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Bu ¢alismada doksorubisin ve monensinin tek ve birlikte kullanimlarinin, meme kanseri
hiicre hattt MCF-7 tizerinde hiicre ¢ogalmasi ile anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin
ifadelenme diizeylerine etkilerini arastirmay1 amagladik. Calismamizda MCF-7 hiicreleri
24 saat siireyle monensin ve doksorubisinin ¢esitli konsantrasyonlarina maruz birakil-
di. Tedavi uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarinda, niikleer faktor-kappa B (NF-kB),
survivin, BCL2, mTOR ve kaspaz 3 (CASP3) gen ifadeleri mRNA diizeyinde arastirildi.
Tek basina monensin ve tek basina doksorubisin kullanimlari NF-«B, survivin, BCL2,
mTOR genlerinin ifadelenme diizeylerini azaltirken, CASP3 ifadelenmesi iizerinde etki
gostermedigi belirlendi. Her iki maddenin birlikte kullanimmin BCL2 mRNA diizeyini
azalttig1 gozlendi. Sonug olarak, doksorubisin ve monensinin ayrt kullanimlarinin hiicre
oliimii iizerinde etkili oldugu, birlikte kullanildiklarinda ise, sinerjik etki yaparak tek ba-
sina kullanimlarinda 6lgiilen ICs dozunu ve anti-apoptotik BCL2 mRNA diizeyini 6nemli

derece azalttig1 belirlendi.
J. Exp. Clin. Med., 2011, 28:59-63

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the proliferative and anti/pro-apoptotic effects of
monensin and doxorubicin alone as well as with their combination on MCF-7 breast can-
cer cells. MCF-7 cells were treated with various concentrations of monensin and doxoru-
bicin for 24 hours. The expression levels of Nuclear Factor-kappa B (NF-xB), survivin,
BCL2, mTOR, and caspase 3 (CASP3) genes were analyzed in treated and control groups
at transcriptional level. The expression levels of NF-kB, survivin, BCL2, mTOR were
decreased in doxorubicin and monensin treated cells, CASP3 mRNA levels were similar
within both groups. Combination of doxorubicin and monensin decreased BCL2 mRNA
levels. In conclusion, doxorubicin or monensin was individually effective on inhibition
of cell death. Combination of these compounds caused a significant decrease in ICso dose
of doxorubicin and monensin treatment and also decreased anti-apoptotic gene BCL2

mRNA levels.

J. Exp. Clin. Med., 2011; 28:59-63 .
K © 2011 OMU All rights reserved

1. Giris

ve ark., 2009). Meme kanseri tedavisinde en sik kullanilan

En sik karsilagilan kanser tiplerinden biri olan meme kan-
seri, diinyada kadinlar arasinda %10,4’liik siklikla ii¢lincii
sirada yer almaktadir (World Cancer Report, 2003). Hastaligin
tedavisinde cerrahi, radyasyon tedavisi, endokrin tedavi ve/
veya kemoterapi uygulanmaktadir (De Laurentiis ve ark.,
2010). Kemoterapide siklikla doksorubisin, siklofosfamid,
metotreksat ve florourasil gibi ilaglar kullanilmaktadir (Muss

ilaclardan biri olan doksorubisin, DNA’ya interkalasyon ya-
parak topoizomeraz II enzimini baskilayip replikasyona engel
olmaktadir. Bu durumda hiicre dongiisti durdurularak hiicre
apoptozise yonlendirilmektedir (Momparler ve ark., 1976).
Ancak cesitli meme kanseri olgularinda doksorubisin gibi
anti-kanser ajanlara direng gelistigi bilinmektedir. Monensin,
Streptomyces cinnamonensin tiriinden elde edilen karbok-
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sil polieter yapida bir iyonofordur. Biyolojik zarlardan Na*/
H* antiportu saglayarak hiicrede etkili olmaktadir. Na*, K*,
Li", H* gibi monovalent katyonlar ile lipofilik bir kompleks
olusturan monensin, katyonlarin hiicre zarindan kolaylikla
geemelerini saglayarak, hiicre i¢i ve hiicre dist katyon
derisimlerinde diizensizlik olusturup cesitli biyokimyasal
ve histolojik degisimlere neden olmaktadir (Mollenhauer ve
ark., 1990). Hiicre disindaki konsantrasyonu aktif tagima ile
yiiksek seviyede tutulan Na®, monensin araciligryla hiicre
igerisine alinmaktadir. Bununla birlikte hiicre i¢erisindeki pro-
tonlar da yine ayni1 yolla hiicre digina ¢ikarilmaktadir. Hiicre
ici pH’nin artmasi ile birlikte, alinan Na* iyonlar1 Na'/Ca*™
antiportunu saglayan pompa araciligiyla tekrar hiicre disina
¢ikarilmakta fakat bu defa hiicreye Ca* girisi olmaktadir.
Bu iyonik degisim hiicrenin hacmini, asit-baz ve osmotik
dengesini, organel yapilarini etkilemektedir (Rotin ve Grin-
stein, 1989). Monensin hiicreye, iyon dengesini degistirerek
Ca*™ yiiklenmesi, lipid peroksidasyonu, plazma, endoplaz-
mik retikulum, golgi ve mitokondri membran biitiinliigiiniin
bozulmas seklinde etki etmektedir (Bergen ve Bates, 1984).
Monensin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda apoptozisi baslatarak
hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Park ve ark., 2003; Ketola
ve ark., 2010). Bununla birlikte baz1 ¢alismalarda monensi-
nin hiicrede apoptozisden ¢ok nekrozis ile hiicre 6liimlerine
neden oldugu vurgulanmaktadir (Souza ve ark., 2005).
Hiicrenin 6liim sinyalini almasiyla baslatilan, membran
tomurcuklanmasi, kaspaz yolaginin aktivasyonu ve DNA
fragmentasyonu ile karakterize edilen programlanmis hiicre
olimii olan apoptozis genetik kontrol altinda fizyolojik bir
olgudur. Apoptozis lizerindeki genetik kontrol, apoptozisi in-
diikleyen pro-apoptotik gen iiriinleri ve apoptozisi baskilayan
anti-apoptotik gen driinlerinin dengesi ile saglanmaktadir
(Niu ve Chen, 2010). Calismamizda doksorubisin, monensin
ve kombinasyonlarinin, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda,
hiicre proliferasyonu ve niikleer faktor-kappa B (NF-«B), sur-
vivin, BCL2, mTOR, kaspaz 3 (CASP3) gibi apoptotik ve an-
ti-apoptotik genlerin transkripsiyon diizeyinde ifadelenmeleri
iizerine etkileri arastirilmistir.

2. Arastirma Yontemi

Caligmamizda meme kanseri hiicre hattt MCF-7 (Ameri-
can Type Culture Collection, ATCC, ABD) kullanilmistir.
Hiicreler %5 CO, igeren ve 37°C sicaklikta Dulbecco's Modi-
fied Eagle's Medium (DMEM, HyClone, ABD) kullanilarak
kiiltiire edildi. DMEM, 1s1 ile inaktiflestirilmis %10 fetal sigir
serum (FBS, HyClone, ABD), 100 U/mL penisilin, 100 pg/
mL streptomisin, 2 mM L-glutamin (HyClone, ABD) igerme-
ktedir. Doksorubisin (Doxorubicin HCI, Tocris Bioscience,
GB), kalsiyum ve magnezyum igermeyen 50 mM fosfat tam-
ponu PBS (HyClone, ABD) igerisinde ¢ozdiiriildii. Monensin
(Sigma, ABD) ise metanol icerisinde ¢ozdiiriildi. PBS ve
metanoliin olas1 yan etkilerini kontrol etmek igin sitotoksisite
deneyinde negatif kontrol olarak kullanildi. Doksorubisin
(0-128 umol/L), monensin (0-50 umol/L) ve doksorubisin
ile monensinin ¢esitli kombinasyonlarinin hiicre prolifera-
syonu iizerindeki etkileri MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (Cayman Chemical,
ABD) deneyi ile gosterildi. MTT deneyi i¢in 96 kuyucuklu
hiicre kiltir plate’inin her bir kuyucuguna 1x10* hiicre
(n=3) ekildi ve 24 saat hiicrelerin kiiltiir plate’i zeminine
tutunmast i¢in beklendi. Daha sonra istenen konsantrasyon-

daki 200 pL doksorubisin, monensin ve kombinasyonlari
her bir kuyucuga dagitildi ve 24 saat ilaca maruz birakildi.
Belirtilen inkiibasyon zamanindan sonraki tedaviyi takiben
her kuyucuga 10 pL MTT solusyonu (5 mg/mL) eklendi ve
plate’ler 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Kuyucuklardaki reak-
siyona girmeyen MTT solusyonu ¢ikarildi ve 100 pL asidifi-
ye sodyum dodesil siilfat (% 10 SDS, 0,01 M HCl igerisinde)
kuyucuklara eklendi ve formazan kristalleri eriyene kadar
karigtirildi. Her kuyucugun absorbans degeri 570 nm dalga
boyunda mikroplate okuyucu (Molecular Devices, ABD) ile
belirlendi. Apoptozis ve sag kalim ile iliskili genlerin hiicre
ici mRNA ifadelenmelerini 6l¢mek igin, total RNA izolas-
yonu (RNAzol, MRC, ABD) yapildi. MCF-7 hiicreleri 25
cm?’lik hiicre kiiltiir flaskina ekilerek, 37°C’ de inkiibe edildi.
Flaskin taban1t %70-80 doluluga ulastiginda, besiyeri yenile-
nerek hiicreler toksik doksorubisin (8 pmol/L), toksik mon-
ensin (10 pwmol/L) ve monensin/doksorubisin kombinasyonu
(1 pmol/L + 1 pmol/L) ile 6 saat muamele edildi. Elde edilen
total RNA’nin safligi ve miktar1 spektrofotometre (Nano-
Drop, Thermo Scientific, ABD) ile 6lgiildii. Total RNA’dan 1
ug almip, rastgele (random) hegzamerler kullanilarak toplam
hacim 12 pL olacak sekilde, ilk zincir (first strand) cDNA
Sentez Kiti (Roche Applied Science, Almanya) yardimiyla
cDNA sentezi yapildi. Daha sonra genlerin mRNA ifadelenme
diizeylerini 6lgmek igin, 2 pl cDNA, 0,5 pl ileri ve geri pri-
merler (GAPDH F:5’-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3’
R:5’-ACGACCAAATCCGTTGACTC-3’, NF«B F:5’-CTG-
GCAGCTCTTCTCAAAGC-3" R:5’-TCCAGGTCATAGA-
GAGGCTCA-3’ , survivin F:5’-CACCGCATCTCTACAT-
TCAAGA-3> R:5’-CAAGTCTGGCTCGTTCTCAGT-3" ,
BCL2 F:5’-TACCTGAACCGGCACCTG-3* R:5’-GCCG-
TACAGTTCCACAAAGG-3’, mTOR F:5’-AGTGAATCT-
GTGCCATCGAGT-3’ R:5’-AGTAGAGCTGCTGCCA-
AACC-3’, CASP3 F:5’-GTGGAATTGATGCGTGATGT-3’
R:5’-ACAGGTCCATTTGTTCCAAAA-3"), 0,2 pl prob
(prob numaralar1 sirastyla: GAPDH #60, NF-xB #22, sur-
vivin #86, BCL2 #75, mTOR #88, CASP3 #68, Universal
Probe Library, Roche Applied Science, Almanya), 2,5 ul
TagMan master karigim (Roche Applied Science, Almanya),
1,2 pl MgCI2 ve toplam hacim 10 pl olacak sekilde saf su
karigtirilarak Real-time PCR reaktanlari hazirlandi. Real-
time PCR cihazinda (LC480, Roche Applied Science, Alman-
ya) 95 °C 10 dakikalik 6n inkiibasyonu, 55 tekrarli 95°C 10
saniye, 60°C 20 saniye, 60°C 1 saniyelik annealing dongiisii
sonucu elde edilen Ct degerleri kaydedildi. MTT deney
sonuglart (Ortalama + Standart Hata), SigmaStat (v. 3.5)
istatistik programinda gruplar arasi karsilastirma Student’s t
kullanilarak gerceklestirildi. p<0,05 anlamli kabul edildi. NF-
«B, survivin, BCL2, mTOR, kaspaz 3 mRNA ifadelenmeleri
GAPDH mRNA diizeyine gére normalize edildikten sonra
goreceli degisimleri REST (Relative expression software
tool) analizi ile degerlendirildi.

3. Sonuclar

Monensin ve doksorubisinin MCF-7 hiicre ¢ogalmast iiz-
erinde engelleyici etkilerinin oldugu gézlendi. MCF-7 hiicre
hattinda, 24 saat tedavi sonrast letal doz (IC,)) degerleri dok-
sorubisin i¢in 8 uM (Sek. 1), monensin i¢in 10 uM (Sek. 2)
olarak 6lciildii. Toksik olmayan 1 pM doksorubisin ve 1 pM
monensin kombinasyonlarinin (Sek. 3) 24 saat tedavi sonrasi
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MCEF-7 hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasi lizerinde etkin bir inhi-
bisyon gosterdigi belirlendi. Anti-apoptotik survivin, BCL2,
mTOR genlerinin hiicre igi mRNA diizeyleri toksik monensin,
toksik doksorubisin tedavilerinde istatistiksel olarak anlamli
derecede azalirken, CASP3 diizeylerinde anlamli degisim
gozlenmedi. Bununla birlikte BCL2 ve survivin genlerinin
transkripsiyonunun diizenlenmesinde etkin bir transkripsiyon
faktorii olan NF-xB’nin hiicre ici mRNA ifadelenmesi toksik
monensin ve toksik doksorubisin uygulamasi ile istatistiksel
agidan anlamli derecede azaldi. Doksorubisin ve monensin
kombinasyonu BCL2 mRNA diizeyini anlamli derecede
azaltti. Aynt kombine tedavi hiicrelerde mTOR, survivin, NF-
kB mRNA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisime
neden olmazken, CASP3 diizeyini artirdi, fakat bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi. Genlerin 6lgiilen mRNA
diizeyleri Sekil 4’de gosterilmektedir.
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Sek. 1. MCF-7 hiicre hattinda doksorubisinin 24 saat
inkiibasyon sonrast hiicre canlilig1 iizerine etkisi.
n=3, *p<0,05 vs. Kontrol grubu hiicreler.
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Sek. 2. MCF-7 hiicre hattinda monensinin 24 saat inkiibasyon
sonrasi hiicre canlilig tizerine etkisi. n=3, *p<0,05
vs. Kontrol grubu hiicreler.
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Sek. 3. MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin ve monensin
kombinasyonlarmimn 24 saat inkiibasyon sonrasi
hiicre canlilig iizerine etkisi. D: Doksorubisin, M:
Monensin, n=3, *p<0.05 vs. Kontrol grubu hiicreler.
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Sek. 4. Doksorubisin, monensin ve kombinasyonlarinin

anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin mRNA
ifadelenme diizeyleri iizerine etkisi. Toksik dok-
sorubisin 8 pmol/L, toksik monensin 10 pmol/L,
Doksorubisin/Monensin kombinasyonu 1 pmol/L +
1 pmol/L.

4. Tartisma

Yapilan bir¢cok calisma gostermistir ki, kemoterapinin
onilindeki en onemli engellerden biri kanser hiicrelerinin
apoptozise karst gelistirdigi direngtir. Bu kapsamda giincel
yaklagimlardan biri kanser hiicrelerinin kemoterapiye has-
sasiyet kazanmast ve direncin kirtlmasi igin anti-kanser ila-
clar ile birlikte gesitli ilaglarin kullanilmasi yoniindedir. Bu
baglamda monensinin birgok kanser hiicre hatti lizerinde ilag
direncini azalttig1 gosterilmistir (Sehested ve ark., 1988). Biz
de ¢alismamizda klinikte kanser hastalarinin tedavisinde sik¢a
kullanilan bir kemoterapétik olan doksorubisin’in tek basina
ve bir iyonofor olan monensinle kombinasyonunun hiicre
proliferasyonu ve apoptozisle iligkili genler iizerine etkisini
gosterdik. Doksorobisin (IC_: 8 umol/L) ve monensin (IC, : 10
umol/L) tek basina kullanildiklarinda MCF-7 hiicre hattinda
hiicre 6limiinii anlamli derece de artirdi. Daha 6nce yapilan
bir¢ok ¢alismada monensinin tiimor hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu durdurucu etkisi vurgulanmistir. Monensin
(10 uM), ilag direnci olan tiimor hiicre hatlarinda, antrasiklin
grubu kemoterdpatiklerin hiicre igersine alinimini artirmigtir
(Wood ve ark., 1996; Cleary ve ark., 1997). Ayrica Singh ve
arkadaslar1 lipozomla paketlenmis monensin uygulamasinin
doksorubisine direngli myeloblastik 16semi hiicrelerinde
doksorubisin almimini artirdigini ve doksorubisinin hiicre
disina gegisini engelledigini gostermislerdir (Singh ve ark.,
1999). Yine Shaik ve arkadaslari ¢alismalarinda monensinle
birlikle doksorubisin kombinasyonunun doksorubisine diren-
¢li MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda hiicre i¢i dokso-
rubisin birikimini artirdigimni belirtmislerdir. Ayni ¢alismada
doksorubisin ve monensin kombinasyonunun kemoterapiye
direngte etkin rol oynayan hiicre zar1 kaset proteinlerinden
MDRI1 ve MRP1 genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerini
anlaml1 derecede azaltarak, kanser hiicrelerinin kemoterapiye
hassasiyetini artirdigr gosterilmistir (Shaik ve ark., 2004).
Bizim ¢alismamizda ise doksorubisin ve monensinin sitotok-
sik olmayan konsantrasyonlarinin kombinasyonu (1 pmol/L
Doksorubisin + 1 pmol/L Monensin) hiicre canliligim
anlamli derecede azaltti. Calismamizin sonuglarina benzer
olarak paklitaksel (IC,: 4,2 ug/mL) ve etopozid (IC: 61 pg/
mL) doksorubisin direngli MCF-7 {izerinde sitotoksik etki
gostermistir. Bu ilaglarin tek bagina kullanimlarina kiyasla
20 x 10-8 mol/L monensinle kombinasyonlari1 (Paklitaksel/
monensin i¢in IC_:1,5 pg/mL, Etopozit igin IC,: 10,9 ug/
mL), ilaglarin etkin doz konsantrasyonlarini daha diisiik
seviyelere ¢ekmistir (Shaik ve ark., 2004). Apoptozis, iyon-
ize radyasyon ve anti-kanser kemoterapétik ilaclar gibi
cesitli ajanlara yanit olarak hiicrelerde gelisen kontrollii bir
hiicresel 6lim mekanizmasidir. Apoptozis Bax, Bad, BclXS
ve pro-kaspazlar olmak iizere ¢esitli pro-apoptotik protein-
ler ve Bcl2, BelXL, survivin gibi anti-apoptotik protein-
ler arasindaki denge ile diizenlenmektedir. Ozellikle aktive
olmus kaspaz-3 hiicrede poli(ADP riboz) polimeraz gibi bir
cok proteinin yikimini saglayarak, apoptotik siiregte anahtar
molekiil olarak rol oynamaktadir (Riedl ve Shi, 2004; El-
more, 2007). Monensinin SNU-C1 kolon kanseri hiicre
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hattinda siklin-bagimli kinaz 2 (CDK2), siklin-bagimli kinaz
4 (CDK4), siklin-bagimli kinaz 6 (CDK®6), Siklin D1, Siklin
A gibi hiicre dongiisiinde etkin proteinlerin ifadelenmelerini
azalttig1 ve sonucunda hiicre boliinmesini durdurarak, apop-
tozisi uyardigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada monensin Bax,
kaspaz-3 gibi pro-apoptotik proteinlerin ifadelenmesini
artirip, mitokondri membran potansiyelini diigiirerek apop-
tozise yol agmistir (Park ve ark., 2003a). Ayn1 ¢alisma grubu
monensinin bdbrek kanseri hiicre hattinda (Caki-2), hiicre
dongiisiinde gorevli CDK2, CDKO, cdc2, Siklin A, Siklin B1
gibi proteinlerin ifadelenmelerini azaltip, p21 ve p27 protein-
lerinin ifadelenmelerini artirarak hiicre dongiisiinii G1/G2-M
evrelerinde durdurdugunu gostermistir. Bu durum ayni hiicre
hattinda apoptozisin belirteci Bel-2, BelXL, kaspaz 3, kaspaz
7, kaspaz 9 gibi bazi proteinlerin ifadelenmesinde ve mitokon-
dri membran potansiyelinde degisimlere neden olmustur.
Boylece monensin hiicre bdliinmesini, hiicre dongiisiinii
durdurarak ya da apoptozisi aktive ederek engellemektedir
(Park ve ark., 2003b). On farkli akut myelositik 16semi hiicre
hattinda monensinin diisiik konsantrasyonlarda (yaklagik
IC,: 0,5 uM) anti-proliferatif etki gosterdigi vurgulanmistir.
Ayni1 galismada monensin ile tedavi edilen HL-60 hiicreler-
inde apoptozisin belirteci Bax proteinleri artmis, apoptozise
direncte etkili Bcl2 proteininin ifadelenmesi azalmistir. Bu-
nunla birlikte ayn1 hiicre hattinda monensin tedavisi mitokon-

KAYNAKLAR

dri membran potansiyelini diistirmistiir (Park ve ark., 2002).
Bizde MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda apoptozise diren-
c¢te etkili olan survivin ve Bcl2’nin tek basina monensin ve
doksorubisin tedavileri sonrasi ifadelenmelerinin azaldigim
gosterdik. Bununla birlikte monensin ve doksorubisin infla-
masyon, immiinite, hiicre proliferasyonu ve apoptozis gibi
stireglerde merkezi bir rol oynayan transkripsiyon faktori
NF-«B’nin gen ifadelenmesini azaltti. NF-xB’nin inhibi-
syonu ile survivin ve BCL2 gibi genlerin ifadelenmelerinde
azalma oldugu daha 6nceki gesitli caligmalarda gosterilmigtir
(Tracey ve ark., 2005). Kanser gelisim siirecinde prolifera-
syonu pozitif yonde diizenledigi bilinen bir diger gen iriini
olan mTOR’un inhibisyonunun, kanser tedavisinde etkin bir
hedef olabilecegi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Easton
ve Houghton, 2006; Faivre ve ark., 2006; Yecies ve Man-
ning, 2011). Bizim g¢alismamizda monensin ve doksorubi-
sin uygulamasi, meme kanseri hiicre hattinda mTOR gen
ifadelenme diizeylerini anlamli derecede azaltti. Doksorubi-
sin ve monensinin birlikte kullanimlart sonucu BCL2 gen if-
adelenmesi azalirken, kaspaz 3 gen ifadelenmesi artti. Sonug
olarak doksorubisin ve monensinin tek basina kullanimlarinda
toksik olmayan dozlarmin, bu iki ilacin kombinasyonu so-
nucu hiicre proliferasyonunu baskiladigi, apoptozise direnci
azalttig1 ve apoptozise yatkinligi artirdigi gosterilmistir.
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