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Betamethasone Valeratin (BMV) MDA-MB 231 Meme Kanseri Hiicre Dizisi Uzerindeki
Sitotoksik ve Anti-Proliferatif Etkilerinin incelenmesi

Investigation of Cytotoxic and Anti-proliferative Effects of Betamethasone Valerate (BMV) on MDA-MB 231

Breast Cancer Cell Line
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OzZET

Amag: Bir kortikosteroid olan betametazon valeratin meme kanseri hiicre
hattt  MDA-MB-231'de  etkisinin literatirde ilk defa incelenmesi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma kapsaminda insan meme kanseri hilicre hatti
MDA-MB-231'de betametazon valeratin kullanilabilirligi ve buna bagh olarak
sitotoksik etkisinin var olup olmadigi belirlenmeye c¢alisiimistir. Buna gore
hiicre kiltirtna takiben, hicre canlilik testi yapiimistir. Daha sonra sagkahm
deneyi gergeklestirilmistir. ilacin hiicreler tizerindeki migrasyonunu élgmek
icin yara iyilesme deneyi ve anti-proliferatif etkisini 6lgmek igin ise koloni
olusum deneyi yapilmistir. Yapilan tim degerler en az 3 tekrarli olacak
sekilde gergeklestirilmis ve Graph Pad 4.04 istatistik programi ile istatistiksel
analizler gergeklestirilmistir.

Bulgular: Sagkalim deneyleri sonuglarina goére, Betametazon valerat
uygulanan hicrelerde ylksek oranda bagil hiicre 6lumu saptanmistir. Ayrica
hicrelere  BMV uygulanmasiyla hicre proliferasyonu azaldigi ve vyara
iyilesmesi engellendigi gézlenmistir.

Sonug: Sonug olarak, betametazon valeratin MDA-MB-231 insan meme
kanseri hticreleri igin glglu bir oldurict oldugu tespit edilmistir. Bu durum
betametazon valeratin kanser endokrin tedavisinde kullanilabilirliginin
tespitine 151k tutulabilir.

Anahtar Sozciikler: Meme Kanseri, Betametazon Valerat, MDA-MB-231,
Sitotoksisite
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ABSTRACT

Objectives: We aimed to investigate the effects of betamethasone valerate
on MDA-MB-231 human breast cancer cells for the first time in the literature.
Methods: In the study, it was tried to determine the availability and the
cytotoxicity effect of betamethasone valerate in the human breast cancer
cell line MDA-MB-231. Cell viability was tested after cell culturing. Survival
tests were then performed. Wound healing test was performed in order to
measure the migration of the cells. Also colony formation test was carried
out to measure the anti-proliferative effect. All values were made as at least
3 repetitions and statistical analyzes were performed with the Graph Pad
4.04 statistical program.

Results: According to the results of surveillance experiments, high relative
cell death was detected in cells treated with betamethasone valerate. In
addition, cell proliferation decreased and wound healing was inhibited by
BMV application in the cells.

Conclusion: In conclusion, betamethasone has been found to be a potent
killer for MDA-MB-231 human breast cancer cells. This may explain the utility
of betamethasone valerate in cancer endocrine therapy.
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GiRis

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign timor olup
kadinlarda gorilen tim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir (1).
Meme kanserinin bugiin bilinen en etkili tedavisi timoériin ve tiimérden
kopan timor hucrelerinin  yayilldigi lenf nodlarinin cerrahi olarak
cikarilmasidir  (2). Bununla birlikte kanser hucrelerini 6ldirmek veya
¢ogalmalarini engellemek igin yuksek enerjili x-iginlari veya diger tlrde
radyasyonun kullanildigi bir kanser tedavisi tiiri olan radyoterapi ve
antikanser ilaglarinin kullanilarak tiimorlerin blyimesinin dnlenmesi ya da
kontrol altina alinmasini saglayan kemoterapi, kullanilan tedavi turleridir.
Bunlarin yani sira son yillarda hormanal terapi yonteminden de
yararlaniimaktadir (3). Hormon tedavisi (HT) menopozun getirdigi rahatsiz
edici bulgulari ortadan kaldirmakta, osteoporozu 6nlemede ve
kardiyovaskiler hastaliklardan korunma saglamaktadir. Son 30 yilda HT
kullaniminin kadinin meme kanser riskini arttirip arttirmadigini arastiran
50’den ¢ok goézlemsel galisma yayinlanmistir, fakat sonuglardaki tutarsizhik
nedeniyle kesin bir sonug elde edilememistir (3,4).

Meme kanserinde tedavinin segimi, tiimoriin 6zelliklerine, hastanin yasina,
saglik durumuna, menapozal durumuna ve Ostrojen reseptor pozitifligine
baglidir. Endokrin tedavi postmenapozal hastalarda, kombine kemoterapi ise
daha ¢ok premanapozal hastalarda kullanilir (5).

Ostrojen ve progesteron reseptérleri duktal ve lobuler hiicrelerde luminal
bolgede bulunmaktadir ve 25 yili agkin zamandir hormonal tedaviye cevap
yetenegini degerlendirmek amaciyla uygulanmaktadir. Meme tiimérlerinin %
60-70'i 6strojen reseptor (ER) (+) oldugu halde ancak bunlarin yarisi ile tgte
ikisi hormonal tedaviye yanit vermektedir. Buna karsilik ER (-) hastalarin da
bir kisminda hormon tedavisinden yararlanirlar. Bunun nedeni bilinmedigi
gibi, normal ve malign hiicrelerdeki reseptorlerin yapisal ve islevsel agidan
ayni Ozellikleri tastyip tagimadigi da henlz bilinmemektedir.

Endokrin tedaviye yanitta 6nemli rol oynayan progesteron reseptor (PR)
ekspresyonu, Ostrojen hormonu ve reseptoriinin  etkilesimi ile
dizenlenmektedir. Normal insan meme epitelinde PR’niin ER’ne bagimli olup
olmadigl ve Iluminal hicrelerde bu iki reseptorin birlikte bulunup
bulunmadigi tam olarak belirlenmemistir. PR (+) kanserlerin %70’i hormonal
tedaviye cevap verirken PR (-) kanserlerin de % 25-30 kadari hormonal
tedaviden faydalanir (6).

Meme kanserinde, endokrin tedavinin temel prensibi timér hiicresinin
Ostrojenlerin (Estron (E1), Estradiol (E2) ,Estron sulfat (Els) ) buyimeyi
uyarici 6zelliginden yoksun birakilmasidir. Normal meme dokusunun bllyime
ve ¢ogalmasi esas olarak ostrojen ve prolaktin hormonlari tarafindan
diizenlenir. Meme kanserinin ortaya g¢ikmasindan ve ilerlemesinden primer
olarak sorumlu olan 6strojenlerdir (7).

Menopozdaki kadinda meydana gelen morbiditeden, steroid hormonlarin
dolagimdan gekilmesi sorumludur. Seks steroidleri, hiicrede dogrudan DNA
hasari yapmaz. Hiicre gogalmasini indikleyerek veya inhibe ederek timorin
progresyonunu etkiler. Seks steroidleri meme ve endometriyum kanserleriyle
iligkilidir, over ve kolon kanserinde ise olasi bagintilari mevcuttur (4).

Kortikosteroidler baslica antiinflamatuar, immiinosupresif  ve
antiproliferatif olmak tzere Ug etkiye sahiptirler (8). Kortikosteroidlerin etki
glicl reseptore baglanma giicu ile iligkilidir. Viicudun farkl bolgelerinde farkl
reseptor dansitesi de etkilerinin boyutlarinda 6nemli rol oynar. Kortikosteroit
uygulamalarinda stereoizomer olan betametazon (C16 b pozisyonunda)
(Formil:C27H37FOs) ve deksametazon (C16 a pozisyonunda) kullaniimaktadir.
Betametazon molekiiliiniin glukokortikoit reseptdrlerine baglanma egiliminin
fazla ve plazma yarilanma 6mrinin uzun olmasi, etkisinin deksametazon
molekiiliine gére daha belirgin olmasini agiklamaktadir. Betametazon 36-54
saatlik yari 6mri ve uzun etki siresi ile endotel hicrelerinin, makrofaj,
eozinofil, T lenfosit ve mast hticrelerinin sitokin Giretimini inhibe ederek giiglu
antiinflamatuar etki gosterir (9).

Bu g¢alismanin amaci g¢’li negatif meme kanseri hiicre hatti MDA-MB-
231’de literattirde ilk defa glukokortikoid olan betametazon valeratin hiicre
canlihgi Gzerine olan etkilerini incelenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEMLER

Hiicre Kiltiirii

Calismada metastatik adenokarsinom olan MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicre hatti kullaniimistir. Bu hiicre hattinin genel 6zellikleri arasinda
Ostrojen reseptérii (-), Progesteron reseptorii (-), Her2/neu (-), E-kaderin (-),

Kaspaz 2 (+), Kaspaz 3 (+)'tir ve yiksek oranda invaziv bir hiicre hattidir.
Kullanilan hiicre hatti istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi
(DETAE) Molekiiler Tip Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Oguz
OZTURK’ten temin edilmistir. Epitelyal hiicreler, hiicre kiltiir ortaminda
blyutulerek galismanin deneyleri igin kullaniimistir. MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatti %10 isi ile inaktive olmus FBS, 2mM L gulutamin, 100
ug/ml penisilin-streptomisin iceren RPMI 1640 besiyerinde, 37°C de ve 5%
CO2’li inkubatorde buyutilmustar.

Hiicre canhilik testi (MTT testi)

MDA-MB-231 meme kanseri hicreleri RPMI-1640 besiyerinde %5 CO:
iceren 37°C'de nemli inkibatorde buyutilmesinin  ardindan, 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-yl)-2,5- difeniltetrazolyum bromir (MTT) testi uygulanarak
betametazon valerat'in degisik konsantrasyonlarda zamana bagh etkilerini
gOstermek (zere tespit edilmistir. 1x104 hicre/kuyu 96 kuyucuklu petri
kaplarina ekildikten sonra gece siresince yapismalari beklenir. Hiicreler 0-
160 pM betametazon valerat ile 24 saat boyunca muamele edilmistir.
Hicreler MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat bekletilir, bu bekleme sonucu
kesilen formazan bilesiklerin canli hiicrelerin yizeyinde birikmesi gergeklesir.
Bu nedenle 6rneklerin spektrofotometrik okuma sonucundan (Abs 570 nm)
ilag uygulanmamis kontrol 6rneklere oranlama yapilarak ilaglarin bagil hicre
canhhg Gzerine etkisi belirlenmistir.

Sag kalim / Tripan mavisi boyama testi

Sag kalim testi ile uygulanan ilacin belirli konsantrasyonda zamana bagh
etkisinin tespit edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatti her bir kuyucukta 1x105 hticre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekimi yapildi. Hicreler 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatti igin hicrelerin yarisinin 6ldugi degerlerde (ICso
degeri) uygulanan ilag muamele edilmistir. Belirlenen saatlere gore hicreler,
her 24 saatte bir olacak sekilde sayimlari iki tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Bu amagla 6nce ornekler Fosfat Buffer Salin (PBS) ile
yikanip ve tripsin ile kaldirilir. Hucreler santriflij edilir, Gzerine 50 pl 0. 4 %
(w/v) Tripan Mavisi ve 50 ul PBS konulur ve bu karisimdan 10 pl cekilerek
Neubauer hemositometrede sayilir.

Yara iyilesmesi deneyi

Uygulanan ilacin lateral hiicre goci ve hiicre hiicre etkilesimlerinin
belirlenmesi amaciyla yara iyilesmesi (wound healing) deneyi yapilmistir.
MDA-MB-231 meme kanseri hticreleri her kuyucukta 25x10* hiicre olacak
sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekilmistir. Hicrelerin yapismasi saglandiktan
sonra 200 pl ‘lik pipet ucuyla parelel gizgiler olusturulmustur. Belirlenen 1Cso
degerinde BMV uygulanmis ve 24,48 ve 72. saatlerde hicreler invert
mikroskopla incelenmis ve gorintiiler kaydedilmistir.

Koloni olusum testi

Uygulanan ilacin hticreler Gzerindeki koloni olusturma kabiliyetini ve anti-
proliferatif ozelligini belirlemek igin koloni olusum testi yapilmistir. 4X103
MDA-MB-231 meme kanseri huicreleri/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilir. Hiicreler ICso degerlerine gére uygulanan ilag ile 24, 48 ve 72
saat muamele edildikten sonra ilagsiz medya ile degistirilerek hiicrelerin
blyumesi incelenmistir. 14 giin sonunda hiicreler metanol asetik asit (3:1) ile
5 dakika muamele edilerek fikse edilmistir. Hiicreler %0,5lik kristal viyole ile
20 dakika muamele edildikten sonra yikanir ve morfolojik goéruntiler trans
UV ile gekilmisgtir.

istatistiksel analiz
Yapilan tim degerler en az 3 tekrarl olacak sekilde gergeklestirilmis ve
Graph Pad 4.04 istatistik programi ile istatistiksel analizler gergeklestirilmistir.

BULGULAR

MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicrelerine Betametazon Valerat’in
Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Mikroskobik Gériintiiler

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti kiiltire edildikten sonra ilk
24 ve 48. saatlerde ilag uygulanmig ve uygulanmamis kontrol grubuyla
beraber morfolojik 6zellikleri Sekil 1a ve 1b’de gdsterilmektedir. ilag
etkilesimi ile beraber sekil 1b’de de goruldugu gibi hicrelerin birgogunun
oldugi gorilmektedir.
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Sekil 1. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag uygulanmadan 24 MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine etametazon valerat etken
saatlik inktibasyonu sonucu mikroskobik gorintiisu (a). maddesi uygulanmasindan 24 saat sonraki mikroskobik gériintusu (b).

Betametazon valerat’in uygulanmasinin ardindan 48. saatte kontrol
grubuyla karsilastirildiginda canliigini kaybeden hicre sayisinin zamanla
orantili olarak artis oldugu gérilmektedir (Sekil 2a ve 2b).

S

Sekil 2. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin 48 saatlik MDA-MB-231 insan meme kasen hiicrelerine betametazon valerat etken

inkiibasyonu sonucu mikroskobik gériintusu (a). maddesi uygulanmasindan 48 saat sonraki mikroskobik gortintusu (b).
Sagkalm Deneyi Sonucunda Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Olarak canliiginin 65 pM oldugu gorilmistir. Yapilan analizler neticesinde bagil
Degerlendirilmesi hicre canliliginin zamana bagh olarak azaldigi gorilmustir (Sekil 3). Gene
ayni sekilde bagil hicre oOliminin test edildigi analiz sonucunda
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde Betametazon valerat’in betametazon valeratin uygulandigi hiicrelerde 24 saatten 72 saate dogru
sitotoksik etkisinin degerlendirildigi MTT deney sonuglarina goére farkh gidildikce bagil hiicre 6liiminde belirgin bir artis gozlenmektedir (Sekil 4).

konsantrasyonlarda uygulanan ilacin 1Cso degerine goére bagil hicre
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Sekil 3. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine sag kalim deneyi uygulanmasi ile 24, 48 ve 72 saat sonrasinda elde edilen bagil hiicre canlilig grafigi.
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Sekil 4. MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine sag kalim deneyi uygulanmasi ile 24, 48 ve 72 saat sonrasinda elde edilen bagil hiicre 6lumu grafigi.

Sagkalim deneyinde hicrelerin  ekimi  70.000 hicre Uzerinden
gergeklestirilmistir. Sekil 5’te kontroldeki canli hiicre sayisinda anlamli bir
artis oldugu fakat bunun aksine betametazon valerat etken maddesinin
uygulanmasi ile de canli hicre sayisinda anlamli bir azalis oldugu
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gozlemlenmektedir. Bu durum betametazon valerat'in MDA-MB-231 insan
meme kanseri hucreleri igin glgli  toksik bir etken oldugunu
disindirmektedir.
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Sekil 5. Higbir uygulama yapilmamis olan kontrol ve betametazon uygulanmis MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin bagil hiicre canlihigi ve 6limiiniin 24, 48

ve 72 saat sonra incelenmesiyle elde edilen veriler.

Betametazon valerat’in MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinda
Migrasyona etkisi

Yara iyilesmesi deneyinde yara kapanmasi 24 saatlik araliklarla incelenmisg
ve 6lgiim sonuglari kaydedilmistir. Kontrol grubunda 0. Saatte 580 um olan
yara genisliginin 72.saat sonunda 110,7 pm ye dustugl gozlenmistir. BMV
uygulanan hicrelerde 0. saatte ise 572,5 um olan yara genisliginin 543,1 pm
‘e dustugl gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda hicrelere BMV
uygulanmasiyla hiicre proliferasyonu azaldigi ve yara iyilesmesi engellendigi
gozlenmektedir. (Sekil 6 ve 7)

24535t 4853t T2.5aat

0. Saat
e
E .. . .

Sekil 6. Betametazon valerat’in hiicre gogu tzerine etkisi (4x)

Kentrol
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Sekil 7. Kontrol hiicre grubu ve BMV uygulanmis hiicre grubunun yara
genisligi 6l¢imleri (um: mikrometre)

Betametazon valerat’in MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinda
Anti-proliferatif Etkisi

65 uM Betametazon valerat uygulanan hiicreler, ilag uygulanmamig kontrol

gruplariyla karsilastirldiklarinda, zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonunda azalma gérilmastur (Sekil 8).
Kontrol BMV

Sekil 8. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin kontrol grubu ve 65 pM
BMV ile muamelesi sonrasi koloni olusum testi ile ilacin anti-proliferatif
etkisinin goruntusu.

TARTISMA

Yapilan bu galisma bir glukokortikoid olan betametazon valeratin Gg¢’lu
negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231'de etkisinin incelenmesini
amaglamistir.  Buna amagla hiicre bilylimesi ve hiicre proliferasyonu
tzerindeki etkiler sag kallm ve koloni olusum analizleriyle gosterilmeye
caligiimigtir.

Hormonal faktorler hedef dokularda bazen baskilayici ¢ogu zaman da
uyarici Ozellik gosterirler. Normal dokularin bu 6zelligi neoplastik sireglere
de yansir ve kanser tedavisinde etkin bir yaklasim olan hormonal tedavinin
kullanilmasinin rasyonelini olugturur. Buna gore erken evre meme kanserinin
tedavisinde kemoterapi ve endokrin tedavi uygulamasi meme kanserine bagli
6lum oranlarinda anlaml dizeyde azalma saglamaktadir. Early Breast Cancer
Trialists Collaborative Group (EBCTCG) (10) tarafindan 2005 yilinda
yayinlanan meta-analiz sonuglarina goére 6 aylik antrasiklin temelli
polikemoterapi uygulamasi nod durumu, Ostrojen reseptor (ER) durumu,
tamoksifen kullanimi ve diger timor ozelliklerinden bagimsiz olarak meme
kanserine bagh 6lim oraninda 50 yas alti grupta yillik %38, 50-69 yas
grubunda da yillik %20 oraninda azalma saglamaktadir (11).

Glukokortikoid hormonlar 6zellikle lenfoid dokularda proliferasyonu inhibe
ederler. Simdiye kadar vyapilan c¢alismalarda glukokortikoidler, akut
lenfoblastik |6semiler, Hodgkin ve Hodgkin disi lenfomalar ve multipl
myelomada tedavi amagla kullanilmistir (12-15). Ozellikle radyoterapi
sirasinda ve tani aninda timorin vyarattigl 6demin giderilmesinde ve
antineoplastik ilaglarin meydana getirdigi alerjik-anafilaktik reaksiyonlarin
giderilmesinde kullanilmaktadir. Bu gruptaki ilaglar igerisinde en g¢ok
kullanilan prednizondur. Kortikosteroidlerin timor tedavisinde yiiksek dozda
kullanilmalari onlarin yan etkilerinin de fazla olmasina yol agabilmektedir.

Bu calisma ile literatiirde ilk defa betametazon valeratin diisik dozlarda
bile meme kanseri hiicrelerine olan etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuglar ile zamana bagl hiicre canliligi Uzerine olan etkileri ile kanser
hiicrelerinde 6nemli derecede azalma sagladigi gorilmustar.

Betametazon 36-54 saatlik yari 6mru ve uzun etki suresi ile endotel
hiicrelerinin, makrofaj, eozinofil, T lenfosit ve mast hicrelerinin sitokin
Gretimini inhibe ederek gligli antiinflamatuar etki gosterdigi bilinmektedir
(16). Ayrica insanlarda betametazonun maternal dolasimdaki kabul edilen
yari dmrinin yaklasik olarak 6 saat oldugu, fetal dolagimdaki yari dmrinin
ise 12 saat civarinda oldugu ifade edilmektedir (17).

SONUC

Bu ¢alisma ile elde edilen sonuglara bakildiginda betametazon valerat
etken maddesinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri igin guglii bir
sitotoksik etki olusturdugunu gostermektedir. Yapilacak olan kombine
tedaviler ile meme kanserinde kullanilabilecek hormon tedavisinde
kortikosteroidlerin yiiksek doz kullaniimasinin en aza indirgenmesi mimkiin
olabilecektir.

Cikar Catismasi
Yazar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bildirmemistir.
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