€ Embelin ile muamele edilmis hiicreler kendi
edilmemis meme kanseri hiicreleri icin Tablo 2’de aralarinda karsilastinldiginda; H&E (Sekil 2), Bax
gosterilmistir. H&E, Bax, Bcl-2, Bax/Bcl-2, Ki-67 ve (€Kil 3), Bcl-2 (Sekil 4), Cyclin-D1 (Sekil 5), Ki-67
Cyclin-D1 skorlama degerlerine gore, ilacla muamele (Sekil 6) ve Bax/Bcl-2 skorlama degerleri arasinda
edilmemis hiicreler ile Docetaxel, Tamoxifen ve istatistiksel olarak farkliliklar oldugu goriilmistir

Embelin ile muamele edilmis hiicreler arasinda (p<0,05).

RS .

“TAMOX)F&N :
Sekil 2. Kontrol, Tamoksifen, Docetaxel ve Embelin icin H&E ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik gortinimu ( H&E
x 400)

DOCETANEW: 7, S & | EMBELIN

DOCETAXEL & e b EMBELIN

Sekil 3. Kontrol, Tamoksifen, Docetaxel ve Embelin icin BAX ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik gortinimu (BAX x
400).
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TAMOXIFEN

DOCETAXEL EMBELIN

N DOCETAXEL EMBELIN

Sekil 5. Kontrol, Tamoksifen, Docetaxel ve Embelin icin Cyclin D1 ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik goriinimi
(Cyclin D1 x 400).

id _‘ g S TAMOXIRE DOCETAXEL EMBELIN
Sekil 6. Kontrol, Tamoksifen, Docetaxel ve Embelin icin Ki-67 ile boyanmis hiicre bloklarinin mikroskobik goriintimi (Ki-67 x 400)

Turk Hij Den Biyol Derg




Embelin, Docetaxel ve Tamoksifen’in MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoza etkileri
Docetaxel, Tamoxifen ve Embelin’in MCF-7 ve
MDA MB-231
etkisi icin antiapoptotik Bcl-2 ve proapoptotik Bax

hiicre hatlan iizerindeki apoptotik

veren skor degerleri Tablo 2’de verilmistir. Ayrica
apoptoz skorlama degerleri icin sadece Tamoxifen,
Docetaxel ve Embelin ile tedavi edilen hiicreleri kendi
aralarinda karsilastirdigimizda (Tablo 2); Bcl-2, Bax,
Bax/Bcl-2, skorlama degerleri, hiicreler arasinda da

analizleri yapilmis olup, ilaclarla muamele edilen Yine onemli farkliiklar gostermistir (p<0,05).

ve muamele edilmeyen hiicreler arasindaki farklan

Tablo 2. Kontrol hiicre bloklari ile Embelin, Tamoxifen ve Docetaxel uygulanan hiicre bloklarinda H&E, Ki-67, Bcl-2, Bax,
cyclin-D1 ve Bax/Bcl-2 orani patolojik skorlama degerlerinin karsilastirilmasi

MCF-7 Kontrol Embelin Docetaxel Tamoxifen X? p

H&E (n) 77 20 35 16 63,08 < 0.001
Ki-67 (%) 84 30 50 23 47,97 < 0.001
Bcl-2 (%) 79 35 55 32 28,15 < 0.001
Bax (%) 30 75 59 80 24,95 < 0.001
Bax/Bcl-2 0,38 2,14 1,07 2,50 187,00 < 0.001
Cyclin-D1 (%) 80 25 55 21 50,85 < 0.001
MDA-MB-231 Kontrol Embelin Docetaxel Tamoxifen X? p

H&E (n) 85 10 24 43 78,74 < 0.001
Ki-67 (%) 98 15 20 47 96,40 < 0.001
Bcl-2 (%) 85 25 35 59 42,20 < 0.001
Bax (%) 10 85 68 34 69,09 < 0.001
Bax/Bcl-2 0,12 3,40 1,94 0,58 434,04 < 0.001
Cyclin-D1 (%) 90 15 58 67,91 < 0.001

Bcl-2: B-cell lymphoma 2, Bax: Bcl-2-associated X protein. Patolojik skorlama degerleri ki-kare testi ile karsilastinlmistir.

0,05’den kiiciik olan P degerleri (p < 0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

TARTISMA

Stratejik olarak hedeflenen kanser tedavileri,
hiicre buylmesi ve hiicre olum yolaklar ile iliskili
mekanizmalan arastirmaya odaklanmistir (25-28).
Dogal bir benzokinon olan Embelin, in vitro olarak pek
cok kanser tiirlinde mitokondriye bagimli apoptozu
indiikleyerek antiproliferatif 6zelligini sergilemistir.
Mitokondriden salinan faktorlerle mitokondriyal yol,
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anti-apoptotik ( XIAP, Mcl-1, Bcl-xL ve Bcl-2) ve pro-
apoptotik (Smac, Bak, Bid ve Bax) dahil olmak uzere
Bcl-2 protein ailesi tarafindan duzenlenmektedir ve
sitokrom c¢’nin mitokondriden salinmasi ile kaspaz-9,
sitokrom c ve apoptotik proteaz aktive edici faktorden
olusan kompleksin olusmasina neden olan icsel 6lum
uyaranlan tarafindan aktive edilir. XIAP hem kaspaz-9
hem de kaspaz-3’l inhibe ederek kanser hiicrelerinde
apoptozun baskilanmasina yol acar (12). Daha once



yapilan calismalarda, Embelin’in XIAP’nin giclu bir
inhibitorii oldugu gosterilmistir (29, 30). Embelin’in
sitotoksik, antiproliferatif ve apoptotik etkileri
prostat kanseri, insan kolon kanseri, pankreatik
kanseri, multipl myeloma, glioma, mesane kanseri
gibi farkli turdeki kanser hiicre hatlarnyla yapilan
calismalarda gosterilmistir (21, 23, 31-34).

Embelin’in kanser

Literaturde, meme

hiicrelerindeki  etkisini arastiran  calismalar
mevcuttur. Li ve ark. (35) yaptigi bir calismada,
Embelin’in MCF-7 hiicrelerinde doza ve zamana baglh
olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicre
siklusunu G2/M fazinda bloke ederek apoptosisi
indiikledigi gosterilmistir. Calismamizda da, benzer
olarak Embelin’in hiicre siklusunun G1 fazi icin gerekli
olan cyclin D1 ekspresyonunu azalttigr goriilmistiir.
Aynm calismada, bizim calismamiz ile benzer olarak,
Bcl-2
ekspresyonunu azalttigr gosterilmistir. Diger bir
calismada, Embelin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme

kanser hiicre hatlarinda doza ve zamana bagiml

Embelin’in Bax ekspresyonunu artirdigi,

olarak, antiproliferatif ve apoptotik etki gosterdigi
bildirilmistir (22). Calismada, bizim calismamizla
benzer

olarak, Embelin’in Bcl-2 ekspresyonunu

baskiladigl, kaspaz-3  aktivasyonunu

Ek olarak, arastirmacilar,
calismamizda da oldugu gibi Embelin’in MDA-MB-231
MCF-7 hiucreleri

etkisine gore daha efektif oldugunu bildirmislerdir.

artirdig
belirlenmistir. bizim

hucreleri Uzerinde, Uzerindeki
Lee ve ark. (36) yaptiklarn bir calismada, Embelin’in
MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde invazyon
ve migrasyonu tetikleyen spesifik protein analizleri
yaparak, Embelinin antiproliferatif  etkileri
gosterilmistir. Bu calismanin sitotoksisite ve apoptoz
sonuclart calismamizin  sonuclariyla uyumlu olup,
hiicre proliferasyon analizi metodu ve apoptoza
sebep olan protein analizleri farklidir. Ayrica kendi
calismamizda; Embelinin tim bu molekiiler etkileri,
rutin tedavi protokoliinde yer alan Tamoksifen ve
MCF-7 ve

hiicrelerinde yapilan baska

Docetaxelin etkileri ile kiyaslanmistir.
MDA-MB-231
bir calismada;, Embelin, matrix metalloproteinaz

kanser

(MMP-2), MMP-9, vaskiler endotelyal growth faktor
(VEGF), TNF-a converting enzim aktivasyonlarin
inhibe ederek antiproliferatif ve antimetastatik etki
bulunmustur (37). Ayrica bu calismalardan farkl
olarak Embelinle muamele edilen MCF-7 hucreleri
ile IL-18 ile uyarilan mezenkimal kok hiicrelerinin
ortak kilturli, meme kanseri hiicrelerinde etkin bir
sekilde apoptozu indiklemis olup, Embelin ve IL-18
ile uyarilan kok hiicrelerin birlesik etkilerinden dolay1
meme kanseri tedavisi icin yeni bir terapotik strateji
saglayabilecegini One siirmislerdir (38). Yani bu
calismada; sinerjistik bir etki mekanizmasiyla Embelin
ve IL-1B8 birlikte meme kanseri tedavisinde yeni ve
farkli bir terapi protokoliine oncliliik etmektedirler.
Tamoksifen ve Embelin’in etkilerinin karsilastinlmali
olarakincelendigidiger bir calismada, Embelin’in MCF-
7 kanser hicrelerinde proliferasyon ve migrasyonu
inhibe ettigi, Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak, P53,
kaspaz-3 ve 9 ekspresyonunu artirarak apoptotik
etki (39).
proliferasyon ve apoptoz analizleri sonuclarn kendi

gosterdigi  bulunmustur Calismanin
calisma sonuclarimizla benzer olmakla beraber, bazi
farkliliklar gostermistir. Bu farkliliklardan en barizi,
ad1 gecen calismada Embelinin MCF-7 hiicrelerindeki
molekuler duzeydeki etkileri Tamoksifenin molekuler
diizeydeki etkilerine gore daha etkin olmasidir.
Bizim calismamizda ise Embelin ve Tamoksifenin
MCF-7 hicrelerindeki

proapoptotik etkileri

hem antiproliferatif hem
istatistiksel olarak onemli
bir farklilik gostermemistir. Calismamizin diger bir
kisminda yer alan MDA MB-231 hiicrelerinde ise bunun
aksi bir sekilde, hem proliferasyon hem de apoptoz
acisindan, Embelin Tamoksifene gore istatistiksel
MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser
kullanildigi  baska bir calismada,

Embelin’in, G1 fazinda hiicre siklusunu inhibe ettigi,

olarak daha etkindir.
hicrelerinin

Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak ve P53 ekspresyonunu
artirarak apoptotik etki gosterdigi ve normal hiicreler
Uzerinde cok az toksik etkisi oldugu belirlenmistir
(40).

Calismamizin asil amaci, hormon sensitif MCF-
7 ve hormon sensitif olmayan MDA-MB-231 iki farkli
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insan kaynakli meme kanser hucre hattinda, XIAP
inhibitori Embelin’in etkileri arastirilarak Embelin’in
molekiiler diizeydeki etkilerini, meme kanser
tedavisinde halen yaygin olarak kullanilmakta olan
Tamoksifen ve Docetaxel’in molekiler diizeydeki
etkileri ile kiyaslanmasidir. Embelin’in etkilerini
ortaya cikarmak icin gercek zamanl hiucre elektronik
algilama sistemi ile hiicre kiiltlird, hicre sitotoksisite
analizi, histopatolojik ve imminohistokimyasal
analizlerden yararlamlmistir.

Calismamizin sonucunda, genel olarak
Embelin’in, her iki meme kanser hiicre tipinde de,
doz ve zamana bagli olmak ilizere kanser hiicre
proliferasyonu inhibe ettigini, dzellikle MDA MB-231
hiicrelerinde Ki-67 proliferasyon indeksi, cyclin D1
dizeyi ve Bcl-2 ekspresyonunu hem Tamoxifen hem
de Docetaxel’e gore azaltarak hiicre siklusunu inhibe
ettigini, aynm sekilde Bax/Bcl-2 oranim da her iki
ilacla kiyasladigimizda daha da artirarak apoptozisi
indiikledigini ortaya ¢ikarilmistir. Boylece, apoptozun
hem mitokondriyal hem de dissal yollarin1 inhibe
edebilen bir antiapoptotik protein olan XIAP’in,

meme kanseri hiicrelerinde terapotik duyarlilikta

TESEKKUR

anahtar bir rol oynama roli olabilecegini bildirmis
olmaktayiz. MCF-7 hiicrelerinde ise Embelin doz ve
zaman bagimli olarak hiicre proliferasyonunu inhibe
etmesine ragmen molekiiler diizeydeki etkileri her
iki ilacla kiyaslandiginda, 6zellikle Docetaxel’e gore
daha efektif oldugu fakat Tamoxifenle istatistiksel
olarak ayni etkilere sahip oldugu gozlemlenmistir.
MDA-MB-231
lizerinde, MCF-7 hiicreleri Uzerindeki etkisine gore

Dolayisiyla  Embelin’in hiicreleri
daha efektif oldugunu soyleyebiliriz.

Sonuc olarak, tumor hicreleri invazyon ve
metastaz yapabilmek icin coklu hayatta kalma
yollart kullanir. Buna gore, coklu hiicresel ve redoks
yollarini baskilayabilen Embelin gibi ajanlar, kanserin
onlenmesi ve tedavisi icin giicli bir potansiyele
sahip olabilir. Embelin’in meme kanser hucrelerinde
antitimoral etkinligini gosterdigimiz bu in vitro
calisma, ileride yapilacak olan in vivo ve klinik faz
calismalarina destek ve yol gosterici olabilir. Embelin,
ileride ozellikle triple negatif olarak sinmiflandirilan ve
tedavi secenegi son derece sinirli olan daha agresif
meme kanser turunin tedavisinde, yeni antikanser

ajanlar olarak kullanima girebilir.

Bu calisma, Dumlupinar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan 2014-69 proje numarastyla

desteklenmistir.

ETiK KURUL ONAYI

* Bu calisma, Etik Kurulu onay1 gerektirmemektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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