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Öz: Tamoksifen meme kanseri tedavisinde sıklıkla kullanılan ancak reseptör ifade 
profillerindeki değişimlere bağlı olarak kullanımı sınırlanan önemli bir tedavi 
yaklaşımıdır. Her ne kadar tamoksifen klinikte yoğun bir uygulama alanına sahip 
olsa da meme kanseri hastalarının %20-30'u çeşitli nedenlerle de novo veya tedavi 
sonrasında tamoksifene karşı direnç geliştirmektedir. Meme kanseri, dünya 
genelinde kadınlar arasında kansere bağlı ölümlerin ikinci nedenidir ve her yıl 
birçok kişi meme kanseri nedeniyle yaşamını yitirmektedir. Bu nedenle meme 
kanseri hücrelerinin tamoksifen duyarlılığını arttırmak üzerine çok sayıda çalışma 
sürdürülmektedir. Son çalışmalar, endoplazmik retikulum (ER) stresine ilişkin 
mekanizmaların meme kanserinin ilerlemesinde ve kazanılmış ilaç direncinde 
önemli anahtar düzenleyiciler olduğuna işaret etmiştir. Bu nedenle ER stresini 
modüle eden ajanlar meme kanserine yönelik geliştirilecek yeni tedavi yaklaşımları 
için yoğun olarak araştırılmaktadır. Çalışmalarımızda D/L-homosistein’in 
tamoksifen ile kombine uygulamasının in vitro da tamoksifene direnç gelişimini iyi 
mimik eden MCF-7/TAMR-1 hücrelerinde ER stresi modülasyonu yolu ile 
tamoksifen duyarlılığını geliştirdiği belirlenmiştir. Çalışmamızdan elde edilen 
bulgular meme kanserinde ER stresi ile ilişkili süreçlere etki edebilecek yeni 
moleküllerin tamoksifen ile kombine edilerek tamoksifen direncine karşı 
uygulanacak alternatif yaklaşımlar açısından umut vaat ettiğini önermektedir. 

D/L-Homocysteine May Suppress Proliferative Properties of Tamoxifen-resistant MCF-
7/TAMR-1 Breast Cancer Cells through Modulation of ER Stress 
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Abstract: Tamoxifen is an important treatment approach that is frequently used in 
the treatment of breast cancer, but its usage is limited due to changes in receptor 
expression profiles of breast cancer cells. Although tamoxifen has an intense clinical 
application area, 20-30% of breast cancer patients develop resistance to tamoxifen 
de novo or after treatment for various reasons. Breast cancer is the second cause of 
cancer-related death among women worldwide, and many people die from breast 
cancer each year. For this reason, many studies are continuing to increase the 
sensitivity of breast cancer cells to tamoxifen. Recent studies have pointed out that 
mechanisms related to endoplasmic reticulum (ER) stress are important key 
regulators of breast cancer progression and acquired drug resistance. Thus, agents 
that modulate ER stress are intensively investigated for new treatment approaches 
to be developed for cancer. In our studies, combined application of D/L-
homocysteine with tamoxifen improves tamoxifen sensitivity of MCF-7/TAMR-1 
cells, which well-mimic the development of tamoxifen resistance in vitro by ER 
stress modulation. Our findings suggest that combined treatment of new molecules 
that can affect the processes associated with ER stress, with tamoxifen, might be 
promising alternative approaches to be applied against tamoxifen resistance in 
breast cancer. 
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1. Giriş

Meme kanseri, dünya genelinde kadınlar arasında 
kansere bağlı ölümlerin ikinci nedenidir [1]. Meme 
kanseri hücrelerinin reseptör ifade profillerindeki 
değişimler kanser progresyonunu doğrudan 
etkileyerek metastaz ve invazyon gibi süreçleri 
düzenlemektedir. Ayrıca bu değişimler hücrelerin ilaç 
direnci geliştirmesi ile doğrudan ilişkilendirilmiştir 
[2]. Günümüzde hormon reseptörü pozitif meme 
tümörlerinde, tamoksifen en sık kullanılan ve etkili 
kemoterapötik ajanlardan biridir [3]. Seçici östrojen 
modülatörü olan tamoksifen, östrojen antagonisti gibi 
davranarak östrojenlerin meme dokusundaki östrojen 
reseptörüne bağlanmasını önlemektedir. Her ne kadar 
tamoksifen klinikte yoğun bir uygulama alanına sahip 
olsa da meme kanseri hastalarının %20-30'u çeşitli 
nedenlerle de novo veya tedaviyi takiben tamoksifene 
karşı direnç geliştirmektedir [4, 5]. Günümüzde 
hastalar primer tümörün reseptör durumuna göre 
hormonal tedavi seçeneğine sahip olabilmektedir. 
Ancak tamoksifene karşı direnç gelişimi meme 
kanserinin tedavisinde tamoksifenin etkin 
kullanımındaki en büyük sınırlamalardan biridir. Son 
çalışmalar, endoplazmik retikulum (ER) stresine 
ilişkin mekanizmaların meme kanserinin 
ilerlemesinde ve kazanılmış ilaç direncinde önemli 
anahtar düzenleyiciler olduğuna işaret etmiştir [6]. Bu 
nedenle ER stresini modüle eden ajanlar meme 
kanserine yönelik geliştirilecek yeni tedavi 
yaklaşımları için yoğun olarak araştırılmaktadır.  

Homosistein metiyonin aminoasidinden türevlenen 
aminoasit metabolizmasındaki ara ürünlerden 
birisidir [7-9] . Homosistein’in endotel hücrelerinde 
ve nöronlarda hücre döngüsünün tutuklanması, 
yaşlanma ve apoptotik hücre ölümü gibi süreçleri 
düzenlediği rapor edilmiştir [10-13]. Homosisteinin 
etki mekanizmalarından birisi de ER stresinin 
modülasyonu üzerindeki etkileridir [9, 10, 12]. 

Ökaryotik hücrelerde yeni sentezlenen proteinlerin 
%30'luk bir bölümü ER’ye bağlı ribozomlarda 
sentezlenmekte olup yeni sentezlenen bu polipeptit 
zincirlerinin olgunlaşma süreçleri, ER'de yer alan 
protein kalite mekanizmaları tarafından sıkı bir 
şekilde kontrol edilmektedir [14, 15]. Değişen 
fizyolojik koşullar altında ER, ökaryotik hücreleri 
tekrar programlamak için doğrudan yanıt 
oluşturmaktadır. Genotoksik etkiler, oksidatif stres 
veya hücrenin artan protein sentezi ihtiyacı nedeniyle 
ortaya çıkan dengesiz protein sentezi durumu ve 
ER’nin kapasitesinin aşılması gibi nedenler ER stresi 
olarak adlandırılan ER homeostazının bozulmasını 
tetiklemektedir [14]. Hücrelerde oluşan bu ER 
stresinin üstesinden gelinemediği durumlarda ER 
ilişkili sinyal mekanizmaları aracılı olarak 
programlanmış hücre ölümü apoptozis 
tetiklenebilmektedir [15]. 

Homosisteinin protein katlanması için kritik öneme 
sahip disülfit bağ oluşumunu bozarak ve katlanmamış 

protein yanıtını aktive ederek ER stresine neden 
olabildiği rapor edilmiştir [10]. İnsan göbek bağı 
damarı endotel hücreleri (HUVEC) ile yapılan bir 
çalışmada fizyolojik dozun üzerinde homosistein 
uygulamasının ER stresi ile ilişkili kritik düzenleyiciler 
olan GRP78/BiP (78-kDa glucose-regulated protein) 
ve CHOP/GADD153 (CEBP homology protein/growth 
arrest and DNA damage-inducible protein 153) gibi ER 
stres belirteçlerinin ifadelerini indüklediği 
belirlenmiştir [10].  ER stresinin programlanmış hücre 
ölümü ve hücre döngüsünün duraksaması gibi 
süreçlerle yakın ilişkili olduğu bilinmektedir [10, 15]. 
Özellikle ER stresi ile ilişkili CHOP düzeylerindeki artış 
hücre bölünmesinin tutuklanması ve apoptotik hücre 
ölümünü indüklediği gösterilmiştir [16, 17]. 

Son yıllardaki çalışmalar ER stresi ile ilişkili süreçlerin 
kanser progresyonuna destek verdiğini ortaya 
koymuştur ve bu mekanizmaların biyokimyasal olarak 
aktivitelerindeki değişimlerinin pankreas, ovaryum, 
prostat ve meme kanserinin de dahil olduğu çok 
sayıdaki kanser tipi ile sıkı ilişkili olduğu 
gösterilmiştir [18-20]. Ayrıca kemoterapötiklere karşı 
direnç gelişmesinde ER stresinin etkin bir mekanizma 
olduğu birçok çalışmada rapor edilmiştir [21, 22]. 

Çalışmalarımızda meme kanseri hücrelerinde D/L-
Homosistein uygulamasının tamoksifen direnci 
üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Bulgularımız 
tamoksifene dirençli MCF-7/TAMR-1 meme kanseri 
hücrelerinde D/L-Homosistein-tamoksifen kombine 
uygulamasının ER stresinin indüklenmesi ve hücre 
döngüsünün baskılanmasına neden olarak MCF-
7/TAMR-1 proliferasyonunu inhibe ettiğini ortaya 
koymuştur.  

2. Materyal ve Metot

2.1. Hücre kültürü 

Çalışmalarda American Type Culture Collection 
(ATCC)’den temin edilmiş tamoksifen dirençli insan 
meme kanseri hücreleri olan MCF-7/TAMR-1 %10 
FBS içeren Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) besi yerinde konvansiyonel hücre kültürü 
şartlarında (37 °C ve %5 CO2) kültüre edildi. Kültür 
işlemlerinde ilave büyüme gereksinimleri için 10 
µg/mL rekombinant insan insülini (Gibco) ve 1 µM 4-
hydroxytamoksifen (Sigma-Aldrich) kullanılmıştır. 

2.2. Proliferasyon tahlili 

Hücrelere uygulanan D/L-Homosistein (Santacruz 
Biotechnology) etanol içerisinde çözündürülerek 
1000 kat konsantre stok hazırlandı. Hücrelere 48 saat 
süre ile 0.1, 0.5, 1 mM D/L-Homosistein ve/veya 2.5 
µM tamoksifen uygulaması yapıldı. Kontrol 
uygulaması olarak eş hacimde çözücü uygulaması 
gerçekleştirildi. MCF-7/TAMR-1 hücrelerinin hücre 
proliferasyonundaki değişimler WST-1 hücre 
proliferasyon reaktifi (Takara) kullanılarak üreticinin 
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önerdiği protokol kullanılarak gerçekleştirildi. 96 
kuyucuklu hücre kültür kaplarına hücreler 5000 
hücre/kuyucuk olacak şekilde ekimi yapıldı. 24 saat 
sonra ajanlar hücrelere 48 saat süre ile uygulandı. 
Süre sonunda her bir örneğe 20 μlt WST-1 ajanı 
eklendi ve 2 saat süre ile hücre kültür şartlarında 
inkübasyon işlemi gerçekleştirildi. Takiben 
mikroplaka okuyucuda (BioTek, Epoch 2) 450nm 
dalga boyunda absorbans okuması gerçekleştirildi. 
Her bir örnek 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar şeklinde 
çalışılmış olup sonuçlar grafikte % değişim olarak 
sunuldu. 

2.3. İmmünoblotlama 

İmmünoblotlama çalışmaları daha önce rapor edildiği 
şekilde gerçekleştirilmiştir [23]. MCF-7/TAMR-1 
hücreleri RIPA tamponu (50 mM Tris-HCl pH 7.5 
içinde 150 mM NaCl, %1 Triton X-100, %0.5 sodyum 
deoksikolat, %0.1 SDS) ile lizatlandı. Lizatlanan 
örnekler 4 °C'de 20 dakika boyunca 14.000 r.p.m'de 
santrifüj edildi ve hücre pelleti uzaklaştırılarak 
süpernatant saklandı. Örneklerdeki toplam protein 
konsantrasyonunun belirlenmesi için BCA protein 
tahlil kiti (Takara) kullanıldı. Her bir örnek SDS-PAGE 
jeline yüklenerek elektroforez işlemi ile proteinler 
ayrıştırıldı. Takiben protein örnekleri PVDF 

membrana transfer edildi. Transfer işlemi sonrasında 
sırasıyla bloklama, birincil antikor uygulaması, 
yıkama, HRP konjuge ikincil antikor uygulaması, 
yıkama ve kemi-görüntüleme işlemi gerçekleştirildi. 
Protein bantlarının görüntülenmesi için ECL substrat 
kiti (Bio-Rad) kullanıldı. Protein bantları ChemiDoc 
XRS+ (Bio-Rad) sisteminde görüntülendi. 
İmmünoblotlamada anti-BiP, anti-CHOP, anti-p21, 
anti-p27 antikorları (Proteintech) ve anti-beta Aktin 
(Proteintech) birincil antikorları kullanıldı. 

2.4. İstatistiksel değerlendirme 

Sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) olarak 
sunuldu. Gruplar arasındaki farklılıkların istatistiksel 
anlamlılığı GraphPad Prism 5 yazılımı kullanılarak 
minimum %95 güven aralığı ile Student t testi ile 
belirlendi. p < 0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı 
kabul edildi. 

3. Bulgular

Tamoksifene dirençli MCF-7/TAMR-1 hücrelerine 
D/L-homosistein uygulamasının tamoksifen 
duyarlılığı üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi 
amacıyla WST-1 temelli hücre proliferasyon testi 
gerçekleştirilmiştir.  Bu   amaçla   MCF-7  /  TAMR-1 

Şekil 1. D/L-Homosistein uygulaması MCF-7/TAMR-1 hücrelerinin tamoksifen duyarlılığını arttırarak hücre proliferasyonunu 
baskılar (* p<0.05). 

Şekil 2. D/L-Homosistein uygulaması MCF-7/TAMR-1 hücrelerinde ER stresini indüklemektedir. Beta aktin yükleme kontrolü 
olarak kullanılmıştır. Protein bantları ImageJ yazılımı kullanılarak densitometrik olarak analiz edilmiş ve sonuçlar grafikte kat 
artışı cinsinden sunulmuştur (* p<0.05). 
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hücreleri 48 saat süre ile 2.5 µM tamoksifen ve/veya 
0.1, 0.5, 1 mM D/L-homosistein’e maruz bırakılmıştır. 
Bulgularımız tamoksifene ile eş uygulanan D/L-
Homosistein’nin doz bağımlı olarak MCF-7/TAMR-1 
hücrelerinin proliferasyonunu yalnızca tamoksifen 
uygulanan gruba kıyasla daha etkili olarak 
baskıladığını göstermiştir. Hücrelerdeki tamoksifen 
duyarlılığı artışının istatistiksel olarak anlamlı olduğu 
belirlenmiştir (Şekil 1). 

D/L-homosistein’in ER stresi ile ilişkili süreçleri 
etkilediği rapor edilmiştir [24, 25]. Bu amaçla MCF-
7/TAMR-1 hücreleri 24 saat süre ile 2.5 µM 
tamoksifen ve/veya 0.1 ve 1 mM D/L-homosistein’e 
maruz bırakılmıştır. Deney sonlandığında ER stresi ile 
ilişkili olan BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 düzeyleri 
immünoblotlama ile incelenmiştir. Protein 
sonuçlarımız D/L-Homosistein uygulamasının 
BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 düzeylerini kontrol 
grubuna kıyasla anlamlı düzeyde arttığını 
göstermiştir. Ayrıca yalnızca tamoksifen uygulanan 
grup ile kıyaslandığında tamoksifen ile D/L-
Homosistein eş uygulamasının BiP/GRP78 ve 
CHOP/GADD153 düzeylerini arttırdığı belirlenmiştir 
(Şekil 2). 

Önceki çalışmalarda D/L-homosistein’in hücre 
bölünmesi döngüsünün baskılanmasına neden olduğu 
rapor edilmiştir [10]. Buradan hareketle D/L-
homosistein’in p21 ve p27 düzeyleri üzerindeki 
etkileri değerlendirilmiştir. Bu amaçla MCF-7/TAMR-
1 hücreleri 24 saat süre ile 2.5 µM Tamoksifen ve/veya 
0.1 ve 1 mM D/L-homosistein’e maruz bırakılmıştır. 
Süre sonunda hücreler lizatlanarak hücre döngüsünün 
baskılanması ile ilişkili siklin inhibitör proteinleri olan 
p21 ve p27 düzeylerindeki değişimler 
immünoblotlama ile değerlendirilmiştir [26, 27, 28, 
29]. Sonuçlarımız D/L-homosistein uygulamasının 
MCF-7/TAMR-1 hücrelerindeki p21 ve p27 ifade 
düzeylerini kontrol grubuna ve yalnızca tamoksifen 
uygulanan gruba kıyasla arttırdığını göstermiştir 
(Şekil 3). 

4. Tartışma ve Sonuç

Çalışmalarımızda D/L-homosistein’in tamoksifene 
dirençli MCF-7/TAMR-1 meme kanseri hücrelerinin 
tamoksifen duyarlılığını arttırarak hücre 
proliferasyonunu inhibe ettiği belirlenmiştir. Meme 
kanseri tedavisinde kullanılan yaklaşımların başında 
tamoksifenin yer aldığı tedavi yaklaşımları yer 
almaktadır [30]. Ancak meme kanseri hücreleri 
reseptör ifadesi açısından heterojenite 
sergilemektedir. Bu nedenle meme kanseri 
hücrelerinin sergilediği östrojen reseptörü, 
progesteron reseptörü veya büyüme faktörü 
reseptörü ifade profillerine bağlı olarak tercih edilen 
tedavi yaklaşımları farklılıklar göstermektedir [31]. 
Seçici östrojen reseptörü modülatörü olan tamoksifen 
östrojen reseptörlerine östrojen bağlanmasını 
engelleyerek meme kanseri hücrelerinin karsinojenik 
özelliklerini baskılamaktadır [31]. Meme ve prostat 
kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanser tiplerine 
yönelik uygulanan tedavi stratejilerinde kanser 
hücreleri ilaç direnci geliştirebilmektedir. Bu durum 
tedavi protokollerinin en sınırlayıcı basamağını teşkil 
etmektedir [32]. Bu nedenle yeni keşfedilecek ilaç 
aday moleküllerine ve kanser hücrelerinin 
kemoterapötiklere karşı duyarlılığını arttıracak yeni 
yaklaşımların geliştirilmesine duyulan ihtiyaç devam 
etmektedir. 

D/L-homosistein metiyonin aminoasidinden 
türevlenen tiyol içeren bir aminoasittir [33]. 
Homosistein’in endotelyal hücrelerinde hücre 
büyümenin tutuklanmasını ve ER stresi indüksiyonu 
aracılı olarak apoptotik hücre ölümünü tetiklediği 
gösterilmiştir [9, 10, 12]. Bununla birlikte 
homosistein’in hepatosit hücrelerinin proliferatif 
özelliklerini ER stresi aracılığıyla inhibe ettiği rapor 
edilmiştir [25]. 

Tamoksifene direnç gelişimini iyi mimik eden MCF-
7/TAMR-1 meme kanseri hücreleri ile 

Şekil 3. D/L-Homosistein uygulaması MCF-7/TAMR-1 hücrelerinde hücre döngüsü akışını tutuklamaktadır. Beta aktin yükleme 
kontrolü olarak kullanılmıştır. Protein bantları ImageJ yazılımı kullanılarak densitometrik olarak analiz edilmiş ve sonuçlar 
grafikte kat artışı cinsinden sunulmuştur (* p<0.05). 
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sürdürdüğümüz çalışmalarda D/L-homosistein 
uygulamasının hücre proliferasyonunu doz bağımlı 
olarak önemli ölçüde baskıladığı belirlenmiştir. D/L-
homosistein’in tamoksifen ile kombine uygulaması 
MCF-7/TAMR-1 hücrelerinin proliferatif özelliklerini 
yalnızca D/L-homosistein ve tamoksifen uygulanan 
gruba kıyasla daha güçlü düzeyde doza bağlı olarak 
baskıladığını göstermiştir. Bu bulgular MCF-7/TAMR-
1 hücrelerinde D/L-homosistein uygulamasının 
tamoksifen ile sinerjistik etki sergileyerek tamoksifen 
duyarlılığını arttırarak meme kanseri hücrelerinin 
proliferasyonunu baskıladığını önermektedir (Şekil 
1). 

D/L-homosistein’in ER stresine olan etkisini 
değerlendirmek üzere BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 
protein ifadelerindeki değişimler immünoblotlama ile 
incelenmiştir. Sonuçlarımıza göre D/L-homosistein 
uygulaması sonrası MCF-7/TAMR-1 hücrelerinde 
BiP/GRP78 ve CHOP/GADD153 düzeylerinin kontrol 
grubuna kıyasla artış gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 
2). Tamoksifene karşı direnç kazanımında meme 
kanseri hücrelerinde ER stresinin anahtar rol oynadığı 
rapor edilmiştir [34]. Bulgularımız tamoksifen ve D/L-
homosistein kombine uygulamasına bağlı olarak ER 
stresinin yalnızca tamoksifen uygulanan gruba kıyasla 
artmış olduğunu göstermiştir (Şekil 2). ER stresi 
sürecinde artan CHOP protein düzeylerinin ER stres 
aracılı apoptotik hücre ölümünü düzenlediği 
bilinmektedir [35]. Sonuçlarımız tamoksifen ve D/L-
homosistein uygulamasına bağlı artan CHOP ifade 
düzeyleri ile ilişkili olarak MCF-7/TAMR-1 
hücrelerinde apoptotik hücre ölümünün 
indüklendiğini önermektedir. Ancak bu sürecin 
karakterize edilebilmesi için ileri düzeyde analizlere 
ihtiyaç duyulmaktadır. 

Daha önceki çalışmalarda D/L-homosistein’in hücre 
döngüsünün tutuklanmasına aracılık ettiği rapor 
edilmiştir [9, 10]. Bu nedenle çalışmalarımızda iyi 
bilinen hücre döngüsü inhibitör proteinleri p21 ve p27 
düzeyleri immünoblotlama ile incelendi. p21 hücre 
döngüsü progresyonunda G1/S ve G2/M geçişini 
sırasıyla CDK4,6/siklin-D ve CDK2/siklin-E 
inhibisyonu yolu ile baskılamaktadır [26, 27]. p27 
CDK2/siklin E diğer siklin kompleksleri ile 
sürdürdüğü etkileşimler ile hücre döngüsünü G1 
fazında sınırlandırmaktadır [28, 29]. Literatürdeki 
D/L-homosistein’in hücre döngüsünün tutuklanması 
ilişkili etkileri ile tutarlı olarak; MCF-7/TAMR-1 
hücrelerine tamoksifen ve D/L-homosistein eş 
uygulamasının hücre döngüsü inhibisyonu ile ilişkili 
siklin bağımlı kinaz inhibitörü p21 ve p27 protein 
ifade düzeylerini arttırdığı belirlenmiştir (Şekil 3). 

Çalışmamızdan elde edilen bulgular D/L-
homosistein’in ER stresi indüksiyonu ve hücre 
döngüsünün baskılanması aracılı olarak MCF-
7/TAMR-1 hücrelerinin tamoksifen direncini 
zayıflattığını ve bu yol ile meme kanseri hücrelerinin 

proliferatif özelliklerini sınırlandırdığını 
önermektedir. 

Tamoksifen meme kanseri tedavisinde sıklıkla 
kullanılan ancak reseptör ifade profillerindeki 
değişimler ve hücrelerde direnç gelişimi gözlenmesi 
nedeniyle çoğu zaman kullanımı sınırlanan seçici 
östrojen modülatörüdür. Çalışmamızda D/L-
homosistein’in tamoksifen ile kombine uygulamasının 
in vitro da tamoksifene direnç gelişimini iyi mimik 
eden MCF-7/TAMR-1 hücrelerinde tamoksifen 
duyarlılığını ilerlettiği belirlenmiştir. Bulgularımız ER 
stresi ile ilişkili süreçlere etki edebilecek yeni 
moleküllerin tamoksifen ile kombine uygulamasının 
meme kanseri hücrelerinde gelişen tamoksifen 
direncine karşı uygulanacak alternatif yaklaşımlar 
açısından umut vaat ettiğini önermektedir. 
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